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Resumo

INTRODUCAO: A reabilitagio com implantes dentarios € uma
modalidade de tratamento cientificamente aceite e bem documentada. Para
colmatar as desvantagens do material “gold standard”, o titanio, tém sido
introduzidos os implantes de zirconia, principalmente pela exigéncia estética,
pela sua tendéncia reduzida para a adesdo de microrganismos e pela sua
biocompatibilidade. A ades&o de microrganismos, como a Candida albicans, e a
subsequente formacdo de biofilmes patogénicos na superficie de implantes
dentarios resulta em infecdes nos tecidos peri-implantares e pode levar a perda
do implante, juntamente com outros fatores individuais. O
envelhecimento/degradacdo da superficie do implante pode afetar as suas

propriedades fisico-quimicas e favorecer ou inibir a coloniza¢éo do biofilme.

OBJETIVOS: Analisar a superficie de implantes de zirconia (Zibone
implants®), simultaneamente, apés envelhecimento artificial por dois métodos
distintos (termociclagem e autoclavagem) e formacédo de biofime de 24h
composto por Candida albicans; avaliar a influéncia do envelhecimento artificial
(autoclavagem e termociclagem) na adeséo de biofilme composto por Candida

albicans numa superficie de implante de zirconia (Zibone implants®).

METODOLOGIA: 6 amostras de zirconia foram sujeitas a degradacdo em
termocicladora (grupo ZiT), simulando 6 meses na cavidade oral e 6 amostras
foram sujeitas a degradacédo em autoclave (grupo ZiA), simulando entre 5 a 20
anos na cavidade oral. O grupo controlo foi composto por 6 amostras de fabrica
(n&o sujeitas a degradacao). Todos as amostras foram incubadas in vitro a 37°C
para formacdo de biofiimes de 24h de Candida albicans. Foram captadas
imagens em MEV para andlise das superficies apos formacéo do biofilme de 24h
e foram contabilizadas as unidades formadoras de colonias (UFC), comparando
estatisticamente cada grupo (ZiT e ZiA) com o controlo (C) e o grupo ZiT com o
ZIA.

RESULTADOS: Nao se verificaram diferencas estatisticamente
significativas na contagem de UFC entre os grupos ZiT e C, ZiA e C, e entre 0s

grupos ZiT e ZIA.
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CONCLUSOES: N3o se verifica aumento estatisticamente significativo na
adesdo de biofilme de Candida albicans com o aumento do tempo de
envelhecimento da zirconia, simulado através de termociclagem e

autoclavagem.

PALAVRAS-CHAVE: Zircénia, Implantes dentarios, Degradacéo,

Candida albicans, Peri-implantite
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Abstract

INTRODUCTION: The rehabilitation with dental implants is a scientifically
accepted and well documented treatment modality. To fill the disadvantages of
of the "gold standard" material, the titanium, zirconia implants have been
introduced, mainly due to aesthetic requirement, their reduced tendency to the
adhesion of microorganisms and their biocompatibility. The adhesion of
microorganisms, such as Candida albicans, and the subsequent formation of
pathogenic biofilms on the surface of dental implants results in infections in peri-
implant tissues and can lead to implant loss, along with other individual factors.
Aging/degradation of the implant surface can affect its physical-chemical

properties and favor or inhibit biofilm colonization.

OBJECTIVES: To analyze the surface of zirconia implants (Zibone
implants®), simultaneously, after artificial aging by two different methods
(thermocycling and autoclaving) and 24-hour biofilm formation composed of
Candida albicans; evaluate the influence of artificial aging (autoclaving and
thermocycling) on the adhesion of biofilm composed of Candida albicans on a

zirconia implant surface (Zibone implants®).

METHODOLOGY: 6 zirconia samples were subjected to degradation in a
thermocycler (ZiT group), simulating 6 months in the oral cavity and 6 samples
were subjected to degradation in autoclave (ZiA group), simulating between 5 to
20 years in the oral cavity. The control group consisted of 6 factory samples (not
subject to degradation). All samples were incubated in vitro at 37°C for 24-hour
biofilm formation of Candida albicans. SEM images were captured for surface
analysis after 24-hour biofilm formation and colony-forming units (CFU) were
counted, statistically comparing each group (ZiT and ZiA) with control (C) and ZiT
group with ZiA.

RESULTS: There were no statistically significant differences in the count
of CFU between the ZIiT and C, ZIA and C groups, and between the ZiT and ZiA

groups.



CONCLUSIONS: There is no statistically significant increase in adhesion
of Candida albicans biofilm with the increase of zirconia aging time, simulated by

thermocycling and autoclaving.

KEYWORDS: Zirconia, Dental Implants, Degradation, Candida albicans,

Peri-implantitis
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1. Introducéo

A reabilitacdo com implantes dentarios € uma modalidade de tratamento
cientificamente aceite e bem documentada™ 2., Um dos fatores chave para o

sucesso a longo prazo dos implantes é a manutencao de saude peri-implantar®,

Em alternativa aos implantes de titanio convencionais, os implantes de
zircénia tém sido introduzidos, principalmente pela exigéncia estética, pela sua
tendéncia reduzida para a ades&o de microrganismos“®), escassez de literatura
sobre libertacdo de particulas de degradacdo do implante, corrosdo e

citotoxicidade, dano no ADN celular, portanto pela sua biocompatibilidade(-9,

A adesao de microrganismos e a subsequente formacao de biofilmes
patogénicos na superficie de implantes dentarios resulta em infe¢des nos tecidos
peri-implantares e pode levar a perda do implante® 6 19, juntamente com outros
fatores de risco individuais, como a predisposicéo genética, o consumo de alcool

e tabaco ou condicdes sistémicas como a Diabetes(®1-13),

A cavidade oral incorpora uma comunidade microbiana complexa e
altamente diversificada®. O biofiime subgengival € composto ndo sé por

bactérias, mas também por fungos®5-18),

A Candida albicans é um microrganismo comensal que coloniza a
cavidade oral e é o fungo mais prevalente na mesma® > 1419 Para além de
aderir a superficie da mucosa oral e aos dentes, os fungos conseguem aderir
também a superficies ndo biolégicas como os implantes® 16), A Candida albicans

tem sido detetada e referida como uma espécie oportunista na peri-implantite®
17).

O envelhecimento/degradacdo da superficie do implante pode afetar as
suas propriedades fisico-quimicas e favorecer ou inibir a colonizacdo do
biofilme?). Fatores como a rugosidade, a molhabilidade e a energia livre de
superficie parecem desempenhar um papel importante no processo de adesdo

microbiana na superficie do implante®: 20,



1.1. Titanio - as desvantagens do “gold standard”

Durante as ultimas décadas, o titanio e as ligas de titanio tém sido os
materiais mais usados no fabrico de implantes e tornaram-se o “gold standard”
para a substituicdo dentaria em implantologia®. No entanto, o titanio tem
demonstrado algumas desvantagens, nomeadamente a sua cor acinzentada
escura, que muitas vezes € Vvisivel através da mucosa peri-implantar,
prejudicando os resultados estéticos na presenca de um fen6tipo de mucosa fina
(comumente designado de biotipo fino) e em condi¢cbes desfavoraveis do tecido
mole ou recesséo gengival, que podem levar ao comprometimento da estética

final da reabilitacéo oral(®- 21,

Para além disso, tem sido relatado que os metais sdo capazes de induzir
um efeito ndo especifico de imunomodulagdo e autoimunidade®. As particulas
de titanio livres podem ativar a resposta de dano do ADN nas células epiteliais,
podendo comprometer a barreira epitelial oral®. Foi relatada também a
possibilidade de existéncia hipersensibilidade ao titanio®?. A libertacdo de
elementos metalicos pode causar descoloragdo dos tecidos moles adjacentes e
reacdes alérgicas (embora raras), como edema oral, estomatite perioral,
gengivite e manifestacdes extra-orais como reagcfes eczematosas e erupgdes
cutdneas em pacientes suscetiveis® 22, Foram descritos efeitos colaterais
galvanicos apds contacto com saliva e fluoretos, o que leva a dissolucdo dos
componentes do metal ou da liga metalica e destruicdo 6ssea causada pelo fluxo

de corrente que resulta do acoplamento galvanico® 23),

Outra desvantagem é o envelhecimento bioldgico do Ti (associado ao
processo natural de degradacéo), que ocorre como consequéncia da interacao
do material com os fluidos corporais fisiolégicos e a acumulacdo de
hidrocarbonetos no substrato®®), Embora a superficie de titanio seja considerada
uma das mais guimicamente estaveis, € negativamente afetada pelas proteinas
na oxidacdo®@?, Além disso, a quantidade de adsorcdo de hidrocarbonetos na
superficie interfere com a fixagdo de proteinas sanguineas negativamente
carregadas a superficie do implante e reduz o grau de nova formacao 6ssea em

torno do implante(@0),



Fretwurst T. et al, 2018, referem que foram detetadas particulas de metal
e titAnio em tecidos de suporte peri-implantares, sugerindo o potencial impacto
dos biomateriais na patogénese da perda dssea peri-implantar?®24), No entanto,
ndo sao claros os mecanismos que poderado ser responsaveis pela libertacdo de
particulas e ibes e se estes materiais libertados tém um impacto local e/ou

sistémico nos tecidos moles e duros peri-implantares® % 24,

Embora o titanio apresente bom desempenho em termos de
biocompatibilidade e facilidade de manutencédo, ainda € suscetivel a formacéao

de biofilme, levando, por vezes, a reacdes inflamatdrias@®).
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FIGURA 1. POTENCIAIS MECANISMOS DE PERDA OSSEA PERI-IMPLANTAR, INCLUINDO O BIOFILME MICROBIANO,
EXCESSO DE CIMENTO, MA POSICAO DO IMPLANTE E IOES METALICOS/LIBERTAGAO DE PARTICULAS. FONTE: FRETWURST
T, ETAL. (2018)?%. SEM AUTORIZAGAO DO AUTOR.

1.2. Zirconia - Estado da arte

O implante de zirconia é feito a partir de um metal de transi¢ao brilhante,
cinzento e forte chamado Zirconium (Simbolo Zr). A zirconia é a forma de éxido
do Zirconium@. Jons Jakob Berzelius, em 1824 foi o primeiro a isolar a zircénia
numa forma impura®. Inicialmente, a zircénia foi usada em varios procedimentos
cirurgicos ortopédicos no fabrico de cabecas femorais para substituices totais

da anca, ancas artificiais, implantes acusticos e proteses de dedos®@. Mais tarde,



foi introduzida na Medicina Dentaria no fabrico de espigbes endodonticos,

coroas/pontes, restauracoes, brackets ortodonticos e pilares de implante®,

Apenas em 1968, foi fabricado, na Suica, o primeiro implante dentério
ceramico, conhecido como Implante Sigma, desenvolvido por Sandhaus®. O
implante de Sandhaus era de alumina (Al203)?V. Infelizmente, o desempenho
clinico dos implantes de alumina estava mal documentado e devido ao elevado

risco de fratura foram retirados do mercado(@b.

Recentemente, para colmatar as desvantagens do titanio, facto é que
apareceram as ceramicas de zirconia. Os materiais dentarios ceramicos
preenchem os elevados requisitos estéticos da medicina dentaria moderna 5 20.
26,27) A estética superior da zirconia é atribuida a sua capacidade de mascarar
substratos escuros com boa opacidade no espectro visivel e infravermelho e a
translucidez controlada®. Em particular, a zircénia, tornou-se um biomaterial de
alto interesse, ndo s6 por razbes estéticas, mas também devido as suas
propriedades bioldgicas (biocompatibilidade e diminuicdo da capacidade de
aderéncia dos microrganismos a sua superficie) e mecanicas excecionais
(resisténcia ao desgaste, resisténcia a corrosdo, moédulo de elasticidade
semelhante ao aco, coeficiente de expansdo térmica semelhante ao ferro e

elevada resisténcia a fratura)(® 28 29),

O implante de zirconia também mostrou inibir a adesdo de bactérias e
formacdo de biofilme na sua superficie devido a sua hidrofobicidade,
propriedades bio-inertes, suavidade ideal, reduzida energia livre de superficie e
molhabilidade de superficie®. A adesdo bacteriana e a acumulacgéo de biofiime
na zirconia ja foram estudadas in vitro e in vivo, principalmente em comparacao
com o titanio®. H& muitos relatos de que a zircdnia tem menor adesado bacteriana

e menor formacé&o de biofilme do que o titanio®).

Além da baixa colonizacdo bacteriana, a zirconia apresenta uma baixa
resposta inflamatéria em torno do implante que é atribuida a uma maior
libertacdo de varios fatores angiogénicos e citocinas anti-inflamatorias em
comparac&o com o titanio®.

bY

Relativamente a osteointegracdo, os implantes de zirconia com

superficies modificadas resultam numa osteointegracdo comparavel a dos



implantes de titanio®). Varios tratamentos de superficie, tais como aumento de
rugosidade, ativacdo superficial e revestimento de superficie, tém sido

desenvolvidos e melhorados®.

A zircOnia aparentemente ndo tem efeito citotoxico sobre os fibroblastos;
os testes de carcinogenicidade in vitro e ensaios de teratogenicidade (alteracdes
cromossOmicas celulares patoldgicas) tém sido negativos; e nos testes de
genotoxicidade, foi reportada a auséncia de aberragdes, relativamente a padrdes

cromossémicos(.

Num estudo, in vivo, realizado em ratos por Obando-Pereda GA. et al,
2014, expuseram 0s animais a particulas de zirconia e titanio demonstrando que
mesmo na auséncia de qualquer outro fator inflamatério ou estimulante, estas
particulas iniciam uma resposta imune mediada pela producdo de citocinas e
associada a ostedlise, hiperalgesia inflamatoria e edema®. Porém, na zirconia a
expressdo de genes pro-inflamatoérios induzidos por particulas, a producdo de

citocinas, a ostedlise e a hiperalgesia foram inferiores as induzidas pelo titanio.

No entanto, apesar das inUmeras vantagens, a zirconia apresenta uma
estabilidade mecanica deficiente ao longo do tempo®®. As propriedades
mecanicas da zirconia sdo significativamente comprometidas pela cinética do

envelhecimento@9),

Para entender este processo de envelhecimento € importante saber que
a zircOnia pura existe em 3 fases cristalinas: monoclinica, tetragonal e cubica
(dependendo das condigdes locais)? & 27.28.31) A fase monoclinica da zircénia
existe a temperatura ambiente e é estavel até aos 1170°C®@. Acima dos 1170°C,
a fase monoclinica transforma-se em fase tetragonal com 5% de diminui¢cao do
volume®. Aos 2370°C a fase clbica comeca a aparecer (2). A adigcdo de itria a

rede (entre 1,5 e 5% mol) estabiliza a fase tetragonal a temperatura ambiente@9),

Durante o tempo de envelhecimento, o0 aumento das tensdes internas, na
presenca de agua, inicia a transformacdo da fase tetragonal para a fase
monoclinica, que provoca um aumento de volume que consoante os autores
varia entre 3 a 5% 27.28), Esta transformac&o ocorre a uma temperatura de 100-
1070°C®@. As condi¢des orais associadas a humidade e a temperatura induzem

este fenomeno, conhecido como degradacgao a baixa temperatura (LTD) que se



origina na superficie, espalhando-se dentro do material, conduzindo a
microfraturas e ao aumento da rugosidade superficial? 20.29)_  Acredita-se que
a acumulacdo de energia devido ao aumento do volume diminui o stress na
ponta da microfratura e impede a propagacéo da mesma®. Ou seja, quando uma
fissura neste material se inicia, os graos de zirconia de fase tetragonal sao
transformados em fase monoclinica na ponta da fenda®”). Neste processo ha um
aumento do volume dos gréaos causado pela transformacao da fase induzida pelo
stress compressivo dificultando a propagacdo da fratura®) Este fenémeno
chama-se "transformacéo de fase induzida pelo stress" e € a razéo pela qual a
zirconia tem uma resisténcia extremamente elevada, apesar de ser uma
ceramica®).
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Quando a zirconia é solidamente dissolvida em itrio (Y), célcio (Ca),
magnésio (Mg), cerium (Ce), ou outros ides com um raio ibnico maior do que o
do zirconium (Zr), as fases tetragonal e cubica tornam-se estaveis a temperatura

ambiente®,

Quando a quantidade de itria (Y203) adicionada é superior a 8 mol, a fase
cubica é estavel a temperatura ambiente, que é chamada zircOnia cubica
estabilizada (CSZ)®. Quando a % de itria € de 3 a 8 mol, as fases tetragonais e
cubicas estdo misturadas a temperatura ambiente, e € chamada zircénia
parcialmente estabilizada (PSZ)®). Quando a % de itria é de cerca de 3 mol, as
fases tetragonais estéo proximas de 100% a temperatura ambiente, e é chamada
de zirconia tetragonal policristalina (TZP), também designada zirconia

endurecida (“toughened zirconia”)®).

A degradacao a baixa temperatura da zirconia diminui com o teor de itrio,
ou seja, quanto maior o teor de itrio mais resistente a degradacéo é a zirconia,
mas a zirconia com 3 atomos de itrio tem uma durabilidade suficiente em
condicdes orais®. No entanto, quanto maior o teor em itrio a zirconia apresentar,
maior € a sua translucidez porque ha mais fases cubicas e diminui a resisténcia
mecanica (resisténcia de flexdo) porque ha menos fases tetragonais que

contribuem para a resisténcia®.

A zircénia estabilizada com itrio (YSZ) é uma das ceramicas mais usadas

em implantes dentarios devido as suas propriedades mecanicas superiores e a



biocompatibilidade®®. A sustentabilidade ambiental é outra das vantagens da
utilizacdo da ceramica YSZ para substituir metais e ligas metalicas®®. No
entanto, apesar das elevadas taxas de sobrevivéncia dos implante dentarios
(mais de 89%), 5-11% dos implantes dentarios falham com necessidade de
serem removidos®%). Uma possivel causa de falha do implante esta associada a
infecdo bioldgica dos tecidos peri-implantares®®. A ades&o dos microrganismos
orais a superficie do material é reconhecida como o primeiro passo da formacgéo
de biofilme®%. A acumulacdo da placa microbiana pode levar a inflamacéo da
mucosa adjacente e, posterior reabsorcdo 6ssea, aumentando o risco de perda

do implante(9),

A zirconia tetragonal policristalina estabilizada por itrio (Y-TZP) ja foi
usada anteriormente a nivel biomédico para substituicdo de cabecas femorais
em implantes ortopédicos da anca® 28 29 No entanto, o seu envelhecimento
produziu fraturas nas cabecas femorais, conduzindo a uma utilizacdo minima da
zirconia para esta aplicagcdo@®), Mais concretamente, em 2001, um total de 400
cabecas femorais tiveram de ser removidas pouco tempo depois da sua
implantacdo em resultado do envelhecimento acelerado de dois lotes de
implantes fabricados com uma nova tecnologia de forno®®. A fratura das
cabecas femorais tem sido relacionada com a microporosidade interligada que
permite que a humidade penetre na ceramica, facilitando o envelhecimento e o
subsequente colapso do material®®. A explicacdo deste mecanismo € de
particular interesse para aplicagGes da zirconia em Medicina Dentaria®®. No
entanto, varios estudos clinicos revelaram que a fratura dos implantes dentarios
de zirconia era rara®®. Ainda assim, é de grande importancia que a utilizacdo de
zirconia em implantes dentarios tenha em conta este fendmeno de

envelhecimento®@®),

1.3. Candida albicans e Peri-implantite

As espécies de Candida oral sdo fungos orais comensais e séo

frequentemente isoladas da cavidade oral de pacientes saudaveis(t6: 18.32),

Candida é um género heterogéneo de fungos composto por mais de 150
espécies®. Embora algumas espécies de Candida coexistam como



microrganismos comensais, podem causar infecdes superficiais e sistémicas em
certas circunstancias®”). A patogenicidade da Candida responde a um conjunto
de fatores de viruléncia, incluindo o dimorfismo, a secrecdo de enzimas
hidroliticas (proteases, lipases e hemolisinas) e a adeséo e formacéo de biofilme

no epitélio da mucosa e nos biomateriais®”.

A formacdo de biofilmes é um processo sequencial complexo que
depende do agente invasor e da estrutura em que estd hospedado®”. A
colonizagdo de leveduras em superficies bidticas e abioticas € o primeiro passo
no desenvolvimento de biofilmes, seguido pela divisdo celular e formacédo de
microcolénias que contribuem para a maturacdo de um biofilme caracterizado
pela presenca de hifas e leveduras incorporadas numa matriz extracelular e,

finalmente, pelo desprendimento de algumas destas células®”- 32

A Candida albicans é um fungo dimorfico e, por isso, existe em forma de
levedura e de hifa®2 33, Pseudohifas e hifas sdo duas morfologias filamentosas
diferentes que podem ser observadas na C. albicans®?. O fungo C. albicans
pode formar hifas tanto em culturas planctonicas como durante a fase de

maturacdo da formacé&o de biofilme(2),

Lohse MB. et al, 2018, descreveu o processo de formacéo de biofilme de
Candida albicans dividindo-o em quatro fases: (a) Adeséo de células redondas
em forma de levedura a uma superficie; (b) Inicio da formacdo de biofiime,
durante a qual as células aderem a superficie e formam uma camada basal que
contém forma de levedura, pseudohifas e hifas (também conhecida como fase
de proliferacéo); (c) Maturacdo num biofilme complexo e estruturado, no qual as
células estédo envolvidas na matriz extracelular; e (d) Dispersao de células em
forma de levedura do biofilme para novos locais, reiniciando a formacao de novos

biofilmes(2),
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FIGURA 2.FORMACAO DE BIOFILMES DE CANDIDA ALBICANS. A - AS 4 FASES DE FORMAGCAO DE BIOFILME:
ADESAOQ, INICIAGAO, MATURAGAO E DISPERSAO. B - IMAGEM DE MICROSCOPIA A LASER CONFOCAL DA VISTA LATERAL DE
UM BIOFILME DE C. ALBICANS MADURO, COM AS LONGAS HIFAS CLARAMENTE VISIVEIS. RETIRADO DE: LOHSE, ET AL.
(2018)(32). SEM AUTORIZAGAO DO AUTOR.

Os microrganismos orais sdo capazes de aderir a superficies hidrofilicas
e superficies hidrofobicas®?). As espécies de C. albicans exibem hidrofobia em
hifa, o que provoca uma adesdo mais forte da C. albicans aos substratos

hidrofébicos@9,

A C.albicans foi descrita como uma espécie oportunista em lesdes
periodontais e peri-implantares®. Segundo Lafuente-Ibafiez de Mendoza I. et al,
esta espécie pode participar no inicio e desenvolvimento da peri-implantite?).

As doencgas peri-implantes que afetam as estruturas circundantes aos

implantes dentéarios incluem a mucosite peri-implantar e a peri-implantite®,

A patogénese da infecdo periodontal é complexa e envolve mudltiplas
interacdes entre organismos gram-positivos e gram-negativos dentro do biofilme
subgengival. A microbiota associada a perda de implantes dentarios
osteointegrados mostra maiores proporcdes de anaerébios gram-negativos® 17:
18,26) Espécies periopatogénicas, como bactérias gram-positivas e C. albicans

também foram identificadas em torno de implantes(18. 26),



Embora a resposta inflamatéria seja mais pronunciada nos tecidos que
rodeiam os implantes do que nos que rodeiam os dentes, o ambiente
microbiolégico associado a peri-implantite € semelhante ao observado na
doenca periodontal convencional, que segundo Lafuente-lbafiez de Mendoza I.

et al, inclui bactérias gram-negativas anaerdbias®?”).

A reabilitacdo com implantes dentarios € previsivel, e a taxa de sucesso
é consideravelmente elevada®®. Estudos clinicos mostram que a taxa de
sobrevivéncia de longo prazo dos implantes dentarios de terceira geracéo € de
cerca de 90% ao longo de 10-15 anos®3. No entanto, 5 a 11% dos implantes
dentarios colocados estdo sujeitos a problemas graves como a peri-implantite e

a mucosite®3).

A mucosite peri-implantar € a infecdo que rodeia os tecidos moles do
implante. No caso de o0 0sso circundante ao implante estar infetado, denomina-
se peri-implantite, ou seja, na peri-implantite a reacdo inflamatoéria dos tecidos

moles associa-se a perda do osso de suporte marginal em torno do implante®
33)

Mombelli A. et al, 2011, descreveu 0s sinais e sintomas tipicos da
mucosite peri-implantar e da peri-implantite®. Clinicamente, a inflamacéo dos
tecidos moles da origem ao sangramento apdés sondagem suave com um
instrumento contundente, e pode haver supuragdo da bolsa periodontal®4. Pode
ou nao haver inchaco, e geralmente ndo ha dor. Se o processo nao resulta em
mais perda éssea do que o atribuivel a remodelacéo, estamos perante mucosite
peri-implantar®4. O defeito 6sseo tipico da peri-implantite € circunferencial em
torno do implante, e é bem demarcado®4. Como a parte inferior do implante
mantém uma osteointegracao perfeita, a destruicdo 6éssea pode prosseguir sem
quaisquer sinais notaveis de mobilidade do implante até a osteointegracao estar

completamente perdida®¥.

Mombelli A. et al, 2011, demonstrou ainda que a microbiota associada
com a doenca peri-implantar é (i) uma mistura de microrganismos, (ii) bastante
variavel, e (iii) na maioria casos dominada por diversas bactérias anaerdbias
gram-negativas®?. Refere também que em alguns estudos a C. albicans esta

presente na microflora subgengival em casos de falha do implante®4),
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Convencionalmente, a presenca de bactérias gram-negativas, tais como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, e
Fusobacterium nucleatum no BO subgengival € uma das causas da ocorréncia
de doencas peri-implantares®> 16 Uma explicacdo € que a proliferacdo
bacteriana no biofilme esta associada a producdo de produtos toxicos
bacterianos e citocinas inflamatorias destrutivas, incluindo IL-1B3, IL-6 e TNF-a
que, se nao for controlada pode induzir inflamag&o nos tecidos moles peri-
implantes e perda da crista 6ssea devido a um aumento dos produtos dos
osteoclastos(®> 16), A expressdo IL-1 e TNF-a pode ser regulada por varios
polimorfismos funcionalmente relevantes, incluindo IL-1a C-889T, IL-1B
C+3954T e C-511T, e TNFa G-308A®S). Verificou-se que os alelos mutantes
destes polimorfismos aumentam a transcricAo dos genes correspondentes,
resultando numa sobre expresséao das citocinas pré-inflamatérias®®. No entanto,
segundo o estudo de Jin Q. et al, 2021, apenas os polimorfismos funcionais de
IL-1a (C-889T), IL-1B (C+3954T, C-511T) e o gendtipo composto de IL-1 sdo
potenciais marcadores preditivos para a doenca peri-implantar®). Para além
disso, segundo Vaz P. et al, 2012, os alelos 1 e 2 do gene ILLA e os alelos 1 e 2
do gene IL1B foram estatisticamente associados ao sucesso ou insucesso dos

implantes dentarios®D.

Além das bactérias, a cavidade oral e o BO subgengival também abrigam
leveduras, que podem tornar-se agentes patogénicos oportunistas em condicdes
como, por exemplo, a Diabetes Mellitus tipo 2 mal controlada (DMT2)1%), Foi
demonstrado por Alsahhaf A. et al, 2019, in vitro, que o aumento dos niveis de
glicose salivar em doentes com DMT2 favorece o crescimento das leveduras; e
o fraco controlo metabdlico em doentes diabéticos do tipo 2 esta associado a um

aumento do transporte de Candida no BO subgengival (19,

Além disso, foi demonstrado in vitro que a C. albicans altera o microbioma
aumentando o numero de bactérias anaerobias no biofilme que podem agravar
ainda mais a inflamacéao dos tecidos moles e a perda de 0sso de suporte em

torno dos implantes dentarios(1® 16),

Embora a etiologia priméria da doenca peri-implantar tenha sido descrita
como infeciosa, € uma doenca multifatorial e tém sido defendidos fatores de risco

individuais como predisponentes para o seu desenvolvimento®. Heitz-Mayfield
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L. et al, 2008, defende que uma ma higiene oral, habito tabagico,
historia/presenca de periodontite, caracteristicas genéticas, consumo excessivo
de &lcool e auséncia de gengiva queratinizada estédo relacionadas com um risco
acrescido de desenvolver a doenca peri-implantar®®. Outros fatores como a
superficie e topologia do implante e contaminacdo bacteriana na juncéo

implante/pilar também s&o considerados fatores de risco®).

Num estudo feito por Rams TE. et al, com 120 amostras de peri-implantite,
foi demonstrado que em 71,7 % dos casos existia resisténcia antibidtica a
amoxicilina, a clindamicina, a doxiciclina e ao metronidazol®®. Esta é a razdo
pela qual tem havido um aumento nas tentativas de investigacdo em
implantologia nos ultimos anos para desenvolver materiais para implantes
inovadores com propriedades antimicrobianas, bem como para investigar as
suas interacbes com varios microrganismos®®. Além disso, existe a
possibilidade de a utilizacdo de antibiéticos no tratamento de doencas peri-
implantes poder facilitar a proliferacdo de leveduras nas regides oral e
subgengival(6),

Os fatores de risco associados a um aumento do transporte oral de
Candida incluem o tabagismo, o estado de hiperglicemia crénica (como em
doentes com pré-diabetes e DM), o edentulismo, o desgaste dentario e a ma
higiene oral. Além disso, estes fatores de risco também tém demonstrado

aumentar o risco de peri-implantite(2 15 16),

Diferentes espécies de Candida ja foram associadas a manutencéo da
inflamac&o periodontal na periodontite®”). A C.albicans é a espécie mais isolada
na PI, desenvolvendo biofilmes grossos sobre a superficie peri-implantar®?).
Dada a sua capacidade de aderir a area do implante em contacto intimo com o
0sso, tem-se equacionado que a Candida também podera contribuir para a

progressdo da Pl, mas esta ligacdo ainda n&o foi bem elucidada®”).

De acordo com os estudos incluidos na revisdo de Lafuente-lbafiez de
Mendoza I. et al, os implantes com peri-implantite tiveram uma presenca mais
elevada de Candida do que aqueles sem peri-implantite”). A Candida &, assim,

um habitante comum do ambiente microbiano subgengival peri-implante, tanto
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em pacientes saudaveis como em pessoas que sofrem de PI. No entanto, a

presenca de Candida é mais comum na peri-implantite(# 17),

As interacdes entre a Candida e as bactérias orais sédo fundamentais para
permitir a coexisténcia destes organismos, o que também pode afetar o

desenvolvimento e a gravidade das doengas mediadas por biofilme®4),

As interacbes candido-bacterianas também tém sido associadas a
periodontite, peri-implantite e infecdes endodénticas. As evidéncias disponiveis
sugerem uma interacdo sinérgica entre C. albicans e bactérias orais que

potencialmente aumentam a viruléncia dos biofilmes polimicrobianos®4,

Neste contexto, 0s objetivos do presente estudo sdo 0s seguintes:

e Analisar a superficie de implantes de zircénia (Zibone implants®),
simultaneamente, apds envelhecimento artificial por 2 métodos distintos
(termociclagem e autoclavagem) e formacéao de biofilme de 24h composto
por Candida albicans;

e Avaliar a influéncia do envelhecimento artificial (autoclavagem e
termociclagem) na adesdo de biofilme composto por Candida albicans

numa superficie de implante de zircénia (Zibone implants®).

Assim, consideram-se as seguintes hipéteses:

H1 — Verifica-se um aumento estatisticamente significativo na adeséo de
biofilme de Candida albicans com o aumento do tempo de envelhecimento da
zirconia.

H2 — Nao se verifica um aumento estatisticamente significativo na adesao
de biofilme de Candida albicans com o aumento do tempo de envelhecimento

da zirconia.
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1. Material e métodos

1.1. Selecao das amostras de Zirconia (Zibone implants®)

Para este estudo utilizaram-se 18 amostras de implante de Zirconia, ZrOz-
TZP (zZibone implants®), caracterizados na figura 3. As amostras foram
fornecidas em forma de placas quadrangulares, com dimensdes
10.4mmx10.4mmx2mm, pela COHO Biomedical Technology Co., Ltd., COLINK
Material Technology Co., Ltd. 21 DAFENG ST. LUZHU DIST.TAOYUAN CITY 33860
TAIWAN (Figuras 4 e 5).

As amostras foram distribuidas por 3 grupos (Tabela 1). 6 amostras foram
termocicladas e 6 foram autoclavadas. O grupo de controlo contou, igualmente,
com 6 amostras.

Posteriormente, nas amostras (nas mesmas condicbes de

envelhecimento artificial e no grupo controlo), foram formados biofilmes de uma

estirpe de C. albicans (C. albicans SC 5314).

Conical abutment design
Enable crown to support firmly

Use of bio-tech grade ceramic
Esthetically natural color

Fixture Surface Roughness
Ra4~6um
Enhance osseointegration

Cylindrical Body design
Increase the contact area with alveolar bone

Cylindrical structural design
Increase initial stability

Allows implant to have a smoother

—

=

R

—r

—

e

o =
\4- Conical Tip design
= embedding into dental alveolus

With 1SO13356 standard, made with high purity of zirconia oxide.

1  Density 2 6.00g/cm3
kq_ "‘ 2 4-point bending flexural strength > 800MPa
3 -""‘, ~s 3 Fatigue strength (5,000,000 cycles) = 320MPa
R ¢ ’ o Y 4 4-point bending flexural strength after aging treatment = 800MPa
- - o€ 5  Radioactivity 0.0043 Bq/g
A Lo 6  Highly Biocompatible Satisfied ISO7405 standard

FIGURA 3. CARACTERISTICAS GERAIS DOS IMPLANTES DE ZIRCONIA ZIBONE®. DISPONIVEL EM: PRODUCT -
COHO BIOMEDICAL TECHNOLOGY CoO., LTD. (ZIBONE.COM). ACESSO EM ABRIL DE 2022. SEM AUTORIZAGAO DO

AUTOR.
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FIGURA 4. FOTOGRAFIA DA TOTALIDADE DAS AMOSTRAS DISPONIVEIS PARA O ESTUDO (18 AMOSTRAS),
AINDA SEM QUALQUER TRATAMENTO.

FIGURA 5. FOTOGRAFIA MACRO DE UMA DAS AMOSTRAS DE ZIBONE IMPLANTS® (10.4MMX10.4MMX2MM).

TABELA 1. GRUPOS EXPERIMENTAIS E METODOS DE ENVELHECIMENTO UTILIZADOS.

Grupo de controlo (amostras de zirconia nao

Grupo C - . e
sujeitas a envelhecimento artificial)

Grupo ZiT Grupo das amostras de zirconia termocicladas

Grupo ZiA Grupo das amostras de zircénia autoclavadas

1.2. Termociclagem das amostras

Como primeiro método de envelhecimento artificial, as 6 amostras do
grupo ZiT foram submetidas a termociclagem, com o propdsito de beneficiarem
das variacbes de volume provocadas pelas variagdes de temperatura e do
grande poder hidrolitico da agua. Para tal, foram introduzidos na termocicladora
(ethiktechnology, ethik.com.br), representada na figura 6, e submetidas a 5000

ciclos térmicos em agua.
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A termocicladora € composta por dois tanques que armazenam agua
qguente e fria (banho 1 e 2, respetivamente). As amostras foram depositadas no
cesto que é transferido automaticamente entre os dois banhos (Figura 7), com
um tempo de transi¢cdo de 5 segundos. Foi usada agua destilada para encher
ambos os tanques. O tanque de agua quente (banho 1) foi definido e mantido a
55°C por um termdstato e o de agua fria a 5°C (banho 2). Em cada ciclo, as
amostras premaneceram 25 segundo em cada banho, totalizando 60 segundos

por ciclo.

www.ethik.com.br

FIGURA 6. TERMOCICLADORA ETHIKTECHNOLOGY (MODELO 621-1D, POTENCIA: 3200W, TENSAO: 220V
50HZ): FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA DA UNIVERSIDADE DO PORTO.

FIGURA 7. AMOSTRAS DISPOSTAS NO CESTO DA TERMOCICLADORA.
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1.3. Autoclavagem das amostras

Como segundo método de envelhecimento artificial, 6 amostras foram
submetidas a autoclavagem, durante 5 horas a 134°C e a 0.2 MPa/2 bar, de
forma a simular entre 15 a 20 anos na cavidade oral, na autoclave representada

na figura 8.

FIGURA 8: AUTOCLAVE GETINGE K-SERIES.

Os seguintes procedimentos laboratoriais foram realizados pelo Centro de

Engenharia Bioldgica da Universidade do Minho.

1.4. Tratamento das amostras

Para garantir condi¢cdes asséticas, antes de iniciar o estudo experimental,
todas as amostras foram submetidas a radiacdo ultravioleta durante 15 minutos.

1.5. Estirpes e condi¢cBes de crescimento

Neste estudo foi utilizada uma estirpe de referéncia de Candida albicans
(C. albicans SC 5314). Os isolados foram fornecidos pelo Grupo de Biofilme
(Centro de Engenharia Biologica, Universidade do Minho, Braga, Portugal).
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A estirpe de referéncia de Candida albicans foi cultivada em Sabouraud
dextrose agar (SDA; Merck, Darmstadt, Alemanha) a 37°C por 48h. Para cada
experiéncia, as colonias recolhidas a partir das placas SDA foram utilizadas para
inocular 40mL de caldo de Sabouraud dextrose (SDB; Merck, Darmstadt,
Alemanha), que foi incubado a 37°C durante 18h em agitacdo (120 rpm). A
suspensao celular foi centrifugada a 5.000g por 10 minutos a 4°C e as células
lavadas duas vezes com 10mL de PBS1x estéril. O sobrenadante foi descartado
e o pellet (precipitado) resuspendido em saliva artificial. Para as experiéncias, a
densidade celular foi ajustada para 1x10°células/mL utilizando-se um

hemocitometro Neubauer (Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Alemanha)©?),

1.6. Saliva

As diferentes amostras de zircénia foram incubadas em saliva artificial
(Tabela 2) durante 2h a 37°C em tubos de plastico esterilizados e, em seguida,

enxaguadas suavemente para remover o excesso de saliva.

TABELA 2. COMPOSIGAO DA SALIVA ARTIFICIAL (200 MmL).

Extrato de fungo | 0,49
Peptona 19
Glucose 0,49
NacCl 0,079
CaClz 0,049
KCI 0,049
Mucina 0,29
Agua ultrapura | 180mL

NaCl — Cloreto de sodio; CaClz — Cloreto de calcio; KCI — Cloreto de potassio

*A adicdo de mucina apenas foi realizada apés esterilizacao da saliva.
1.7. Formacéo do biofilme

A fim de desenvolver biofilmes de Candida albicans, as suspensdes
celulares preparadas em saliva artificial foram colocadas numa placa de pocos,
contento as amostras de zircOnia, posteriormente incubadas durante 24h a 37°C

em agitacdo (120 rpm). Apos a incubacédo, o meio foi removido e os biofilmes
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lavados com 200uL de tampéo fosfato-salino (PBS; 0,01M) para remover as

células nao aderentes®?),

1.8. Quantificacédo do biofilme

O numero de células cultivadas no biofilme foi estimado através da
contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC). Os biofilmes
desenvolvidos foram raspados dos pocos da placa de microtiter na presenca de
PBS1x e as suspensfes vigorosamente vortexizadas durante 2 min para
desagregar as células. Foram preparadas diluices em série de 10 vezes das
suspensoes de biofilme em PBS, depois foram colocadas em placas SDA (10
ml) e incubadas durante 24 h a 37° C. ApGs a incubacao, foi contado o nimero

de UFC nas placas SDA e os resultados apresentados em Log CFU/cm?2G7),

1.9. Avaliacéo e caracterizacdo da superficie das amostras

Utilizou-se microscopia eletrénica de varrimento para avaliar e
caracterizar as amostras de implante de zircénia (Zibone implants®). As amostras
foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol e posteriormente
fixadas em base metalica e fotografadas com uma ampliacdo de 400x e 2500x,
apos incubacao para se caracterizar as superficies ja com os biofilmes aderidos.

As experiéncias foram realizadas em duplicado em 3 ensaios

independentes.

1.10. Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada objetivando-se se se observam
diferencas significativas na acumulagédo de biofiilme entre as amostras
autoclavadas e o grupo de controlo, entre as amostras termocicladas e o grupo
de controlo e entre amostras termocicladas e as autoclavadas. Todos os testes
foram realizados com um nivel de confianca de 95%. Os dados serdo analisados
através do Programa SPSS®, utilizando a andlise unidirecional de variacdo
(ANOVA).
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2. Resultados

De forma a permitir uma leitura e interpretacdo dos resultados obtidos mais

sistematizada, apresentam-se os resultados em 3 tépicos, pela seguinte ordem:

e Anadlise das superficies das amostras do grupo controlo das amostras

de zircénia termocicladas e das amostras autoclavadas apds
formacéao de biofilme de 24h;

e Resultados dos ensaios;

e Analise estatistica.
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2.1. Analise das superficies das amostras do grupo controlo apos
formacéao de biofilme de 24h

FIGURA 9.IMAGENS DE MEV REFERENTES A SUPERFICIE DE UMA DAS AMOSTRAS DO GRUPO CONTROLO (C)
APOS FORMAGAO DE BIOFILME DE CANDIDA ALBICANS DE 24H. AS 3 IMAGENS SUPERIORES (A,B,C) FORAM CAPTADAS
COM AMPLIAGAO 400X E REPRESENTAM 3 REGIOES DA AMOSTRA. AS 3 IMAGENS INFERIORES (D, E,F) FORAM CAPTADAS
COM AMPLIAGAO 2500x E REPRESENTAM AS 3 REGIOES CORRESPONDENTES AS IMAGENS SUPERIORES.

Na figura 9, é possivel observar na superficie da zirconia, pequenos
agregados de Candida albicans e células livres que se distribuem de forma
homogénea pela mesma. As regides de maior agregacao, visiveis nas imagens
de maior ampliacdo (D, E e F) parecem corresponder a zonas de microfissuras
da zirconia. E visivel a forma de levedura e de hifa da Candida albicans nas
imagens D, E e F.
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2.2. Analise das superficies das amostras de zirconia
termocicladas ap6s formacgao de biofilme de 24h

FIGURA 10. IMAGEM DE MEV REFERENTE A SUPERFICIE DE UMA DAS AMOSTRAS DO GRUPO DAS AMOSTRAS
TERMOCICLADAS (ZIT) APOS FORMAGAO DE BIOFILME DE CANDIDA ALBICANS DE 24H. AS 3 IMAGENS SUPERIORES
(A,B,C) FORAM CAPTADAS COM AMPLIAGAO 400X E REPRESENTAM 3 REGIOES DA AMOSTRA AMOSTRA. AS 3 IMAGENS

INFERIORES (D,E,F) FORAM CAPTADAS COM AMPLIAGAO 2500X E REPRESENTAM AS 3 REGIOES CORRESPONDENTES AS
IMAGENS SUPERIORES.

Na figura 10, € possivel observar agregacdes mais “condensadas” de
Candida albicans na superficie que se distribuem pela superficie. As regides de
maior aglomeracao parecem corresponder a zonas de microfissuras da zirconia.
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2.3. Analise das superficies das amostras de zirconia autoclavadas
apés formacdo de biofilme de 24h

FIGURA 11. FIGURA 11: IMAGEM DE MEV REFERENTE A SUPERFICIE DE UMA DAS AMOSTRAS DO GRUPO DE
AMOSTRAS AUTOCLAVADAS (ZIA) APOS FORMAGAO DE BIOFILME DE CANDIDA ALBICANS DE 24H. AS 3 IMAGENS
SUPERIORES (A,B,C) FORAM CAPTADAS COM AMPLIAGAO 400X E REPRESENTAM 3 REGIOES DA AMOSTRA. As 3
IMAGENS INFERIORES (D,E,F) FORAM CAPTADAS COM AMPLIAGAO 2500Xx E REPRESENTAM AS 3 REGIOES
CORRESPONDENTES AS IMAGENS SUPERIORES.

Na figura 11, verifica-se na superficie da zircénia, um aumento das
microfissuras, que parecem ser mais profundas, e os aglomerados de Candida
albicans parecem também mais “condensados” do que o que € possivel observar
nas imagens do grupo controlo (Figura 9).

2.4. Resultado dos ensaios

Foram realizados 3 ensaios independentes, em cada um dos quais se
utilizaram amostras em duplicado em cada grupo (C, ZiT e ZiA). No entanto,
ocorreu contaminacdo no ensaio 2, nao podendo os resultados deste ensaio
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serem contabilizados na analise estatistica. O ensaio 1 do grupo ZiA néao foi
realizado por indisponibilidade das amostras aquando do inicio do trabalho
laboratorial.

TABELA 3. RESULTADOS DA CONTAGEM DE UFC DE CANDIDA ALBICANS DOS ENSAIOS REALIZADOS.

Grupos | Amostras | Contagem das UFC
Ensaio 1
Cl Cc2
1 1,42x107 5,94x107
2 1,51x107 3,53x107
Ensaio 2 - Contaminado
c Cl Cc2
3 ND ND
4 ND ND
Ensaio 3
C1 Cc2
5 4,27x10° 1,58x10°
6 1,53x10° 5,06x10°
Ensaio 1
Cl Cc2
1 ND ND
2 ND ND
Ensaio 2 - Contaminado
ZiA Cl Cc2
3 ND ND
4 ND ND
Ensaio 3
C1 Cc2
5 2,13x10° 3,95x10°
6 3,11x10° 3,61x10°
Ensaio 1
C1 Cc2
1 2,83x107 1,73x107
2 1,96x107 4,13x107
Ensaio 2 - contaminado
ZiT C1 Cc2
3 ND ND
4 ND ND
Ensaio 3
C1 Cc2
5 3,88x10° 4,72x10°
6 5,05x10° 2,92x10°

ND - nédo disponivel; C1 — contagem 1; C2 — contagem 2; C — grupo controlo; ZiA — grupo das amostras
autoclavadas; ZiT — grupo das amostras termocicladas
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2.5. Analise estatistica

Log (UFC / cm?)
O = N W b O O N O

C ZiA ZiT

GRAFICO 1.GRAFICO REPRESENTATIVO DO CRESCIMENTO DE BIOFILME DE 24H, EM Lo (UFC/cm?), DE
CANDIDA ALBICANS SC 5314 (Ci = 1x105, 37°C, 120 RPM) NAS AMOSTRAS DE ZIRCONIA DO GRUPO CONTROLO (C),
AMOSTRAS DE ZIRCONIA AUTOCLAVADAS (ZIA) E AMOSTRAS DE ZIRCONIA TERMOCICLADAS (ZIT).

Através da andlise estatistica, concluiu-se que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas, para um nivel de confianca de 95%, nos valores
obtidos em UFC/cm? entre os diferentes grupos.
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3. Discussao

No presente estudo a degradacdo a baixa temperatura foi induzida
utilizando dois métodos distintos, a degradacdo em autoclave e a degradacao
por termociclagem, simulando, assim, o comportamento dos implantes dentarios
na CO, num periodo de tempo de aproximadamente 6 meses (termociclagem) e
de 15 a 20 anos (autoclavagem). Esta abordagem esta de acordo com estudos
anteriores. Gale e Darvel propuseram, em 1999, que 10.000 ciclos representam
aproximadamente 1 ano in vivo, estimando-se que ocorrem entre 20 a 50 ciclos
num dia®®, Assim, foi decidido submeter as amostras a 5000 ciclos para simular
6 meses na cavidade oral. Outros estudos defendem que 5 horas de
envelhecimento no autoclave a 134°C correspondem entre 15 a 20 anos na
Co(39, 40)_

Além das consequéncias biomecanicas, o envelhecimento geral das
superficies dos materiais pode afetar as suas propriedades fisico-quimicas e

favorecer ou dificultar a colonizagdo do biofilme(9).

No estudo de Amin R. et al, 2020, amostras de zirconia tetragonal (3Y-
TZP) e cubica (5Y-TZP) foram submetidas a degradacdo em autoclave
programada a 134°C, 2 bars de pressdo durante 5 horas equivalente ao
protocolo de envelhecimento padréo para simular as condi¢cdes da CO para 15
anos®9, O resultado da rugosidade de superficie revelou que, tanto no que diz
respeito a zircdnia tetragonal como a cubica houve um aumento estatisticamente
significativo na Ra apds o envelhecimento®®. Verificaram também uma forte
correlagcdo entre a diminuicdo da dureza superficial e o0 aumento da fragcéo
monoclinica. Isto pode ser devido ao aumento do volume relacionado com a
transformacdo t-m que resulta na formacdo de micro-fissuras e diminui a

densidade atémica local®9,

No estudo de da Rocha JFSS. et al, 2021, submeteram amostras de
implante de zirconia a 20h no autoclave nas mesmas condi¢cdes (134°C,
0.2MPa/2 bar) para induzir a transformacéo da fase tetragonal para a fase

monoclinica da ZrOz, no entanto ndo houve alteracdo na Ra®9.

No presente estudo, o facto de ndo haver diferenca significativa do

nimero de UFC/cm? das amostras dos grupos ZiT e ZiA (submetidos a
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degradacéo) em relacdo ao grupo de controlo pode indicar que as amostras de
implante de zircénia utilizadas neste estudo, ndo sofreram alteracdes fisico-
quimicas na superficie significativas, como alteragcfes de rugosidade, da SFE ou
do angulo de contacto (molhabilidade).

Adesao microbiana

As superficies dos biomateriais, como os implantes, tém um alto risco para
a colonizacdo microbiana inicial, para a sua persisténcia e infecao

concomitante(@9),

Os biofilmes microbianos constituem comunidades multimicrobianas
aderentes a superficies e desempenham um papel dindmico na etiologia das
infecdes relacionadas com o implante, como a peri-implantite®. Apesar das
condicBes ambientais adversas (pH, temperatura) presentes na cavidade oral,
0S microrganismos organizados em biofilme conseguem persistir, levando a

falha do tratamento®9),

Mombelli A. et al, 2011, definiu biofilme como uma comunidade séssil de
células que estéo irreversivelmente ligadas entre si e a um substrato ou interface,
e incorporadas numa matriz extracelular de substéncias poliméricas por si
produzida®¥. Segundo Lohse MB. et al, 2018, os biofilmes microbianos s&o
comunidades de células que aderem a superficies solidas ou estdo presentes
em interfaces liquido-ar, e sdo considerados o estado de crescimento mais

comum para muitas espécies microbianas(?).

Sabe-se que a adesao microbiana as superficies é também resultado de
interacdes moleculares especificas na presenca de forcas de adeséo fisico-
quimicas como as forcas eletrostaticas e as forcas de Van der Waals0,
Karygianni L. et al, 2013, demonstraram que 0S microrganismos reagem de
forma variada a diferentes forcas de adesao originarias de materiais de superficie
distintos*?. Consideram também que a rugosidade média de superficie (Ra)
pode influenciar a taxa inicial de coloniza¢cdo microbiana, bem como a forca e as

propriedades estruturais dos biofilmes(19,
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Tem sido reportado em estudos experimentais e clinicos, uma correlagcéo
entre a acumulacdo de placa e a perda progressiva de osso em torno dos

implantes©0),

A adesdo microbiana inicial correlaciona-se com varios fatores
topograficos de superficie que afetam diretamente a resisténcia da adesédo e a
arquitetura do biofilme®?. Em particular, a Ra é considerada uma referéncia para
a estimativa do potencial de adesdo microbiana a varias superficies de
biomateriais®®. Na verdade, para varios autores, quanto mais rugosa for a
superficie do implante, mais microrganismos se podem acumular e residir em
areas de aderéncia amplas e irregulares, tais como ranhuras ou poros@©: 29 30),
Estes ultimos protegem as células microbianas das altas for¢cas de cisalhamento
e da desorcéo, maximizando o contacto de interface entre 0s microrganismos e
os substratos durante a fase inicial de adesdo® 2. Por outro lado, uma
superficie com um baixo valor de Ra inibe fortemente a acumulacao e maturacéo

da placa dentro 24 horas(0,

Foi definido, por véarios autores, um limite de rugosidade de
aproximadamente 0,2 um, acima do qual ndo ocorrem alteracdes significativas
no que diz respeito a acumulagdo de biofilme® 10. 20. 33) Todas as amostras
utilizadas no presente estudo tinham inicialmente (antes de serem sujeitas a

degradacéao) entre 4 a 6 um de Ra (<0,2 um).

Outro fator é a energia livre de superficie (SFE), que € um fenémeno
fisico, originado por interacdes intermoleculares numa interface que é traduzido
para a natureza quimica do organismo biol6gico no substrato®®. Cada material
apresenta uma SFE especifica. J& a medi¢cdo do angulo de contacto permite
avaliar a molhabilidade do material. Um angulo de contacto inferior a 90 graus
significa que “molhar” o material é favoravel e que o fluido se espalhara por uma

grande area na superficie@?,

Varios estudos sugerem que superficies com SFE mais elevada

(hidrofilicas) promovem a ligacdo de microrganismos orais®).

Considera-se também que o0s agentes patogénicos orais com SFE
elevada (a maioria) ligam-se preferencialmente a substratos com SFE elevadas,

enguanto os microrganismos de SFE baixa preferem superficies com SLE baixa,
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ou seja, aderem preferencialmente a superficies com hidrofilia comparavel a
sua®: 29.33),

Segundo da Rocha JFSS. et al, a cavidade oral representa um ambiente
agressivo devido aos estimulos mecéanicos, a acdo da saliva, as diferentes
condicGes de temperatura e pH, e aos componentes sanguineos, que podem
favorecer a adesao bacteriana adicional ao material do implante e alterar as

caracteristicas da superficie®9,

A superficie dos implantes dentarios adquire um biofiime de
condicionamento glicoproteico (pelicula salivar) imediatamente ap0s a exposicao
a cavidade oral, ou seja, a formacédo da pelicula salivar € considerada o primeiro

passo na formacao do biofilme®.

Em geral, a mucina, a albumina e a a-amilase s&o relatadas como
componentes importantes das peliculas salivares que modulam o processo de
adesdo dos agentes patogénicos orais aos biomateriais. Neste contexto, a
composicao da saliva pode também ser essencial para a adesdo dos fungos® .
A adeséo fungica é mediada por recetores especificos no biofilme condicionado,
como por exemplo, as proteinas salivares®. A mucina, por exemplo, tem sido
assumida como promotora do processo de colonizacdo de C. albicans na

cavidade oral®).

As substancias antimicrobianas presentes na saliva, por exemplo, a
lisozima, a lactoperoxidase e a lactoferrina afetam as propriedades

antimicrobianas das superficies dos implantes(@,

Geralmente, a presenca de uma pelicula salivar € conhecida por
influenciar a quantidade e qualidade de adesdo fungica ao substrato mas
continua controverso se o0 revestimento salivar aumenta a adesdo de
C.albicans®. Segundo Li J. et al, o revestimento salivar, normalmente, torna as
superficies hidrofilicas, no entanto, reduz a adesao de estirpes hidrofébicas e

permite a adeséo de estirpes hidrofilicas®®).

O revestimento de saliva tem um efeito de nivelamento nas diferencas da
SFE entre os varios materiais®. No entanto, alguns investigadores afirmam que

as propriedades da superficie do material original sdo transferidas mesmo
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através da camada de proteinas da pelicula (“efeito de brilho”) e ainda

influenciam a ades&ao microbiana®.

As tentativas de minimizar clinicamente a adesdo microbiana aos

materiais dentarios exigem superficies lisas com uma SFE baixa®b,

Para além dos fatores topograficos acima referidos, a colonizacéo
microbiana precoce é também regulada pela estirpe microbiana testada, pela

sua concentracéo e pelo tempo de incubag&o(10 29),

Adesédo de Candida albicans em zirconia

De acordo com o estudo de Burgers R. et al, 2010, a zircénia ndo mostrou
nenhuma tendéncia para a reducdo da adesdo de Candida albicans em
comparacdo com trés materiais diferentes de titanio®. Outro facto é que a
rugosidade de superficie ndo pareceu ter influéncia na quantidade de células de

C.albicans aderidas, o que é contraditério com a maioria de estudos prévios®.

No estudo de Li J. et al, 2012, verificou-se que o angulo de contacto
superficial dos materiais, o indice de hidrofobicidade, estava correlacionado
positivamente com a ades&o inicial e a formacao de biofilme de C. albicans®®).
Concluiu, assim, que os materiais hidrofébicos incentivam a adesao inicial,

resultando posteriormente na formacao ativa de biofilme®9),

As descobertas de Zupancic CL. et al, 2020, ndo mostraram diferencas
significativas na suscetibilidade a adesao de fungos entre dois tipos de discos de
zircénia testados (zircOnia com glaze e zircénia polida), apesar das diferencas
evidentes nas suas propriedades fisico-quimicas de superficie (SFE e Ra,
ambas maiores na zirconia com glaze)®). Isto sugere que o revestimento com
silica influencia as caracteristicas da superficie da zircénia (hidrofilizagdo da
superficie)®. Para além disso, este resultado é consistente com os resultados
de estudo anteriores que mostraram que a SFE nao influencia a formacao de
biofilme®). Estas consideragdes indicam a complexidade dos padrbes de
correlacdo entre as caracteristicas da superficie e a adesdo dos fungos®. O
revestimento pela pelicula salivar afetou a biomassa de Candida aderida e a

mucina pareceu ser um bom recetor para o fungo Candida®).
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Para Burguers R. et al, 2010, a influéncia da SLE pareceu ser mais
dominante do que a influéncia da rugosidade de superficie®. No entanto, como
referido, existem evidéncias controversas na influéncia da SFE na adesé&o
fangica®. No mesmo estudo, a incubacdo em saliva humana resultou numa
maior adeséo de C.albicans em todos os materiais testados®. O revestimento
de albumina ndo aumentou a formacé&o de biofilme em nenhum dos materiais de
implante testados®. No entanto, cada substrato de implante testado mostrou
intensidades de luminescéncia significativamente mais elevadas apds a

incubacdo com mucina do que apés a incubacdo com albumina e PBS®.

Li J. et al, 2012, encontraram uma relacdo fracamente positiva entre a
absorcdo de mucina e a formacédo de biofilme em superficies revestidas com
saliva, bem como uma relagcéo fracamente negativa entre a absor¢céo da mucina

e a hidrofilia do biofilme@9),

Entre os componentes salivares, a mucina tem sido relatada como um
recetor para a adesédo de Candida e subsequente formacdo e acumulacao de
biofilme®9. Os resultados de Li J. et al, 2012, também mostraram que a mucina

desempenha um papel importante na rigidez do biofilme 9.

No estudo de Schienle S. et al, 2016, as superficies de 3Y-TZP revestidas
com a-C:H:N (nitrogen-doped hydrogenated amorphous carbon (a-C:H:N)
coatings) tendiam a albergar menos microrganismos na adesao inicial e

interferiam seletivamente com a sua vitalidade®@9,

Villard N. et al, 2015, avaliaram o efeito da silanizac&o e concluiu que os
primers de silano aumentam a SFE em superficies de zircénia assim como
aconteceu com o revestimento de silica no estudo de Zupancic CL. et al® 33, O
aumento dos valores de SFE significa menor hidrofobicidade e melhor

molhabilidade das superficies®).

A silanizagdo das superficies dos diferentes materiais ndo afetou
significativamente a Ra. Nas superficies de zirconia, os primers de silano
parecem ser os responsaveis por aumentar a SFE®3, A superficie com a maior

SFE teve menor adesdo de C.albicans®3),

Villard N. et al, julgam que o revestimentos com silano pode n&o mudar a

morfologia superficial na escala dos mm ou um, mas que pode mudar a forma
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como os atomos se aglomeram na superficie, as propriedades das camadas

atémicas e influenciar a ligacéo de C. albicans ou bactérias®?,

Da rocha JFSS. et al., 2021, examinaram as propriedades superficiais de
Ti e ZrO2 apés o processo de envelhecimento induzido pela autoclavagem para
determinar qualquer influéncia na formacédo de biofilmes de C. albicans®?,
Imagens com ampliagcdes mais elevadas de MEV revelaram que a colonizacao
da superficie de titdnio por Candida albicans foi menor do que na zirconia
(2r02)@9). A rugosidade nao foi afetada pelo processo de envelhecimento, o que
ndo era esperado na zirconia®. No entanto, a degradacgdo a baixa temperatura
reduziu o angulo de contacto entre a 4gua e o material, e a superficie tornou-se
mais hidrofilica®?. Este tltimo facto pode explicar a diminuicdo das UFC/cm? nos
grupos das amostras sujeitas a degradacdo no presente estudo, visto que a

C.albicans parece ter maior adesdo em superficies com menor hidrofilia.
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4. Conclusoes

Os resultados do presente estudo estdo em concordancia com a hipotese

2 (H2) e refutam a hipotese 1 (H1), concluindo que:

e Nao se verifica aumento estatisticamente significativo na adesédo de
biofilme de Candida albicans com o0 aumento do tempo de envelhecimento

da zirconia, simulado através de termociclagem e autoclavagem.

Pelo contrario, observou-se uma ligeira diminuicdo na contagem de UFC
(Log/cm?) do grupo controlo (C) para o grupo das amostras autoclavadas (ZiA) e
uma maior diminuicdo do grupo controlo (C) para o grupo das amostras
termocicladas (ZiT). No entanto, estas diminuicdes ndo se verificaram

estatisticamente significativas.

Os resultados sugerem que podem né&o ter ocorrido alteragbes
significativas na superficie das amostras de implante (Zibone implants®)

testadas.

No entanto, as limitacdes deste estudo devem-se ao niumero reduzido de
amostras e a contaminacdo de algumas amostras. Numa perspetiva de se obter
resultados mais significativos e mais representativos das condi¢cdes da cavidade
oral, poderiam ter sido obtidos outros resultados se o estudo se desenvolvesse
in vivo ou se tivesse sido utilizada saliva humana in vitro, se o biofilme fosse
composto por mais do que uma estirpe, se 0 método de envelhecimento artificial
nao fosse apenas térmico, mas também mecanico, simulando a mastigacao.
Seria também interessante avaliar outros parametros como por exemplo, a

rugosidade de superficie, 0 a&ngulo de contacto e a energia livre de superficie.

Apesar de existirem alguns estudos sobre acumulacao de biofilme bacteriano
em implantes de zirconia, ainda é reduzido o nimero de publicacdes cientificas
gue incluem fungos, como a Candida, no biofiime. O papel da Candida no
desenvolvimento da peri-implantite, deve continuar a ser motivo de estudo, visto
gue, o grande desafio da implantologia € a diminuicdo das taxas de complicacbes

bioldgicas tardias associadas a reabilitacdo com implantes.
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