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RESUMO

Os mini-implantes extra-alveolares (MIEAS) séo dispositivos de
ancoragem temporaria com eficacia em casos ortodonticos complexos. H4 uma falta
de padronizacao do torque de instalacdo e poucas evidéncias quanto a biocorrosao.
Objetivo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a capacidade biocorrosiva das
Desulfovibrio fairfieldensis oral em consorcio sobre a superficie de mini-implantes
extra-alveolares implantados em mandibulas humanas ex-vivo. Material e métodos.
Os experimentos foram realizados com 21 MIEAs da marca S.I.N. e 5 mandibulas
humanas ex-vivo, seccionadas no seu longo eixo transversal. Os CPs/Bone foram
escaneados no microtomodgrafo para determinacdo do tipo 6sseo no sitio de
instalacdo, sendo essas, realizadas em torquimetro de mesa (n=12), e analisados
em estereomicroscopio 6ptico. Em outro grupo de 9 MIEASs, a instalacdo foi com
torquimetro de mao, limitando o torque a 15 N/cm. Esse grupo foi submetido ao
ensaio de imersdo por 99 dias, com saliva artificial e com cepas orais da D.
fairfieldensis oral em consorcio. Apos este periodo, os MIEAs foram removidos e as
concentracbes celulares foram determinadas através do Numero Mais Provavel
(NMP) e Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativo (QPCR), além da analise por
microscopia eletrénica de varredura e de epifluorescéncia. Resultados. A média dos
torques maximos foi de 0,226 + 0,101 N/Cm? Na andlise da densidade dssea, a
maioria dos CPs/Bone foram classificados com osso tipo D1 em relacdo a Unidade
de Hounsfield. Na analise do gPCR houve um decréscimo do numero de células. No
NMP dos MIEAS revelou a ocorréncia de penetracdo bacteriana entre a interface
metalica e 0ssea e a quantidade celular do inicio e fim da imersdo se mantiveram

iguais. A microanalise de superficie do MIEA do biorreator BRS mostrou a presenca



de formacédo de biofilme. Concluséo. A D. fairfieldensis oral é capaz de se aderir e
formar biofilmes na superficie dos MIEAs, porém a sua constituicdo de titanio

impede uma alta taxa de corrosao.

Palavras-chave: Bactéria Redutora de Sulfato; Biocorrosao; Biofilme; Desulfovibrio;

Dispositivo de ancoragem temporaria; Mini-implantes extra-alveolares.



ABSTRACT

Extra-alveolar mini-implants (MIEAS) are temporary anchorage devices that are
effective in complex orthodontic cases. There is a lack of standardization of
installation torque and little evidence regarding biocorrosion. Aim(s).To characterize
the biocorrosive capacity of oral Desulfovibrios fairfieldensis, evaluate the torque for
installation and determine the bone density of the Bone Test Body (CPs/Bone)..
Materials and methods. The experiments were performed with 21 S.I.N. brand
MIEAs and 5 ex-vivo human mandibles, sectioned along their long transverse axis.
The CPs/Bone were scanned in the microtomography to determine the bone type at
the installation site, which were performed using a table torque meter (n = 12), and
analyzed under an optical stereomicroscope. In another group of 9 MIEAs, the
installation was performed using a hand torque meter, limiting the torque to 15 N/cm.
This group was subjected to the immersion test for 99 days with artificial saliva and
oral strains of D. fairfieldensis. After this period, the MIEAs were removed and the
cell concentrations were determined through the Most Probable Number (MPN) and
guantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR), in addition to analysis by scanning
electron microscopy and epifluorescence. Results. The average maximum torque
was 0.226 £ 0.101 N/Cmz2. In the bone density analysis, most of the CPs/Bone were
type D1 bone in relation to the Hounsfield Unit. In the gPCR analysis, there was a
decrease in the number of cells. The NMP of the MIEAS revealed the occurrence of
bacterial penetration between the metal and bone interface, and the cell quantity at
the beginning and end of immersion remained the same. The surface microanalysis
of the MIEA of the BRS bioreactor showed the presence of biofilm formation.
Conclusion. Oral D. fairfieldensis is capable of adhering and forming biofilms on the

surface of MIEAs, but its titanium composition prevents a high rate of corrosion.



Keywords: Biocorrosion; Biofilm; Desulfovibrio; Extra-alveolar mini-implants; Sulfate-

reducing bacteria; Temporary anchorage device.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Preparo da mandibula humana. Peca anatdomica dissecada (A) e
segmento seccionado formando o corpo de prova (B) .........cceoveviiiiins
Ensaio de torque de instalacdo nos CPs/Bone. Adaptacao dos MIES e
dos CPs/Bone no torquimetro de MesSa...........cooeecuvvvvviiiieeeeiiiieieeeeeeeeenns
Delimitagdo esquemaética das regifes dos mini-implantes (imagens do
manual de uso ortodontico, SIN Implantes) ...........cccccvviiiiiiiiieiieec e,
Organograma das etapas andlise de desgaste do slot e do hexagono
dos MIEAS por perda de MAaSSA .........cooeeiiiiiiiiiiiiiiiieiee e
Chave digital CDPO24 adaptada a um soquete (A); Torquimetro
manual King Tony ¥ 15Nm adaptado a chave digital CDPO24 do Kit
SIN (B); Man-Bone/MIEAs selado com cera branca ortodontica (C).......
Biorreator BRS (1) e Biorreator Control. (2). Formacgdo de sulfeto
ferroso no biorreator BRS ap0s inoculagao (1) .....vvvvveeeviiiiiieiieeeeiiieeeen.
Figura esquematica da microandlise de superficie metalica no MEV,
sendo obtidas 3 &reas na regido do perfil transmucoso e slot, que
foram expostas aos meios de cultura, e 3 areas na regido de rosca
perfurante, em contato com 0 0SSO anteriormente, sem exposi¢cao
direta a0 Meio de CURUIA...........oeviiiiiiice e e
Andlise do osso cortical periférico nos MIEAs. Cortical 6ssea sem
trinca (A) e com trinca (B) ap0s instalacdo de MIEA. Extrusdo de
particulas 6sseas na interface de instalagdo. ..............ccccoccvvviviiiiiiiiennnnn.
Delimitagdo da area de interesse nos CPs/Bone. Reconstru¢do 3D no

software DataViewer (A) e no CtVox (B), onde foi analisada a estrutura

16

17

18

23

24

30

32



Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

interna. Sobreposicao das reconstru¢cdes do CP/Bone e da ROI (C) e
somente a ROI onde sera instalado o MIEA (D) no software CTVol .......
Superficie metalica da area de rosca do MIEA excitada com o
fluoréforo live and dead. A - Objetiva de 5x/0.16 (A), 20x/0.50(B) e
40x/0.6 (C). Reconstrucdo da imagem C em dois planos transversais
(C.1) € 3D (C.2, C.3 8 C.h). sooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeet et
Biofilme sobre as superficies metélicas (A e B). Isolamento do canal do
fluoréforo de ID (B e D), revelando células dispersas de forma pontual
sobre a superficie metalica (B.1 € B.2) ......ccoooeiiiiiiiiieeccieee e
Estrutura dentinaria marcada com Kit live and dead. Primeira amostra
de disco de dentina (A) revelando uma espessura de nanémetros, com
alta emissdo do SYTO®9 (A.1 e A.2). Segunda amostra de dentina
revelando o mesmo padréo de espessura (B) e emissédo (B.1) ..............
Microanalise de superficie dos MIEAs. Espécimen Man-
Bone/MIEAs/Control demonstrando auséncia de biofilme (A) e areas
sugestivas de deposi¢cOes 6sseas em regido de rosca e flanco de rosca
(setas vermelhas, A.1) e na regido de fundo de vale do terco apical do
MIEA (seta vermelha, A.2). Espécimen Man-Bone/MIEAs/Bac com
intensa formacéo de biofilme na regido do perfil transmucoso e slot (B),
engquanto na regido de flanco de rosca (B.1) e em fundo de vale, no
terco apical do MIEA, foram demonstrados depdsitos particulados
(B.2). Microanalise de superficie dos Man-Bone/MIEAs/Control.............
Microandlise de superficie dos Man-Bone/MIEAs/Control. Areas
sugestivas de defeitos de superficie (setas amarelas) (A, B) de forma

isolada ou associada a particulas 6sseas (setas vermelhas) (A.1 e B.1)

35

38

39

41

42



Figura 15.

Microanalise de superficie dos Man-Bone/MIEAs/Bac. Formacdo de
biofilme (A e A.1, setas amarelas). Presenca de bactérias sobre a
superficie metélica (B e C, setas vermelhas), em maior aumento

demonstra-se a morfologia bacteriana, com flagelos (setas azuis) (D).



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Etapas de andlise de desgaste do slot e do hexagono dos MIEAs por
PEIA U8 MASSAL...eeeeiiiieieeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e s e e e eee e nnnnnes 18
Andlises realizadas no MIEAs ap0s 0 ensaio de imersao.................c...... 27
Média da perda de massa do ensaio de desgaste do slot e do

hexagono dOS MIEA..........oo e e e e e e e aeeneaanenes 33



LISTA DE GRAFICO

Gréfico 1. Torque sob tor¢éo para instalagdo de MIEAs com trinca 6ssea cortical
€ Sem trinca Na COrtiCal OSSEA...........cceieiiiiiiiiiiee e 33
Gréfico 2.  Correlagdo entre HU na analise de densidade 0ssea das regifes de
INteresse doS CPS/BONE ........uiiiiiiiiiiiiieieeeee e 35

Gréfico 3. Medidas das taxas de corrosdo (TC) por perda de massa...................... 37



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

BS Buccal Shelf

BRS Bactéria Redutora de Sulfato
Cps/Bone Corpos de prova 0sseos

1zC Crista infrazigomatica

IP lodeto de Propidio

Man-Bone/ MIEAS Corpos de prova 6sseos com instalacdo de mini-implantes extra-

alveolares com torquimetro de méao.

MEV Microscopia eletronica de varredura

MEV-EDS Modo de espectroscopia por dispersédo de energia
Ml Mini-implantes ortoddntico

MIEAS Mini-implante extra alveolares

MSI Implantes de mini parafusos



NMP NUumero Mais Provavel

gPCR Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativo

TDAs Dispositivo de ancoram temporaria



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A resisténcia a uma movimentacdo dentaria indesejada, a fim de
maximizar os movimentos pretendidos nos tratamentos ortodénticos, € chamada de
ancoragem ortodoéntica (MCGUIRE et al., 2006). Para aumentar a ancoragem
ortodontica, a utilizacdo de mini parafusos (MSI) ou mini-implantes ortodénticos (Ml)
vem recebendo especial atencdo, devido ao aprimoramento de conceitos relativos a
mecanica ortodontica (KANOMI, 1997). Sendo assim, 0s mini-implantes surgiram
como um meio alternativo no auxilio e controle da ancoragem (MCGUIRE et al.,
2006).

Os mini-implantes ortoddnticos foram apresentados por KANOMI (1997),
demonstrando resultados eficazes quando se considerava o tempo de ancoragem.
Os parafusos cirargicos, foram denominados como dispositivos de ancoragem
temporaria (TADs), tornaram-se cada vez mais populares devido ao tamanho
pequeno, possibilitando mais locais de insercdo na cavidade oral e diminuindo o
tempo de cicatrizacdo 6ssea (CHEN et al., 2008). Esses dispositivos apresentam
facilidade de insercao e remocao, possiblidade de ser carregados imediatamente
apos a insercdo e fornecer ancoragem absoluta para diversos tipos de
tratamento ortodontico, sem necessidade de cooperacdo por parte do paciente
(KANOMI ,1997; COSTA et al., 1998; KYUNG et al., 2003; CARANO et al., 2004).
Durante a ultima década, ocorreu uma evolucéo técnica em relacdo a ancoragem e
as indicagdes no emprego dos mini-implantes. Inicialmente, sua utilizacdo se
restringia nas areas inter-radiculares, ou seja, entre as raizes para reforcar a
ancoragem durante a mecéanica ortodéntica. A revolucdo técnica ocorreu quando o
pesquisador taiwanés Dr. Chris Chang, demonstrou uma inovadora e sofisticada

forma de utilizagdo dos minis parafusos, instalando-os em areas antes negligenciada
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pela maioria dos ortodontistas, as regides extra-alveolares. Dessa forma, surgiram
0S mini-implantes extra-alveolares, inseridos nas regides da crista infrazigomatica,
ramo mandibular e buccal shelf (BS), tendo em vista que os parafusos estdo em
areas fora da linha de acado radicular, reduzindo o risco de complicacbes e
permitindo a livre movimentacédo dentaria ao longo dos arcos maxilar e mandibular

(CHANG et al., 2018).

1.1 TECNICA DE MINI-IMPLANTES EXTRA-ALVEOLARES

As regides extra-alveolares vém recebendo um maior enfoque na ciéncia
oral, pois tém sido recomendadas para a inser¢cdo dos mini-implantes por diferentes
pesquisadores, e idealizadas para um grande nimero de terapias ortodénticas, que
necessitam de um sistema de ancoragem eficiente e seguro, ampliando os limites
dos tratamentos (ALMEIDA, 2019). Os beneficios relatados na aplicacdo desta
técnica sdo: menor risco de traumatizar as raizes adjacentes a area de instalacéo;
maior quantidade de osso cortical nos pontos de inser¢do, permitindo o uso de mini-
implantes mais calibrosos (2 mm) e de maior comprimento (12/14 mm); auséncia de
interferéncia mecanica na movimentacdo mesiodistal dos dentes ou grupos de
dentes, possibilitando uma ancoragem adequada para a retragcdo ou mesializacdo
da arcada dentaria como um todo, permitindo movimentar toda a denticdo
simultaneamente; baixa incidéncia de insucesso, se comparada a regido dos mini-
implantes interradiculares, e redu¢cdo no nimero de mini-implantes usados, mesmo
na resolucdo de casos ortodénticos complexos .

Dessa maneira, esses dispositivos vém revolucionando a ortodontia,

hY

sendo amplamente utilizados devido a simplicidade de instalacdo, manipulacdo e



remocao associado ao baixo custo, indicacdo de aplicacdo de forca/carga imediata

apos a insercao e minima irritacdo aos tecidos adjacentes (SOUZA et al., 2015).

1.1.1 IndicacGes mecanicas

Em comparacdo com os mini-implantes interradiculares, os instalados
nas regioes da crista infrazigomatica (IZC) ou buccal shelf (BS), sdo denominados
extra-alveolares, e apresentam diversas indicacdes, sendo mais comumente
utilizados para distalizar em conjunto todos os dentes das arcadas superior e
inferior. Por serem instalados em areas Osseas de reforco maxilar e mandibular,
permitem maior ancoragem imediatamente apds a sua insercéo, resultando em uma
adequada estabilidade primaria (ALMEIDA, 2019).

Os mini-implantes na 1ZC sao recomendados para casos de: retracdo de
dentes anterossuperiores, realizada em bloco ou por meio de retracdo dentoalveolar
em massa da arcada superior; distalizacdo por deslizamento de caninos e pré-
molares, para obtencdo de espaco anterior; intrusdo de dentes posteriores
associada a retracdo de toda a arcada e retracdo em bloco de conjunto de dentes,
para correcao de protrusao; correcdo de assimetria dplano oclusal e desvio de linha
média; ancoragem para uso de cantiléver em tracionamento de caninos inclusos e
preparo para cirurgia ortognatica encasos de Classe Il (ALMEIDA, 2019).

J& as indicac¢des dos mini-implantes colocados na regido mandibular de BS
se assemelham as dos mini-implantes na IZC, podendo ser aplicados em casos de:
tratamento compensatorio de Classe IlI; retracdo e/ou distalizacdo dos caninos em
casos com apinhamento excessivo dos dentes inferiores; mesializagdo de molares;
intrusdo de dentes posteriores; correcbes de assimetrias do plano oclusal e de

desvio da linha média; ancoragem para uso de cantiléver em tracionamento de
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caninos inferiores inclusos; preparo para cirurgia ortognatica em casos de Classe |l

(ALMEIDA, 2019).

1.1.2 Insucessos relacionados a técnica de mini-implantes extra-alveolares

MOTOYOSHI e colaboradores (2007) relataram que os miniparafusos
ortodénticos utilizados como TAD’s apresentam uma taxa de sucesso que variam de
57% a 95,3%, sendo que a maioria dos estudos relatam taxas de sucesso em
torno de 84%. A estabilidade primaria € relacionada como o fator mais
importante e pode ser mensurada através da avaliacdo do torque de insercao,
torque de remocéao e forca de tracdo. Mesmo com uma taxa de sucesso superior
a 80%, o insucesso na técnica dos mini-implantes extra-aveolares € multifatorial,
sendo a falha dos miniparafusos o0 maior atuante nesta questdo para oS
ortodontistas (REYNDERS et al., 2009; CRISMANI et al., 2010). CRISMANI e
colaboradores (2010) relataram que existem trés fatores-chave que interferem
potencialmente na estabilidade inicial: qualidade Ossea; projeto do parafuso e
técnica de colocacdo. Sendo esses trés fatores inter-relacionados, existe uma
dificuldade na compreensao e controle dessas variaveis, visto que o ortodontista
tera taxas de sucesso diferentes se utilizar diferentes modelos de parafusos e
diferentes técnicas de instalacdo quando utilizadas no mesmo paciente. O
estudo de HYDE e colaboradores (2010) relataram as experiéncias dos
ortodontistas em relacdo a instalagdo de mini-implantes, que um em cada cinco
casos clinicos apresentou fratura de mini-implantes durante a colocacao, superando
a taxa de dano radicular que é de cerca de 6%. Contrariamente, outros dados
demonstraram que a incidéncia da fratura de mini-implantes é inferior a 4% de todas

as suas instalagbes (PARK et al.,, 2006; BUCHTER et al., 2005). A aplicacéo
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desproporcional de torque € considerada uma das causas mais provaveis de fratura
do mini-implantes, assim como a associacdo da fratura relacionada ao diametro
reduzido do formato da ponta do mini-implantes (CHEN et al., 2010; BARROS et al.,

2011; SUZUKI & SUZUKI, 2011; WILMES et al., 2011).

1.1.1.1 Mobilidade

Algumas falhas séo relatadas com o emprego de miniparafusos, como a
mobilidade do mini-implante e/ou perda de ancoragem ou estabilidade (LUZI et al.,
2007). A avaliacdo a curto e longo prazo indica que a estabilidade primaria é
afetada pela densidade mineral 6ssea do osso cortical circundante, tipo de
parafuso e posicao do parafuso (CHA et al., 2010).

As diferencas entre os miniparafusos ortddonticos e os implantes
dentarios estdo baseadas no tempo de servi¢co, na extensdo da osseointegracao e
nas caracteristicas da superficie (CRISMANI et al.,, 2010). A osseointegracao
completa ndo € favorecida nos dispositivos de ancoragem temporaria (TADS)
ortoddnticos devido a dificuldade de remocdo, visto que sdo dispositivos que
apresentam tempo de funcao limitado (REF).

Estudos clinicos correlacionam a inflamacdo do tecido peri-implantar
com miniparafusos que se tornaram moéveis ou frouxos (MIYAWAKI et al., 2003;
LUZI et al., 2009). Dentre as razbes pelas quais um mini-implante pode induzir
um processo inflamatério local estdo: o nivel de higiene do paciente, o tipo de
tecido circundante e o design da cabec¢a do mini-implante (TSAOUSIDIS & BAUSS,
2008). Neste contexto, a presenca de macréfagos ao redor de implantes
dentarios com falha, contendo em seu interior citoplasmatico particulas de titanio

resultantes do processo corrosivo podem ser associadas com 0 processo
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inflamatorio. A presenca de macrofagos esta relacionada ao fato de que os
produtos resultantes da corrosdo do implante atuam como haptenos e induzem uma
reacao de hipersensibilidade tipo IV. A partir desta reacdo ocorreria a sensibilizacdo
dos linfécitos B, tendo como consequéncia a liberacdo de citocinas e recrutamento
de macrofagos para a regido, resultando em um processo inflamatério. Esses
macrofagos se encontraram mais numerosos proximos das superficies metalicas do
que areas mais distantes. Dessa maneira a concentracdo de ions metalicos
liberados pela corrosédo tenderia a ser inversamente proporcional a distancia do
metal. Diante de um processo corrosivo, a presenca de macrofagos nos tecidos
moles peri-implantares pode desempenhar um papel importante, acarretando uma
consequéncia indesejavel, onde esses processos podem levar a ostedlise local e a

perda da estabilidade clinica do implante (OLMEDO et al., 2003).

1.1.1.2 Corrosao

A instalacdo de dispositivos no corpo humano pode gerar danos aos
tecidos advindos da liberacdo de ions metalicos, resultante do processo corrosivo

desencadeado na cavidade oral (COSTA et al., 2007; KAO et al., 2007; HOLST et
al.,, 2012; LIJIMA et al., 2015). Idealmente, os mini-implantes ortodonticos devem

apresentar resisténcia mecanica e resisténcia a corrosdo, devidoas caracteristicas
do ambiente oral em que seréo instalados (CAETANOA et al., 2019). Entretanto, os
dispositivos ortoddnticos no meio bucal estdo sujeitos a fenbmenos de corrosao
eletroquimica, que além de atuarem na biodegradacdo progressiva da superficie do
material, atuam também, através do processo de oxidacgdo, liberando substancias
potencialmente nocivas ou alergénicas (MIKULEWICZ & CHOJNACKA, 2011).

GENTIL (1996) definiu: “a corrosdo € a deterioracdo de um material, geralmente
6



metalico, por acéo fisica, quimica ou eletroquimica do meio ambiente aliada ou
ndo a esforcos mecanicos”. OLMEDO e colaboradores (2009) afirmaram que a
corrosao pode ocorrer em todos os tipos de metais, necessitando de um meio
corrosivo suficiente para que tal deterioracdo ocorra. Ainda, relata que o tipo de
corrosao por pites, localizada sobre a superficie metalica, ocorre apds a perda do
filme passivo, que € sua camada protetora, para depois avancar em profundidade.

Os mini-implantes ortoddnticos sédo estruturados a base de titanio, com
uma camada protetora de 6xido de titanio, que possui funcdo de resisténcia a
corrosdo. Poém, quando os mini-implantes sdo submetidos ao meio acido, aos ions
fluoreto ou a saliva, sua protecdo da camada de Oxido de titanio pode ser perdida,
resultando no inicio de um processo de corrosdo (BARAO et al., 2012). ELIADES e
colaboradores (2009) relataram a escassez de investigacdes sobre a condicdo da
superficie do mini-implante durante sua utilizacdo, avaliando as suas alteracdes
estruturais, a modificacdo de suas propriedades mecanicas e as diversas interacoes
tecido-material. Os episodios de corrosdo resultam na formacdo de pequenas
cavidades na superficie do dispositivo, que podem potencializar o ambiente
corrosivo em torno do implante e afetar a sua estabilidade mecéanica, gerando uma
diminuicdo da vida atil do implante e a falha subita (GITTENS et al., 2011).

O titdnio comercialmente puro (Ti CP), a liga titAnio-aluminio-iovanadio
(TieAlsV) e o aco inoxidavel cirargico sdo matérias-primas utilizadas no
desenvolvimento de mini-implantes ortodonticos. A liga TisAlsV dispbe vantagens
quando comparada ao aco inoxidavel cirdrgico, apresentando melhor
biocompatibilidade, alta acdo bacteriostatica e alta resisténcia a corroséo, referente
a formagdo de uma camada protetora de didéxido de titdnio (TiO2) (PRABHU &
COUSLEY, 2006; LE GUEHENNEC et al., 2007; LICAUSI et al., 2013; SUZUKI et

al.,, 2018; ALSAMAK et al.,, 2012). Entretanto, CHANG e colaboradores (2018)
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relataram preferir a insercdo manual com MIEAs de aco inoxidavel, por esse
método requerer parafusos mais fortes e resistentes. Enquanto na maxila, por
apresentar uma menor densidade 0ssea, € indicado o uso de parafusosde aco
inoxidavel (SS) e de titanio. Neste trabalho, os autores declararam que os
parafusos SS sdo menos propensos a fraturas na mandibula, em comparacéo
com os de titanio. Portanto, CHANG e colaboradores (2018) indicaram como a
melhor opcado de uso de parafusos SS € na mandibula, ndo havendo, entretanto,
em relacdo de taxa de sucesso, diferenca estatistica entre os parafusos SS e os de
titanio.

O titanio (Ti) comercialmente puro € usado para aumentar a resisténcia
do implante fino a fratura. J4 o aluminio (Al) e o vanadio (V) sdo incorporados ao
Ti resultando em uma liga mais forte, TisAlsaV (ELIADES et al., 2009; COTRIM et
al.,, 2010). A incorporacdo destas ligas esta diretamente relacionada a maior
resisténcia mecanica, entretanto a presenca desses metais pode acarretar uma
maior correlacdo de presenca de corrosdo, quando comparado ao Ti CP, compostos
pela liga TisAlsV (CAETANOA et al., 2019). Nesse contexto, sédo relatadas variagdes
na liga metélica de marcas de mini-implantes, contendo pequenas quantidades de
ferro (Fe) e manganés (Mn) (LIJIMA et al., 2008).

A fratura do MI frequentemente estd associada a miniparafusos de
menor diametro (MIYAWAKI et al., 2003; PARK et al., 2003; MELSEN, 2005),
porém pode-se conjecturar que a corrosdo atue neste processo, levando a
fratura do MI, como tem sido observado em fraturas de implantes
osseointegrados convencionais (YOKOYAMA et al., 2002). Neste sentido,
superficies metalicas com rugosidades ou com defeitos prévios propiciam um
ambiente adequado para 0 processo corrosivo em um implante, levando ao

comprometimento estrutural e afetando as propriedades mecanicas (GITTENS et

8



al.,, 2011). Assim, é essencial a investigacdo da resisténcia a corrosdo, com o
objetivo de determinar a biocompatibilidade desses dispositivos (LIJIMA et al.,
2015). KONONEN e colaboradores (1995) relataram as alteragcdes que o
hidrogénio e o fldor proporcionam na camada passiva da superficie metalica,
ocorrendo a reducado da resisténcia a corrosdo ao reduzir a estabilidade da
camada passiva. Além disso, o hidrogénio pode induzir a corrosao sob tensao
através da fragilizacdo por hidrogénio (KONONEN et al., 1995). Corroborando
tais fatos, PROBSTER e colaboradores (1992) demonstraram que os agentes
profilaticos de flior dental degradaram a superficie do titanio. ELIADES et al.
(2009), relatam que nos mini-implantes, foi observada alguma interacdo entre a
superficie do implante e o ambiente bioldgico em TADs recuperados,
relacionando o0s seguintes materiais que estavam precipitados nas superficies,
sédio, potassio, cloro, ferro, calcio e fésforo, que se depositaram a partir do contato
do implante com fluidos biolégicos, como sangue e exsudatos. Isso acarretou na
formacdo de precipitados de cloreto de sddio, cloreto de potassio e calcio-fésforo, e
a composicao do implante foi semelhante a de uma liga de titanio, sugerindo que o
ambiente realmente pode afetar os mini-implantes. Entretanto, mesmo com a
formacéo de pits de corrosdo ao longo da superficie metalica de mini-implantes
expostos ao fluoreto de sdédio, observou-se a manutencdo do torque ou dos

angulos de torcdo nos mini-implantes (MUGURUMA et al., 2011).

1.1.1.3 Bactérias redutoras de sulfato

As Bactérias Redutoras de Sulfatos (BRS), sdo micro-organismos
anaerobios estritos, que apresentam um metabolismo capaz de reduzir ion sulfato a

sulfeto, com temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 44°C e pH entre 5,5 e 9,0.
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Esse grupo bacteriano sao fastidiosos, com condi¢des de cultivo muito especificos,
como a exigéncia de diversos tipos de nutrientes, grande faixa de temperaturas
Otimas, anaerobiose, tornando-as de dificil cultivo e isolamento. As BRS possuem a
morfologia de bacilos curvos ou espiralados, com 0,5 a 1,0 um de diametro e 3,0 a
5,0 um de comprimento. Na atualidade, ha cerca de 20 géneros bem conhecidos, A
partir do sequenciamento do gene rrs, que codifica para a subunidade 16S do RNA
ribossdbmico (RNAr), as BRS podem ser classificadas em: Desulfovibrio,
Desulfomonas, Desulfotomaculum, Desulfolobus, Desulfobacter, Desulfococus,
Desulfosarcina, Desulfonema etc. (BADZIONG & THAUER, 1978; POSTGATE,
1984; VIDELA, 1992; GENTIL, 1996; MADIGAN, 2003; EHRLICH & NEWMAN,
2009).

As BRS estéo distribuidas nos mais varados ambientes, como agua, solo e pantanos
salgados, e no no organismo humano, varias bactérias participam da digestdo de
acidos gordurosos no microambiente intestinal, onde a espécie mais detectada é
Desulfovibrio desulfuricans, entre elas as BRS (DZIERZEWICZ et al., 1996; LASKIN
et al., 2005), sendo estas encontradas também na microbiota oral de pacientes
sadios e em bolsas periodontais, podendo estar associadas as doencas periodontais
(BOOPATHY et al., 2002).

Mesmo sendo encontrados em varios ambientes, Sd0 micro-organismos bem
semelhantes, apresentando pequenas diferencas de composicdo nos acidos
gordurosos, nos fosfolipidios (DZIERZEWICZ et al., 1996; LASKIN et al., 2005). Uma
caracteristica importante e diferencial desse grupo bacteriano é a capacidade de
adesdo a diferentes superficies, formando biofilmes, onde formam um consorcio
cooperativo com outros tipos de bactérias (VIDELA, 1992; LASKIN et al., 2005;

BITTON, 2005; LARRY & HAMILTON, 2007).
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Um tipo de interacdo é o realizado com bactérias aerdbias, em que as
BRS sédo favorecidas por um microambiente anaerdbio no biofilme, devido ao
metabolismo das bactérias aerdbicas presentes, onde a utilizacdo de oxigénio
garantira as condi¢des redutoras especificas para o crescimento das BRS, gerando
uma maxima atividade metabdlica (VIDELA, 1992; LARRY & HAMILTON, 2007).
Dessa forma, devido ao metabolismo das BRS, esse grupo microbiano é reportado
na literatura como potenciais atuantes na biocorrosdo, devido ser necessario a
presenca de microrganismo, diferentemente da corrosao.

As BRS necessitam da obtencéo de energia através de fontes de carbono
organico como o lactato, o piruvato, o etanol, o maleato e alguns acidos graxos para
gue ocorra a reducdo do ion sulfato a sulfetos, bissulfetos e hidrogénio sulfetado,
assim como produtos metabdlicos intermediarios como tiossulfatos, tetrationatos,
politionatos, que apresentam funcédo importante na corrosao anaerobica do ferro (LE
GALL, 1963; POSTGATE, 1965; BADZIONG & THAUER, 1978; VIDELA, 1992;
MADIGAN, 2003; LARRY & HAMILTON, 2007). Os metabolitos sulfetos biogénicos,
sao primordiais no mecanismo de biocorrosédo devido a capacidade de degradacéo e
ruptura dos filmes protetores sobre o metal, por meio de um conjunto de
mecanismos, como hidrogenasica das BRS, exposta na teoria de despolarizacéo
catddica (TDC), e os depositos de sulfetos nos biofilmes (VIDELA, 1992; GENTIL,
1996). Segundo a TDC, as BRS apresentam capacidade hidrogenasica, utilizando o
hidrogénio presente na superficie metalica, “polariza” ou detém o processo,
prejudicando a recombinacdo de atomos de hidrogénio na zona catddica,
acarretando de forma mais rapida o processo de corrosdo. Essa teoria define ao
efeito das BRS no processo de corrosdo, diminuindo a energia de ativacdo da
reacdo de recombinacdo dos atomos de hidrogénio e aumentando a velocidade do

processo (VIDELA, 1992; GENTIL, 1996; BITTON, 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

A perda prematura dos mini-implantes extra-alveolares, assim como a sua
fratura intra-6ssea durante a instalacdo pode representar intercorréncias
indesejaveis durante o tratamento ortodontico. Assim, a necessidade de uma anélise
de superficie metalica dos mini-implantes extra-alveolares, associada a condi¢cdes
biocorrosivas similares ao microambiente oral, quando instalados, pode auxiliar na

interpretacdo e na prevencao dessas intercorréncias.

Adicionalmente, o ambiente oral, altamente biocorrosivo, pode propiciar o
desenvolvimento da biocorrosédo e da corrosdo nas superficies metalicas dos mini-
implantes extra-alveolares. Assim, a caracterizacdo da superficie metalica, apés a
exposicao a estes ambientes, se torna essencial, uma vez que a presenca de pits de
corrosdo pode representar areas de estresse, levando a fratura do instrumento, além

de liberar ions metalicos potencialmente citotoxicos para o organismo.
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3. OBJETIVO(S)

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a capacidade biocorrosiva das
Desulfovibrio fairfieldensis oral em consoércio sobre a superficie de mini-implantes

extra-alveolares implantados em mandibulas humanas ex-vivo.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o torque para instalacéo, sob tor¢cdo, de MIEAs novos em

mandibulas humanas;

- Caracterizar as alteracbes na superficie metalica dos MIEAS apdés a
instalacdo nos corpos de prova 0sseos (CPs/Bone) em imersdo com cepas de

Desulfovibrio fairfieldensis oral;

- Determinar a densidade Ossea de corpos de prova de mandibula
humanas dissecadas correlacionado ao tipo 6ésseo presente em cada segmento das

amostras;

- Avaliar a distribuicdo do biofilme bacteriano sobre a superficie metalica

dos MIEAs quando estabelecido e

- Analisar a superficie metalica dos MIEAs ap0s 0s ensaios biocorrosivos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ENSAIOS BIOCORROSIVOS EM MIEAS INSTALADOS EM MANDIBULAS

HUMANAS EX-VIVO

O projeto foi submetido ao comité de ética e pesquisa humana da Universidade do
Grande Rio (UNIGRANRIO), n°71828323.0.0000.5283. Um total de 5 mandibulas
humanas dissecadas foram obtidas do Departamento de Anatomia Humana da

Universidade Iguacu, no estado do Rio de Janeiro.

4.2 PREPARO DOS CORPOS DE PROVA OSSEOS

As mandibulas humanas foram seccionadas no seu longo eixo transversal
em segmentos de £15 mm, com auxilio de disco de carborundum. Como critério de
inclusdo foram utilizados os segmentos com o0 minimo de 12 mm de altura do
segmento mandibular, garantindo a total inser¢cdo dos mini-implantes extra-

alveolares (MIEAS) (Fig. 1).

Figura 1 — Preparo da mandibula humana. Peca anatdbmica dissecada (A) e
segmento seccionado formando o corpo de prova (B).

Os MIEAs foram instalados sobre as areas que apresentaram uma parede

cortical 6ssea integra, sendo optada a face basilar da mandibula nos corpos de
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prova (CPs) que possuia 0 processo alveolar referente a presenca de
remanescentes dentarios ou que apresentaram descontinuidade da parede cortical

Ossea.

Apéds o preparo dos corpos de prova 6sseos (CPs/Bone), esses seguiram
para imersdo em solugdo salina estéril e acondicionados em incubadora por 48 h a
37 °C (Sterilifer IND. E COM.LTDA, Sao Paulo), objetivando manter os CPs/Bone

hidratados.

4.3 MINI-IMPLANTES EXTRA-ALVEOLARES

Para o estudo, foram utilizados mini-implantes de modelos extra-
alveolares (MIEAs) da marca S.I.N. Implant System, composto por titanio grau 5 com
superficie anodizada em dourado, autoperfurantes com perfil transmucoso longo de
3 mm, didmetro de 1.8 mm e comprimento de 10.0 mm. O MIEAs possuia perfil de
rosca agressiva e ponta ativa, permitindo assim sua inser¢cao sem a necessidade de
formacdo de rosca prévia nos alvéolos dos CPs, indicados para instalacdes nas

regides buccal shelf e na crista infrazigomatica.

Por serem mini-implantes autoperfurantes, em todos os CPs/Bone
utilizados foi realizada uma perfuragédo prévia de 01 mm rompendo a cortical 6ssea,
utilizando uma langa manual FML70 (orthodontic kit S.I.N, Sistemas de Implantes

Nacional S/A, Sao Paulo, SP), seguindo a instalagcdo do MIEAs em cada CP/Bone.
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4.4 TORQUE SOB TORCAO PARA INSTALACAO DE MINI-IMPLANTES EXTRA-

ALVEOLARES

Nesta etapa foi avaliado o torque de instalacdo necessério, recomendado pelo
fabricante de até 15 N/cm, sendo analisados os valores de torques, sob torcéo,
méaximos e minimos em 12 MIEAs da marca S.I.N. Implant System instalados em

CPs/Bone.

Como descrito na etapa 4.3, em cada CP/Bone utilizado nesta etapa foi
realizada uma perfuracéo prévia de 01 mm, rompendo a cortical 6ssea, utilizando
uma lanca manual. Em seguida, os MIEAs e os CPs/Bone foram adaptados nos
torquimetro de mesa ODEME TT100 (Odeme Dental Reserch), sendo os CPs/Bone
fixados com o auxilio de uma bracadeira de mangueira, permitindo a estabilizacdo e
a exposicao da crista 6ssea alveolar eleita para o ensaio (Fig. 2). Os parametros
utilizados para a analise do torque de instalacdo dos MIEAS nos CPs/Bone, no

torquimetro de mesa ODEME TT100, foram de 6 rpm e rotacao em sentido horario.

Figura 2 — Ensaio de torque de instalacdo nos CPs/Bone. Adaptacdo dos MIEAS e
dos CPs/Bone no torquimetro de mesa.

Durante a instalacdo nos CPs/Bone, os MIEAs foram instalados até final
da regido da rosca autoperfurante, permitindo a exposicéo de toda a regiao do perfil
transmucoso e demais regifes acima, stop, hexagono e slot (Fig. 3). Em seguida os
espécimens ja instalados, grupo MIES/Bone, foram examinados com magnificacdes
de 8x em estereomicroscopio optico (Opticam Model STAND SE 2200, China), com
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0 auxilio do software TSView 7.2.1.1 (Tucsen Imaging Technology Co.), permitindo a

avaliacao da superficie cortical de instalacdo e os MIEAS.

transmucoso

Rosca auto
perfurante

Altura do
transmucoso

Figura 3 — Delimitacdo esquematica das regides dos mini-implantes extra-alveolares
(imagens do manual de uso ortoddntico, SIM implantes).

4.6 DETERMINACAO DA MASSA

4.6.1 Perda de massa do slot e hexagono dos MIEAs

A fim de verificar uma possivel perda de massa no slot e no hexagono
dos MIEAs, foram utilizados 3 MIEAS que seguiram a metodologia do ensaio de
instalacdo manual dos MIEAs, sendo pesados inicialmente em triplicata (M1), em
balanca de precisdo de 6 casas decimais (Sartorius Lab Instruments GmbH&Co.KG
Goettingen.Germany). Cada MIEAS foi instalado em um CP/Bone, realizando-se a
remogdo imediatamente apds. Em seguida, os MIEAS foram submetidos a
decapagem quimica em solu¢do de 1000mL de agua destilada em fosfato trisddio
(Naz2P04.12H20) por 10 min a 100 °C. Ao final, os MIEAS seguiram para nova
pesagem em triplicata (M2) em balanca de preciséo, determinando assim a média
percentual de perda de massa de cada MIEAs ap0s a instalacdo, a fim de verificar
se o atrito promovido durante a insercao da chave de instalacdo com a regiao do slot
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e do hexagono dos MIEAs seria capaz de realizar uma perda massa significativa

(Tab.1 e Fig. 4).

Tabela 1 — Etapas de analise de desgaste do slot e do hexagono dos MIEAS por
perda de massa.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5
Decapagem
quimica
~ Solugéo de
MIEAS Instalagao Remocao 1000mEde agua MIEAS usados e
novos manual nos | destilada em removidos
(n=23) CPs/Bone manua f estiaca er
osfato trisddio
(Na2P04.12H20)
por 10 min em
ebulicéo.
Pesagem
inicial em | Torquimetro | Torquimetro Pesagem final em
triplicata manual manual | triplicata (M2).
(Ma).

p

Pesagem em

balanga de torquimetro manual.
precisdo. g
f
\ o | .
S N\
/" Remogdoda 1 2
. ~ H — - \
instalacdo i .
realizada com o f ——
. Pesagem
torquimetro
Decapagem em
\: manual. ) 0 S
> quimica \__ triplicata. )

MIEA instalado com

Figura 4 — Organograma das etapas analise de desgaste do slot e do hexagono dos
MIEASs por perda de massa.

O calculo de percentual de perda de massa (Pm) constituiu em avaliar a
massa final (M2) reduzida da massa inicial (M1), em gramas. Dessa forma, foi
aplicada a equacéo 1, levando em conta as massas obtidas da etapa M1 e Mo.
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Equacéao 1.

4.7 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura para o cultivo das BRS foram preparados

previamente ao ensaio de imersao, de acordo com 0s seguintes protocolos.

- Meio de saliva artificial (GAL et al., 2001; Heggendorn et al., 2010), com
a seguinte composicdo (g/L de agua destilada): NaCl (0,1256g), KCI (0,9639q),
KSCN (0,1892g), KH2PO4 (0,6545g), Ureia (0,2g), NA2SO4 (1.0g), NH4CL (0,178g),
CaCl2.2H20 (0,2278g) e NaHCO3 (0,6308g). O pH do meio foi ajustado para 6.8 com
NaOH. Apd6s o preparo, o meio foi distribuido em jarra de 2 litros purgado com
nitrogénio gasoso por 20 segundos sendo lacrado com tampa e, posteriormente,
autoclavado por 15 minutos a 121 °C. Em seguida, a jarra foi acondicionada a 4 °C

até o momento do ensaio.

- Meio de cultura Postgate E modificado (POSTGATE, 1984) consistindo
da seguinte composicdo (g/L de &gua destilada): KH2POa4 (0,5g); NH4Cl (1,09);
Na:S0a4 (1,09); CaCl2.2H20 (0,67g); MgCl2.6H20 (1,689); Lactado de sédio (7,09);
Extrato de levedura (1,09); Acido ascoérbico (0,1g); Agar-agar (1,99); NaCl (5,09);
FeS04.7H20 (0,5g). Foram utilizados 4 mL de indicador rezasurina na concentracao
de 0,25 g/L. A solucao foi aquecida a 50 °C sob agitacdo em placa de aguecimento
(IKA, C-MAG HS7) e purgada com nitrogénio gasoso por 20 minutos. O pH do meio
foi ajustado para 7,6 com NaOH. O meio de cultura foi distribuido em frascos de

penicilina de 10 mL, selados com tampa de borracha e lacre de aluminio.
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Posteriormente os frascos foram autoclavados (marca Primatec Vertical, modelo CS)

por 15 minutos a 121 °C e armazenados a 4 °C.

- Solucéo salina tamponada com fosfato (PBS): composicao (g/L de agua
destilada): NaCl (8,01g); KCI (0,20g); NazHPO4 (1,44g); KH2PO4 (0,24g). O pH da
solucéo foi ajustado para 7,4 com NaOH, sendo autoclavada por 15 minutos a 121°C
e acondicionada a 4°C.

- Solucao redutora para bactérias anaerdbicas, com a composicéo (g/L de
agua destilada): tioglicolato de sodio (0,124q), acido ascorbico (0,1g), NaCl (0,59) e
rezasurina (0,25g) sob agitacdo em placa magnética e purgada com nitrogénio
gasoso. O pH da solucéo foi ajustado para 7,6 sendo autoclavada a 1,0 atm por 15

minutos a 121°C.

4.8 CULTIVO BACTERIANO

Os micro-organismos utilizados para as inoculacdes foram obtidas do
banco de cepas do Laboratério de Biocorrosdo e Biodegradacéo (LABIO) do Instituto
Nacional de Tecnologia do Rio de Janeiro (INT), sendo utilizadas como indculo
bacteriano para o estudo dos efeitos biocorrosivos. A cepa de BRS pertencente a
espécie Desulfovibrio fairfieldensis oral em consorcio bacteriano, extraida de saliva

humana (Heggendorn et al., 2015).

Os cultivos bacterianos contendo D. fairfieldensis foram repicados em
meio de cultura Postgate E modificado, incubados por 28 dias em incubadora a 37°
C (STERILIFER IND.E COM.LTDA.) O crescimento dos cultivos de BRS foram
verificados através da formacédo de sulfeto ferroso, e seguiram para o ensaio de

imersao dos MIEAs.



4.9 ENSAIO EX-VIVO - INSTALACAO MANUAL

4.9.1 Determinacgéo da densidade 6ssea

Previamente a etapa de instalacdo de MIEAs nos CPs/Bone, todos os
CPs/Bone (n = 9) foram escaneados no microtomoégrafo (uCt) SkyScan 1174
(Bruker-uCT, Kontich, Bélgica). Os parametros utilizados na aquisicdo das imagens
no UCT foram: voltagem 50 Kvp; Source Current 800 pA, flat-field correction, filtro Al
0.5, Image Pixel size 28.8 um; Exposure 4000 ms; Rotation Step 0.5, Frame
Averaging 3.

As imagens obtidas do uCT foram reconstruidas e processadas no programa
NRecon (SkyScan, Kontich, Bélgica), ajustando os parametros: Ring artifacts
reduction 7, Beam-hardening correction 46%, Smoothing Kernel Gaussian, Defect
pixel masking 50% e Misalignment Compensation. Posteriormente, as imagens
foram segmentadas no programa CTan (SkyScan, Kontich, Bélgica), delimitando as
regides de interesse (ROI) das amostras. A ROI de cada espécime seguiu para o
processo de limiarizagdo e binarizagdo das imagens, ajustando o histograma para
evidenciar a porosidade nas amostras. Em ultima analise, as imagens 3D foram
avaliadas visualmente no software DataViewer e CtVox (SkyScan, Kontich, Bélgica).

A densidade 6ssea de cada CP/Bone foi analisada através do software
CTan, utilizando a andlise de densidade de Hounsfield (HU), que foi correlacionada

seguindo a classificacéo do tipo 6sseo de MISCH (2009).

4.9.2 — Taxa de corroséo por perda de massa em MIEASs

Dos 9 MIEAs utilizados no ensaio de determinacao da densidade 0ssea, 6
MIES seguiram para pesagem em balanca de precisdo de 6 casas decimais

(Sartorius Lab Intruments GmbH&Co0.KG Goettingen.Germany), em triplicata,
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determinando a média da massa inicial (M1) de cada MIEA. Os dados obtidos nesta
etapa foram reservados para serem aplicados no calculo de perda de massa
(Equacéo 1) e no célculo da taxa de corrosao por perda (Equacéo 2), apés o ensaio

de imersao em cultivo bacteriano.

Para o célculo da taxa de corrosdao por perda de massa dos MIEAs
submetidos ao ensaio de imerséo, foram considerados 0s seguintes parametros
expostos na equacdo 2 (NACE TM0169/G31, 2021). De acordo com as informacdes
dos MIES junto a empresa S.I.N., foi estabelecida a area de superficies do MIEAs
(area de superficie = 103.97 mm?), sendo esse dado transportado para a equacéo
de Taxa de corroséo.

Equacéo 2.

Taxa de corrosdo = (k X W)/(A X T X D)

Onde:
k= Constante (mm/ano) = 3.45 X 108
T=tempo de exposi¢cdo em horas 0.01 h
A = area em cm? (1.0397 cm?- MIEAS)
W = perda de massa em g
D = densidade em g/cm? do titanio (4.54 g /cm3) (ASTM G1 — 03, 1999).
4.9.3 Instalagcdo manual dos MIEAS

A partir da determinacdo da densidade 6ssea dos CPs/Bone, 0 peso
inicial de cada MIEAs e estabelecido o cultivo das Desulfovibrio fairfieldensis oral em
consorcio, seguiu-se a instalacado dos 9 MIEAS em 9 CPs/Bone. Todos os materiais
e instrumentais necessarios para montagem do ensaio foram levados para camera
de fluxo laminar (TROX TLF CLII A/SERIE 2594711-1) e esterilizados sob luz

ultravioleta (U.V.) por 30 minutos, em cada face. O kit de lanca e os CPs/Bone foram

previamente esterilizados em autoclave (Autoclave ALT 21 L) por 30 min a 134 °C.
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Dentro da camera de fluxo laminar, foi realizada em cada CP/Bone uma
perfuracdo de 1 mm com uma lanca manual, seguindo-se a instalacdo dos MIEAS
nos CPs/Bone com o auxilio do torquimetro manual (King Tony ¥ 15Nm cdédigo
3426C-1DF2110), adaptado a chave digital CDPO24 do Kit S.I.N. (orthodontic kit
S.I.LN, Sistemas de Implantes Nacional S/A, S&o Paulo, SP), limitando a forca em
15N, como determinado pela fabricante. Apos a instalacdo, os MIEAs instalados nos
CPs/Bone, agora denominados de Man-Bone/MIEAs, foram selados na face mesial
e distal trabecular com cera branca ortodéntica (MAQUIRA INDUSTRIA DE
PRODUTOS ODONTOLOGICOS S.A.), evitando assim exposicdo direta da

trabécula 6ssea ao meio de imersdo contaminado (Fig. 5).
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Figura 5 — Chave digital CDP0O24 adaptada a um soquete (A); Torquimetro manual
King Tony % 15Nm adaptado a chave digital CDPO24 do Kit SIN (B); Man-
Bone/MIEAs selado com cera branca ortoddntica (C).

Em seguida, os Man-Bone/MIEAs seguiram para 0 ensaio de imersao
biocorrosivo em meio modificado de saliva artificial inoculados com Desulfovibrio

fairfieldensis oral em consorcio (Heggendorn et al., 2015).
4.10 ENSAIO DE IMERSAO BIOCORROSIVO

Nesta etapa os Man-Bone/MIEAs, da sessdo 4.9.3, foram expostos a

diferentes condi¢ges, em triplicata. Para o ensaio de imersdo biocorrosivo, foram
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utilizados 2 biorreatores, feitos com um recipiente acrilico circular com fechamento

hermético (11 x 12 cm, 1140 mL), sendo divididos em duas condicdes:

- Biorreator BRS — Inicialmente foi inoculado um volume de 5% V/L de
cultivo de Desulfovibrio fairfieldensis oral em consércio (57 ml) no biorreator com a
saliva artificial. Imediatamente ap6s a inoculacdo, os 5 Man-Bone/MIEAs foram
imersos no biorreator (Man-Bone/MIEAsS/BRS) (Fig. 6);

- Biorreator Control. — Grupo controle, Man-Bone/MIEAs/Control,
empregando as mesmas condi¢des utilizadas acima, sem a inoculagdo do consorcio
bacteriano, mantendo imersos 4 Man-Bone/MIEAsS imersos somente em meio
modificado de saliva artificial (Fig. 6).

Ap6s a imersdo dos Man-Bone/MIEAS/BRS e dos Man-
Bone/MIEAs/Control, os biorreatores seguiram para armazenamento em estufa a

30°C por 99 dias.

ENSAIO MIEAS

ENSAIO MIEAS

REATOR 1

<. "icio do ensaio - 11/12/2023 REATORE
T,

S Oy
Figura 6 — Biorreator BRS (1) e Biorreator Control. (2). Formacgéo de sulfeto ferroso
no biorreator BRS apds inoculacdo , tempo zero do ensaio (1).

Imediatamente antes da inoculacdo das Desulfovibrio fairfieldensis oral
em consorcio e apés o periodo de 99 dias do ensaio de imerséo, no biorreator BRS,

foram determinadas as concentracdes celulares do inéculo bacteriano, através da
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técnica do niamero mais provavel (NMP) e da reacdo em cadeia da polimerase

quantitativa (qPCR).

4.10.1 Técnica do numero mais provavel

A quantificacdo celular através da técnica NMP foi realizada a partir do
biorreator BRS, com a remocdo de uma aliquota de 1 ml de saliva artificial
contaminada, sendo uma aliquota do inicio e outra apés o periodo de 99 dias. Esse
conteudo foi submetido a dez diluicBes decimais seriadas em Solucéo redutora para
bactérias anaerobicas, de 101 a 100 para cada aliquota. De cada uma dessas
diluicdes, aliquotas iguais de 1,0 ml foram transferidas para trés frascos contendo
meio de cultura Postgate E modificado. Como controle, utilizou-se um frasco de meio
de cultura de Postgate E modificado sem inoculacdo. Todos os frascos foram
incubados por 28 dias a 30°C, e em seguida, os positivos foram identificados. Pelo
namero de tubos positivos observados através de precipitado de sulfeto ferroso no
meio de cultura, em cada uma das diluicdes empregadas foi determinado o NMP por

ml, tendo como base a tabela estatistica de APHA (2012) (MC CRADY, 1915).

O célculo final para obtencdo do NMP dos biofilmes formados nos cupons

foi realizado conforme a equacgéao 3, abaixo (SANTOS et al., 2015):

Equacéo 3.

NMP/cm2=NMP (céls/mL) x Volume do Diluente(mL)
Area Biocupom(cm?)

4.10.2 Reacao em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

4.10.2.1 Técnica de extracdo de DNA
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A extracdo de DNA foi realizada a partir das amostras de 3 Man-
Bone/MIEAS/BRS originarios do Biorreator BRS, em que foram usadas uma aliquota
do fluido do biorreator do inicio do ensaio de imersdo, uma imediatamente apds a
inoculacdo no meio de saliva artificial, e outra apos o periodo de 99 dias.

Em cada amostra, foi realizada a centrifugacdo de 9 ml do fluido a
10.000X g por 15 minutos, para a precipitacdo dos micro-organismos. A partir deste
ponto, o precipitado foi separado da parte aquosa, e processado, utilizando o Kit
Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep (Kit de extracdo de DNA, Zymo Research), a
fim de promover a extracdo e amplificacdo do gene RNA ribossomal da BRS (gene
AB dsr). Em adicao, foi utilizada a Desulfovibrio desulfuricans, baseada em Clone

DCM 642.

4.10.2.2 qPCR

Apds a extracdo do DNA, as amostras originarias dos 3 Man-
Bone/MIEAS/BRS e os das duas aliquotas do fluido do biorreator BRS, a inicial e
final do ensaio de imersdo, seguiram para o equipamento termociclador modelo AB
7500 (Applied Biosystem) com objetivo de obter a quantificacdo total das BRS
presente na amostra. Para detectar esse alvo foram utilizados os iniciadores DSR1F
(5" ACSCACTGGAAGCACG 3') e RH3-dsr-R (5° GGTGGAGCCGTGCATGTT 3),
juntamente com a solu¢do, que € composta por uma enzima termo resistente e um
marcador fluorescente, o Power SYBR® Master Mix (Thermofisher Scientific). Para a
quantificacdo da taxa de fluorescéncia em tempo real (QPCR), cada ciclo foi
realizado nas seguintes condi¢cdes: 55°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos
seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Para verificar a
presenca de dimeros de primers, os produtos de amplificagdo, obtidos com a

reagdo, foram submetidos a curva de dissociacdo padrdo do equipamento. Ao final
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do processo, os sinais adquiridos durante a metodologia foram armazenados e
utilizados para estimar o numero de células por mL de amostra. O Software utilizado

para o processamento dos dados foi o 7500 Software v2.3.

4.11 ANALISES DO ENSAIO DE IMERSAO

Apoés o periodo de 99 dias, as amostras foram removidas dos biorreatores.
Dentro de uma camara de fluxo laminar foi realizada uma fratura na face mesial e
distal, da cortical e medular 6ssea, em cada espécime. As fraturas foram realizadas
com auxilio de um cinzel 6sseo, nos 4 Man-Bone/MIEAs/Control e 5 Man-
Bone/MIEAS/BRS, para a liberacdo dos MIEAs sem tocar as superficies metalicas
dos MIEAs.

Além da técnica do NMP e do gPCR, descritas acima, imediatamente apds a

liberac@o dos MIEAs foram realizadas anélises de determinagdo de massa e de
microscopia adicionais, como descrito na tabela 2.

Tabela 2. Andlises realizadas no MIEAs ap6s o ensaio de imersao.

CP/Bone
Correlagdo com a MIEA Analises
Unidade de Hounsfield
4 24 Decapagem quimica — Perda de massa
w— 00
§ 5 18 B Decapagem quimica — Perda de massa
30
< £
w.o 17 C .
S Decapagem quimica — Perda de massa
D o
§ ?é Microscopia de Epifluorecéncia — Fluoréforo
£ 3 26 D Live and Dead.
=g . ~ " o
E 15 Desidratagdo — ponto critico — metalizagao -
E MEV* - Microandlise de superficies e Biofilme
S = 25 F Decapagem quimica — Perda de massa
o=
QT 5 22 -
, % 20 G Decapagem quimica — Perda de massa
5536 21
= S g © H Decapagem quimica — Perda de massa
25
a © 27 [ MEV — Microanalise de superficie
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* = Microscopia eletrbnica de varredura.

4.11.1 Microscopio confocal de varredura a laser

A visualizagdo do potencial biofilme hidratado formado sobre o MIEA foi
realizada por microscopia de epifluorescéncia confocal de varredura a laser (ZEISS -
LSM 710/LSM 710 NLO and Confocul 3). Imediatamente apds a retirada de 1 MIEA
do Biorreator BRS, o dispositivo foi tratado, para a posterior visualizacdo dos micro-
organismos aderidos.

O MIEA foi exposto ao fluoréforo do kit Live/Dead® (FilmTracer™
Live/Dead® Biofilm Viability Kits, Invitrogen™), a fim de identificar células vivas e
mortas em uma populacdo mista. O Kit Live/Dead® é composto pelo SYTO® 9, que
marca de verde fluorescente as células vivas e mortas, e pelo lodeto de Propidio
(IP), que marca de vermelho fluorescente as células mortas, penetrando apenas em
bactérias com membrana danificada, sobrepondo-se ao SYTO® 9. O fluoréforo foi
preparado com a seguinte composi¢cdo em microtubo tipo eppendorf 1,5 mL: 398 ul
de agua deionizada Milli-Q (Direct-Q, Merck Millipore, Alemanha), 1 pl de SYTO®9 e
1 ul de lodeto de Propidio, seguido de homogeneizacao. Posteriormente, o MIEA foi
imerso no fluoréforo, por um periodo de incubacdo de 15 minutos em ambiente
escuro, para em seguida, ser observado no microscopio de epifluorescéncia.

Para a obtencdo de imagens, o microscépio foi ajustado para excitar o
SYTO®9 e o IP com os lasers 488 nm e 514 nm, respectivamente. Os filtros de corte
foram também ajustados para que s6 fossem captadas emissdes nas faixas dos
fluoréforos. O material foi posicionado sobre laminulas de quartzo. Uma série de
imagens foi obtida em diversos planos focais (Z stack), para que assim, fosse

caracterizar a morfologia do biofilme quanto a viabilidade celular. Todas as imagens



foram processadas pelo programa ZEN-2012 (Zen Blue e Zen Black), controlador do

microscopio confocal LSM-710, fornecido pela empresa Zeiss.

4.11.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para a analise no MEV, 1 MIEA do grupo Man-Bone/MIEAsS/BRS foi
submetido a preparo prévio para manutencdo do biofilme bacteriano a partir da
técnica do ponto critico. Inicialmente foi realizada a fixacdo do material biolégico,
imergindo o MIEA por 4h em solucdo de glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato
0,1 M (pH 7,4), preparado com agua Milli-Q. Decorrido o periodo, o MIEA foi retirado
da solucao e lavado trés vezes em tampdo cacodilato 0,1M, por 15 min cada. Em
seguida, foi realizada uma desidratacdo seriada crescente em acetona 10%, 20%,
40%, 60% 80% e 100% (Acetona PA-ACS, Propanona, Confianca CRQ, Lot.
012782) por 15 minutos cada. Por fim, efetuou-se a técnica do ponto critico no
equipamento de ponto critico (LeicaMicrosystems; Leica EM CPDO30), com a
finalidade de substituir todo o liquido residual do biofilme por CO: liquido, que a 31°C
e 73 atm de pressdo, rapidamente converteu-se em CO:2 gasoso através do
equipamento de ponto critico. Em seguida, foi realizada a metalizacdo da superficie
com ouro (15 nm de espessura) e a analise no MEV-FEG (QUANTA FEG 450, FEI
Company) (Tab. 2). Paralelamente, 1 MIEA do grupo Man-Bone/MIEAs/Control foi
selecionado para analise comparativa.

Os MIEAs seguiram para o MEV, para microanalise de superficie
metalica, sendo verificadas as seguintes regides de interesse (Fig. 7):

A - Perfil transmucoso dos MIEASs, slot e hexagono, sendo as areas

expostas aos meios de imerséo; e
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B - Regido de rosca perfurante, em contato com o 0sso cortical e medular,

sem exposicao direta ao meio de cultura (Tab. 2).
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Figura 7. — Figura esquematica da microandlise de superficie metalica no MEV,
sendo obtidas 3 areas na regido do perfil transmucoso e slot, que foram expostas
aos meios de cultura; e 3 areas na regido de rosca perfurante, em contato com o
0SSO anteriormente, sem exposicao direta ao meio de cultura.

4.11.1 Determinacao da taxa de corroséo por perda de massa nos MIEAS

Decorrido o tempo de imersédo de 99 dias, em 3 MIEAs de cada grupo,
Man-Bone/MIEAs/Bac e Man-Bone/MIEAs/Control, os espécimes foram submetidos
a decapagem quimica (Tab.l), seguindo para o desumidificador (Armario
Desumidificador MRD-45T, EIRMAI) por 7 dias, a 29 C° e 48% de umidade.
Imediatamente apds o periodo de secagem, todos os MIEAs seguiram para
pesagem na balanca de precisdo, em triplicata, obtendo-se o valor da perda de
massa final (Equacdo 1), para entdo seguir para a determinacdo da Taxa de

corrosao por perda de massa nos MIEAs (Equacéao 2).

4.11.2 Anélises de dados
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As analises de dados qualitativas foram obtidas a partir das
eletromicrografias obtidas no MEV e microscopia de epifluorescéncia, enquanto as
analises quantitativas foram analisadas estatisticamente.

Para as analises qualitativas foram empregadas as analises de presenca
bacteriana e ou de biofilme, presenca de trincas, pits de corrosao e outras alteracfes
de superficie observadas por microscopia.

Para as andlises quantitativas, foram analisados os valores de torques
maximos de insercdo por tor¢cdo e o célculo da taxa de corrosdo por perda de

massa, com o programa Graph Pad PRISM v. 4.0, com p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 TORQUE SOB TORCAO PARA INSTALAGCAO DE MIEAS

A média dos torques méaximos de instalacdo, sob tor¢do, no torquimetro
de mesa ODEME TT100, dos MIEAs nos CPs/Bone, foi de 0,226 + 0,101 N/Cm?,

Posteriormente, a analise dos 12 MIAES/Bone no estereomicroscopio
optico revelou a presenca de trincas ao longo da cortical 6ssea marginal em 8
MIEAS/Bone (Fig.8.B). Em adi¢do, a analise no estereomicroscopio Optico revelou a
extrusdo de particulas 6ssea através da interface do orificio de perfuracdo do leito
0sseo e dos MIEAs, em 7 CPs/Bone permanecendo aderida nesta regido (Fig.8.A e

Q).

(A) e com trinca (B), ap0s instalacdo de MIEA. Extrusdo de particulas 6sseas na
interface de instalacdo (A e C, setas azuis).

A fim de isolar a influéncia destas trincas geradas nos CPs, a média dos
torques maximos de instalacdo dos MIEAs nos CPs/Bone foram divididos em dois
grupos: grupo com cortical 6ssea integra (GCI) (n = 4; 33,34% do total) e grupo com
cortical éssea trincada (GCT) (n = 8; 66,66%), revelando uma média de 0,170 *

0,108 N/Cm? e 0,254 + 0,092 N/Cm?, respectivamente. Através dos dados obtidos no
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ensaio mecanico, foi realizado um Test T ndo pareado (P = 0.1874), que néo revelou
diferenca estatistica entre os grupos (Graf. 1). O menor torque maximo obtido no

GCl foi de 0.06 N/Cm?, enquanto no GCT foi de 0,124 N/Cm?.

TORQUE UNDER TWIST FOR INSTALLATION OF MIEAS

B3 GCl
E3 GCT

Gréfico 1 — Torque sob torcéo para instalacdo de MIEAs com trinca éssea cortical e
sem trinca na cortical éssea.

5.2 PERDA DE MASSA DO SLOT E HEXAGONO

O resultado de perda de massa através atrito promovido no slot e no
hexagono dos MIEAs pelo adaptador do torquimetro manual revelou uma perda de
massa insignificante, ndo havendo desgaste significativo nessas regides a ponto de
ser necessario inserir um coeficiente de ajuste nos demais calculos de perda de
massa (Anexo 2 e Tab. 3).

Tabela 3. Média da perda de massa do ensaio de desgaste do slot e do hexagono
dos MIEA.

MIEAS Média Inicial Média Final Perda de Massa
(My) (M2) (%)

MIEA 1 0,1405 g 0,14049 g 0,0000001

MIEA 2 0,140507 g 0,1405 g 0,00000007

MIEA 3 0,140627 g 0,140643 g - 0,00000016

Ainda, o resultado da perda de massa do slot e hexagono sugere a

permanéncia da integridade da superficie metalica na regido do slot e hexagono dos

33



MIEAs, ndo havendo arrancamento de superficie, 0 que poderia favorecer a uma
corroséo localizada.

Outro ponto avaliado neste ensaio foi a falta de capacidade de promover
a perda de massa que a decapagem quimica, através da solucao de fosfato trisédio,
poderia realizar nas superficies metalicas dos MIEAS. Como recomendado pela
norma NACE TMO0169/G31 (2021), deve ser realizado um ensaio piloto a fim de
verificar a perda de massa devido a um possivel efeito corrosivo que as diferentes

solucBes empregadas na decapagem quimica.

5.3 DETERMINACAO DA DENSIDADE OSSEA PARA ENSAIO EX-VIVO

Apoés a segmentacao das reconstrucdes tomograficas, dos CPs/Bone nas
ROIs (Fig. 9), no uCT, seguiram-se as analises da HU (Graf. 1). A partir dos valores
de média % de HU encontrados nas ROIs, esses foram correlacionados quanto a
densidade 6ssea segundo MISCH (2007), como sendo osso D1, com HU superior a
1250 HU; osso D2, com valores entre 850 e 1250 HU; osso D3 com valores 350-850
HU, osso D4 com valores 150-350 HU e osso D5 com valores inferiores a 150. Esta
analise revelou somente 1 CP/Bone (CP/Bone n° 25) com densidade 6ssea D5,
enquanto os demais CPs/Bone foram classificados com densidade éssea D1 (Graf.

2).

1 B C D
Figura 9. Delimitacdo da area de interesse nos CPs/Bone. Reconstru¢do 3D no
software DataViewer (A) e no CtVox (B), onde foi analisada a estrutura interna.
Sobreposi¢éo das reconstrugbes do CP/Bone e da ROI (C). A imagem D revela
somente a ROI onde foi instalado o MIEA através do software CTVol.

T



DENSIDADE OSSEA
D5 < 150 D1-> 1250

© © o
& 2 e

25
13
15
22

~

24

&

10.000

&
&
8.521

7.939 8.012

8.000

6.000

4.000

3.384
1.90
2.000 200
1.289 1.401 I
[} I I

-1.075

8.922 9.093 9.093

= HU ROI
-2.000

* = Intertravamento na regido da rosca autoperfurante.
** = Fratura na regido da ponta da rosca autoperfurante.

Gréfico 2. Correlacdo entre HU na analise de densidade éssea das regifes de
interesse dos CPs/Bone.

Durante a instalacdo dos 9 MIEAS, nos 9 CPs/Bone, houve a ocorréncia de
fratura em 1 MIEA, na regido da ponta da rosca autoperfurante, e o intertravamento
na regido da rosca autoperfurante de 1 MIEAs, sendo interrompido apds o limite
alcancado pelo torquimetro de 15N. Com isso, foram acrescentados mais 1
CPs/Bone e 2 MIEAS nesta etapa, sendo realizado o aproveitamento do CPs/Bone

“18”, utilizando a face cortical oposta.

Os dados demonstrados revelaram que dos 10 MIEAs instalados em 0sso
tipo D1, a taxa de intercorréncia para inviabilizar a instalacdo é de 20%. Ja ao
desconsiderar o tipo do osso a ser instalado, analisando todos os 11 CP/Bone, a
taxa de intercorréncia reduz para 18,18%. Entretanto, cabe resultar que o CP/Bone
18, com a maior HU, foi 0 que apresentou a Unica intercorréncia de fratura na ponta
da rosca do MIEA, corroborando a influéncia que a densidade 6ssea possui na

fratura de MIEA.

5.4. TECNICA DO NUMERO MAIS PROVAVEL E DO gPCR
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As técnicas do NMP e do gPCR utilizadas para determinar o indculo
bacteriano inicial no biorreator BRS (NMP > 2,4x10% células /mL e gPCR 1,70x107)
revelaram um namero de células vivas e cultivaveis iguais apos o periodo final de 99
dias no NMP (NMP > 2,4x10* células/ml). Diferentemente, na andlise de gqPCR
houve um decréscimo no numero de células no fluido do Biorreator BRS, que ficou

igual a 1,9x10%.

O NMP nos 3 Man-Bone/MIEAs/BRS foi de 4 células/ml; 4,3x10!
células/ml. e 7,5x10 células/ml. Transportando esses dados para o calculo final para
obtencdo do NMP/Cm? nos biofilmes (Equacdo 3) formados nos Man-
Bone/MIEAS/BRS o nimero de células viaveis e cultivaveis por cm? na superficie foi

de 3,4x10% células/cm?, 3,7x102 células/cm?, 6,4x10? células/cm?.

5.4.1 Taxa de corrosao por perda de massa em MIEAs

A andlise da taxa de corrosdo (TC) por perda de massa revelou uma
maior média de TC no grupo Man-Bone/MIEAs/Control (TC 0,011621 + 0,0176811) e

Man-Bone/MIEAs/BRS (TC 0,0003418 + 0,0025805) (Graf.3).
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Grafico 3. Medidas das taxas de corroséo (TC) por perda de massa.

Os valores da taxa de corrosdo foram analisados usando o teste n&o
paramétrico de Mann-Whitney, que nao revelou diferenca estatistica significante
entre 0s grupos, revelando um p = 0.400 e U = 2,00 (Graph Pad PRISM v. 4.0). Ao
confrontar o valor de U encontrado com a tabela de valores criticos de Mann-
Whitney (U) foi possivel rejeitar a hipétese de que a TC encontrada no Man-
Bone/MIEAs/Control possuia o mesmo padrdo corrosivo da TC do Man-
Bone/MIEAS/BRS. A diferenca de padrdo na TC encontrada entre 0os grupos pode
ser correlacionada a caracteristica de corrosdo abidtica e bidtica que o Man-
Bone/MIEAs/Control e Man-Bone/MIEAS/BRS possuem, respectivamente. Outro
fator a se considerar é quanto a dependéncia de uma populacdo microbiana ativa

minima para que seja realizada a biocorrosdo na superficie metalica deste ultimo

grupo.

5.5 EPIFLUORESCENCIA

Os resultados obtidos pelo uso do Kit Live/Dead®, demonstraram que as

fotomicrografias do MIEA sugeriram um biofilme ativo, marcado predominantemente
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pelo SYTO®9, que marca de verde fluorescente as células vivas. A partir do corante
fluorescente IP, que marca de vermelho fluorescente as células mortas, foi verificado
pontualmente apds processamento do canal de emissdo no programa ZEN Blue. Ja
as analises 3D, demostraram um biofilme com microestrutura irregular, com areas de
maior concentragdo microbiana e outras pontuais (Fig. 10 C.2, C.3, e C.4). A andlise

dos cortes transversais sugeriu uma espessura regular como na figura 10.C.1.

600 500 40

Figura 10. Superficie metélica da area de rosca do MIEA excitada com o fluoréforo
Live/Dead. A - Objetiva de 5x/0.16 (A), 20x/0.50(B) e 40x/0.6 (C). Reconstrucdo da
imagem C em dois planos transversais (C.1) e 3D (C.2, C.3 e C.4).

A analise isolada do canal do fluor6foro de IP, processando o histograma
para o0 modo Min/Max com Best Fit (Zen blue) revelou a presenca do IP, de forma
pontual com reduzida luminescéncia. Em uma das imagens foi possivel verificar trés
areas de marcacao vermelhas com maior concentracdo e luminescéncia, revelando

células mortas misturadas a um biofilme ativo (Fig. 11 B, B.1 e B.2).

38



Figura 11. Biofilme sobre as superficies metalicas (A e B). Isolamento do canal do
fluoroforo de ID (B e D), revelando células dispersas de forma pontual sobre a
superficie metélica (B.1 e B.2).

Logo, a regido analisada, area de roscas do MIEA, ancorada dentro do
osso cortical e medular, para a ancoragem do MIEA, sugeriu a ocorréncia de
penetracdo bacteriana entre a interface metdlica e 6ssea, uma vez que este MIEA
ndo realiza osseointegracdo, esta interface permanece susceptivel a entrada de

fluidos, juntamente com outros micro-organismos. Clinicamente, este ponto de

analise pode ser critico para possiveis perdas precoces desses tipos de MIEA.

Os dados revelados da microscopia de epifluorescéncia do MIEA ainda
foram confrontados com os dados de HEGGENDORN et al. (2022), (dados néao
publicados e cedidos para analise neste estudo) onde avaliaram os comprimentos
de onda de excitacdo do Kit Live/Dead®, em duas espécimens de dentina humana a

fim de descartar a possivel interferéncia da estrutura dentinaria na interpretacéo do
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biofiilme de BRS em superficies de limas endodbnticas. Assim como 0 0sso, a
estrutura dentinaria possui predominantemente hidroxiapatita e células similares a

osteoblastos e osteoclastos, os odontoblastos e osteoclastos.

Assim como na andlise no biofilme do MIEA, a analise na dentina revelou
a ocorréncia de marcacgdo altamente predominante pelo SYTO®9, ndo havendo a
marcacdo do IP (Fig. 12). Entretanto, percebeu-se que a penetracdo do SYTO®9
ocorre na ordem de nm (Fig. 12) revelando uma espessura de dentina muito superior
a ser revelada nas andlises de eflorescéncia dos MIES, com espessura de biofilme
na ordem de micros. Logo, a hipétese de que na superficie do MIEA a estrutura
excitada seria osso e nao biofilme pode ser descartada. Em adicdo, ainda se

percebe a intensidade de emissdo do fluoréforo na dentina com zonas extremante

marcadas, diferentemente do biofilme verificado no MIEA.

Figura 12. Estrutura dentinaria marcada com Kit live and dead. Primeira amostra de
disco de dentina (A) revelando uma espessura de nanémetros, com alta emisséo do
SYTO®9 (A.1 e A.2). Segunda amostra de dentina revelando o mesmo padrdo de
espessura (B) e emisséao (B.1).

5.6 MICROANALISE DE SUPERFICIE
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A microanalise de superficie do MIEA do espécime Man-Bone/MIEAs/Bac
revelou a presenca de uma intensa formacao de biofilme sobre a superficie metalica
na regiao do perfil transmucoso e slot, que foram expostas diretamente no fluido do
biorreator BRS (Fig 13 B), enquanto na regido de flanco de rosca, no terco médio,
(Fig. 13 B.1) e em fundo de vale, no tergo apical do MIEA, na ponta auto rosqueante,
foram demonstrados depdsitos particulados (Fig. 13 B.2). Ja o espécimen Man-
Bone/MIEAs/Control demonstrou auséncia de biofilme (Fig. 13 A) com é&reas
sugestivas de deposicbes d6sseas em regido de crista e flanco de rosca (setas
vermelhas, Fig 13 A.1) e na regido de fundo de vale do ter¢o apical do MIEA (seta
vermelha, Fig 13 A.2). Em maior aumento foram demonstradas areas sugestivas de
defeitos de superficie (setas amarelas) (Fig. 14 A, B) de forma isolada ou associada
a particulas 6sseas (setas vermelhas) (Fig. 14 Al e B.1l), decorrentes da

implantacéo 6ssea.
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Figura 13. Microandlise de superficie dos MIEAs. Espécimen Man-
Bone/MIEAs/Control sem biofilme (A) e areas sugestivas de deposi¢bes 6sseas em
regido de rosca e flanco de rosca (setas vermelhas, A.1) e na regido de fundo de
vale do terco apical do MIEA (seta vermelha, A.2). Espécimen Man-Bone/MIEAs/Bac
com intensa formacdo de biofiime na regido do perfil transmucoso e slot (B),
enquanto na regido de flanco de rosca (B.1) e em fundo de vale, no terco apical do
MIEA, foram demonstrados depésitos particulados (B.2).
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Figura 14. Microandlise de superficie dos Man-Bone/MIEAs/Control. Areas
sugestivas de defeitos de superficie (setas amarelas) (A, B) de forma isolada ou
associada a particulas 6sseas (setas vermelhas) (A.1 e B.1).

No espécime Man-Bone/MIEAs/Bac foi demonstrada a formacdo de
biofiime (Fig. 15 A e A.1l, setas amarelas) na regido de slot e perfil transmucoso,
enquanto na regido de rosca foi verificada a intensa presenca bacteriana sobre a

superficie metalica (Fig. 15 B e C, setas vermelhas). Em 160.000 x de magnitude

verificou-se a morfologia bacteriana da Desulfovibrio fairfieldensis (Fig. 15 D).
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Flgura 15. Microandlise de superf|0|e dos Man- Bone/MIEAs/Bac Forma(;,ao de
biofiime (A e A.1, setas amarelas). Sugere presenca de bactérias sobre a superficie
metélica (B e C, setas vermelhas), em maior aumento sugere a presenca de BRS,

(D).

44



6. DISCUSSAO

6.1. INSTAI:A(;AO DE MIEAS CONTROLADA SOB MESA DE TORQUE VERSUS
INSTALACAO MANUAL

Os parafusos ortodénticos da S.I.N. Implant System apresentam um perfil
de rosca agressiva e ponta ativa, permitindo sua insercdo sem a necessidade de
formacdo de rosca prévia no alvéolo. Neste estudo, foram utilizados parafusos
ortodénticos da S.I.N. Implant System com diametro de rosca 1.8mm. Estes MIEAS
apresentam o apice extremamente fino e afiado, ndo necessitando de perfuracéo
prévia em regides de maxila ou em mandibula, com presenca de uma cortical fina.
Porém, se faz necessario que durante a instalacéo, o profissional use uma forca de
pressdo associada a um movimento de giro no sentido horario, ndo devendo, essa
pressdo, ser excessiva, a fim de evitar a fratura da ponta do mini-implante
(GIBBONS & HODDER, 2003; HERMAN et al.,, 2006). Os sistemas de MIEAs
possuem uma ponta cortante, sendo considerados um sistema de perfuracao
automatica, com a necessidade de forcas elevadas para a perfuracdo do 0sso
cortical (SQUEFF et al., 2008).

Como desvantagem, esse modo de aplicacdo pode gerar o desconforto
do paciente e reabsorcdo, que consequentemente conduzira a falha do mini-
implante diante de uma maior compressdo do 0sso, podendo levar também a um
desvio do trajeto do dispositivo, devido ao excesso de forca (BAUMGAERTEL et al.,
2008; LEE & BAEK, 2010). A identificacdo da ocorréncia de extrusdo 6ssea na
periferia do leito de instalacdo dos MIEAs pode ser correlacionada a essa maior
compressdo 0ssea que os MIEAs autoperfurantes realizam, extruindo esse 0sso
durante o movimento de rosquemento dos MIEAs. Logo, os dados sugeriram que

torques elevados, como no grupo GCT, podem exercer forgas compressivas
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horizontais pela necessidade de uma expansdo 6ssea associada a uma perfuracao
ineficaz do MIEA.

Logo, essa maior compressdo 0ssea, do sistema autoperfurante, sugere
acarretar um aumento na estabilidade primaria. A auséncia de uma pré-perfuracéo
do alvéolo, com fresa helicoidal, antes da instalacdo do mini-implante, favorece a
maior estabilidade primaria (BAUMGAERTEL et al.,, 2008; WILMES et al., 2006),
sendo relatada por VILELLA et al. (2006) a necessidade de perfuracdo prévia em
areas de densidade 6ssea maior (D1), como na regido posterior de mandibula e

sutura palatina.

6. 2. DENSIDADE OSSEA

A analise da densidade é6ssea da regido eleita para a insercdo de um
mini-implante apresenta elevada consideracdo no sucesso da instalacdo dos
implantes dentais. Em regifes de ma qualidade 6ssea, o insucesso devido a falha do
implante tende a ser elevado, pois os implantes dependem do 0sso circundante para
alcancar a estabilidade primaria (BAUMGAERTEL et al., 2008).

A determinacéo da qualidade 6ssea da area de eleicdo para a instalacéo
de um implante é fundamentada através do uso da tomografia. Através da utilizacéo
de escalas subjetivas de densidades Osseas, resulta se obter uma avaliacao pré-
operatoria do o0sso, devido a relacdo entre a ma qualidade 6ssea e a falha de
implantes dentarios (PAUWELS et al., 2015).

Em geral, as escalas de classificacdo Ossea sdo baseadas na
caracterizacao da morfologia transversal trabecular e na espessura do 0sso cortical.
Porém, ndo existe um consenso de um unico sistema que classifique a qualidade
O0ssea. A classificagdo utilizada por Lekholm & Zarb particulariza a qualidade em

quatro grupos de acordo com o grau de corticalizagdo e morfologia éssea

46



trabecular. Essa classificacdo pontua que a estabilidade primaria pode ser melhor
alcancada em o0ssos com maior densidade cortical associadas a espacos
trabeculares menores. (LEKHOLM et al., 1985)

A espessura do osso cortical € considerada um dos principais fatores
responsaveis na estabilidade dos mini-implantes. Cerca de 10% dos mini-implantes
ortodénticos falham, sendo esse dado superior quando comparado com os implantes
dentarios. Entretanto, cabe evidenciar que os mini-implantes ortodénticos ndo sao
projetados para osseointegrar. Nesse contexto, a osseointegracdo desfavoreceria a
remocdo do mini-implante, enquanto a estabilidade primaria favoreceria a sua
retencdo durante a sua permanéncia, como um dispositivo de ancoragem temporario

(BAUMGAERTEL et al., 2008).

Ja a Unidade Hounsfield (HU) é uma escala que varia nas tonalidades de
branco, cinza e preto, criada especificamente para a tomografia computadorizada. A
HU é relativa ao grau de atenuacdo dos raios X sendo correlacionada a cada pixel
para resultar a imagem que representa a densidade do tecido, podendo ser instituida
para a avaliacdo da densidade déssea nos exames tomograficos convencionais,
correlacionando os tons de cinza com a qualidade 6ssea e assim determinando uma
classificacdo confidvel de qualidade 6ssea (NORTON & GAMBLE, 2001;

KATSUMATA et al., 2009; MAH et al., 2010).

A empregabilidade dos valores de UH como um método objetivo na
avaliacdo da densidade Ossea para o local do implante proposto, possibilitaram
certificar a area com melhor densidade é6ssea objetivando a estabilidade do
implante, possibilitando um melhor progndstico (SHAPURIAN et al., 2006). Quanto
maior o valor na HU, mais denso € o tecido. Segundo MISCH (2007), a classificacao
da densidade 6ssea pode ser avaliada nas imagens de tomografia computadorizada

(TC), através da correlacéo da HU.
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Logo, a andlise do torque para instalacdo dos MIEAs evidenciou que as
instalacdes nos CPs/Bone ndo excederam os limites de torque proposto pelo
fabricante. Entretanto, a presenca de trincas na cortical 6ssea sugeriram ser pontos
de alivio de stress durante a instalacdo, sendo que essas areas podem acarretar a
perda de ancoragem do MIEA, caso tais situacdes ocorram na pratica clinica. Ainda,
a presenca da extrusdo 0ssea pode representar um fator adicional para colonizacéo
bacteriana, acarretando possiveis processos inflamatorios locais.

Ja os resultados de intercorréncia apresentados durante a instalacado
manual (18,18%) divergiram dos resultados de rompimento da cortical 6ssea no
ensaio do torquimetro de mesa (66,66%). Analisando a estrutura dos ensaios,
sugere-se que a instalacdo continua do torquimetro de mesa, sem a ocorréncia da
parada de recuo, que ocorre no torquimetro manual, realizada para a continuidade
do movimento de torque, ndo possibilitou a acomodacdo do osso medular e/ou
cortical durante a insercdo do MIEAs, o que poderia favorecer a permanéncia da
integridade da cortical 6ssea. Entretanto, o controle manual causou a fratura do
MIEA, sugerindo ser uma resultante combinatéria de uma densidade 6ssea maior
associada a forcas acima da capacidade elastica do metal em seu extremo mais
fragil, a ponta, e a falta de controle que a instalacdo manual proporciona durante a
implantacao.

Os dados demonstrados revelaram que dos 10 MIEAs instalados em 0sso
tipo D1, a taxa de intercorréncia para inviabilizar a instalagdo é de 20%. J& ao
desconsiderar o tipo do o0sso a ser instalado, analisando todos os 11 CP/Bone, a
taxa de intercorréncia reduz para 18,18%, havendo uma diferenca percentual
minima, revelando que além densidade éssea, existem outros parametros a serem
considerados, como a técnica utilizada e a calibracdo da mao do operador, que

podem estar diretamente relacionadas ao insucesso na instalacao dos MIEAs.
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6.3 QUANTIFICACOES BACTERIANAS - TECNICA DO NUMERO MAIS
PROVAVEL E DO QPCR

A técnica do NMP, conhecida também como a técnica dos tubos
multiplos, é realizada por diluicdo aplicada para contagem de bactérias, sendo uma
estimativa da densidade média dos micro-organismos nas amostras, Esse método &
baseado em calculo de probabilidade através de férmulas ou tabelas relacionadas a
combinagcdo de tubos positivos e negativos (Anexos 2) (McCRADY, 1915; DA
CUNHA, 2006). E uma técnica de facil execucdo, entretanto trabalhosa, onde é
necessaria a utilizacdo de um meio de cultura adequado, como os meio de cultura
Postgate E modificado, que demonstre o crescimento bacteriano. Os meios de
cultura liquido séo considerados melhores que os solidos, devido a necessidade do
uso de muitos tubos por diluicdo, 10 por diluicdo, para obter resultados confidveis e
uma adequada interpretacdo (McCRADY, 1915; OBLINGER & KOBURGER 1975;
OKABE et al., 1999). ApGs o periodo de incubacdo de 28 dias, foi realizada a
avaliacdo dos meios de cultura, e a classificagdo em positivo ou negativo, através da
presenca de BRS no meio de cultura. O resultado positivo foi indicado através do
metabolismo das bactérias redutoras de sulfato, que convertem o sulfato a sulfeto, e
o sulfeto reage com o ferro que esta presente no meio, formando sulfeto ferroso
(FeS), que gera um precipitado preto no meio de cultura (VAITHIYANATHAN et al.,
2018).

A técnica do qPCR e NMP séo técnicas distintas e que apresentam
particularidades, cujo objetivo € quantificacdo de micro-organismos.A utilizacdo de
ambas as técnicas possibilitou uma complementacdo para uma melhor avaliagdo da
presenca/quantidade de bactérias. O NMP € um método tradicional realizado atraves

de uma técnica que identifica apenas células vivas e cultivaveis, apresentando um
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universo amostral de 104, sendo baseada na diluicdo seriada de amostras e a
observacdo de crescimento bacteriano em meio de cultura especifico. Ja a técnica
do gPCR, considerada uma técnica mais refinada, a nivel molecular, onde se avalia
um nuamero amostral maior (células vivas, cultivaveis e mortas), apresentando um
universo amostral de 107, sendo uma andlise em tempo real. Na qPCR sdo
empregadas sondas fluorescentes e corantes especificos, com uma elevada
precisdo para a amplificacdo, deteccdo e quantificacdo do DNA (COUTINHO et

al.,2014).

Os resultados sugeriram que as Desulfovibrio fairfieldensis orais em
consércio quando inoculadas no Biorreator BRS permaneceram em fase
estacionaria por todo o periodo do ensaio de imersédo ou que no periodo final de 99
dias, momento de leitura do gPCR, poderia o cultivo bacteriano j4 se encontrar na

fase de morte celular.

6.4 TAXA DE CORROSAO E QUANTIFICACAO BACTERIANA

O NMP e o gPCR realizados a partir de amostras do fluido do Biorreator
(NMP > 2,4x10* células/ml; gPCR 1,91E+04) demonstraram ser superior ao niimero
de bactérias viaveis nas superficies dos trés Man-Bone/MIEAS/BRS (4 células/mi;
4,3x10' células/ml e 7,5x10 células/ml; gPCR 8,54x10%; 6,56x10' e 7,64x10),
sugerindo que a superficie de titanio dos MIEAs pode ndo ser uma superficie ideal
para o crescimento bacteriano das Desulfovibrio fairfieldensis oral em consoércio. Os
micro-organismos envolvidos no processo de biocorrosao possuem de 0.2 a 10 pum
de comprimento e de 2 a 3 de largura (NACE, 2016). Em adi¢do, para a ocorréncia

da biocorrosdo em uma superficie metalica deve-se ter um ndamero populacional
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minimo de BRS de 10° (VIDELA, 1992), o que ndo foi demonstrado sobre as
superficies dos trés Man-Bone/MIEAS/BRS, em nenhuma das técnicas utilizadas.

Cabe considerar a necessidade de uma populacdo microbiana ativa
minima para que seja realizada a biocorrosdo na superficie metéalica (VIDELA,
1992). Os resultados das quantificacdes microbianas nos Man-Bone/MIEAS/BRS
podem ter impactado diretamente na baixa da taxa de corrosdo desses espécimes,
sendo necessario realizar novos ensaios analisando a taxa de corrosdo em fase
exponencial ou estacionaria na Desulfovibrio fairfieldensis oral em consorcio.

A interpretacdo da maior taxa de corrosdao do Man-Bone/MIEAs/Control,
guando comparado ao grupo Man-Bone/MIEAS/BRS, pode ser correlacionada a
presenca de constituintes no fluido do biorreator Control, que possibilitaram uma
maior perda de massa, enquanto, que no Biorreator BRS, estes constituintes
poderiam ter sido consumidos pelas Desulfovibrio fairfieldensis oral em consorcio,
ficando a perda de massa e a taxa de corrosdo no grupo Man-Bone/MIEAS/BRS
exclusivamente dependente da acdo biocorrosiva. Entretanto, JHOBALIA e
colaboradores relataram a diminuicdo repentina da corrosdo em cupons de aco em
solucdo supersaturada com sulfeto de ferro, permanecendo estavel, devido ao
aumento da concentracdo de sulfeto ao longo do ensaio, o que diminuiu a taxa de
crescimento das BRS e a taxa de corrosédo, existindo correlacdo da baixa taxa de
corrosdo com longo periodo (84 e 119 dias) utilizado nesse trabalho. Cabe ressaltar
gue no Biorreator Man-Bone/MIEAs/bact. no momento do ensaio, foi observada a
solucdo supersaturada com o maior nimero populacional relacionado a tabela
estatistica do NMP (APHA, 2012) (Anexo 3).

Ao comparar os dados da andlise da TC por perda de massa do grupo
Man-Bone/MIEAs/Control (TC 0,011621 + 0,0176811) e Man-Bone/MIEAs/BRS (TC

0,0003418 + 0,0025805) com a classificacdo da corrosividade de acordo com a
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NACE STANDARD RP0775 (2005), onde classifica a taxa de corrosdo como baixa
em TC<0,025 mm/ano foi possivel enquadrar em ambos os grupos, Man-
Bone/MIEAs/Control e Man-Bone/MIEAS/BRS, que a acado biocorrosiva da
Desulfovibrio fairfieldensis oral em consorcio e o meio de saliva artificial séo

incapazes de realizar uma perda de massa significativa no MIEAs de titanio.

6.5 MICROANALISE DE SUPERFICIE POR EPIFLUORESCENCIA E MEV

Mesmo com o baixo niumero populacional das Desulfovibrio fairfieldensis
oral em consorcio, foi possivel verificar através da técnica de epifluorescéncia e de
microscopia em MEV a presenca das Desulfovibrio fairfieldensis oral sobre toda
superficie metdlica dos MIEAs, formando biofilmes ativos. O biofilme bacteriano é
uma estrutura séssil tridimensional composto por pilhas de células mergulhadas e
encapsuladas por substancias poliméricas hidratadas (EPS) depositas sobre uma
superficie (PRIESTER et al., 2007). Ja o acumulo de biofilmes, associado a
particulas inorganicas, precipitados cristalinos ou produtos de corrosdo, resulta na
formacdo do biofouling. O biofouling possui maior velocidade de formacdo e
aderéncia mais firme as superficies do que os biofilmes isolados, sendo observado
em diversos tipos de superficies metélicas ou néo, lisas ou em fissuras (cervices),
aguas paradas ou turbulentas, modificando assim o comportamento da interfase
metal/solucdo (GENTIL, 1996; VIDELA, 2003). SCHAECHTER (2004) definiu
biofouling como sendo o dano causado a uma superficie por micro-organismos
presentes no biofilme. Nesse sentido, metais resistentes a corrosao, como o titanio e
0 aco inoxidavel, apresentam uma superficie ideal para a sedimentacdo do
biofouling, sendo o primeiro o de maior deposicédo (VIDELA, 1992). O processo de
adesdo bacteriana e de formacgéo do biofilme pode variar dependendo da espécie,

da composicdo da superficie e de fatores ambientais (TRINIDAD et al., 2010).
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TRINIDAD e colaboradores (2010) recomendaram uma combinacdo de varias
técnicas ao se investigar biofilmes. O aumento do conhecimento sobre os biofilmes é
baseado no microscopio eletrénico de varredura e pela microscopia confocal a laser
de varredura, que se complementam no conhecimento da ultraestrutura do biofilme,
na viabilidade celular e no desenvolvimento de biofilme.

Entretanto, cabe ressaltar que o dado mais relevante deste estudo foi a
constatacdo de bactérias na interface osso e MIEA, sendo o desenho estrutural dos
MIEAS, um possivel facilitador para a fixacdo dessas bactérias e estabelecimento do
biofilme superficial. Sugere-se que a presenca de bactérias dessa regido pode
desencadear processos inflamatérios locais, que podem gerar consequéncias
clinicas, como a perda precoce do MIEA por perda éssea.

Corroborando os dados da baixa taxa de corrosdo, a analise
microestrutural do MEV demonstrou auséncia de pits de corrosdo sobre a superficie
metalica dos Man-Bone/MIEAs/Bac, demonstrando a incapacidade biocorrosiva das
Desulfovibrio fairifieldensis oral em consorcio, seja pelo baixo nimero populacional
microbiano demonstrado no NMP e no gPCR, ou pela incapacidade natural de atuar
sobre ligas metalicas de titanio.

O preparo de amostras bacterianas pela fixacdo, desidratacdo e secagem
com a finalizacdo do depdésito de revestimento metalico condutor, para analise no
MEYV altera significativamente o biofilme devido ao desmoronamento do polimero de
EPS, deformando essa microestrutura do biofiime (PRIESTER et al., 2007). No
modo “alto vacuo” do MEV, o biofilme aparece unido como uma carcaca continua de
EPS. Nessa técnica, ocorre a danificagdo da pilha de bactérias, reduzindo o biofilme
microbiano, mas favorece a detec¢cdo da quantidade do volume do EPS. Isso
possibilita a visualizagado da arquitetura tridimensional do biofilme, com seus canais

de agua para a difusdo de nutrientes para a pilha bacteriana interna, porém o
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método de desidratacdo alcodlica acarreta uma contragcdo do volume do biofilme
consideravelmente (TRINIDAD et al., 2010).

Para a técnica de microscopia de epifluorescéncia, a intensidade de
fluorescéncia é dependente de varios fatores que sdo muito dificeis de controlar com
precisao, incluindo a espessura da secc¢ao, profundidade de corte Optico, e 0 grau de
mineralizacdo da dentina (PARMAR et al., 2011). MA e colaboradores (2011)
aplicaram o marcador Live/Dead em biofilmes de Enterococus faecalis em dentina
radicular, com comprimento de onda de excitacdo de 480-500 nm para 0 syto 9 e
490-635 nm para o iodeto de propideo. Mesmo com essa reducdo da faixa de
capitacdo de fluorescéncia, os autores relataram autofluorescéncia das amostras na
superficie do canal radicular, em forma de uma linha verde, alegando que tal achado
deve ser considerado como margem de erro nas analises, dentro das limitacfes.
Posteriormente, DU e colaboradores (2014) relataram o mesmo problema de
fluorescéncia de fundo devido a dentina, ao utilizar o0 mesmo modelo de analise.
Entretanto, o sinal de fluorescéncia da bactéria pode ser forte, o que permite 0 uso
de configuracdo de baixo ganho do CLSM no escaneamento (DU et al., 2014). Em
estudos anteriores utilizando o Live/Dead, ndo foram encontrados relatos sobre o
problema de autofluorescéncia da dentina, assim como as faixas de excitacdo do
laser utilizado no IP e SYTO9 (WANG et al. 2012). O trabalho de NAGAYOSHI e
colaboradores (2004) relataram comprimentos de onda de 480/530 do SYTO9 e
520/580 do IP. Nas andlises reveladas neste trabalho, os comprimentos de onda de
excitacdo de 493-584 nm para o SYTO9 e 584-718 nm para o IP, sendo 0s mais
elevados comprimentos de onda em ambos os canais, o que pode ter interferido na

real analise da atividade celular nos biofilmes.

A preocupacao no estudo da formacdo do biofilme estruturado sobre

superficies metélicas de Desulfovibrio spp., também tem sido foco em implantes
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dentarios, sendo demonstrada a formacdo de um biofilme estruturado de
Desulfovibrio fairfieldensis apds 24 horas. A pesquisa de JORAND e colaboradores
(2014) demonstraram que o biofilme com maturidade de 40 dias possuia uma
atividade celular, comparavel ao biofilme de 24 horas, que as células entravam na
fase estacionaria proxima aos 25 dias de crescimento (JORAND et al. 2014). Logo,
esses dados vém elucidar a questdo quanto aos resultados neste trabalho, em
relacdo aos ensaios de NMP enos MIEAS, onde revelaram uma mesma

guantificacdo amostral microbiana apés 99 dias de ensaio de imerséao.

No estudo aqui apresentado, analises microscépicas demonstraram a
presenca de biofilme sobre a superficie do titanio. Entretanto, a falta de areas de pits
de corrosdo sobre essa superficie metalica possibilita sugerir a incapacidade de
evolucdo deste biofiilme para um biofouling sobre os MIEAS expostos as
Desulfovibrio fairfieldensis oral em consadrcio. Contrariamente, JORAND et al. (2014)
ja haviam demonstrado biofilme de Desulfovibrio fairfieldenses em cupons de titanio

usados em implantes dentarios.

Corroborando esta andlise, os estudos de OSHIDA e colaboradores.
(1992) e SONGUR e colaboradores (2009), afirmaram a maior resisténcia das ligas
de titAnio no processo de corrosdo, devido a formacdo natural, quimicamente ou
eletroquimicamente de filme de 6xido de titanio (TiO2) nas superficies resultando em
um comportamento passivo em meios biolégicos. Logo, as ligas resistentes a
corrosdo, como 0 ago inoxidavel e o titanio, terdo comportamentos diferentes
guando comparados a superficies metdlicas, pouco resistentes a corrosao, como o

aco-carbono (VIDELA, 1992; LOPES et al., 2006).
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7. CONCLUSAO

As Desulfovibrio fairfieldensis oral em consorcio sdo capazes de fixar na
superficie metalica de titanio dos MIEAs, formando biofilmes nas areas expostas ao
meio externo e entre a interface de ancoragem, 0sso e roscas do MIEA. Entretanto,
a constituicdo de titanio dos MIEA possibilita uma baixa taxa de corrosdo, nao

significativa, sem a presenca de pits de corrosao nestas areas.
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9. ANEXO(S)
ANEXO 1 - Carta de autorizacdo do departamento de anatomia humana da

Universidade Iguacu (UNIG)

UNIG

UNIVERSIDADE IGUACY
UNIVERSIDADE IGUAGCU
AUTORIZAGAO
Eu Marco Antdnio Azizl, abaiy inado, responsivel pelo Departamento de Anatomia Humana

da Universidade lguagu, autorizo a utilizagio das pecas Anatdmicas Humanas (cinco mandlbulas
secas) para realizagio de um estudo com o titulo "Avaliagio de Biomaterials implantivels e
enxertdveis: MINHIMPLANTES EXTRA-ALVEOLARES, implant integrados e bi ials
poliméricos”, a ser conduzido pelos pesquisad Andrea Fagundes Campello, Fabiano Luiz
Heggendorn e Camila Andrade de Souza nascimento, e que ful informado pelos responsiveis do
estudo sobre as caracteristicas e objetivos da pesquisa, bem como das atividades que serfio
realizadas com as pegas anatdmicas.

Rio de janeiro, 07 fevereiro de 2023,

Hart>

€ s

o fntown Aivs frizi
Cordznadar do Curss (@ Medidna

Scanned with CamScanner

73



ANEXO 2 - Ensaio de perda de massa — coeficiente de ajuste

MIEAS 1 MIEAS 2 MIEAS 3
Pesagem Pesagem Pesagem Pesagem Pesagem Pesagem
inicial (9) final inicial final inicial final
0.14048 0.14050 0.14051 0.14050

0.14052 0.14048
0.14050 0.14049

0.14062 0.14064
0.14063 0.14066

0.14063 0.14063

0.14051 0.14049
0.14050 0.14051
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ANEXO 3 - Tabela de Numero Mais Provavel (MPN)/100mL

TUBOS TUBOS POSITIVOS
TUBOS POSITIVOS

POSITIVOS | & & g
10 1 0,1 = 10 1 0,1 = 10 1 0,1 =
MI | mL | MI mL | mL | mL mL mL mL

0 0 0 | <2 1 2 0 11 3 0 0 23
0 0 1 3 1 2 1 15 3 0 1 39
0 0 2 6 1 2 2 20 3 0 2 64
0 0 3 9 1 2 3 24 3 0 3 95
0 1 0 3 1 3 0 16 3 1 0 43
0 1 1 6 1 3 1 20 3 1 1 75
0 1 2 9 1 3 2 24 3 1 2 120
0 1 3 12 1 3 3 29 3 1 3 160
0 2 0 6 2 0 0 9 3 2 0 93
0 2 1 9 2 0 1 14 3 2 1 150
0 2 2 12 2 0 2 20 3 2 2 210
0 2 3 16 2 0 3 26 3 2 3 290
0 3 0 9 2 1 0 15 3 3 0 240
0 3 1 13 2 1 1 20 3 3 1 460
0 3 2 16 2 1 2 27 3 3 2 1100
0 3 3 19 2 1 3 34 3 3 3 >2400
1 0 0 4 2 2 0 21

1 0 1 7 2 2 1 28

1 0 2 11 2 2 2 35

1 0 3 15 2 2 3 42

1 1 0 7 2 3 0 29

1 1 1 11 2 3 1 36

1 1 2 15 2 3 2 44

1 1 3 19 2 3 3 53
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