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RESUMO 

 

Kreve, S. Composição bacteriana de biofilme in situ formado sobre discos de titânio 

obtidos por diferentes técnicas. 2022. 114 f. Tese (Doutorado em Reabilitação Oral), 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

Diferentes tratamentos de superfície são aplicados em implantes odontológicos de ligas de 

titânio a fim de modificar a superfície e alterar as respostas celulares. Tais modificações 

melhoram a osseointegração, entretanto, promovem topografia rugosa as quais estão sujeitas ao 

acúmulo de diferentes tipos de biofilme bacteriano, que diferem na quantidade e nas espécies 

colonizadoras. A obtenção de implantes odontológicos por meio da utilização da manufatura 

aditiva apresenta um implante com superfície topográfica e com caracterização química 

superficial diferente dos implantes disponíveis no mercado. Sabendo que a composição da 

superfície, estrutura química, molhabilidade, energia livre de superfície, forças eletrostáticas e 

rugosidade podem interferir no acúmulo de biofilme, o objetivo deste estudo foi avaliar três 

superfícies de discos de titânio obtidos por diferentes métodos, sendo 1 manufatura aditiva 

(DMA), 2 manufatura subtrativa com tratamento de superfície de hidroxiapatita (DUCT), 3 

manufatura subtrativa sem tratamento (DUST), e compará-las quanto ao perfil microbiológico 

por meio de sequenciamento do gene 16S rRNA-based PCR. Oito corpos de prova com Ø 5,0 

mm x 1 mm de altura foram obtidos por manufatura aditiva a partir do pó de Ti–6Al–4V, e 16 

corpos de prova com Ø 8,0 mm x 3 mm de altura foram obtidos por manufatura subtrativa de 

barras cilíndricas de liga de Ti-6Al-4V. Destes 16 corpos de prova, 8 tiveram a superfície 

tratada com hidroxiapatita carbonatada (HAp) cultivada em fosfolipídio. Foram confeccionados 

aparelhos removíveis para alojar os discos a partir da moldagem da maxila de 8 pacientes. O 

aparelho foi utilizado por 96 horas, e o biofilme coletado a cada 24 horas. Foi realizada a 

extração do DNA genômico, o PCR 16S e o sequenciamento genético das amostras. A 

rugosidade foi avaliada por microscópio confocal a laser, e a composição química foi 

determinada por Espectroscopia de energia dispersiva de Raio-X (EDS). Para a análise 

estatística foi verificada a distribuição dos dados, e em seguida foram aplicados testes 

paramétricos, não-paramétricos e análise descritiva com nível de significância de 5% (α = 0,05). 

Quanto a rugosidade, foram observados diferentes níveis, sendo que a superfície DMA foi quem 

mostrou as maiores médias para todos os parâmetros avaliados (Ra, Rz e Sa). A análise da 

composição química por EDS mostrou predominância de Ti nas superfícies dos discos DMA e 

DUST, seguida pelos elementos Al e V. Nas superfícies do DUCT foi observada a 

predominância de O seguida de Ti, Ca, P e Mg. Com relação à quantificação microbiana total, 

foi observada diferença significante quando realizado o comparatório entre as três superfícies,
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sendo DUCT e DUST semelhantes na comparação múltipla (p= 0,80). Na análise de abundância 

relativa, foi observada semelhança na proporção dos gêneros (p= 0,99), sendo que 

Streptococcus (38,31%), Neisseria (10,43%) e Pasteurella (4,95%) foram os gêneros 

predominantes em uma contagem total sem considerar superfícies. Com relação á diversidade 

foi observada grande diversidade e sugere-se que não existem gêneros dominantes em nenhuma 

das superfícies investigadas. 

Palavras-Chave: Titânio; Implantes Dentários; Impressão Tridimensional; Testes Mecânicos; 

Biologia Molecular; Topografia; Microbiologia; Análise Química; RNA-Seq.  
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ABSTRACT 

 

Kreve, S. The bacterial composition of in situ biofilm formed on titanium discs obtained 

by different techniques. 2022. 114 p. Thesis (Doctoral in Oral Rehabilitation) – School of 

Dentistry of Ribeirão Preto, University of São Paulo. 2022. 

Different surface treatments are applied on titanium alloy dental implants to modify the surface 

and cellular responses. Such modifications improve osseointegration and also promote rough 

topography, which is subject to the accumulation of different types of bacterial biofilm. These 

biofilms differ in the amount and colonizing species. Obtaining dental implants through 

additive manufacturing presents an implant with a topographic surface and a surface chemical 

characterization different from the implants available on the market. Knowing that the surface 

composition may interfere with biofilm accumulation, this study aimed to evaluate three 

surfaces of titanium discs obtained by different methods: 1 additive manufacturing (AMD), 2 

subtractive manufacturing with hydroxyapatite surface treatment (SMDHT), 3 subtractive 

manufacturing without treatment (SMDWT), and compare them regarding the microbiological 

profile using 16S rRNA gene sequencing-based PCR. Eight specimens with Ø 5.0 mm x 1 mm 

height were obtained by additive manufacturing from Ti-6Al-4V powder. Sixteen specimens 

with Ø 8.0 mm x 3 mm height were obtained by subtractive manufacturing of cylindrical bars 

of Ti-6Al-4V alloy. Of these 16 specimens, 8 had the surface treated with carbonated 

hydroxyapatite (HAp) grown on phospholipid. Removable appliances were made to house the 

disks from the molding of the maxilla of 8 patients. The appliance was used for 96 hours, and 

the biofilm was collected every 24 hours. Genomic DNA extraction, 16S PCR, and gene 

sequencing of the samples were performed. The roughness was evaluated by laser confocal 

microscope, and the chemical composition was determined by Energy dispersive X-ray 

spectroscopy (EDS). For statistical analysis, data distribution was verified, and then parametric 

tests, non-parametric tests, and descriptive analysis were applied with a significance level of 

5% (α = 0.05). As for roughness, different levels were observed, and the AMD surface was the 

one that showed the highest averages for all parameters evaluated (Ra, Rz, and Sa). The 

chemical composition analysis by EDS showed a predominance of Ti on the AMD and 

SMDWT disc surfaces, followed by the elements Al and V. On the DUCT surfaces a 

predominance of O was observed followed by Ti, Ca, P and Mg. Concerning total microbial 

quantification, a significant difference was observed when comparing the three surfaces, 

SMDHT and SMDWT being similar in the multiple comparison (p= 0.80). In the relative 

abundance analysis, similarity was observed in the proportion of genera (p= 0.99), and 

Streptococcus (38.31%), Neisseria (10.43%) and Pasteurella (4.95%) were the predominant 
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genera in a total count without considering surfaces. Concerning diversity, a great diversity was 

observed, suggesting that there are no dominant genera on any of the surfaces investigated. 

Keywords: Titanium; Dental Implants; Printing, Three-Dimensional; Mechanical Tests; 

Molecular Biology; Topography; Microbiology; Chemical Analysis; RNA-Seq. 
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1. INTRODUÇÃO  

A reabilitação oral com implantes dentários é considerada tratamento de sucesso com 

alta previsibilidade funcional e estética (MALCHIODI et al., 2020; CAVALCANTI et al., 

2019). O material comumente utilizado para confecção de implantes é o titânio (ZHANG; 

CHEN; WANG, 2020; ITO et al., 2019; CORDEIRO; BARÃO, 2017; VEIGA; DAVIM; 

LOUREIRO, 2012; ELIAS et al., 2008). O titânio comercialmente puro (Ti CP) apresenta 

teores de pureza entre 98 a 99,5%, e é classificado em quatro graus definidos pela ASTM 

(American Society for Testing and Materials) (CHEN; THOUAS 2015; ELIAS et al., 2008). A 

quantidade de impurezas e de elementos resultantes da purificação, como oxigênio, ferro, 

nitrogênio, carbono e hidrogênio influenciam nas propriedades físico-mecânicas do titânio 

comercialmente puro (VEIGA; DAVIM; LOUREIRO, 2012). Tais propriedades variam a 

depender da quantidade e do elemento químico presente (ELIAS et al., 2008). O titânio puro à 

temperatura ambiente possui estrutura cristalina hexagonal compacta representada como fase α 

(VEIGA; DAVIM; LOUREIRO, 2012). Com aumento da temperatura, essa estrutura 

transforma-se em cúbica de corpo centrado, denominada fase β (ZHANG; CHEN; WANG, 

2020; VEIGA; DAVIM; LOUREIRO, 2012). Essa estrutura cúbica pode ser estabilizada em 

temperatura ambiente se adicionados elementos de liga, como o vanádio (CORDEIRO; 

BARÃO, 2017). O titânio puro é pouco dúctil (capacidade de resistir a forças cíclicas no 

ambiente bucal), e relativamente macio. Nesse caso pode ocorrer fadiga, particularmente 

quando for utilizado em implantes de diâmetro reduzido, que devem cumprir altas exigências 

de estabilidade mecânica para evitar sobrecarga e consequentemente fratura do implante. Dessa 

forma, o uso do titânio comercialmente puro é contra indicado em áreas sujeitas a alto desgaste 

e que necessitam resistência à tração e a fadiga (CORDEIRO; BARÃO, 2017). Assim, a adição 

dos elementos de liga permite a manipulação das fases α e β (ZHANG; CHEN; WANG, 2020; 

CORDEIRO; BARÃO, 2017; VEIGA; DAVIM; LOUREIRO, 2012) com o intuito de 

modificar a microestrutura do titânio na tentativa de melhorar as propriedades mecânicas 

(ZHANG; CHEN; WANG, 2020; ITO et al., 2019; OTTRIA et al., 2018). 

O Ti-6Al-4V (6% de alumínio e 4% de vanádio) é uma das ligas utilizadas para 

substituir o titânio comercialmente puro, e em temperatura ambiente possui ambas formas 

cristalográficas, α e β (CORDEIRO; BARÃO, 2017; VEIGA; DAVIM; LOUREIRO, 2012). 

Essa liga possui quantidade equilibrada de estabilizadores fazendo com que tenha propriedades 

mecânicas favoráveis, baixa densidade, inércia biológica e química, resistência à corrosão (dada 

pelo filme de óxido de titânio criado na sua superfície) e, de acordo com a literatura, 
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biocompatibilidade superior a outros biomateriais metálicos (LIU et al., 2022; DZOGBEWU; 

PREEZ, 2021; KLIGMAN et al., 2021; PISZCZEK et al., 2020; TARDELLI; BOLFARINI;  

REIS, 2020; LOUARN et al., 2019; ITO et al., 2019; CHOUIRFA et al., 2019). Essa camada 

de óxido de titânio formada na superfície é quem determina a biocompatibilidade do implante 

(KLIGMAN et al., 2021). 

Os primeiros implantes dentários de titânio foram concebidos por um processo de 

usinagem e apresentavam superfície lisa e nenhum tipo de tratamento (LOUARN et al., 2019). 

As boas características do titânio, mencionadas no parágrafo anterior, por si só proporcionam a 

osseointegração, ou seja, união estável e funcional com o osso (ELIAS et al., 2008). Entretanto, 

por ser um biomaterial inerte, esse processo é lento (KLIGMAN et al., 2021; PISZCZEK et al., 

2020; GUO et al., 2017). Assim, diferentes tratamentos de superfície são desenvolvidos 

(SHIOZAWA et al., 2020; LOUARN et al., 2019; ITO et al., 2019) com a finalidade de 

aperfeiçoar tal processo e proteger os implantes metálicos da corrosão (OTTRIA et al., 2018) 

permitindo maior sobrevida à restauração protética.  

Alterações na topografia dos implantes podem ser realizadas por meio de diferentes 

métodos como ataque ácido, jateamento de partículas, ajuste da química da superfície a fim de 

modificar a molhabilidade, deposição de nanoestruturas ou de compostos bioativos 

(PISZCZEK et al., 2020; ZHANG; CHEN; WANG, 2020; VAN HENGEL et al., 2020; CRUZ 

et al., 2019; YUAN et al., 2018). Estes transformam a superfície do titânio considerada 

biologicamente inerte em bioativa (YUAN et al., 2018). 

A hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2) é um material biocerâmico à base de fosfato de 

cálcio utilizado como tratamento na superfície de implantes (PANDA; BISWAS; PAUL, 2021; 

KLIGMAN et al., 2021; NOBRE; PÜTZ; HANNIG, 2020; CAVALCANTI et al., 2019; 

YAZDANI et al., 2018). Esta atrai atenção devido sua bioatividade, já que libera íons fósforo 

e cálcio para os tecidos vizinhos (PANDA; BISWAS; PAUL, 2021; YUAN et al., 2018; 

ANUSAVICE, 2013). Esses íons são considerados bons estimulantes ou aceleradores da 

osseointegração (YOKOTA et al., 2014). Sua forma sintética possui similaridade com a 

hidroxiapatita natural, assim estabelece ligações químicas com o tecido ósseo, permitindo a 

proliferação de fibroblastos, osteoblastos e outras células (PANDA; BISWAS; PAUL, 2021; 

KLIGMAN et al., 2021; CAVALCANTI et al., 2019). A hidroxiapatita possui estrutura que 

permite substituições catiônicas e aniônicas, as quais podem alterar diversas funções inclusive 

as dimensões dos cristais e a textura superficial (YAZDANI et al., 2018; YUAN et al., 2018). 

Uma dessas substituições é a incorporação de íons carbonato na sua estrutura, os quais tornam 

a hidroxiapatita nanodimensionada. Essa característica nano contribui para aumentar a área de 
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superfície pela diminuição do tamanho do grão e dos poros (MATOS, 2021; YAZDANI et al., 

2018). A aquisição dessa característica permite controlar interações com proteínas (adsorção, 

configuração e bioatividade), além de modular a adesão dos osteoblastos (MATOS, 2021; 

LOUARN et al., 2019; CAVALCANTI et al., 2019). Assim, essas superfícies nanométricas 

atuam como osteoindutoras, ou seja, estimulam a proliferação celular (MATOS, 2021; 

CAVALCANTI et al., 2019). 

A respeito dos avanços nas técnicas de fabricação, a manufatura aditiva permitiu criar 

partes ou protótipos camada por camada diretamente de um arquivo CAD (computer-aided 

design), o que proporciona, no caso dos implantes, topografia relativamente diferente 

(OLIVEIRA; REIS, 2019; PINGUEIRO et al., 2019). Tais implantes podem ter porosidade 

controlada (OLIVEIRA; REIS, 2019) e macrorrugosidades que variam a depender do processo 

de fabricação (REVILLA‐LEÓN; SADEGHPOUR; ÖZCAN, 2020). Essa tecnologia aditiva é 

utilizada na indústria aeroespacial (BLAKEY-MILNER et al., 2021), automotiva 

(MANTOVANI et al., 2021), na arquitetura (PAJONK et al., 2022), e dentre outras, na área 

biomédica (KUMAR; KUMAR; CHOHAN, 2021; BOSE et al., 2018; HAO; LI; YANG, 2016), 

onde são criados biomateriais porosos geometricamente complexos e totalmente 

interconectados (ZADPOOR, 2018; VARGAS-ALFREDO et al., 2017; MACPHERSON et al., 

2017). 

A aplicação de tecnologias aditivas (também conhecidas por prototipagem rápida, 

fabricação sob demanda, fabricação digital, fabricação de camadas, técnica de fabricação direta 

ou impressão 3D) (KUMAR; KUMAR; CHOHAN, 2021), permite a fabricação de implantes a 

partir de pós metálicos (titânio) (DZOGBEWU; PREEZ, 2021; PISZCZEK et al., 2020). Estes 

implantes possuem precisão anatômica e características porosas, o que pode favorecer a 

ancoragem no osso (PISZCZEK et al., 2020). E ainda, a manufatura aditiva pode produzir 

implantes com liberdade de formato e assim possibilitar a impressão personalizada para cada 

paciente (VAN HENGEL et al., 2020).  

A osseointegração e o acúmulo de biofilme possuem o mesmo grau de importância, 

visto que, uma topografia rugosa favorece tanto a união estável e funcional com o osso quanto 

a adesão de bactérias. Tendo em vista que a manufatura aditiva é promissora, existem lacunas 

no conhecimento sobre o comportamento das ligas titânio fabricadas por este processo, 

principalmente com relação à adesão microbiana. Espera-se que essa nova geração de implantes 

facilite a osseointegração e ao mesmo tempo, seja capaz de inibir a colonização microbiana e a 

formação de biofilmes (FREITAS et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2016). 
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A adesão inicial do biofilme é um processo dinâmico e envolve fenômenos como ação 

das forças de Van der Waals, forças eletrostáticas e interações hidrofóbicas (KREVE; REIS, 

2021; LOUARN et al., 2019). Tal adesão pode ser afetada pela composição dos biomateriais, 

estrutura química, molhabilidade, energia livre de superfície, e rugosidade da superfície 

(HINTZE; BIERBAUM; SCHARNWEBER, 2020; KREVE; REIS, 2020; LOUARN et al., 

2019; GANJIAN et al., 2019; FREITAS et al., 2018; AVILA et al., 2016; AL-AHMAD et al., 

2016). Nesse contexto, para reduzir a prevalência e a progressão das doenças peri-implantares 

é primordial o uso de materiais com composição química e topografia de superfície que 

proporcione baixa adesão microbiana (GANJIAN et al., 2019; ZADPOOR, 2018; 

NASCIMENTO et al., 2016; HAHNEL et al., 2015).  

De acordo com Bassous, Jones e Webster (2019) materiais porosos, rugosos, impressos 

em 3D, possuem bom desempenho em termos de biocompatibilidade e eficácia antimicrobiana. 

E ainda, materiais produzidos por manufatura aditiva podem ter propriedades de superfície 

melhoradas em comparação com amostras forjadas, assim, esta técnica pode influenciar na 

adsorção de proteínas e na colonização microbiana (PINGUEIRO et al., 2019). Sarker et al. 

(2019) fabricaram espécimes de manufatura aditiva ajustando o ângulo de inclinação da 

construção e observaram redução na formação de biofilme de S. aureus, e esses resultados 

foram associados a alterações na topografia da superfície, como molhabilidade e rugosidade. Já 

Ginestra et al. (2020) produziram e modificaram espécimes de Ti-6Al-4V com jateamento e 

tratamento vibratório e não observaram nenhuma diferença na adesão de bactérias. Palka et al. 

(2020) fabricaram placas de fixação ortognática utilizando manufatura aditiva de Ti-6Al-4V, e 

observaram alta susceptibilidade à aderência microbiana. 

A maioria dos estudos que avaliaram a capacidade antimicrobiana de espécimes de 

manufatura aditiva relacionaram o efeito antimicrobiano com a liberação contínua e controlada 

de agentes antimicrobianos aprisionados aos poros. Alguns autores introduziram íons ou nano 

partículas de prata (VAN HENGEL et al., 2017; BAKHSHANDEH et al., 2017), drogas 

antibióticas (STÄNDERT et al., 2021; COX et al., 2016; VAITHILINGAM et al., 2014), adição 

de cobre ou prata à liga de titânio (MACPHERSON et al., 2017; GUO et al., 2017), 

modificações por fosfato de cálcio incorporado a nanotubos de TiO2 (HU et al., 2018); e dentre 

outras, soluções de poliestireno e ácido acrílico (VARGAS-ALFREDO et al., 2017).  

Contudo, a composição do biofilme bacteriano formado nas superfícies da liga Ti-6Al-

4V fabricados por manufatura aditiva ainda não está disponível na literatura científica. Assim, 

o objetivo desse estudo in situ foi investigar o perfil da microbiota in vivo formada sobre as 
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superfícies de titânio obtidas por manufatura aditiva e comparar com aquela formada sobre 

superfícies fabricadas por usinagem, sem tratamento e tratadas com hidroxiapatita carbonatada. 
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2. PROPOSIÇÃO  

Objetivos gerais: 

O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar a composição do biofilme bacteriano 

formado sobre a superfície de discos de Ti-6Al-4V obtidos por manufatura aditiva (DMA), 

usinados com tratamento de hidroxiapatita carbonatada (DUCT), e usinados sem tratamento 

(DUST).  

Objetivos específicos: 

1- Avaliar a rugosidade da superfície dos três grupos por meio de microscopia confocal 

a laser; 

2- Determinar a composição química das três superfícies por meio de Espectroscopia 

de energia dispersiva de Raio-X (EDS); 

3- Analisar o perfil microbiano formado sobre as três superfícies por meio de 

sequenciamento do gene 16S rRNA-based PCR, e determinar a quantificação, a abundância 

relativa e a diversidade microbiana. 

Hipótese nula: 

A hipótese nula testada neste estudo é a de que não existe diferença no perfil 

microbiológico (quantificação microbiológica total e diversidade das comunidades 

microbianas) formado sobre as três superfícies de Ti-6Al-4V avaliadas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Discos obtidos por manufatura aditiva 

A confecção dos discos por manufatura aditiva (Figura 1) foi realizada no Instituto 

IFW Drenden, Dresdren – Alemanha, em parceria com a Universidade Federal de São Carlos. 

O pó de Ti-6Al-4V, atomizados por gás inerte, com partículas de tamanho entre 30 – 60 µm foi 

usado como matéria-prima. 

Foram confeccionados 8 discos com Ø 5,0 mm x 1 mm por meio da técnica SLM 

(“Selective Laser Melting”) em um Realizer SLM 50, com laser de fibra de 129 W em modo 

contínuo (λ = 1070 nm, posição foco F: 9,55 mm, tamanho spot ≈ 60 µm). Foi utilizado feixe 

de elétrons a 60 kV para fusão das partículas da liga sob pressão de vácuo de 2×10-3 mbar em 

ambiente de hélio inerte. O ambiente a vácuo protegeu o metal fundido da oxidação.  

Figura 1- Imagem de um disco de Manufatura Aditiva 

 
Fonte: Hermano Teixeira Machado  

3.2 Discos usinados 

Foram usinados 16 discos experimentais (Figura 2) a partir de barras cilíndricas de liga 

de titânio (Ti-6Al-4V – Grau V) com Ø 8 X 3mm, em torno mecânico na Oficina de Precisão 

da Universidade de São Paulo, Campus de Ribeirão Preto. Cada disco foi polido com lixa 

metalográfica de gramatura 180, 600, 1000, e 1200. 
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Figura 2 - Imagem de um disco usinado 

 
Fonte: Hermano Teixeira Machado  

3.2.1 Tratamento de superfície nos discos usinados 

Um tratamento superficial nanométrico de hidroxiapatita carbonatada (HAp) cultivada 

em fosfolipídio foi realizado em oito discos usinados. Tal procedimento foi executado nas 

dependências do laboratório de tratamento de superfícies da Faculdade de Química, Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto (FFCLRP-USP) de acordo com metodologia descrita por 

Cruz et al. (2019). 

Inicialmente os discos foram limpos por meio de imersão em água deionizada e sonicados 

por 10 minutos, seguidos por 10 minutos em acetona. 

Para a realização do revestimento de hidroxiapatita foram depositadas quatro camadas 

de fosfolipídios sobre a superfície dos discos de titânio pela técnica de Langmuir-Blodgett, na 

qual as monocamadas de Langmuir, que possuem uma parte hidrofílica e outra hidrofóbica são 

formadas na interface entre a água e o ar. Essas monocamadas foram transferidas para a 

superfície por meio da imersão e retirada do disco em uma cuba contendo solução de 

0,1 mmol L-1 de CaCl2.  

Em seguida foi formado um revestimento mineral através da imersão dos discos em 

solução aquosa de cálcio (1,0 mmol L-1 de Ca2+) por 12 horas, seguido de imersão em tampão 

fosfato por mais 12 horas, repetindo-se esse processo quatro vezes para garantir que o máximo 

de íons cálcio se ligasse à superfície. Os discos foram então expostos a um fluído corporal 

simulado, com composição iônica semelhante à do plasma sanguíneo humano, para a formação 

de apatita na superfície do disco. A nucleação e o crescimento da hidroxiapatita ocorreram após 

a exposição a este fluído corporal simulado. 

Após essa etapa os discos foram colocados em estufa para secagem. Na figura 3 pode ser 

visualizado um disco usinado com e sem tratamento de superfície. 
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Figura 3 - Imagem de discos com e sem tratamento de superfície 

 
Fonte: Mariana LC Valente 

3.3 Análise da rugosidade superficial dos discos de titânio 

A análise de rugosidade das superfícies foi realizada no Departamento de Odontologia 

Restauradora da FORP/USP em microscópio confocal a laser da marca OLYMPUS – LEXT 

OLS 4000 – com lentes objetivas MPLAPON (Figura 4), conectado a computador com software 

específico. Os discos foram posicionados e analisados por meio da aquisição de imagens a laser 

entre duas alturas. Em seguida, as imagens adquiridas foram recombinadas, a cores, para 

produzir uma projeção em 3D a qual foi mensurada. Neste estudo, a aquisição das imagens foi 

realizada a partir da objetiva de aumento (20x), a qual propicia uma análise qualitativa, por 

meio da visualização das características de rugosidade. Os parâmetros de rugosidade utilizados 

foram a média, Sa, Ra e Rz.  

Figura 4 - Imagem representativa do Microscópio Confocal a Laser e dos discos avaliados 

 

Fonte: autoria própria 

3.4 Quantificação dos elementos químicos  

A análise química das superfícies foi realizada nas dependências do Laboratório de 

Microscopia Eletrônica de Varredura e Microanálise Elementar, do Departamento de Química 

da FFCLRP/USP. Para avaliar a composição química, foi realizada a espectroscopia com 
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energia dispersiva de raios-X (EDS) (IXRF Systems 500 Digital Processing, Houston, EUA) 

acoplado ao microscópio eletrônico de varredura (MEV) (ZEISS mod. EVO 50, Cambridge, 

Inglaterra). Os corpos de prova foram fixados no porta-amostras do aparelho (figura 5). O MEV 

operou com feixe de elétrons de 20 kV, usando os detectores de elétrons retroespalhados (BSD) 

para a avaliação das alterações ou flutuações de composição na superfície da amostra. A 

microanálise foi determinada por espectroscopia de energia dispersiva de raios X a distância de 

trabalho de 8,5 mm, Iprobe em 20 nA e dead time em aproximadamente 30%, utilizando o 

detector BSD, com ampliação de 1000 X. Após a obtenção dos espectros, os elementos 

químicos foram quantificados em porcentagens atômicas (wt.%). 

Figura 5 - Imagem representativa da espectroscopia com energia dispersiva de raios-X (EDS) 

 
Fonte: autoria própria 

3.5 Análise microbiológica 

3.5.1 Seleção dos participantes e uso do aparelho 

O tamanho amostral (n=8) foi calculado com o auxílio do R 2017 Statistical Software 

Package with the Stats library 3.3.3 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Áustria). 

Foi selecionado o parâmetro valores médios da área total do biofilme formado nos espécimes 

como variável primária para a determinação do (n) amostral.  

Oito participantes foram selecionados dentre os alunos de graduação e pós-graduação 

da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto-USP, de acordo com os critérios estabelecidos 

no projeto submetido e aprovado pelo comitê de ética (CAAE: 03383318.1.0000.5419). Os 
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critérios de inclusão foram: 1. Participantes de ambos os sexos, com idade entre 18 e 35 anos; 

2. Dentição completa; 3. Boa saúde geral e ausência processos infecciosos agudos na cavidade 

bucal. Critérios de exclusão: 1. Gravidez; 2. Lactação; 3. Tratamento periodontal ou antibiótico 

nos últimos 3 meses, 4. Fumantes; 5. Qualquer doença sistêmica que pudesse influenciar o 

estado periodontal. 

Os participantes foram submetidos a moldagem da maxila com hidrocolóide irreversível 

que resultou em modelos de gesso para confecção de um aparelho removível que armazenou os 

discos de titânio (Figura 6). 

Figura 6 - Imagem do aparelho removível contendo os discos de titânio 

 
Fonte: Hermano Teixeira Machado  

Este aparelho foi confeccionado utilizando uma placa de acetato de 1,0mm adaptada 

sobre o modelo de gesso. Na superfície vestibular dessa placa, os discos foram fixos com cera 

e uma segunda placa de acetato 0,3mm foi confeccionada sobre estes. Para que não houvesse 

adesão das duas placas de acetato, a superfície da placa foi lubrificada com uso de vaselina. 

Os participantes utilizaram o aparelho por 96 horas (Figura 7), sendo que a cada 24 

horas o biofilme foi coletado. O aparelho foi removido apenas para alimentação e higienização. 

Os participantes não receberam orientações quanto à higienização a fim de que não houvesse 

direcionamento no tipo de microbiota formada.  

Figura 7 - Imagem da utilização do aparelho removível  

 
Fonte: Hermano Teixeira Machado  
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3.5.2 Análise do biofilme  

As amostras foram coletadas utilizando microbrush estéril e armazenadas em 

microtubos individuais contendo solução tampão TE, constituído pela mistura de 100 mL de 

solução de Tris-HCl (1M, pH: 8,0) / 20 mL de EDTA (0,5 M, pH: 8,0), em água tipo I). Os 

procedimentos de coleta e armazenamento do biofilme, extração de DNA e amplificação (PCR) 

foram executados nas dependências do Laboratório de Diagnóstico Odontológico Molecular da 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto – FORP/USP.  

3.5.3 Extração do DNA genômico das amostras  

Os participantes utilizaram o aparelho contendo os discos, e o biofilme formado sobre 

estes discos foi coletado para a extração do DNA genômico (Figura 8). 

Figura 8 – Imagem representativa da extração do DNA genômico  

 
Fonte: autoria própria 

Inicialmente microtubos individuais contendo as amostras de biofilme foram 

homogeneizados em um agitador de tubos durante 10 segundos para ressuspender e 

homogeneizar o biofilme (Figura 9).   

Figura 9 - Imagem da homogeneização dos microtubos contendo as amostras  

 

Fonte: Hermano Teixeira Machado  
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A extração do DNA seguiu o seguinte protocolo: 

• Os microtubos contendo as amostras foram centrifugados a 13200 rpm durante 7 

minutos em temperatura ambiente para precipitar as células e remover o conteúdo sobrenadante.  

• Após desprezado o sobrenadante foi adicionado 700 µL de BUFFER de extração com 

proteinase K aos microtubos (100mg/mL) (Figura 10) e incubados em banho-maria a 65ºC 

durante 30 minutos.  

Figura 10 - Adição de 700 µL de BUFFER de extração 

 

Fonte: autoria própria 

• Após o período de incubação, foram adicionados 650 µL de CIA (clorofórmio: álcool 

isoamílico) em cada microtubo, homogeneizados até formar uma emulsão (aproximadamente 

20 vezes) e centrifugado por 7 minutos a 13200 rpm na temperatura de 4 graus para formação 

de duas fases. 

• Na sequência foi coletada somente a fase aquosa (RNA) de cada microtubo, a qual foi 

cuidadosamente removida e transferida para um novo microtubo (Figura 11). 
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Figura 11 - Coleta da fase aquosa (RNA) 

 

Fonte: autoria própria 

• Foi adicionado 250 µL do buffer sem proteinase K juntamente à fase aquosa, 

homogeneizado, e adicionado 650 µL de CIA. Na sequência os microtubos foram centrifugados 

a 13200 rpm por 7 minutos. O mesmo procedimento foi repetido por duas vezes, ou até que não 

fosse visualizado resíduos na interface entre as duas camadas. 

• Transferiu-se a fase aquosa (RNA) para um novo microtubo e adicionou-se 650µL de 

CIA e centrifugou-se a 13200 rpm por 7 minutos. 

• Transferiu-se a fase aquosa (RNA) de cada microtubo e o DNA foi precipitado com 1 

volume de isopropanol em temperatura ambiente e centrifugado em 13200 rpm por 7 minutos.  

• O sobrenadante foi removido e purificado com 50µL de etanol gelado a 70%. O pellet 

foi ressuspendido e centrifugado a 13200 rpm durante 2 minutos. Este procedimento de 

purificação foi repetido por 3 vezes para a remoção dos excessos de sais e carboidratos.  

• Após descartado o etanol, os microtubos permaneceram em temperatura ambiente 

durante 30 minutos para secagem. 

•  Posteriormente, o DNA foi resuspendido em 20µL de solução tampão TE e adicionado 

1µL de RNase a 20 µg/mL em cada tubo, seguido pela incubação em banho maria a 37ºC 

durante 30 minutos. 

3.5.4 Quantificação do DNA genômico das amostras  

A quantificação foi realizada no espectrofotômetro (ThermoFisher Scientific) 

utilizando-se a quantidade de 2µL. 
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3.5.5 Amplificação do material genético extraído pela técnica do 16S rRNA-based PCR 

Todas as amostras foram amplificadas por meio do PCR (16S rRNA-based) (Figura 

12). 

Figura 12 - PCR de amplificação da região V3/V4 do gene 16S rRNA 

 
Fonte: autoria própria 

Os procedimentos de amplificação foram realizados dentro da capela de fluxo, e 

utilizando o seguinte protocolo de extração: 

• Inicialmente, foi preparada a solução mix do kit de amplificação, seguindo as 

orientações do fabricante (quadro1):  

Quadro 1 - Componentes utilizados para composição do mix de amplificação de DNA 

Componentes da mistura Volume 

10 Flex Buffer 2,5 µL 

DNTPs 0,5 µL 

MgC12 1 µL 

Primer F 0,5 µL 

Primer R 0,5 µL 

Taq polimerase 0,125 µL 

DNA 2 µL 

Água ultrapura Volume suficiente para completar 25µL 
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Cada microtubo recebeu 23 µL da solução mix e 2µL de DNA (Figura 13). Como 

controle negativo foi preparado um microtubo contendo todos os componentes da PCR (MIX) 

e 2µL de TE ao invés do DNA extraído.  

Figura 13 - Microtubo com solução Mix 

 
Fonte: autoria própria 

Os microtubos foram levados ao termociclador (Bio-Rad, Philadelphia, PA, EUA), 

onde foram realizados 35 ciclos por reação, respeitando as seguintes condições: etapa de 

desnaturação de 30 segundos a 94ºC, etapa de anelamento de 30 segundos a 50,4ºC e etapa de 

extensão de 60 segundos a 68ºC (Figura 14). 

Figura 14 – Microtubos posicionados no termociclador 

 
Fonte: autoria própria 

3.5.6 Análise de eletroforese em gel de agarose 0,8% 

Para verificar a qualidade e integridade do material amplificado, foi realizado o teste de 

gel de agarose 0,8% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). 

Todas as amostras amplificadas, ou seja, os produtos da reação de PCR, foram 

submetidos à análise de eletroforese em gel de agarose 0,8% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) para verificação da integridade de sua estrutura e determinação do peso molecular. Para 

esta análise, foram depositados 5µL de DNA de cada produto de PCR individualmente nos 
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poços da cuba de eletroforese, aos quais foram adicionados 6µL de Gel Red e 2 µL de Loading 

Buffer. Para o marcador de peso molecular, foram depositados 15µL de 1Kb DNA Ladder 

(0,9µg) e 6µL de Gel Red (Figura 15).  

Figura 15 – Eletroforese em gel de agarose 

 
Fonte: autoria própria 

Decorrido o tempo da análise de eletroforese, o gel foi levado ao fotodocumentador 

para visualização das amostras marcadas com substâncias fluorescentes (Figura 16).  

Figura 16 – Visualização das amostras em fotodocumentador 

 
Fonte: autoria própria 

3.5.7 Purificação dos Amplicons obtidos pela técnica do 16S rRNA-based PCR  

As etapas descritas a seguir até a finalização do sequenciamento foram executadas no 

Centro de Sequenciamento de Ácidos Nucleicos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto FCFRP/USP. Após as amostras terem sido amplificadas por meio do PCR, todo 

o procedimento de purificação foi realizado dentro da capela DNA workstation (Figura 17).  
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Figura 17 - Capela DNA workstation 

 
Fonte: Autoria própria 

A purificação dos amplicons foi realizada utilizando beads magnéticas (AMPure XP 

Beads). Essa primeira purificação é chamada protocolo PCR clean-up 1 (Figura 18). 

Figura 18 - Purificação dos amplicons 

 
Fonte: Autoria própria 

Esferas magnéticas (beads) com afinidade a DNA foram colocadas juntamente com as 

amostras. Inicialmente, 5µL de água destilada ultrapura (Invitrogen® Invitrogen, Zug, Suíça) e 

20µL do reagente AMPure XP Beads (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, EUA) 

foram adicionados a tubos para PCR. A seguir, 20µL de cada amostra amplificada foram 

adicionados a estes tubos preparados previamente. Os tubos foram homogeneizados e 

incubados a temperatura ambiente por 5 minutos, tempo necessário para que o DNA presente 

nas amostras se ligasse às beads. Após este período, os tubos foram inseridos em estante 
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magnética, onde permaneceram durante 2 minutos, todo o DNA presente na amostra sofreu 

atração pela estante magnética e o sobrenadante foi removido (Figura 19). 

Figura 19- Posicionamento dos tubos na estante magnética demonstrando o DNA sendo atraído 

juntamente com as beads 

 
Fonte: Autoria própria 

Após a remoção do sobrenadante, 200µL de etanol 80% foi adicionado em cada 

microtubo com a finalidade de eliminar resíduos. Os tubos foram homogeneizados e 

reposicionados na estante magnética durante 30 segundos e o sobrenadante foi removido, este 

procedimento de lavagem foi repetido (Figura 20). Os tubos permaneceram à temperatura 

ambiente com a tampa aberta para a secagem completa (Figura 21). 

Figura 20 - Remoção do sobrenadante 

 
Fonte: Autoria própria 
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Figura 21 – Tubos aguardando a secagem completa 

 
Fonte: Autoria própria 

Após a completa secagem, em cada tubo foram adicionados 52,5µL de Tris 10mM pH 

8,5 e homogeneizados para o desprendimento do DNA das beads. A seguir, os tubos foram 

reposicionados em estante magnética onde permaneceram por 2 minutos à temperatura 

ambiente, e nesse momento as beads foram atraídas para a parede da estante magnética, 

enquanto o DNA ficou diluído na solução. Com os tubos ainda na estante, todo o sobrenadante 

foi cuidadosamente transferido para novos tubos. 

3.5.8 Identificação das amostras pela inserção de índex (barcodes)  

A identificação das amostras foi realizada pela inserção de barcodes específicos para 

cada biblioteca proposta, por meio de PCR (Figura 22). 

Figura 22 – Esquema demonstrando a inserção de barcodes específicos para cada biblioteca 

 
Fonte: Autoria própria 
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Os primers para região adaptadora são chamados de barcodes. No total, foram 

preparadas 24 bibliotecas. A combinação de 5µL de primers Index 1 (N701 – N712) e primers 

Index 2 (S505 – S506) (Kit index Nextera XT) contendo sequências de adaptadores específicas 

foram distribuídos em uma placa de 96 poços para PCR (Figura 23).  

Figura 23 - Imagem representativa da distribuição dos Primers index 1 (A) entre as colunas 1 a 12 e 

dos Primers index 2 (B) nas linhas de A à H na placa de 96 poços para PCR (C). Os poços identificados 

em azul representam as 24 bibliotecas deste estudo. 

 
Fonte:https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-

guide-15044223-b.pdf 

Em seguida, foi distribuído nos poços da placa 5µL de cada amostra, 25µL do reagente 

NEBNext Library Quant Kit for Ilumina® e 10µL de água, perfazendo um total de 50µL em 

cada poço. Após homogeneização em centrifuga (1000g, 1 minuto e 20°C) foram realizados 8 

ciclos por reação utilizando um termociclador e respeitando as seguintes condições: etapa de 

desnaturação de 30 segundos a 95°C, etapa de anelamento de 30 segundos a 55°C e etapa de 

extensão de 30 segundos a 72°C.  

3.5.9 Purificação dos Amplicons com índex 

Esse protocolo é chamado de PCR clean UP 2. Os produtos de amplificação (amplicons) 

contendo índex foram purificados utilizando beads magnéticas (AMPure XP Beads) de forma 

semelhante ao protocolo descrito anteriormente.  

https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf
https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf
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Diferentemente do protocolo anterior, foi utilizado 56µL do reagente AMPure XP 

Beads por amostra. E a ressuspensão final foi realizada em 27,5µL do reagente Tris 10mM pH 

8,5. 

3.5.10 Quantificação das bibliotecas por PCR em Tempo Real (Real-Time PCR) 

Para obter a concentração exata das bibliotecas que apresentavam os barcodes 

associados ao gene 16S, foi realizada a quantificação com Kit para plataformas Illumina 

(NEBNext Library Quant Kit for Ilumina,® New England BioLabs, Massachusetts, EUA) 

(Figura 24). 

Figura 24 - Kit para plataformas Illumina 

 
Fonte: Autoria própria 

As bibliotecas foram diluídas na proporção de 1:100000 com solução tampão do kit, 

etapa necessária para manter a concentração das bibliotecas dentro da variação da curva padrão 

(10 pM a 0,01 pM). 

Em um microtubo foi adicionado 0,5 mL de Primer Premix (contendo primers 

específicos para regiões adaptadoras que foram adicionadas durante a preparação da biblioteca), 

7,5 mL do reagente NEBNext Library Quant Kit for Ilumina® formando o reagente de 

amplificação. Em uma placa de 96 poços para PCR foi adicionado 4µL de cada biblioteca ou 

DNA Standard, e 16µL do reagente de amplificação em triplicata, totalizado 20µL em cada 

poço. Após o preenchimento dos poços, a placa foi devidamente selada com uma película 

seladora e transferida para o termociclador (Figura 25) (Eppendorf, modelo mastercycler 

realplex epgradient S), seguindo o protocolo de ciclagem abaixo (Quadro 2): 
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Quadro 2 - Protocolo de ciclagem 

ETAPA TEMPERATURA DURAÇÃO CICLOS 

Desnaturação inicial 95°C 1 minutos 1 

Desnaturação 95°C 15 segundos  

35 Anelamento/extensão e aquisição de 

dados 

 

63°C 

 

45 segundos 

 

Figura 25 - Filme ótico sendo colocado sobre a placa de PCR Real-time  

 
Fonte: Autoria própria 

Ao final do processo de amplificação, obtivemos os valores da concentração das 

bibliotecas (Tabela 1).  

Tabela 1 - Valores de concentração das bibliotecas obtidas por meio de PCR em tempo real 

Amostra Concentração corrigida n/M 

1 283,1 

2 273,6 

3 303,4 

4 283,7 

5 323,0 

6 298,9 

7 209,6 

8 299,6 

9 231,2 

10 205,2 

11 239,4 
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12 252,1 

13 186,8 

14 188,1 

15 405,3 

16 236,2 

17 221,7 

18 257,8 

19 223,6 

20 227,4 

21 157,1 

22 228,0 

23 244,5 

24 270,4 

 

Com base nesses dados, parte do produto obtido foi diluído para obter uma biblioteca 

na concentração de 4 nM. A seguir 5µL de cada biblioteca foi misturado para obter um Pool 

das bibliotecas. 

Para confirmar a concentração do Pool obtido foi realizada a quantificação com Kit 

para plataformas Illumina (NEBNext Library Quant Kit for Ilumina® New England BioLabs, 

Massachusetts, EUA), semelhante ao protocolo descrito anteriormente. Ao final desta etapa, foi 

confirmada a concentração de 4nM do Pool contendo todas as 24 bibliotecas em análise. Os 

valores obtidos a partir dos DNAs Standard foram utilizados para gerar uma curva padrão 

(R²=0,987). Nas figuras 26 e 27 estão representadas a curva padrão e a curva de amplificação 

obtida pela PCR em tempo real. Para verificar o tamanho (630 pares de base) e a integridade 

dos amplicons obtidos, foi realizada corrida de eletroforese capilar no equipamento Bioanalyser 

(Bioanalyser 2100- Agilent, Califórnia, EUA).  
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Figura 26 - Imagem representativa da curva gerada pelo PCR em tempo real. DNA standart em 4 

diluições. 

 
Fonte: Autoria própria 

Figura 27- Imagem representativa da curva padrão. Estão representados os valores de coeficiente de 

correlação (R²), eficiência de reação (E).  

 
Fonte: Autoria própria 

A figura 28 ilustra a reação de eletroforese capilar no equipamento Bioanalyser, onde 

pode ser observado um amplicon de aproximadamente 630 pares de base, provenientes da 

amplificação do 16S rRNA das bactérias por PCR e inclusão dos barcodes. 

Figura 28 - Corrida de eletroforese capilar 

 
Fonte: autoria própria 
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3.5.11 Sequenciamento das bibliotecas  

O sequenciamento das bibliotecas foi realizado na plataforma MiSeq (Illumina®, 

Califórnia, EUA). Inicialmente, um volume de 5µL do pool de bibliotecas (4nM) foi 

desnaturado com NaOH (0,2 N), seguido por uma diluição até se obter a concentração final de 

10 pM. Após isso, 570uL do pool de bibliotecas desnaturada e diluída (10pM) foram 

adicionados a 30µL de PhiX controle desnaturado e diluído (10pM), e incubados a 96°C por 2 

minutos. Após a incubação, os tubos contendo as amostras foram mantidos no gelo por 5 

minutos. Na sequência, foram transferidos para um cassete de sequenciamento (MiSeq Reagent 

v3, Illumina® Califórnia, EUA) para a realização do sequenciamento na plataforma MiSeq 

(Illumina®, Califórnia, EUA) (Figura 29). 

Figura 29 - Cassete de sequenciamento (MiSeq Reagent v3, Illumina®) 

 
Fonte: Autoria própria 

A figura 30 mostra um esquema resumindo as etapas que compreendem o processo 

final do sequenciamento. A bibliotecas foram purificadas, e para confirmar a concentração 

exata dessas bibliotecas que apresentavam os barcodes associados ao gene 16S, foi realizado o 

PCR em Tempo Real. Os valores da concentração das bibliotecas obtidos pelo PCR foram 

utilizados para obter um Pool das bibliotecas. Para verificar o tamanho e a integridade dos 

amplicons (bibliotecas amplificadas contidas no pool) foi realizada corrida de eletroforese 

capilar. O sequenciamento das bibliotecas foi realizado na plataforma MiSeq (Illumina®, 

Califórnia, EUA). 
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Figura 30 – Esquematização contendo a purificação das bibliotecas amplificadas, quantificação das 

amostras, análise dos amplicons, normalização das bibliotecas e sequenciamento. 

 
Fonte: Autoria própria 

3.5.12 Análise do sequenciamento 

O sequenciamento foi analisado utilizando o software 16S Metagenomics disponível no 

BaseSpace Sequence Hub. Esse software alinha os dados do sequenciamento com o banco de 

dados Ribosomal Database Project (RDP) e classifica as reads obtidas no sequenciamento. A 

classificação foi realizada usando o fluxo de trabalho do Illumina 16S Metagenomics, que 

também está disponível no software MiSeq Reporter. As bibliotecas foram agrupadas em 

filotipos com mínimo de similaridade de 98%. Os parâmetros utilizados para análise foram: 

minimum cutoff 98%, maximum e-value 1x10-5, minimum alignment length cutoff 200 bp. 

3.6 Análise estatística dos dados 

Os dados referentes à topografia da superfície e resultados microbiológicos foram 

submetidos à análise estatística descritiva. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de 

significância de Shapiro-Wilk. O teste one-way ANOVA e pós teste de Tukey HSD (α=0,05) 

foram aplicados para quantificação microbiana total e avaliação da rugosidade. 

O teste Kruskal-Wallis seguido do pós teste de Dunn (α=0,05) foi aplicado para avaliar 

a diversidade (Shannon, Simpson e Abundância relativa). 

Diferenças foram consideradas significantes para valores de p<0,05.  
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Os dados de topografia foram analisados utilizando o software IBM SPSS Statistics v 

20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), e os dados microbiológicos foram analisados utilizando o 

software estatístico R (R. software 4.1.1; R Foundation for Statistical Computing, Viena, 

Áustria).   
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4. RESULTADOS 

4.1 Rugosidade  

A rugosidade foi avaliada para as três superfícies conforme as figuras 31a, 31b e 31c, 

em três parâmetros (Ra, Rz e Sa). As imagens estão representadas na escala de 100 µm. Foram 

observados diferentes níveis de rugosidade sendo que a superfície do DMA foi quem mostrou 

as maiores médias para todos os parâmetros avaliados (Tabela 2). 

Figura 31a - Imagem representativa da rugosidade da superfície do disco de Ti-6Al-4V produzido por 

usinagem e sem tratamento de superfície (DUST) (escala 100nm). 

 
Fonte: autoria própria 

Figura 31b - Imagem representativa da rugosidade da superfície do disco de Ti-6Al-4V produzido por 

usinagem e com tratamento de superfície (DUCT) (escala 100nm). 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 31c- Imagem representativa da rugosidade da superfície do disco de Ti-6Al-4V produzido por 

manufatura aditiva (DMA) (escala 100nm). 

 
Fonte: autoria própria 

Tabela 2 - Parâmetros de rugosidade (média± desvio padrão) (Ra, Rz e Sa) em μm para a superfície 

do disco usinado sem tratamento (DUST), disco usinado com tratamento de superfície (DUCT), e 

disco de manufatura aditiva (DMA). 

Amostras Ra (µm) ± DP Rz (µm) ± DP Sa (µm) ± DP 

DUST 0,06 ± 0,007A 0,41 ± 0,05 A 0,07 ± 0,01 A 

DUCT 0,14 ±0,03A 1,11 ±0,42 A 0,13±0,03 A 

DMA 9,09 ± 1,94B 51,93 ± 11,58 B 11,03 ±1,95 B 

*letras maiúsculas sobrescritas representam comparações entre linhas 

4.2 Quantificação dos elementos químicos 

A análise da composição química por EDS (Tabela 3) mostrou predominância de 

titânio (Ti) na superfície dos discos DUST e DMA, seguida pelos elementos Al e V. Em ambos, 

Ti, Al e V estiveram presentes em níveis semelhantes (Figuras 32a e 32c). Na superfície DUCT 

foi observada a predominância de O seguida de Ti, Ca, P e Mg (Figura 32b). Esses resultados 

são derivados do método aplicado para formação do tratamento de hidroxiapatita cultivada em 

fosfolipídio (DE SOUZA et al., 2014). 
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Tabela 3 - Composição química dos discos de Ti-6Al-4V provenientes do EDS, em porcentagem por 

peso (wt.%) 

Porcentagem por peso (wt.%)    

Amostras Ti Al V Ca O P Mg 

DUST 88,24 8,82 2,93 - -  - 

DUCT 29,79 2,15 1,23 17,21 34,63 13,19 1,13 

DMA 89,65 7,02 3,31 - - - - 

 

Figura 32a - Análise da composição química EDS do disco de Ti-6Al-4V usinado sem tratamento de 

superfície (DUST) 

 
Fonte: autoria própria 

 

Figura 32b - Análise da composição química EDS do disco de Ti-6Al-4V usinado com tratamento de 

superfície (DUCT) 

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 32c - Análise da composição química EDS do disco de Ti-6Al-4V produzido por manufatura 

aditiva (DMA) 

 
Fonte: autoria própria 

4.3 Resultados microbiológicos 

4.3.1 Quantificação microbiana total  

Vinte quatro amostras de biofilme foram coletadas de 8 participantes totalizando 24 

bibliotecas de rRNA. A quantificação microbiana total foi obtida a partir dos valores de 

contagem total sem discriminar superfícies.  

As sequências identificadas representaram 48 diferentes filos, 88 classes, 132 ordens, 

308 famílias, 1256 gêneros. Essa análise foi baseada em 131.110 leituras, que foi a média das 

sequências das 24 bibliotecas. 

A figura 33 representa a contagem microbiana para cada superfície. Pode-se observar 

que houve pequena variabilidade na distribuição dos dados, com a maioria dos resultados 

próximos de zero, mostrando que a grande maioria dos gêneros não foi detectada.  
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Figura 33 - Quantificação microbiana total obtida pelo sequenciamento do gene 16S rRNA 

 
Fonte: autoria própria 

Com relação à quantificação microbiana total, foi observada diferença significante 

quando realizado o comparatório entre as três superfícies DUST, DUCT e DMA (p= 0,034). 

Na comparação múltipla, a quantificação microbiana da superfície DMA foi diferente de DUCT 

(p= 0,015) e diferente de DUST (p= 0,038). Não foi observada diferença estatística para DUCT 

e DUST (p= 0,80). 

Abaixo encontra-se uma tabela adicional com os valores médios da contagem 

microbiana total encontrada em cada superfície.  

Tabela 4 – Contagem média da microbiota total de cada superfície 

Superfície Média  

DUST 61,40  

DUCT 59,60  

DMA 59,24  

 

4.3.2 Diversidade e similaridade das comunidades microbianas 

4.2.2.1 Abundância  

O gene 16S rRNA das diferentes superfícies foi sequenciado e as taxas de abundância 

relativa das bactérias foram criadas para os 10 principais filos e para os gêneros encontrados.  
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A figura 34 representa o gráfico Boxplot contendo os 10 filos com maior quantificação 

de OTUs. Estão representados o valor mínimo, 1o quartil, mediana, 3o quartil e valor máximo 

de cada filo para cada superfície.  

Figura 34 - Gráfico BoxPlot da quantificação de OTUs nos 10 filos mais abundantes para as três 

superfícies estudadas. 

 
Fonte: autoria própria 

 

Na análise de abundância relativa para gênero, não foi observada diferença significante 

entre as três superfícies (p= 0,99) mostrando semelhança na proporção dos gêneros. 

Figura 35 - Gráfico BoxPlot da abundância relativa para gêneros nas três superfícies estudadas 

 
Fonte: autoria própria 
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A figura 36 demonstra a abundância microbiana para cada uma das superfícies 

utilizando mapa de calor. Foi observada pouca uniformidade nas cores o que caracteriza grande 

diversidade. E ainda, a carga microbiana demonstrada pelas faixas com uniformidade de cor 

mostrou maior similaridade entre as superfícies DUCT e DMA.  

Figura 36 – HeatMap mostrando a abundância microbiana de cada superfície considerando sequências 

a nível de gênero 

 
Fonte: autoria própria 

A figura 37 representa a abundância microbiana para cada uma das superfícies 

considerando apenas os 25 gêneros mais abundantes. Da mesma forma pode-se visualizar 

grande diversidade sendo que as superfícies DUCT e DMA são mais semelhantes entre si 

quando comparadas à superfície DUST. 
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Figura 37 – Heatmap mostrando a abundância microbiana de cada superfície considerando os 25 

gêneros com maior quantificação 

 
Fonte: autoria própria 

 

Do total de 1256 gêneros sequenciados, os mais abundantes em uma contagem total sem 

considerar superfícies foram Streptococcus (38,31%), Neisseria (10,43%) e Pasteurella 

(4,95%). No entanto, o padrão mostrou algumas diferenças a depender da superfície, como pode 

ser visualizado nas figuras 38 a, b e c. Todas as superfícies compartilharam dos mesmos gêneros 

(considerando valores acima de 0,01%), mas em quantidades diferentes. Pode-se visualizar que 

Streptococcus e Neisseria foram os gêneros com maior abundância em todas as superfícies. E 

a abundância da Pseudomonas reduziu na superfície de DUCT em comparação com DMA e 

DUST. 
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Figura 38a – Gráfico contendo os dez gêneros com maior quantificação de OTUs para a superfície 

DMA   

 
Fonte: autoria própria 

 

Figura 38b - Gráfico contendo os dez gêneros com maior quantificação de OTUs para a superfície 

DUCT   

 
Fonte: autoria própria 
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Figura 38c - Gráfico contendo os dez gêneros com maior contagem para a superfície DUST   

 
Fonte: autoria própria 

4.2.2.2 Diversidade alfa 

A alfa diversidade avalia a composição dos diferentes gêneros em determinada 

amostragem. A diversidade de gêneros para as diferentes superfícies foi avaliada pelos índices 

de diversidade alfa Shannon e Simpson. Assim, esta análise determina quais gêneros foram 

observados e quantos tipos diferentes estão presentes nessas superfícies.  

Os valores do índice Shannon (que descreve a abundância e a uniformidade da 

comunidade) (Figura 39) variaram de 2,030 até 3,577 com média de 2,749. Esses dados indicam 

alta diversidade independentemente da superfície. Os valores do índice Simpson (avalia a 

dominância) (Figura 40) variaram de 0,584 a 0,897, com um valor médio de 0,795.  

A grande diversidade observada sugere que não existem gêneros dominantes presentes 

em nenhuma das superfícies investigadas. 
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Figura 39 - Gráfico BoxPlot do índice de Shannon 

 

 
Fonte: autoria própria 

 

Figura 40 - Gráfico BoxPlot do índice de Simpson 

 
Fonte: autoria própria 

Com relação ao índice de Shannon, foram encontrados valores não-normais 

(p=0,0002659). Na comparação múltipla não foi verificada diferença significante entre as 

superfícies (p=0,78). 

Com relação ao índice de Simpson, seguiu-se o mesmo padrão com valores não-normais 

(p=0,0002659). Da mesma forma, na comparação múltipla não foi verificada diferença 

significante entre as superfícies (p=0,79). Como os dados mostraram-se bastante diversos, não 

foi observada dominância de gênero.  
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4.2.2.3 Diversidade beta  

A diversidade beta avalia diferenças na comunidade e na composição. O número de 

gêneros compartilhados entre as diferentes superfícies foi avaliado utilizando-se o coeficiente 

de similaridade de Jaccard (Figura 41). Foi verificada similaridade entre as superfícies DMA e 

DUCT.  

Figura 41 - Coeficiente de similaridade de Jaccard 

 
Fonte: autoria própria 
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5. DISCUSSÃO  

Até o momento da escrita dessa tese, não foi encontrados estudos que analisaram 

exclusivamente o microbioma de superfícies de Ti-6Al-4V fabricadas por manufatura aditiva 

utilizando sequenciamento do gene 16S rRNA. Além disso, não foi encontrada avalição 

exclusiva do efeito da rugosidade e da composição química sobre o perfil microbiológico. 

Assim, o objetivo desse estudo foi investigar o perfil da microbiota formada sobre as superfícies 

de Ti-6Al-4V obtidas por manufatura aditiva e comparar com aquela formada sobre superfícies 

fabricadas por usinagem sem tratamento, e tratadas com hidroxiapatita carbonatada. 

A infecção microbiana é uma das principais causas de falhas em implantes (LIU et al., 

2022; CHOUIRFA et al., 2019; SARKER et al., 2019), sendo a peri-implantite a principal 

doença, cuja resposta inflamatória induzida e mantida pelo biofilme polimicrobiano pode 

resultar na perda de implantes (de MELO et al., 2020; FRETWURST et al., 2018). Estudos 

sugerem que aproximadamente 22% dos implantes em função desenvolvem peri-implantite (de 

MELO et al., 2020; KORDBACHEH CHANGI; FINKELSTEIN; PAPAPANOU, 2019; 

DERKS; TOMASI, 2015). 

Biofilmes consistem de comunidades sésseis com diferentes espécies e gêneros 

bacterianos protegidos por uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares que podem 

conter carboidratos, proteínas, moléculas e ácidos nucléicos (JAKUBOVICZ et al., 2021; 

DUFRENE; PERSAT, 2020). A principal função da matriz é proteger os microrganismos 

contra agentes antimicrobianos, além de auxiliar na adesão às superfícies, facilitar a 

transferência de nutrientes e apoiar a sobrevivência (KREVE; REIS, 2021; LAMONT; KOO; 

HAJISHENGALLIS, 2018). A adesão bacteriana à superfície envolve diferentes tipos de 

interações físico-químicas e processos biológicos, e utiliza mecanismos que são próprios das 

bactérias ou do substrato (KREVE; REIS, 2021). O desenvolvimento do biofilme ocorre em 

etapas, sendo geralmente 1) fixação inicial da bactéria à superfície, conhecida por adesão 

reversível; 2) formação de uma monocamada; 3) formação de colônias de múltiplas camadas, 

conhecida por adesão irreversível; 4) produção de polissacarídeos extracelulares onde as pontes 

poliméricas atuam como interface para fixação; e 5) maturação do biofilme (KREVE; REIS, 

2021; CARNIELLO et al., 2018).  

De acordo com Preethanath et al. 2017, dentes e implantes mostram padrão semelhante 

na formação de biofilme, o qual leva entre 2 a 6 horas após a colonização pelas espécies, sendo 

que as características da superfície dos implantes podem ou não interferir na adesão do biofilme. 

Assim, esforços são realizados para introduzir superfícies antimicrobianas.  
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É sabido que a topografia, a rugosidade e a química da superfície desempenham papel 

importante nas propriedades de adesão e antiadesão de células osteoblásticas e de bactérias 

(KREVE; REIS, 2021; FERRARIS et al., 2020; HU et al., 2018), as quais podem se comportar 

de maneira oposta quanto a sua fixação nas superfícies (VILLAPÚN et al., 2020; FERRARIS 

et al., 2020). Como mencionado, tal fixação depende de características inerentes ao substrato 

como hidrofilicidade, fase cristalina, topografia e carga superficial (KREVE; REIS, 2020; HE 

et al., 2018), e características próprias das bactérias, como células que detectam sinais, 

apêndices (pili e curli), produção de polissacarídeos extracelulares (PES), atividade metabólica, 

viabilidade celular, rigidez da parede celular, ligação receptor-ligante, e adesinas (KREVE; 

REIS, 2021). E ainda, as células fibroblásticas, osteoblásticas e as bactérias possuem algumas 

características próprias que podem ser responsáveis pelo seu comportamento diferente quanto 

à fixação. Essas características são o tamanho (fibroblastos e osteoblastos 15-20 µm e bactérias 

de 1-2 µm), e a estrutura, uma vez que, as bactérias possuem membrana menos elástica e maior 

estabilidade na manutenção da sua forma, enquanto as células são capazes de se deformar a fim 

de acompanhar a topografia da superfície durante a adesão (FERRARIS et al., 2020; 

FERRARIS et al., 2019). Nesse sentido, fibroblastos se adaptam bem a superfícies lisas, já 

osteoblastos assim como bactérias aderem melhor a superfícies rugosas. Entretanto, fibroblatos 

podem se alinhar nas micro/nano ranhuras da superfície por meio de um fenômeno de 

orientação por contato. Esta deformação dos fibroblastos permitiu a projeção de topografias 

capazes de estimular a orientação destes a fim de melhorar a osseointegração (FERRARIS et 

al., 2019). 

As tentativas de tornar a superfície do titânio antimicrobiana ou antiaderente é um 

desafio, pois como anteriormente mencionado, a presença de biofilme patogênico em tais 

superfícies pode ocasionar falha no tratamento com implantes. Neste sentido, estudar a 

composição bacteriana do biofilme formado sobre superfícies produzidas por diferentes 

métodos pode auxiliar na identificação das espécies colonizadoras e direcionar estudos futuros 

que busquem superfície capaz de repelir microrganismos patogênicos. Ainda não está claro se 

alterar a forma de construção de implantes de titânio promove alterações na adesão bacteriana. 

- Método de obtenção  

Propusemos comparar superfícies de titânio produzidas por manufatura aditiva, com 

titânio usinado, com e sem tratamento, quanto ao perfil microbiológico, considerando a 

rugosidade média. 
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De acordo com os resultados, a quantificação microbiana total mostrou diferenças 

entre as três superfícies (p= 0,034), sendo que a superfície DMA teve menor quantificação 

média de gêneros em comparação com DUCT e DUST. Considerando a topografia, essa menor 

quantificação foi observada na superfície com os maiores níveis de rugosidade. Cabe ressaltar 

que a área (tamanho) do disco não interferiu na quantificação microbiana total, pois a 

quantidade de DNA extraído e amplificado foi padronizada, ou seja, diluída para concentração 

adequada a ser utilizada no sequenciamento. 

Alguns autores sugerem que rugosidade em nível micrométrico (1 a 100µm) aumenta 

a área da superfície, a qual pode atuar como nichos de retenção e promover a colonização 

bacteriana (KLIGMAN et al., 2021; SARKER et al., 2019). Nesse estudo, embora a diferença 

numérica tenha sido pequena em termos de quantificação média de gêneros, os resultados não 

foram condizentes com a literatura, a qual não é concisa em relação à rugosidade ideal para 

equilibrar menor adesão bacteriana com boa osseointegração. 

As bactérias são consideradas rugofílicas, ou seja, tem sua adesão aumentada em 

superfícies rugosas, já fibroblastos possuem adesão reduzida em tais superfícies (FERRARIS 

et al., 2020). Substratos com rugosidade moderada (parâmetros Sa entre 1-2 μm) parecem 

melhorar a ancoragem óssea (TRAINI et al., 2018), já vales muito profundos podem interferir 

na migração osteoblástica (ANDRUKHOV et al., 2016). Com relação à rugosidade em escala 

nanométrica, estudos mostram que o desenho topográfico, ou seja, altura e o espaçamento entre 

os padrões ou ranhuras podem ser projetados para romper a membrana bacteriana e atuar como 

superfícies antibacterianas ou anti-incrustantes (GE et al., 2020; MODARESIFAR et al., 2019; 

WU et al., 2018; BANDARA et al., 2017; IVANOVA et al., 2012).  

A maioria dos estudos utiliza escala micrométrica para descrever a rugosidade da 

superfície e utiliza parâmetros Ra (rugosidade média aritmética) ou Sa (rugosidade média 

aritmética 2D) (ANDRUKHOV et al., 2016). A rugosidade aritmética, entretanto, não fornece 

informações sobre as características espaciais da superfície e os perfis de rugosidade, como a 

Assimetria da Superfície (RSk) e a Rugosidade de Profundidade Média (Rz). Esta última 

fornece estimativa da magnitude total do pico ao vale de uma superfície e pode servir para 

prever a espessura do revestimento necessário para cobrir completamente e nivelar uma 

superfície. Com relação à topografia da superfície dos implantes, estes podem ser classificados 

como tendo superfície lisa (Ra < 0,5 µm), minimamente rugosa (Ra 0,5-1,0 µm), 

moderadamente rugosa (Ra 1,0-2,0 µm), e altamente rugosa (Ra > 2,0 µm) (NICOLAS-

SILVENTE et al., 2020). 
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No presente estudo foram observados diferentes níveis de rugosidade a depender da 

superfície. Com relação à manufatura aditiva, a rugosidade média (Sa) encontrada foi de 

11,03μm. De acordo com a literatura, implantes produzidos aditivamente podem ter até 24μm 

a depender das diferentes máquinas e parâmetros de ajuste (LI et al., 2020; HU et al., 2018). 

Tais valores são consequência do processo de fabricação aditivo que promove aderência de 

partículas parcialmente fundidas (GINESTRA et al., 2020).  

Ainda sobre valores de rugosidade, implantes comerciais possuem rugosidade média de 

1-2μm (NICOLAS-SILVENTE et al., 2020). A superfície DUST mostrou valores médios de 

rugosidade menores que 1μm, assim pode-se considerá-la como superfície lisa. Já a superfície 

DUCT apresentou rugosidade média de 140 nm. No entanto, mesmo sendo uma superfície 

nanométrica, a eficácia bactericida de tal superfície depende do desenho topográfico, ou seja, 

do tamanho ou diâmetro, da densidade e da não homogeneidade da altura do pilar (GE et al., 

2020). Tais pilares são nanopadrões topográficos desenhados para matar bactérias os quais são 

projetados com alguns parâmetros específicos: alturas de 100-900 nm, diâmetros de 20-207 nm, 

e interespaçamentos de 9-380 nm (MODARESIFAR et al., 2019). A produção de topografias 

submicron com dimensões específicas se mostrou eficaz no controle do comportamento celular, 

tanto para induzir a diferenciação osteogênica quanto atuando como superfícies bactericidas 

(GANJIAN et al., 2021). Tendo em vista o exposto, não foi possível dizer que a superfície 

DUCT possui características bactericidas, uma vez que, esse tratamento não foi realizado com 

esse intuito, tampouco investigou-se sua morfologia. E ainda, com relação à quantificação 

microbiana, não foi observada diferença entre a superfície DUST e DUCT. 

Com relação à abundância relativa de gêneros, não foi observada diferença significante 

entre as três superfícies estudadas, assim não foi possível relacionar o nível de rugosidade com 

a abundância. 

- Composição química da superfície 

O perfil microbiológico também foi comparado a partir da composição química das três 

superfícies, as quais apresentaram diferentes quantificações de átomos de titânio. A superfície 

DMA apresentou 89,65% comparado com 88,24% para superfície DUST e 29,79% para 

superfície DUCT.  

Como relatado anteriormente, a superfície DMA mostrou redução na quantificação 

microbiana total. No entanto, estudos mostram que o Ti por si só não tem atividade 

antibacteriana (LEONHARDT; DAHLEN, 1995), uma vez que, a efetividade de superfícies 

metálicas depende da liberação e dissolução de íons os quais interferem no metabolismo 
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bacteriano. Também foi visto que tanto íons quanto partículas influenciam na patogênese da 

doença perimplantar por meio de uma resposta inflamatória complexa que é desencadeada 

quando o Ti está presente nos tecidos (SOUZA et al., 2020; FRETWURST et al., 2018). Tais 

íons são liberados devido à corrosão dos implantes. Mesmo o titânio sendo resistente à corrosão, 

alguns fatores podem causá-la como o acúmulo de bactérias, a inflamação ao redor dos 

implantes, determinados agentes de descontaminação (SOUZA et al., 2020; FRETWURST et 

al., 2018), assim como, o escalonamento/raspagem da superfície com uso de ultrassom (EGER 

et al., 2017). Por fim, íons de Ti podem alterar a composição do biofilme além de atuar como 

substrato para a adesão e coagregação de bactérias (SOUZA et al., 2020). Tendo em vista o 

exposto, no presente estudo não foi possível relacionar a redução da quantificação microbiana 

total na superfície DMA com a maior presença de átomos de titânio, pois é possível que íons 

não tenham sido liberados das superfícies avaliadas. 

A respeito da presença de íons Ti no biofilme, várias espécies comuns da doença 

periodontal e perimplantar como a Bacteroides forsythus, Treponema socranskii, Eubacterium 

nodatum, Prevotella nigrescens, e Campilobacter spp tiveram seus níveis aumentados após o 

tratamento do biofilme com íons Ti (SOUZA et al., 2020). No presente estudo, mesmo a 

superfície DMA tendo mostrado maior quantidade de átomos de Ti, não foi observada nenhuma 

relação entre maior quantificação de Ti e os gêneros estudados por Souza et al. (2020), os quais 

no presente estudo tiveram contagem e abundância bem reduzidas, com valores em torno de 

1%. Da mesma forma, sugere-se que a quantificação reduzida destes gêneros seja devido ao 

biofilme ter sido coletado de pacientes saudáveis, acrescido da não liberação dos íons Ti das 

superfícies estudadas.  

Quando avaliamos a abundância relativa de gêneros, as três superfícies foram 

semelhantes na proporção (p= 0,99), mas quando consideramos a diversidade beta, que é uma 

medida de abundância que avalia diferenças na comunidade e na composição, a semelhança foi 

maior entre a superfície DMA e DUCT. Cabe ressaltar que essas duas superfícies possuem 

composição química relativamente diferente. Ambas apresentam átomos de Ti, alumínio (Al) e 

vanádio (V). Já a superfície DUCT apresenta ainda Ca, O, P e Mg. Assim, nesse estudo pode-

se sugerir que a abundância de gêneros não sofreu influência da composição química da 

superfície. 

O Ti-6Al-4V é uma liga alfa-beta que possui quantidade de elementos estabilizadores 

de ambas as fases. O alumínio é um forte estabilizador da fase α, aumentando a temperatura de 

transição. Já o vanádio diminui essa temperatura de transição estabilizando a fase β. Assim as 
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ligas que exibem a estrutura α + β são caracterizadas por possuir maior resistência, maior 

ductilidade e maior fadiga de baixo ciclo (CORDEIRO; BARÃO, 2017).  

No presente estudo, a superfície DMA teve menor porcentagem de Al que a superfície 

DUST, entretanto, mostrou maior porcentagem de Vanádio. Estudos relatam a influência 

adversa dos íons V e Al sobre a biocompatibilidade dos implantes. Íons de vanádio são 

carcinogênicos (TARDELLI et al., 2021; ITO et al., 2019; CHEN; THOUAS, 2015), podem 

ser acumulados em alguns órgãos, como o fígado, e, em concentrações mais baixas, nos rins, 

ossos e baço (COSTA et al., 2019; CHEN; THOUAS, 2015). Também foram relatados danos 

genéticos, tais como a quebra do DNA (GOMES et al., 2011), alterações neurológicas e na 

produção sanguínea (CHEN & THOUAS 2015). O alumínio está ligado a efeitos neurotóxicos, 

inflamação local, além de ter sido associado com a doença de Alzheimer (ITO et al., 2019; 

COSTA et al., 2019; CORDEIRO; BARÃO, 2017). Também foram relatadas dermatites de 

contato, distúrbios digestivos, função alterada da barreira hemato-encefálica, redução da 

mineralização esquelética, e risco aumentado de câncer de mama (CHEN; THOUAS, 2015). 

Ainda com relação à química da superfície, o Disco Usinado com Tratamento de 

hidroxiapatita carbonatada (DUCT) apresentou redução nos átomos de Ti, Al e V em prol do 

acréscimo de Ca, O, P e Mg. Tais átomos são depositados nas superfícies do titânio com 

objetivo de mimetizar o ambiente in vivo e favorecer a osseointegração, uma vez que possuem 

similaridade química com o osso mineral (KLIGMAN et al., 2021; PANDA; BISWAS; PAUL, 

2021; NOBRE; PÜTZ; HANNIG, 2020; YAZDANI et al., 2018; de SOUZA et al., 2014). O 

Ca é um dos principais componentes do tecido ósseo, e encontrado em grandes proporções na 

hidroxiapatita. O Mg tem grande importância na absorção de cálcio e de sódio e ambos possuem 

características osteoindutoras (KLIGMAN et al., 2021; AL-NOAMAN; RAWLINSON; HILL, 

2012). E ainda, cálcio e fósforo em quantidades controladas são considerados bons estimulantes 

ou aceleradores da osseointegração (YOKOTA et al., 2014). Assim, a aplicação de 

nanopartículas de hidroxiapatita pode melhorar a osseointegração, aumentando o potencial 

osteoindutor da superfície do implante (CAVALCANTI et al., 2019), o que justifica a sua 

escolha como tratamento de superfície para este estudo, mesmo não tendo sido encontrado na 

literatura nenhum estudo que relatou algum efeito antimicrobiano desse tratamento de 

superfície. E ainda, a hidroxiapatita é um dos materiais mais utilizados para revestimento de 

titânio (BORDEA et al., 2020). 
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- Microbioma  

A cavidade oral é um ecossistema representado por aproximadamente 700 espécies 

bacterianas (LIU et al., 2022; IKEDA et al., 2019; LASSERRE; BRECX; TOMA, 2018), sendo 

que as estritamente anaeróbicas podem ser as principais contribuintes para promover infecções 

relacionadas a implantes dentários (SALVI, COSGAREA, SCULEAN 2017; COX et al., 2016; 

HAHNEL et al., 2015; DERKS, TOMASI 2015). Assim, considerando que as diferentes formas 

da doença (mucosite, periodontite e doenças peri-implantares) podem estar associadas a 

diferentes espécies bacterianas ou grupos de bactérias (LASSERRE; BRECX; TOMA, 2018; 

LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018), Socransky et al. (1998) descreveram seis 

complexos microbianos presentes no biofilme.  

De acordo com essa classificação, as bactérias dos complexos amarelo, azul, verde e 

roxo são consideradas espécies que colonizam o biofilme nas etapas iniciais da sua formação, 

e não estão diretamente relacionadas com a doença periodontal (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 

2005; SOCRANSKY et al., 1998). A principal função delas é criar condições ecológicas para 

a implantação de bactérias do complexo laranja, uma vez que cada espécie bacteriana parece 

facilitar a colonização de espécies subsequentes (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005). 

Microrganismos do complexo amarelo compreendem Streptococcus gordonii, Streptococcus 

mitis, Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis, e do complexo verde Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans a, e Capnocytophaga gingivalis. E Veillonella parvula é um exemplo 

de bactéria do complexo roxo (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005). No presente estudo foi 

verificada a predominância do complexo amarelo, independente da superfície avaliada. 

O complexo laranja está relacionado com a patogênese da doença periodontal e inclue 

colonizadores intermediários, com patogenicidade moderada, que criam condições para a 

colonização de bactérias do complexo vermelho, as quais são altamente virulentas e associadas 

à etiologia da peri-implantite (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005). Exemplos de bactérias do 

complexo laranja são Campylobacter rectus, Campylobacter gracilis, Fusobacterium 

nucleatum, Prevotella nigrescens, Prevotella intermedia, e Parvimonas micra. No presente 

estudo, foram identificados os seguintes gêneros do complexo laranja: Fusobacterium (0,6%), 

Campylobacter (0,17%), Prevotella (1,34%) e Parvimonas (0,005%). De acordo com a 

literatura a Prevotella pode promover a inflamação periodontal por meio do recrutamento de 

neutrófilos (BARBAGALLO et al., 2021). No entanto, esse gênero, assim como os demais 

acima citados, apareceram em porcentagens reduzidas, independente da superfície avaliada, 

demonstrando a predominância de microbiota saudável e em equilíbrio.  
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Como mencionado, o complexo vermelho é composto por bactérias consideradas 

patógenos-chave para a severidade e progressão das doenças peri-implantares (SOCRANSKY; 

HAFFAJEE, 2005). São exemplos de bactérias do complexo vermelho a Porphyromonas 

gingivalis, Treponema denticola, e a Tannerella forsythia. No presente estudo os três gêneros 

foram sequenciados, no entanto Treponema e a Tannerella tiveram contagem muito próxima 

de zero. Já a Porphyromonas teve 2,98% para DMA, 1,95% para DUCT e 2,09% para DUST. 

Este é um microrganismo anaeróbio gram-negativo que está envolvido na patogênese da 

periodontite, produz uma série de fatores de virulência além de ser um colonizador bem-

sucedido do epitélio oral. É um patógeno altamente adaptado que também pode existir dentro 

do epitélio do hospedeiro sem a existência de doença evidente (MYSAK et al., 2014). 

Com relação a filos, o Firmicutes é o maior filo no microbioma oral, seguido por 

Proteobacteria e Bacteroidetes (WENG et al., 2021; WILLIS; GABALDÓN, 2020). De Melo 

et al. (2017) avaliaram o perfil microbiano formado em amostras de titânio e verificaram que o 

filo Firmicutes predominou. Os achados do presente estudo corroboram com a literatura. A 

maioria dos estudos disponíveis avaliou o microbioma oral de sítios específicos, utilizando 

principalmente o biofilme supra ou subgengival, de dentes e de implantes. Em um estudo 

clínico, quando avaliados grupos com periodontite e perimplantite, Barbagallo et al. (2021) 

encontraram como filos mais abundantes Bacteroidetes e Firmicutes. No grupo saudável, 

Proteobacteria foi o filo mais abundante. Já Ikeda et al. 2019 avaliaram indivíduos saudáveis 

e encontraram Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, e Fusobacteria, 

nesta ordem decrescente de abundância. De Freitas et al. (2018) avaliaram clinicamente 

implantes de titânio e zircônia e encontraram Firmicutes como filo predominante em ambos 

implantes. Essa variação entre a predominância dos filos pode ser explicada pela variação da 

composição geral do microbioma oral. Esta pode variar de acordo com diversos fatores externos 

como a alcalinidade da água ingerida (WILLIS et al., 2018), dieta alimentar (LASSALLE et 

al., 2018), sistema imunológico do indivíduo (de MELO et al., 2020), assim como o estado de 

saúde/doença perimplantar (de MELO et al., 2020; TSAI et al., 2018). 

Com relação aos gêneros, no presente estudo, os mais predominantes foram 

Streptococcus, Neisseria e Pasteurella. De Melo et al. (2020) observaram em sua revisão 

sistemática que, em implantes saudáveis, os gêneros Streptococcus, Leptotrichia, Prevotella e 

Haemophilus foram os mais prevalentes.  

Os estreptococos são considerados colonizadores precoces que facilitam colonizações 

posteriores (SOCRANSKY et al., 1998), o que justifica sua presença. Ikeda et al. (2019) 

também observaram que Neisseria esteve presente em alta abundância em locais subgengivais 
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associados à saúde. Tsai et al. (2018) encontraram Streptococcus e Actinomyces e observaram 

que estes foram mais abundantes em indivíduos saudáveis em comparação com pacientes com 

periodontite (TSAI et al., 2018). Em contrapartida, para amostras não-saudáveis, Prevotella, 

Porphyromonas e Treponema foram mais abundantes (TSAI et al., 2018). De Freitas et al. 

(2021) sugeriam que essas espécies só são patogênicas quando o equilíbrio bacteriano é 

perturbado ou quando há suscetibilidade do hospedeiro. No presente estudo foram pesquisados 

apenas indivíduos saudáveis e todos esses gêneros foram encontrados, no entanto, a 

identificação destes gêneros não significa doença, uma vez que, bactérias patogênicas também 

estão presentes em cavidades orais saudáveis. 

No presente estudo foi visto que o padrão de predominância mostrou algumas diferenças 

a depender da superfície. Em uma contagem total, como mencionado, os gêneros mais 

predominantes foram Streptococcus, Neisseria e Pasteurella. Quando avaliada cada superfície 

individualmente, pode-se observar aumento na abundância de Pseudomonas nas superfícies 

DMA e DUST. Bactérias deste gênero são considerados patógenos oportunistas, agentes 

primários na formação de biofilme nos pulmões, causam infecções nosocomiais ou hospitalares, 

assim como, são os principais causadores de morbidade e mortalidade em pacientes com fibrose 

cística e indivíduos imunocomprometidos (WILLIS; GABALDÓN, 2020; AHMED et al., 

2020; PANG et al., 2019). Não encontramos na literatura uma associação entre o tratamento de 

superfície com hidroxiapatita carbonatada e a redução de Pseudomonas, ou ainda, maior 

abundância deste gênero em superfícies de Ti-6Al-4V. No entanto, Pseudomonas 

correspondem ao Proteobacteria, segundo filo com maior abundância nesse estudo. Sun et al. 

(2018) observaram que espécies de Pseudomonas são mais frequentes em pacientes 

ortodônticos os quais possuem microflora alterada que incluiu espécies não presentes na 

microflora oral de indivíduos saudáveis. No presente estudo, nenhum dos voluntários da 

pesquisa fazia uso de aparelhos ortodônticos. 

Com relação à diversidade, a alfa-diversidade avalia a composição em determinada 

amostragem. Assim, esta análise determina quais gêneros foram observados e quantos tipos 

diferentes estão presentes nas superfícies (ZHANG et al., 2021). Os índices de diversidade 

levam em conta não apenas o número de espécies/gêneros encontradas (riqueza), mas também 

a uniformidade da distribuição (ZHANG et al., 2021; de MELO et al., 2020). No presente 

estudo, foi observada grande diversidade com valores médios de 2,749 para o índice de 

Shannon. Este índice descreve a abundância e a uniformidade da comunidade, e no presente 

estudo não foi verificada diferença significante entre as superfícies. Assim sugere-se que não 

existem gêneros dominantes presentes em nenhuma das superfícies investigadas. De Freitas et 
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al. 2021, também observaram alta diversidade Shannon para o grupo titânio com valores que 

variaram de 2,88 a 3,58.  

Ainda na diversidade alfa, o índice de Simpson avalia a dominância, e teve valor médio 

de 0,795. Também não foi verificada diferença significante entre as superfícies (p=0,79), sendo 

assim, não foi observada dominância de gênero. Em contrapartida, de Freitas et al. 2021, 

encontraram que a riqueza das espécies, a diversidade das comunidades e o número de OTUs 

foram diretamente dependentes do tipo de substrato estudado. 

A diversidade beta é uma medida para comparar a composição microbiana entre 

diferentes amostras, habitats ou ecossistemas, ou ainda, detecta mudanças gerais na 

comunidade microbiana após um certo período de tempo (ZHANG et al., 2021). Com relação 

à diversidade beta, de igual forma, foi demonstrada grande diversidade, no entanto, as 

superfícies DUCT e DMA se mostraram mais semelhantes entre si quando comparadas à 

superfície DUST.  

Com relação à avaliação do microbioma em superfícies produzidas por manufatura 

aditiva, até o momento da escrita dessa tese, tal avaliação não foi encontrada disponível na 

literatura. 

As estratégias mais utilizadas para promover propriedades antibiofilmes em superfícies 

impressas são baseadas no revestimento de substâncias antimicrobianas nas superfícies, ou 

imobilização destas nos poros dos materiais impressos (SARKER; LEARY; FOX, 2020; 

BAKHSHANDEH et al., 2017; GUO et a., 2017; COX et al., 2016). Entretanto, a maioria destas 

abordagens não são totalmente eficientes, podem causar toxicidade, ou ainda, usam substâncias 

que podem aumentar o surgimento de bactérias multirresistentes (SARKER; LEARY; FOX, 

2020; SARKER et al., 2019; VARGAS-ALFREDO et al., 2017). 

Pingueiro et al. (2019) avaliaram o perfil microbiano formado sobre discos de titânio 

impressos a partir do pó de Ti-6Al-4V. Para isso, utilizaram a técnica de hibridização DNA–

DNA contendo 32 espécies bacterianas e verificaram que os discos de titânio produzidos por 

manufatura aditiva podem apresentar alterações no perfil microbiano do biofilme formado. 

Estudos mostraram que controlar os parâmetros do acabamento superficial do material impresso 

e adequar a molhabilidade podem ser utilizados para minimizar a colonização bacteriana 

(LINKLATER; JUODKAZIS; IVANOVA, 2017; HSU et al., 2013). Nesse sentido, Sarker et 

al. (2019) fabricaram espécimes de Ti-6Al-4V por meio da manufatura aditiva, e, ajustando o 

ângulo de inclinação da construção, observaram redução na formação de biofilme de S. aureus. 

Villapún et al. (2020) modificaram seletivamente superfícies metálicas produzidas por 

manufatura aditiva desenvolvendo um modelo de rugosidade computacional para impedir a 
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colonização bacteriana, e ao mesmo tempo melhorar a fixação das células de mamíferos. Os 

autores observaram que as células de S. epidermidis e as células de mamíferos se comportaram 

de maneira oposta com relação à rugosidade. Os espécimes fabricados a 30° ou menos 

apresentaram menor adesão bacteriana e maior cobertura com células de mamíferos. Tais 

superfícies tinham menor rugosidade e maior hidrofilicidade comparadas àquelas fabricadas 

com maiores angulações.  

A manufatura aditiva mostra o progresso da ciência e da tecnologia por meio da possível 

produção de implantes odontológicos personalizados e com uniformidade nas características 

microestruturais. No entanto, é necessário o estudo do comportamento microbiológico desses 

dispositivos na cavidade oral, visto o risco que as infecções geram sobre o sucesso das 

reabilitações. A hipótese nula desse estudo foi parcialmente aceita, uma vez que, houve 

diferença na quantificação microbiana total, mas não houve diferença significante na 

diversidade das comunidades microbianas. De acordo com esse trabalho, essa redução na 

quantificação microbiana observada na superfície DMA serve de estímulo para que mais 

estudos sejam realizados nesse segmento, seja alterando a angulação de impressão ou 

adicionando antimicrobianos ao titânio na busca por um material que associe topografia que 

reduza adesão bacteriana e que ao mesmo tempo auxilie na osseointegração. 

Limitações do estudo e perspectivas futuras 

Este trabalho foi realizado no período de pandemia de COVID-19. Tivemos laboratórios 

fechados, com acesso limitado, e diversos contratempos que atrasaram a realização do estudo, 

como previsto. E ainda, os discos de manufatura aditiva foram obtidos na Alemanha em 

parceria com o pesquisador Prof. Dr. Simon Pauly. A produção foi interrompida o que 

impossibilitou que mais análises pudessem ser feitas as quais poderiam auxiliar na compreensão 

da relação estrutura-propriedade. 

E a respeito de estudos futuros, sugerem-se investigações adicionais com metodologias 

capazes de auxiliar no entendimento da influência que a manufatura aditiva tem sobre a redução 

na quantificação microbiana total. E ainda, mesmo tendo sido observada semelhança na 

abundância relativa para gênero entre as três superfícies, cabe analisar se alguma delas mostrou 

seletividade para gêneros mais ou menos patogênicos. Tais conhecimentos contribuirão na 

busca por superfícies antimicrobianas.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÕES
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6. CONCLUSÕES  

Com base na metodologia empregada, e nos resultados obtidos pode-se concluir que:  

1- Com relação à quantificação microbiana total: 

• Houve diferença entre as 3 superfícies, sendo que a DMA mostrou menor quantificação 

microbiana comparada às superfícies DUST e DUCT; 

• Não houve diferença significante entre as superfícies avaliadas para a abundância 

relativa, 

• Na avaliação da alfa diversidade foi observada grande diversidade sem gêneros 

dominantes; 

• Na avaliação da diversidade beta as superfícies DMA e DUCT foram mais semelhantes 

entre si; 

• Os filos mais abundantes foram firmicutes e proteobacteria, e esses dados são 

condizentes com a literatura; 

• Os gêneros mais abundantes foram Streptococcus e Neisseria, no entanto, houve 

algumas alterações a depender da superfície. Na superfície de DUCT houve uma 

redução na abundância de Pseudomonas; 

2- A respeito da rugosidade, a superfície DMA apresentou rugosidade média maior do que a 

superfície DUST e DUCT, no entanto, esses valores são compatíveis com o método de 

produção e com os dados mencionados na literatura;  

3- Com relação à composição química das superfícies: 

• DMA apresentou maiores valores de átomos de Ti, em porcentagem, em comparação 

com a superfície DUST, sendo que ambas são constituídas de Ti-6Al-4V; 

• A superfície DUCT apresentou menores valores de Ti em função do acréscimo de O, 

Ca, P e Mg resultantes do tratamento de superfície. 
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APÊNDICE 

Artigos futuros derivados da tese: 

1 - Perfil microbiano formado sobre discos de Ti-6Al-4V produzidos por manufatura aditiva; 

2 - Relação entre rugosidade, composição química e diversidade microbiana de discos de titânio 

produzidos por manufatura aditiva e subtrativa com e sem tratamento de superficie; 

3 - Complexos de Sokransky: qual perfil formado sobre discos de Ti-6Al-4V fabricado por 

usinagem (com e sem tratamento de superfície) e por manufatura aditiva? 

4 - Influência do tratamento com hidroxiapatita carbonatada na superfície de ligas de Ti-6Al-

4V e sua relação com pseudomonas; 

5 - Ti-6Al-4V: qual a relação entre topografia, diversidade e patogenicidade? Revisão  
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ANEXO 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido 
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