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RESUMO
O objetivo desse trabalho foi analisar in vitro a aderência de 
Streptococcus sanguinis às superfícies dos implantes dentários 
tratados com jateamento de fosfato de cálcio, anodização, 
duplo ataque ácido e os de superfície lisa. Foram selecionados 
40 implantes, sendo 10 de cada superfície. Para análise da 
aderência, foram preparadas suspensões do microrganismo 
contendo 106 células/ml em espectrofotômetro. O implante 
foi removido da embalagem e colocado diretamente no 
caldo. Em seguida, foram acondicionados separadamente 
em poços de placas de cultura de células contendo caldo 
sacarosado (placa in vitro) e a suspensão do microrganismo. 
Após 24h de incubação a 37 °C e 5% de CO2, os implantes 
foram lavados três vezes durante um minuto em solução 
salina estéril e colocados em sonicador com 10 ml de 
salina para dispersão das células aderidas. A seguir, foram 
realizadas diluições seriadas e semeaduras em meios de 
cultura específi co para cada microrganismo. Após 48h de 
incubação a 37 °C e 5% de CO2, foi realizada a contagem 
de unidades formadoras de colônias (UFC/ml) e os dados 
foram submetidos à análise de variância (ANOVA), teste 
de Tukey, com nível de signifi cância de 5%. Os resultados 
demonstraram uma grande aderência dos microrganismos 
às superfícies estudadas. A superfície anodizada apresentou 
os menores valores de aderência dos dois microrganismos, 
já a superfície submetida ao duplo ataque ácido apresentou 
maiores valores de UFC/ml.
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ABSTRACT
The aim of this study was to analyze in vitro the adherence 
of Streptococcus sanguinis to dental implant surfaces treated 
with calcium phosphate blasting, anodizing, double acid 
etching and  smooth surface. We selected 40 implants, 10 
in each area. For analysis of adhesion of microorganism 
suspensions were prepared containing 106 cells/ml in a 
spectrophotometer. The implant was removed from its 
packaging and placed directly in the broth. Then were 
placed separately in of culture plates of cells containing 
broth containing sucrose (plate in vitro) and suspension of 
the microorganism. After 24h incubation at 37 oC and 5% 
CO2, the implants were washed three times for one minute 
in sterile saline and placed in a sonicator with 10 ml of saline 
for dispersion of the adhered cells. Next, serial dilutions were 
performed sowing and in culture media specifi c for each 
microorganism. After 48 h incubation at 37 oC and 5% 
CO2, were the count of colony forming units (CFU/ml) and 
the data were subjected to analysis of variance (ANOVA), 
Tukey test, with signifi cance level 5%. The results showed a 
high adherence of microorganisms to surfaces studied. The 
anodized surface had the lowest values of adherence of two 
microorganisms, since the surface subjected to the double 
acid etching presented higher values of CFU/ml.

Key words: Dental implants. Streptococcus sanguis. 
Periodontics.
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INTRODUÇÃO

A cavidade bucal humana é do ponto de vista ecológico, um 
sistema de crescimento aberto, ocorrendo transporte contínuo de 
microrganismos. Para sobreviver na cavidade bucal e causar infecção, 
os microrganismos precisam aderir-se às superfícies, ou então serão 
removidos pelo fl uxo salivar. A boca apresenta condições ideais de 
crescimento para diversos microrganismos, possuindo muitos nichos 
que podem ser colonizados12,17.

A aderência de microrganismos às superfícies bucais rígidas 
como o esmalte dentário, material restaurador ou implante, 
é um pré-requisito para a formação do biofi lme, que pode, 
eventualmente, ocasionar cárie, doença periodontal ou peri-
implantite. A colonização bacteriana nas superfícies dentárias é 
sempre precedida pela aderência da película adquirida formada 
pela saliva ou fl uido gengival. A composição do biofi lme maduro é 
dependente de uma aderência primária entre bactérias pioneiras e 
película adquirida9-10,13,24.

Vários estudos têm demonstrado que tanto a qualidade quanto 
a quantidade do biofi lme aderido são importantes no sucesso 
em longo prazo dos implantes dentais. A aderência inicial e a 
colonização de bactérias na superfície do implante são consideradas 
as chaves da patogênese das infecções causadas pelas bactérias do 
biofi lme11,14-15,18.

Atualmente trabalha-se em busca de uma superfície de 
implante ideal que permita perda mínima de tecido ósseo da crista 
marginal do implante. Sabe-se que um implante em condições 
adequadas, quando em função perde de 1 a 1,5 mm de crista óssea 
no primeiro ano e 0,2 mm por ano nos anos subsequentes1. Não se 
tem levado em consideração, entretanto, a maior susceptibilidade 
dessas superfícies em promover aderência bacteriana, facilitando a 
formação do biofi lme dentário.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, in vitro, a aderência 
de S. sanguinis, microrganismo da comunidade pioneira, nos 
implantes de superfície lisa e tratada com duplo ataque ácido, 
anodização e jateamento com fosfato de cálcio.

MATERIAL E MÉTODOS

Para realização do experimento foram selecionados 40 
implantes de titânio comercialmente puro:

- 10 implantes de superfície lisa (ACE®, Brockton, MA, Estados 
Unidos) medindo 3,3 mm de diâmetro por 10 mm de comprimento, 
de hexágono externo com os tapa-implantes instalados;

- 10 implantes de superfície submetida ao duplo ataque ácido 
(Osseotite, 3i®, Palm Beach Gardens, FL, Estados Unidos) de 3,25 
mm de diâmetro por 10 mm de comprimento, também de hexágono 
externo com os tapa-implantes instalados;

- 10 implantes de superfície anodizada (TiUnite, NOBEL 
BIOCARE®, Gotemburgo, Suécia) medindo 3,3 mm de diâmetro 

por 10 mm de comprimento, de hexágono externo com os tapa-
implantes instalados;

- 10 implantes de superfície jateada com cerâmica de fosfato de 
cálcio (RBM - Resorbable Blast Media, - ACE®, Brockton, MA, Estados 
Unidos) medindo 3,3 mm de diâmetro por 10 mm de comprimento, 
de hexágono externo com os tapa-implantes instalados.

Foi utilizada amostra padrão de S. sanguinis (ATCC10556). 
Os implantes foram, imediatamente depois de removidos da 
embalagem estéril, transferidos assepticamente para poços de 
placas de cultura de células (Costar®, Uberlândia, Brasil).

O microrganismo foi semeado em placas de Petri contendo 
ágar BHI (Brain Hert Infusion) e incubados a 37 °C e 5% de CO2 
por 48 horas. A partir do crescimento, foi preparada suspensão 
padronizada do microrganismo contendo 106 células/ml, por 
análise em espectrofotometria (Espectrofotômetro B-582 - Micronal 
3.0.4 -São Paulo, SP, Brasil).

Os implantes foram colocados individualmente em poços de 
placas de cultura de células (Costar® - Uberlândia, MG, Brasil) 
contendo 2,0 ml de caldo para placa in vitro6 e 0,1 ml da suspensão 
padronizada com o microrganismo. As placas de cultura de células 
foram tampadas e incubadas a 37 °C por 24 h a 5% de CO2, 
em incubadora de CO2. A seguir, os implantes foram removidos e 
lavados durante um minuto, por três vezes, em solução fi siológica 
esterilizada para retirada das células bacterianas não aderidas e 
transferidos para tubos Falcon, contendo 10 ml de solução fi siológica 
(NaCl 0,85%) esterilizada e submetidos ao homogeneizador 
ultrassônico (Sonicador Bandelin Sonoplus), utilizando-se potência 
de 50 W por 30 segundos para retirar as células microbianas 
aderidas. A suspensão inicial obtida foi diluída 100 e 1000 vezes 
e uma alíquota de 0,1 ml foi transferida, em duplicata, para placas 
contendo ágar BHI.

Após 48 horas de incubação a 37 °C com 5% de CO2, o número 
de unidades formadoras de colônias (UFC/ml) foi determinado 
para cada implante. As placas escolhidas para contagem foram 
aquelas que apresentaram entre 30 e 300 UFC/ml (Figura 1). 

Figura 1 - Fluxograma ilustrativo da metodologia utilizada nos 
testes de aderência.
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A contagem de colônias foi realizada em aparelho contador de 
colônias (Phoenix Luferco CP-600, Araraquara, SP, Brasil).

ANÁLISE EM MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA

Para ilustrar a aderência foi selecionado um implante de 
cada superfície para ser submetido à análise em microscopia 
eletrônica de varredura.

Após a incubação dos implantes em caldo placa in vitro 
contendo suspensão padronizada do microrganismo a 37º C, 
5% de CO2 por 24 horas, os implantes foram removidos do caldo 
e foi realizada a fi xação do microrganismo aderido na superfície 
dos implantes. Para essa fi xação, os implantes foram submersos 
em glutaraldeído 2,5% por 1 hora e em seguida, em solução 
alcoólica a 10%, 25%, 50%, 75% e 90% por vinte minutos em 
cada. Finalmente por uma hora em álcool a 100%.

Com o microrganismo fi xado à superfície dos implantes, 
foi realizada a metalização com plasma de ouro (metalizadora 
Denton Vacuum, Moorestown, NJ, Estados Unidos). 
Posteriormente, a aderência do microrganismo foi visualizada 
no microscópio eletrônico de varredura (Jeol - JSM5310, Tokyo, 
Japão) do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (São José 
dos Campos - SP, Brasil) em aumento de 5000 vezes.

ANÁLISE ESTATÍSTICA
Para a análise estatística, os resultados obtidos foram 

convertidos em logarítimo de 10 e submetidos à análise de 
variância (ANOVA), teste de Tukey, com nível de signifi cância 
de 5%.

RESULTADOS

As médias e desvios padrões (log UFC/ml) da aderência são 
apresentados na Tabela 1.

A diferença na quantidade de S. sanguinis aderido às 
diversas superfícies do estudo foi relativamente pequena, mas 
estatisticamente signifi cante.

Os implantes submetidos ao tratamento com duplo ataque 
ácido e os de superfície lisa demonstraram maior concentração 
de microrganismos aderidos. Já os implantes submetidos ao 
tratamento por anodização apresentaram menor aderência entre 
as superfícies estudadas, apresentando-se estatisticamente menor.

ADERÊNCIA EM MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA

Inicialmente foram realizadas micrografi as das superfícies 
dos implantes previamente à incubação dos microrganismos 
(Figura 2).

Após a avaliação dos dados em UFC/ml e a análise 
estatística, foi realizada formação de biofi lme de S. sanguinis 
nas superfícies estudadas, os quais foram visualizados em 
microscopia eletrônica de varredura, com o intuito de ilustrar o 
experimento (Figura 3).

Micror-
ganismos

Lisa
(controle)

Ano-
dizada

Jateada
Ataque
ácido

p(ANOVA)

S. sangui-
nis

4,90 + 
0,11A

4,47 + 
0,13C

4,63 + 
0,11B

4,90 + 
0,11A 0,000

Tabela 1 - Médias e desvios padrões do logarítimo de UFC/ml de 
Streptococcus sanguinis presente em biofi lme formado in vitro 
em implantes com diferentes tratamentos de superfície (n = 10).

Análise de variância (ANOVA), teste de Tukey, com nível de 
signifi cância 5%, comparando o tratamento dos implantes: 
letras diferentes indicam signifi cância estatística.

Figura 2 - Micrografi as representativas das superfícies 
analisadas L (lisa), J (jateada com cerâmica de fosfato de 
cálcio), A (anodizada) e AA (submetida a duplo ataque ácido) 
(5.000 x).
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DISCUSSÃO

Estudos demonstraram que a peri-implantite possui uma 
patogênese semelhante ao da doença periodontal16,18-19. A correlação 
entre acúmulo de biofi lme, presença de periodontopatógenos 
e nível de perda óssea ao redor do tecido peri-implantar já foi 
comprovada4,9,19-20.

Em pacientes edêntulos, a área subgengival ao redor dos 
implantes apresenta principalmente cocos Gram-positivos 
anaeróbios facultativos e bastonetes não móveis. Em peri-implantes 
saudáveis, Streptococcus sanguinis e Streptococcus mitis são os 
microrganismos predominantes. A microbiota peri-implantar em 
pacientes edêntulos é comparada à microbiota que coloniza tecidos 
moles de pacientes edêntulos sem implantes e a subgengival de 
pacientes periodontalmente sadios9,20,22.

A formação inicial do biofi lme pode ser infl uenciada por diferentes 
superfícies de implantes21,23. A aderência de microrganismos a 
implantes dentários parece ser diretamente proporcional à rugosidade 
de sua superfície. Um estudo in vivo expondo diferentes materiais de 
implantes à microbiota bucal demonstrou que estreptococos foram 
os microrganismos predominantes no biofi lme e que a quantidade 
e qualidade do biofi lme formado foram relacionadas aos tipos de 
superfícies dos implantes14.

A aderência e colonização bacteriana foram consideradas fatores 
chaves no insucesso dos implantes dentários21. A peri-implantite não 
ocorre sem prévia aderência microbiana e subsequente colonização. 
A aderência depende do tipo de microrganismo e das propriedades 
físico-químicas da superfície do implante5.

Assim, torna-se necessário estudar a infl uência das superfícies 
dos implantes sobre a aderência microbiana e consequente 
formação de biofi lme dentário.

Analisando as diferenças de aderência nas diversas superfícies, 
este estudo demonstrou maior aderência de S. sanguinis aos 
implantes tratados por condicionamento com duplo ataque 
ácido e liso e uma menor aderência aos implantes de superfície 
anodizada, fi cando os jateados com cerâmica de fosfato de cálcio 

Figura 3 - Micrografi as representativas da aderência de S. 
sanguinis às superfícies lisa (L) e tratadas com jateamento (J), 
anodização (A) e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x).

em um nível intermediário de aderência. Este resultado demonstrou 
que nem sempre a superfície lisa apresenta menor aderência de 
microrganismos. A formação de biofi lme dentário foi analisada in 
vitro sobre a superfície de implantes lisos e tratados com deposição 
física de vapor, nitrato de titânio e nitrato de zircônia7. Uma 
signifi cante diminuição na aderência de S. sanguinis foi verifi cada 
nas três superfícies tratadas quando comparadas com a superfície 
lisa. Analisando in vivo a formação de biofi lme sobre essas mesmas 
superfícies foi comprovada maior aderência a implantes lisos8. A 
análise da aderência de S. sanguinis em implantes lisos, rugosos 
e com ranhuras, demonstrou menor aderência em implantes de 
superfície lisa, porém esta análise foi realizada em microscopia 
eletrônica de varredura25.

A energia livre de superfície é diretamente proporcional à 
hidrofi lia da superfície e como a maioria dos microrganismos 
são hidrofílicos, uma aproximação a uma superfície hidrofílica é 
termodinamicamente desfavorável2. Em trabalho sobre a avaliação 
da energia livre de superfície de implantes submetidos a tratamento 
de superfície com anodização e duplo ataque ácido comparando 
a implantes lisos, verifi cou-se uma maior energia de superfície de 
implantes submetidos à anodização quando comparados às outras 
duas superfícies, que não apresentaram diferença estatística entre 
si3. Portanto, a hidrofi lia da superfície anodizada pode explicar a 
menor aderência de microrganismo nesta superfície encontrada no 
presente trabalho.

Os fabricantes de implantes dentários desenvolveram 
tratamentos de superfícies com o intuito de aumentar a rugosidade 
dos implantes e, consequentemente, melhorar o contato com 
o osso durante a osseointegração. Dessa forma cada empresa 
apresenta uma superfície com tratamento peculiar. Sem análises 
específi cas sobre a aderência de microrganismos a essas superfícies, 
algumas empresas nacionais e internacionais, prevendo uma 
menor aderência em superfícies lisas, mantêm as primeiras roscas 
do implante sem tratamento. Após análises dos dados deste 
estudo e dos encontrados na literatura, parece claro que o método 
como é feito esse tratamento infl uencia, não só no potencial de 
osseointegração, mas também na aderência de microrganismos, que 
ocorrerá quando este implante estiver exposto ao meio bucal. Desta 
forma, na utilização clínica de implantes deve-se levar em conta não 
apenas estudos que mostram sua capacidade de osseointegração, 
mas também sua suscetibilidade à aderência de microrganismo, 
principalmente os pioneiros na formação do biofi lme que servirão 
de alicerce para a colonização de microrganismos patogênicos ao 
tecido peri-implantar.

CONCLUSÃO

A partir da metodologia empregada, os resultados permitem 
concluir que a aderência de S. sanguinis à superfície anodizada 
foi inferior quando comparadas às superfícies condicionadas com 
duplo ataque ácido e liso, que apresentaram maior aderência.

Aderência de microrganismos em implantes dentários de superfície lisa ou tratada
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