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Romeiro RL. Aderência in vitro de Streptococcus sanguinis e Candida 

albicans em implantes dentários de superfície lisa ou tratada [tese]. São 
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Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”; 2009. 
 
 
 
 

RESUMO 
 
 
 
 

O objetivo desse trabalho foi analisar in vitro a aderência de 

Streptococcus sanguinis, Candida albicans e associações destes 

microrganismos com Streptococcus mutans às superfícies dos implantes 

dentários tratados com jateamento de fosfato de cálcio, anodização, duplo 

ataque ácido e os de superfície lisa, com ou sem a prévia incubação em 

saliva ou plasma sanguíneo. Foram selecionados 120 implantes, sendo 

30 de cada superfície para cada microrganismo e associações estudadas. 

Para análise da aderência, foram preparadas suspensões de 

microrganismos contendo 106 células/ml em espectrofotômetro. Além 

disso, cada microrganismo e associações foram divididos em três grupos: 

em um, o implante foi removido da embalagem e colocado diretamente no 

caldo, em outro, foi previamente embebido em saliva humana por uma 

hora e no último em plasma humano, também por uma hora. Os implantes 

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 
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células aderidas. A seguir, foram realizadas diluições seriadas e 

semeaduras em meios de cultura específico 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 

a análise de variância (ANOVA), teste de tukey, com nível de significância 

de 5%. Para ilustrar a aderência dos microrganismos, foram selecionados 

o microrganismo Streptococcus sanguinis, e as associações 

Streptococcus sanguinis e Candida albicans e Streptococcus sanguinis, 

Streptococcus mutans e Candida albicans foram submetidos à 

microscopia eletrônica de varredura. Os resultados demonstraram uma 

grande aderência dos microrganismos às superfícies estudadas, 

principalmente quando associados formando um biofilme. A superfície 

anodizada apresentou os menores valores de aderência dos dois 

microrganismos, nos três grupos e quatro superfícies estudadas. O 

microrganismo S. sanguinis apresentou maior aderência em implantes de 

superfície submetida ao duplo ataque ácido e C. albicans apresentou, 

maiores valores de UFC/ml nas superfícies jateadas. A presença de 

fluidos interpostos como saliva e plasma humanos não interferiram nesta 

aderência. A aderência de microrganismos aos implantes dentários 

parece ser dependente do tipo de tratamento da superfície. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Implante dentário. Candida albicans. Streptococcus 

mutans. Streptococcus sanguinis. 
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1 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 fluxo salivar. A boca apresenta condições ideais de 

crescimento para diversos microrganismos, possuindo muitos nichos que 

podem ser colonizados (Jendresen; Glantz, 1981; Nakazato et al., 1989). 

A aderência de microrganismos às superfícies bucais 

rígidas como o esmalte dentário, material restaurador ou implante é um 

pré-requisito para a formação do biofilme, que pode, eventualmente, 

ocasionar cárie, doença periodontal ou periimplantite. A colonização 

bacteriana nas superfícies dentárias é sempre precedida pela aderência 

da película adquirida formada pela saliva ou fluido gengival. A 

composição do biofilme maduro é dependente de uma aderência primária 

entre bactérias pioneiras e película adquirida (Liljemark; Bloomquist, 1996; 

Walker; Sedlacek, 1999; Idone, 2003; Heuer et al., 2007). 

Vários estudos têm demonstrado que tanto a qualidade 

quanto a quantidade do biofilme 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 a chave da 

patogênese das infecções causadas pelas bactérias do biofilme (Lindhe et 

al., 1992; Ong et al., 1992; Jansson et al., 2005; Marcacci et al., 2008).  

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 à 1,5 mm de crista óssea no 
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primeiro ano e 0,2 mm por ano nos anos subseqüentes (Albrektsson et al., 

1986). Não se tem levado em consideração, entretanto, a maior 

susceptibilidade dessas superfícies em promover aderência bacteriana, 

facilitando a formação do biofilme dentário. 

Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) apresenta 

importância na formação inicial do biofilme dentário, pois constitui-se em 

importante componente da comunidade pioneira, apresentando 

mecanismos de aderência à superfície dos dentes (Caufield et al., 2000; 

Hauser-Gerspach et al., 2007). Candida albicans (C. albicans) é um fungo 

oportunista presente na cavidade bucal de vários indivíduos, que pode 

apresentar patogenicidade quando da presença de diversos fatores 

predisponentes (Alves et al., 2006; Jorge, 2007). Coagregação de 

Streptococcus mutans (S. mutans) e Candida albicans na formação do 

biofilme dentário parece intensificar a aderência de ambos os 

microrganismos à superfície dentária e em materiais odontológicos 

(Arendorf; Walker, 1980; Branting et al., 1989; Holmes et al., 1995; Sen et 

al. 1997; Nikawa et al. 2003; Eick et al., 2004). 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, in vitro, a 

aderência de S. sanguinis e C. albicans e associações desses 

microrganismos com S. mutans na superfície dos implantes após 

diferentes tratamentos e após prévia incubação em plasma e saliva. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
 

 

2.1  Streptococcus sanguinis 

 

  

Streptococcus sanguinis é um dos estreptococos 

predominantes que colonizam os dentes. Algumas amostras destas 

espécies têm cariogenicidade mínima para animais, mas a maioria não 

apresenta esta característica. As lesões de cárie produzidas por S. 

sanguinis ocorrem principalmente em sulcos e são significantemente 

menores que as produzidas por estreptococos do grupo mutans.  S. 

sanguinis tem sido isolado em todos os biofilmes dentários examinados e 

também na língua, sendo dificilmente encontrado na garganta. Algumas 

cepas são alfa-hemolíticas, mas outras são beta e não hemolíticas. A 

maioria das amostras produz polissacarídeo extracelular glicano. 

Produzem ácido a partir da glicose, sacarose e trealose (Percival et al., 

2006; Hauser-Gerspach et al., 2007). 

S. sanguinis era denominado anteriormente de S. sanguis 

e as duas nomenclaturas são encontradas na literatura (Caufield et al., 

2000; Razak; Rahim, 2003; Silva et al., 2005; Jorge, 2007). O 

microrganismo recebeu essa nomenclatura devido ao seu isolamento a 

partir de hemoculturas de pacientes com endocardite bacteriana 

subaguda.   

S. sanguinis pode ser identificado por sua característica 

de fermentar manitol e sorbitol e sua capacidade de produzir amônia e 

dióxido de carbono a partir da arginina. As vias de hidrólise da arginina 

resultam na quebra da arginina em uréia, amônia e dióxido de carbono 

(Kawashima et al., 2003; Percival et al., 2006). Este fornece energia para 
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o crescimento bacteriano na ausência de carboidratos fermentáveis 

permitindo ao S. sanguinis sobreviver no biofilme dentário. Entretanto, a 

amônia produzida pode neutralizar os ácidos provenientes da 

fermentação de bactérias, tornando o ambiente mais adequado ao seu 

crescimento. Sugere-se que este fator seja a razão do S. sanguinis 

apresentar menor potencial cariogênico que muitas cepas de S. mutans, 

os quais não apresentam esta via (Hauser-Gerspach et al., 2007). Outra 

propriedade de interesse do S. sanguinis é a produção de dextranas. Este 

polímero da glicose, semelhante aos polímeros da frutose são produzidos 

enzimaticamente a partir da sacarose pela ação da glicosiltransferase. 

Tais enzimas estão associadas com a superfície desses microrganismos, 

embora sua maneira exata de ligação a parede celular seja ainda 

desconhecida. A solubilidade na água da dextrana torna sua contribuição 

no processo de ligação questionável; contudo, as enzimas de S. sanguinis 

podem ligar-se a dextranas menos solúveis produzidas por S. mutans, 

propiciando uma forma de fixação deste microrganismo mais cariogênico 

ao biofilme dentário. Embora mais cariogênicas, estas espécies 

apresentam uma menor capacidade de aderência a superfície dentária 

que S. sanguinis (Wolinsky et al., 1989). 

Apesar de classicamente ter sido constatado que os 

estreptococos possuem vias indiretas para o oxigênio, está claro que 

algumas espécies produzem pequenas quantidades de peróxido de 

hidrogênio. Como tais microrganismos não apresentam catalases ou 

peroxidades, ocorre um acúmulo de peróxido que pode se tornar tóxico. 

Esta é uma razão da incubação anaeróbia ser frequentemente utilizada 

para a cultura destes microrganismos. As células de S. sanguinis 

apresentam-se em formas bacilares pleomórficas quando são crescidos 

em frascos que permitam que a superfície seja exposta ao ar e ocorra 

absorção de oxigênio. A viabilidade dessas formas bacilares é pequena 

quando comparadas com as formas cocóides usuais. O peróxido não é 
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apenas autotóxico, mas também inibe o crescimento de outros 

microrganismos. Isto pode explicar o fato da presença de S. sanguinis no 

biofilme dentário ser sugerida como benéfica (Silva et al., 2005). 

 
 

2.2 Streptococcus mutans 
 

 

Os estreptococos do grupo mutans são considerados os 

principais agentes etiológicos da cárie dentária, principalmente as 

espécies Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus (Pin et al., 

2005). A colonização na cavidade bucal por estes microrganismos 

depende de superfícies duras, não-descamativas. S. mutans são 

anaeróbios facultativos, residentes da boca e apresentam característica 

de possuir potencial cariogênico devido à sua capacidade acidogênica e 

acidúrica, favorecendo a formação de biofilme dentário e produzindo 

polissacarídios, permitindo produção de ácido, mesmo na ausência de 

fontes exógenas de sacarose (Daley; Gibson, 1990; Featherstone, 1996; 

Jorge, 2007).  

Ao contrário de muitos outros estreptococos bucais que 

fermentam apenas pequena quantidade de carboidratos, S. mutans 

fermenta diversos açúcares. Em particular, o manitol e o sorbitol, 

açúcares alcoólicos derivados da manose e da glicose, respectivamente, 

permitem diferenciá-lo dos demais estreptococos bucais. A definição de S. 

mutans seria estreptococos α-hemolíticos, que fermentam manitol e 

sorbitol e não hidrolisam arginina. Além da fermentação de uma ampla 

variedade de açúcares, esses microrganismos apresentam diferenças 

quantitativas nos ácidos produzidos a partir da glicose (Curtiss, 1986). S. 

mutans acumula grande quantidade de ácido e provoca maior queda no 

pH que as cepas de S. sanguinis (Gibbons; Nygaard, 1968). 
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S. mutans produz a enzima glicosiltransferase e o 

principal carboidrato produzido é a dextrana (glicanas). Este polímero é 

muito menos solúvel e possui propriedades tão distintas das glicanas 

comuns que recebeu uma nomenclatura específica: mutano. Este é 

relativamente insolúvel e sua presença na superfície bacteriana a torna 

com aspecto “pegajoso” tal que uma bactéria não consegue se separar da 

outra com facilidade. Por isso acredita-se que essa propriedade seja 

importante na aderência deste microrganismo às superfícies (Curtiss, 

1986; Nikawa et al., 1998). 

A superfície celular de S. mutans possui antígenos 

protéicos e glicosiltransferases, cuja ação cooperativa é essencial para a 

adesão dependente de sacarose. Por outro lado, o antígeno protéico 

parece estar correlacionado à habilidade de S. mutans de aderir às 

estruturas dentais independente de sacarose. Os fatores de virulência de 

S. mutans e S. sobrinus incluem adesão, ácido-resistência e ácido-

tolerância. Existem diversos genótipos de S. mutans com elevada 

virulência (Pin et al., 2005).  

A aderência de S. mutans às superfícies dentárias ou em 

materiais restauradores ocorre em quatro fases: a) transporte das 

bactérias em direção à superfície; b) adesão inicial mediada por forças de 

curta e longa distância (forças de Van der Waals e eletrostáticas); c) 

adesão mediada por interações específicas; e, d) colonização. A adesão 

inicial mediada por forças de curta distância é fraca e não permite 

verdadeira colonização, sendo os microrganismos facilmente removidos 

por mecanismos de controle e regulação da microbiota bucal. No entanto, 

a adesão bacteriana mediada por interações específicas permite 

ancoragem mais forte entre as bactérias e superfície. Isto ocorre pelo 

contato direto ou por verdadeiras pontes, como os apêndices filamentosos 

extracelulares entre microrganismos e superfícies. As ligações específicas 

são mediadas por componentes protéicos extracelulares específicos 
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(adesinas), presentes na parede celular das bactérias e receptores 

complementares sobre estas superfícies (Quirynen; Bollen, 1995).  

Embora a literatura considere que a adesão bacteriana 

apresenta uma fase inespecífica, mediada pela ação de forças, e outra 

fase específica, mediada pela expressão das adesinas, deve-se 

considerar que um microrganismo colonizando inicialmente uma 

superfície precisa interagir, por meio de forças inespecíficas, para explorar 

as características químicas da superfície e então, desenvolver adesinas 

específicas ao material (Candido et al., 2000). 

Quando S. mutans entra em contato com glicoproteínas 

salivares que cobrem a superfície dentária ou de materiais restauradores, 

dois estágios de aderência ocorrem, seguidos do imediato crescimento do 

biofilme dentário. O primeiro estágio é reversível e dependente de 

sacarose, envolvendo interações iônicas e de lectinas, entre antígenos da 

superfície bacteriana, como a proteína P1 e fatores derivados do 

hospedeiro na película adquirida. Quando a sacarose proveniente da 

dieta torna-se disponível na cavidade bucal, glicosiltransferases passam a 

mediar à aderência de S. mutans à superfície dentária ou de materiais 

restauradores por meio da síntese de glucanos solúveis e insolúveis. Os 

fatores que mediam a expressão dos mediadores que contribuem na 

formação dos glucanos e das glicosiltransferases ainda não foram 

totalmente esclarecidos (Idone et al., 2003). 

S. mutans também produzem frutosiltransferases, 

enzimas que sintetizam polímeros de frutanos a partir de sacarose, que 

podem servir de reservatórios de carboidratos extracelulares para serem 

metabolizados nos períodos de baixa disponibilidade de açúcares 

(Gibbons; Nygaard, 1968; Gibbons, 1989).  Segundo Rozen et al. (2004) 

as enzimas de frutosiltransferases não ligadas às células, e que estão 

livres na saliva, podem apresentar sítios de ligação específicos para 

glicanos. Estes podem estar presentes na superfície de S. mutans, bem 

como podem estar adsorvidos nas superfícies sólidas no ambiente bucal. 
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Assim, frutosiltransferases podem aumentar a retenção de S. mutans às 

superfícies por formar uma ponte de ligação. Desta forma, glicanos e 

frutanos podem ser parte integral da matriz de polissacarídeos dos 

biofilmes bucais.  

 

 

2.3 Candida albicans 

 

 

Candida albicans é a principal espécie do gênero 

associada à candidose (Nikawa et al., 2003; Migliorati et al., 2004). 

Apresenta duas formas de crescimento: levedura e hifa. Na forma de 

levedura apresenta-se como células globosas, Gram-positivas, ovaladas 

ou alongadas medindo em média 3 a 7 µm de largura por 3 a 14 µm de 

comprimento 

Quando na forma de micélio, apresenta-se como 

pseudohifas ou hifas verdadeiras, que se alongam a partir das leveduras. 

Fermenta glicose e maltose, não ocorrendo o mesmo com a lactose; 

geralmente não fermenta sacarose e a fermentação da galactose é 

variável. Como fontes de carbono assimilam dextrose, galactose, maltose, 

trealose, xilose, sacarose e manitol; eventualmente arabinose, ribose e 

glucitol. É um microrganismo aeróbio, no entanto, é capaz de crescer em 

anaerobiose (Henriques et al., 2007; Oliveira et al., 2007; Jorge, 2007). 

O conhecimento da ecologia das leveduras revela que 

diversas espécies de Candida fazem parte da microbiota de indivíduos 

sadios e que estão amplamente distribuídas no meio ambiente, na fauna 

e na flora, no solo e na água (Lacaz, 2002). Leveduras do gênero 

Candida, são normalmente isoladas da cavidade oral humana (Stenderup, 

1990). 

C. albicans não está distribuída uniformemente na boca; o 

dorso da língua parece ser o reservatório primário do fungo, a partir do 
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qual o restante da mucosa, superfícies dos dentes, biofilme dentário e 

saliva tornam-se colonizados secundariamente. Ainda não está claro 

porque alguns indivíduos são portadores de C. albicans e outros não, 

entretanto, fatores nutricionais, interações com a microbiota bacteriana e 

presença de anticorpos específicos na saliva parecem ser relevantes.  O 

estado de portador ocorre em maior número em indivíduos do tipo 

sanguíneo O e em não secretores de antígenos dos grupos sanguíneos 

na saliva. A superfície acrílica da prótese total predispõe o aumento do 

número de C. albicans, visto que o fungo cresce e coloniza mais 

intensamente a superfície da prótese que a mucosa palatina.  Outros tipos 

de materiais como próteses, aparelhos ortodônticos e implantes também 

facilitam o desenvolvimento de C. albicans na boca (Sullivan et al., 2004; 

Jorge, 2007; Oliveira et al., 2007; Pereira et al., 2007). 

Leveduras do gênero Candida estão presentes na 

cavidade oral de 3 a 48% de adultos e 45 a 65% das crianças saudáveis. 

C. albicans possui potencial patogênico bastante conhecido. Apresenta 

como principais fatores de patogenicidade a capacidade de aderência a 

mucosas e superfícies inanimadas, como acrílico; dimorfismo como 

produção de estruturas filamentosas que auxiliam a invasão tecidual; 

termotolerância significativa; e produção de enzimas como proteinases e 

fosfolipases. A fase hifal apresenta aderência maior às células do 

organismo em relação à fase de levedura. A capacidade de aderência à 

mucosa bucal ocorre pela interação entre adesinas do microrganismo e 

receptores das células epiteliais (Webb et al., 1998). 

Dentre os fatores de virulência, a produção de enzimas 

tem obtido atenção. A proteinase é capaz de degradar vários substratos 

como queratina, colágeno, albumina, fibronectina, hemoglobina e 

proteínas da matriz extracelular (Niewerth; Korting, 2001). Já as 

fosfolipases agem clivando os fosfolipídios. Além disso, parecem estar 

relacionadas com a produção do tubo germinativo, transição para a forma 

hifal e injúria tecidual (Wu-Yuan et al., 1995). 
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A candidose, uma das principais infecções fúngicas 

oportunistas do ser humano, é provocada por leveduras do gênero 

Candida, que fazem parte da microbiota residente do organismo humano. 

Essa infecção expressa bem à variedade de relações que ocorrem entre o 

hospedeiro e a microbiota, podendo ir do comensalismo à doença 

sistêmica fatal (Ghannoum, 2000; Migliorati et al., 2004). 

Migliorati et al. (2004) demonstraram que amostras de 

Candida isoladas de pacientes infectados pelo vírus da Imunodeficiência 

Humana (HIV) com candidose orofaríngea apresentaram 52,2% das 

cepas de C. albicans resistentes ao cetoconazol, 30,4% ao fluconazol e 

26% ao itraconazol.  

Estudos epidemiológicos mostraram que C. albicans é a 

mais prevalente em todo o mundo e está principalmente associada com 

candidose orofaríngea em pacientes infectados pelo HIV, embora 

infecções bucais por essa espécie também tenham sido observadas em 

indivíduos saudáveis (Stenderup, 1990).  

Diversos estudos in vitro e in vivo foram desenvolvidos 

para quantificar e caracterizar a aderência dessas leveduras em 

superfícies celulares e superfícies inanimadas, tais como resinas acrílicas 

e implantes dentários (Pires et al., 2001). Segal et al. (1997) também 

observaram que diferentes espécies de Candida aderiram às superfícies 

acrílicas, sendo C. albicans a espécie que apresentou maior aderência, 

seguido por Candida tropicalis e Candida stellatoidea, Candida 

parapsilosis apresentou aderência mais moderada. 
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2.4 Superfícies dos implantes 
 

  

Os implantes dentários são confeccionados em titânio 

comercialmente puro que é uma liga que possui em sua composição 99% 

do metal titânio. O titânio, quando em contato com o oxigênio forma uma 

camada de óxido (TiO2) que é inerte e permite a osseointegração (Adell et 

al. 1981; Albrektsson et al. 1986; Albrektsson; Wennerberg, 2004). 

Atualmente, a superfícies do implante, que se apresentava totalmente 

polida, sofre alguns tipos de tratamentos para aumentar a sua rugosidade 

e, consequentemente, sua superfície de contato, aumentando assim a 

osseointegração. Existem vários tipos de tratamento de superfície 

disponíveis no mercado internacional. Algumas das superfícies mais 

utilizadas são: a) anodizada; b) duplo ataque ácido; e, c) jateamento com 

cerâmica de fosfato de cálcio.  

A superfície de implante anodizada é produzida por 

oxidação eletrolítica. A superfície possui uma fina camada de óxido e uma 

rugosidade discreta. É um processo eletroquímico que aumenta a camada 

superficial de TiO2. O implante é imerso em uma solução eletrolítica e se 

torna um anodo em uma célula eletroquímica. Quando o potencial é 

aplicado na amostra, carga iônica é transferida para a célula e uma 

reação eletrolítica acontece, resultando no crescimento da camada de 

óxido. Foi introduzida no mercado em 2001 e existem inúmeros trabalhos 

na literatura comprovando sua efetividade em aumentar o contato osso-

implante (Henry et al., 2000; Sennerby; Miyamoto, 2000).  Essa superfície 

apresenta uma fina camada de óxido na porção mais coronal do implante 

e uma grande rugosidade na região mais apical. Ela é utilizada com uma 

vasta combinação de desenhos de implantes (Albrektson, Wennerberg, 

2004). 

Rocci et al. (2002) realizaram análise histológica de 

implantes com superfície anodizada submetidos a carga imediata na 



22 

 

 

região posterior de mandíbula. Esta superfície demonstrou uma média de 

93,3% de contato osso-implante. 

A superfície tratada por duplo ataque ácido recebe 

tratamento por duplo condicionamento ácido, usando ácido clorídrico e 

sulfúrico (Al-Nawas et al., 2007). Lazzara et al. (1999) analisaram 

histologicamente mini-implantes de superfície tratada com duplo ataque 

ácido colocados na região posterior de maxila por seis meses 

comparados a implantes lisos colocados na mesma arcada porém no lado 

oposto. Após a análise dos resultados foi verificada maior porcentagem de 

osseointegração nos implantes que receberam o tratamento da superfície.  

Khang et al. (2001) relataram um índice de sucesso do 

implante tratado com duplo ataque ácido de 98,4% em osso de boa 

qualidade (predominantemente cortical) e 98,1% em osso de qualidade 

inferior (predominantemente medular). O elevado índice de sucesso foi 

atribuído ao aumento da superfície de contato proporcionada pelo 

tratamento de superfície. 

Comparando a osseointegração em implantes lisos e que 

sofreram tratamento por duplo ataque ácido, Weng et al. (2003), utilizando 

cães, concluíram que, em osso de pobre qualidade, o contato osso 

implante foi significativamente maior nos implantes de superfície tratada. 

Aalam e Nowzari (2005) realizaram uma avaliação clínica 

e radiográfica de implantes com superfície lisa, anodizada e que 

receberam duplo ataque ácido. Foram instalados 198 implantes, todos 

foram considerados de sucesso clínico e radiográfico. Não foram 

detectados, sinais de mobilidade, infecção ou inflamação. 

Pongnarisorn et al. (2007) analisaram a diferença no 

infiltrado inflamatório associado a implantes de superfície submetida a 

ataque ácido (A), superfície preparada por anodização (D), liso com 

ranhuras (C) e liso (B). Os implantes foram instalados e seis meses após 

foi realizada análise do biofilme e biópsia do tecido periimplantar. Técnica 

de imunohistoquímica foi utilizada para avaliar as características do 
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infiltrado e PCR para avaliação da presença de periodontopatógenos. 

Infiltrado inflamatório estava associado a todas as superfícies. Todos os 

implantes apresentavam similar número de Tannerella forshytia, 

Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis. A. 

actinomycetemcomitans não foi detectado em nenhuma amostra. Os 

resultados mostraram que a presença de inflamação e de infiltrado 

inflamatório independe da superfície dos implantes. 

Existem ainda os implantes que recebem tratamento por 

jateamento cerâmico com fosfato de cálcio na superfície.  Este método 

promove uma textura superficial com cerâmica de fosfato de cálcio que é 

passivado com ataque ácido para remoção as partículas residuais 

(Cochran et al., 1994). 

Gonshor et al. (2003) avaliaram 1077 implantes com 

superfície tratada com jateamento cerâmico colocados em 348 pacientes 

sendo 950 na mandíbula e 127 na maxila. Em 91,1% dos casos foram 

colocados implantes de 3,75 ou 4 mm de diâmetro. A taxa de sucesso 

após 50 meses foi de 99,3% na mandíbula e 100% na maxila. Não houve 

perda significante de crista óssea. 

Won et al. (2003) realizaram trabalho comparando o 

torque de remoção de implantes lisos comparados com implantes tratados 

com jateamento cerâmico. Foi verificado um maior torque necessário para 

a remoção de implantes com este tratamento, comparado aos implantes 

lisos. 

Nos implantes de superfície tratada com jateamento 

cerâmico e duplo ataque ácido as primeiras roscas do implante não 

recebem tratamento, para evitar maior aderência dos microrganismos e, 

consequentemente, prevenir periimplantite (Davies, 1998). 
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2.5 Aderência de microrganismos à superfície dos implantes 
 
 
A aderência bacteriana às superfícies sólidas nas 

cavidades bucais é inicialmente mediada por forças de Van der Waals e 

eletrostáticas, e por serem fracas não permitem verdadeira colonização, 

sendo que os microrganismos podem ser facilmente removidos pelos 

mecanismos de regulação e controle da microbiota bucal (Gibbons et al., 

1989; Bussher; Van der Mei, 1997). Para possibilitar a colonização 

bacteriana nas superfícies, ocorre à aderência mediada por interações 

específicas, promovendo ancoragem mais forte entre microrganismos e 

superfícies por meio de contato direto ou por verdadeiras pontes, como 

apêndices filamentosos extracelulares. Neste ambiente, o líquido (saliva) 

presente entre as superfícies que interagem deve ser removido. Pode-se 

considerar que esta remoção de líquido entre as superfícies aderentes 

seja o mecanismo pelo qual a hidrofobicidade da superfície celular e a 

hidrofobicidade da superfície sólida influenciam o processo de aderência 

(Nassar et al., 1995). 

As interações específicas entre bactérias e superfícies 

são mediadas por componentes protéicos extracelulares específicos 

presentes na parede celular das bactérias e receptores complementares 

sobre as superfícies (Curtiss, 1986; Gibbons et al., 1989). 

Entre as proteínas salivares identificadas como sítios 

complementares, são importantes a IgA secretora, mucina e proteínas 

ricas em prolina. Algumas bactérias reconhecem estas proteínas como 

receptores específicos somente quando adsorvidas às superfícies 

(Jendresen; Glantz, 1981). 

Diversos genes que promovem a expressão de adesinas 

têm sido identificados em Streptococcus. Adesinas constituem-se em 

proteínas, lipoproteínas, glicoproteínas e polissacarídeos e estão 
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frequentemente associadas com a presença de fímbrias na superfície 

celular (Gibbons et al., 1989). 

De acordo com Listgarten (1994), as primeiras bactérias 

que colonizam as superfícies sólidas no ambiente bucal formando o 

biofilme são cocos Gram-positivos anaeróbios facultativos e bacilos 

curtos, principalmente espécies de Streptococcus e Actinomyces. Cocos 

anaeróbios Gram-negativos, como Veillonela, também podem ser 

observados. Durante o primeiro dia, a superfície é gradualmente coberta 

por agregados de bactérias que estão se multiplicando e expandindo-se 

lateralmente. Por volta do terceiro dia, bactérias filamentosas podem ser 

visualizadas sobre a superfície do biofilme predominantemente formado 

por cocos. Em uma semana, colônias de cocos ainda predominam. Com o 

decorrer do tempo, bactérias filamentosas começam a aumentar no 

biofilme, substituindo gradualmente o predomínio de cocos por 

filamentosos. Com tudo, a estrutura do biofilme pode variar de acordo 

com a condição clínica do paciente. 

Durante os eventos iniciais da formação do biofilme, 

observou-se o agrupamento das moléculas das proteínas salivares que 

ocorre sobre uma superfície sólida durante a formação da película 

adquirida parece variar conforme o tipo de superfície. Assim, esta 

disposição do agrupamento de moléculas parece variar entre os materiais. 

O resultado final é que a composição e retenção de ambos, película 

adquirida e biofilme pode ser diferente de material para material. A 

energia superficial livre da superfície sólida parece ser a propriedade 

determinante nas características da película adquirida adsorvida 

(Jendresen; Glantz, 1981; Nassar et al., 1995; Tamesada et al., 2004).  

Consequentemente torna-se importante, na 

Implantodontia, conhecermos o mecanismo de aderência dos 

microrganismos as diversas superfícies de implantes, para que possamos 

não apenas conhecer seus efeitos benéficos à osseointegração, como 
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também suas ações deletérias ao tecido periimplantar (Romeiro et al., 

2009). 

Estudos das características das superfícies e formação de 

biofilme, in vitro, têm sido realizados para verificar a aderência bacteriana 

em superfícies como materiais restauradores e hidroxiapatita, mas poucos 

avaliam a aderência desses microrganismos à superfície dos implantes 

(Fujioka-Hirai et al., 1987; Sipahi et al., 2001). 

Diferentes superfícies de implantes podem promover 

aderência seletiva durante a formação do biofilme inicial (Ruona; Maxson, 

1991; Rasperini et al., 1998). A aderência de células bacterianas à 

superfície de implantes é diretamente proporcional à rugosidade de sua 

superfície. Com o aumento da rugosidade ocorre aumento exponencial de 

bactérias aderidas (Silva et al., 2005). Nos tecidos intra-orais, 

Actinomyces e estreptococos são considerados os primeiros 

colonizadores, preparando o ambiente para colonizadores tardios que 

requerem diferentes condições de crescimento. Muitas dessas bactérias 

como Fusobacterium, Capnocytophaga e Prevotella, aderem-se aos 

estreptococos presentes no biofilme e posteriormente podem atuar em 

infecções periodontais e periimplantares. O desenvolvimento de implantes 

com superfícies que reduzam o número inicial de bactérias aderidas 

minimizando a formação do biofilme, e consequentemente a inflamação 

nos tecidos moles da boca, é importante, pois o acúmulo de biofilme ao 

redor dos implantes pode causar reação inflamatória e conseqüente falha 

no implante (Mombelli  et al., 1987; Mombelli , 1993; Mombelli; Lang, 

1998). 

Implantes dentários têm obtido sucesso por muitos anos, 

entretanto, é de consenso que a presença de bactérias com potencial 

patogênico está relacionada com o seu insucesso. Estudos comprovaram 

que a periimplantite possui uma etiologia semelhante ao da doença 

periodontal (Rams et al., 1984; Ong et al., 1992; Mombelli, 1993; 

Mombelli; Lang, 1998; Persson et al., 2006). A correlação entre o maior 
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acúmulo de biofilme, presença de periodontopatógeno e o aumento do 

nível de perda óssea ao redor do tecido periimplantar tem sido relatada 

(Newman; Flemming, 1988). 

Wolinsky et al. (1989) examinaram a aderência inicial, in 

vitro, de S. sanguinis (G9-B) e Actinomyces viscosus (T14V) nas 

superfícies do titânio e esmalte dentário imersos em soro fisiológico (NaCl 

0,9%). Houve menor aderência de A. viscosus ao titânio quando 

comparado ao esmalte. A aderência de S. sanguinis ao titânio não variou 

em relação ao esmalte dentário. A comparação da porcentagem de 

células aderidas ao titânio revelou que S. sanguinis aderiram-se em 

números mais altos que A. viscosus.  

Gatewood et al. (1993) analisaram por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV), a maturação do biofilme supragengival do 

esmalte e titânio de superfície lisa, e o subgengival do cemento e 

implantes de superfície tratada com plasma spray de titânio e com 

hidroxiapatita. Foram obtidas amostras dos três tipos de implante medindo 

6,5 X 2 X 1 mm. Foram seccionados terceiros molares inclusos com 

quantidades similares de esmalte e cemento e diâmetro semelhante ao 

dos implantes. Foram selecionados 10 pacientes com bolsas periodontais 

maiores que 6 mm em três dentes adjacentes. As amostras foram 

instaladas na região subgengival (cemento e superfície tratada) e 

supragengival (superfície lisa e esmalte). Os pacientes foram instruídos a 

pararem com a higiene oral. As amostras foram removidas em 1, 3, 5, 7 e 

10 dias. Duas amostras de cada foram analisadas em microscopia 

eletrônica de varredura. A sequência de aparecimento dos diversos 

morfotipos nas amostras sub ou supragengivais nas diversas superfícies 

foram semelhantes. Os resultados indicaram que tanto a superfície do 

dente natural, como a dos implantes de superfície lisa, tratada com 

plasma spray de titânio e hidroxiapatita promovem a formação de biofilme 

maduro e com espécies variadas de microrganismos.  

Wu-Yuan et al. (1995) estudaram a aderência de S. 
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sanguinis, Actinomyces viscosus e Porphyromonas gingivalis em discos 

de titânio com diferentes superfícies (lisa, riscada e rugosa) por meio de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). A maior aderência foi 

encontrada no titânio de superfície rugosa. A superfície lisa promoveu 

pobre aderência de S. sanguinis e A. viscosus. Entretanto, P. gingivalis 

apresentou resultados de aderência semelhantes em todas as superfícies.  

Okte et al. (1999) analisaram a aderência de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans em implantes de titânio. O 

estudo incluiu três amostras de diferentes sorotipos, a, b e c e duas 

amostras clínicas, sorotipos d e e. Para cada amostra, suspensões 

bacterianas com concentração de 5 X 107 células/ml foram preparadas e 

0,5 ml de cada foram adicionadas a superfície dos implantes. Após a 

incubação a 37o C por 60 min em atmosfera com 5% de CO2, os implantes 

com as bactérias foram preparados para a visualização em microscopia 

eletrônica de varredura. A adesão bacteriana foi quantificada na superfície 

dos implantes e os resultados foram analisados estatisticamente. Os 

resultados demonstraram que as amostras de A. actinomycetemcomitans 

aderiram em diferentes quantidades à superfície dos implantes. O sorotipo 

a mostrou maior aderência, b, c e d mostraram o mesmo grau de 

aderência e o sorotipo e foi o que apresentou menor capacidade de 

aderência.   

Grössner-Schreiber et al. (2001) estudaram a formação 

do biofilme dentário em implantes de superfície tratada. Foram utilizados 

S. sanguinis e S. mutans e discos de titânio puro e modificado por quatro 

tratamentos de superfície, deposição física de vapor com nitrato de titânio 

ou nitrato de zircônia, oxidação térmica e laser. Uma redução significante 

na aderência bacteriana foi observada nos discos tratados com nitrato de 

titânio, zircônia e oxidação térmica, comparados com o implante polido. 

Os autores concluíram de que alguns tratamentos de superfície 

diminuíram a colonização de bactérias formadoras do biofilme dentário.  

Em trabalho semelhante, Grössner-Schreiber et al. (2004) 
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avaliaram in vivo a composição do biofilme dentário em implantes tratados 

com nitrato de zircônia e nitrato de titânio. Finas membranas de vidro 

cobertas com nitrato de titânio, nitrato de zircônia e titânio puro foram 

montadas em aparelhos intra-bucais removíveis e foram colocados em 

dois indivíduos adultos. Após 60 h de exposição ao meio intra-oral, foram 

analisados a composição e quantidade de microrganismos do biofilme.  

Os resultados demonstraram a maior concentração de bactérias na 

superfície de titânio puro. 

Sardin et al. (2004) analisaram a aderência in vitro de 

estreptococos em implantes e amostras de esmalte após serem tratados 

com saliva e investigaram a influência da energia livre de superfície (SLE), 

bem como as características adesivas das bactérias. Menor colonização 

foi observada na amostra de esmalte e o menor valor de aderência 

bacteriana está relacionado à tensão hidrofílica bacteriana. Quando foi 

relacionado o número de bactérias aderidas e as propriedades da 

superfície das bactérias, concluiu-se que a aderência bacteriana foi 

influenciada por um componente não polar do substrato. Esses resultados 

são condizentes com a teoria termodinâmica e enfatizam a importância 

das características ácido-básicas da superfície celular na aderência de 

bactérias às superfícies de dentes ou implantes. 

Em 2007, Hauser-Gerspach et al. analisaram a aderência 

de Streptococcus sanguinis em esmalte, implantes dentários e materiais 

restauradores durante uma hora, utilizando uma câmara de fluxo que 

mimetizava in vitro a cavidade oral. Os materiais utilizados foram: titânio, 

ouro, cerâmica e resina. O numero de bactérias aderidas foi alto no titânio 

e ouro, e baixo na resina e no esmalte. Os resultados sugeriram que as 

variações na quantidade de adesão de S. sanguinis neste modelo in vitro, 

dependem da superfície restauradora avaliada. 

Marcacci et al. (2008) avaliaram a aderência de Candida 

albicans em ligas de titânio e cobalto-cromo, com diferentes desgastes. 

Foram confeccionados 24 corpos-de-prova (CP) cilíndricos, 12 de titânio e 
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12 de cobalto-cromo, divididos em quatro grupos de seis. Todos foram 

polidos de forma habitual pelo mesmo técnico. Os CP foram lixados em 

torno de alta rotação por 15 segundos cada lixa, por toda a sua superfície. 

Um grupo de cada metal foi lixado apenas com lixa para metal número 80. 

Os dois outros grupos foram lixados conforme a seqüência (granulação 

decrescente): 80, 150 e 220. Os CP foram esterilizados e posicionados 

em placas de cultura de células. Em cada poço da placa foi adicionada 

quantidade padronizada de caldo Sabouraud e suspensão contendo 106 

cels/ml de C. albicans (ATCC 18804). Após incubação, o número de 

células aderidas por mm2 foi obtido pelo método de semeadura em placa 

de Petri contendo meios de cultura. Os valores encontrados foram 

submetidos aos testes de ANOVA e Tukey, com nível de significância de 

5%. Houve diferença estatística para a granulação de lixas, e não houve 

diferença quando foram comparados os metais. Os autores concluíram 

que quanto maior é a granulação final da lixa maior é a aderência, e o tipo 

de metal não influenciou no resultado. 

Romeiro et al. (2009) analisaram in vitro a aderência de 

Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida glabrata aos implantes 

tratados com jateamento de óxido de titânio e aos implantes de superfície 

lisa. Foram utilizados 10 implantes de superfície tratada e 10 implantes de 

superfície lisa para cada microrganismo estudado. Para análise da 

aderência, foram preparadas suspensões de Candida contendo 106 

células viáveis/ml em espectrofotômetro. Os implantes foram 

acondicionados separadamente em tubos cônicos (falcon) contendo caldo 

Sabouraud e a suspensão do microrganismo. Após 24 h de incubação a 

37°C, os implantes foram lavados e colocados em sonicador com solução 

fisiológica para dispersão das células aderidas. A seguir, foram realizadas 

diluições seriadas e culturas em ágar Sabouraud dextrose. Após 48h a 

37°C, foi realizada a contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFC/ml) e os dados submetidos ao teste t de Student (p≤ 0,05).  C. 

albicans apresentou maior aderência aos implantes seguida por C. 
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glabrata e C. dubliniensis. Não houve diferença estatisticamente 

significante entre os implantes tratados e lisos para todas as espécies 

estudadas. Concluiu-se que a aderência de C. albicans, C. dubliniensis e 

C. glabrata aos implantes tratados com jateamento de óxido de titânio foi 

semelhante ao implante de superfície lisa. 
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2 PROPOSIÇÃO 
 
 
 
 
O objetivo do presente estudo foi avaliar a aderência in 

vitro de Streptococcus sanguinis e Candida albicans em implantes 

dentários de superfície lisa e que receberam tratamento por anodização, 

duplo ataque ácido e jateamento com cerâmica de fosfato de cálcio. 

Foram também avaliadas as associações dos microrganismos com 

Streptococcus mutans e a influência da saliva e do plasma humanos, 

nesta aderência. 
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4   MATERIAL E MÉTODO 
 
 
 
 

4.1 Considerações éticas 
 
 
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Odontologia de São José dos 

Campos/UNESP, sob o protocolo no 05/2008-PH/CEP (Anexo A). 

 
 

4.2 Seleção dos implantes 
 
 
Para realização do experimento foram selecionados 120 

implantes de titânio comercialmente puro: 

 

 -30 implantes de superfície lisa (ACE® - Brockton, EUA) 

medindo 3,3 mm de diâmetro por 10 mm de comprimento, de hexágono 

externo com os tapa implantes instalados; 

-30 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; 

-30 implantes de superfície jateada com cerâmica de 

fosfato de cálcio (RBM – Resorbable Blast Media - ACE® - Brockton, EUA) 

medindo 3,3 mm de diâmetro por 10 mm de comprimento, de hexágono 

externo com os tapa implantes instalados; 
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-30 implantes de superfície submetida ao duplo ataque 

ácido (Osseotite – 3i® - Palm Beach Gardem, EUA) de 3,25 mm de 

diâmetro por 10 mm de comprimento, também de hexágono externo com 

os tapa implantes instalados. 

Os implantes foram esterilizados por autoclavação (121 
0C, 15 min), antes dos ensaios de aderência para cada microrganismo ou 

associações dos mesmos. 

 
 

4.3 Análises realizadas  
 
 
Foram utilizadas amostras padrão de S. sanguinis 

(ATCC10556) e C. albicans (ATCC18804) e realizadas análises dos 

microrganismos separadamente e quatro associações dos mesmos, 

incluindo associação com S. mutans (ATCC 35688) (Quadro 1). 

Os implantes foram separados em 3 grupos. No primeiro 

grupo (controle), os implantes foram, imediatamente depois de removidos 

da embalagem estéril, transferidos assepticamente para poços de placas 

de cultura de células (Costar® - Uberlândia, Brasil). No segundo grupo, 

antes da realização da prova de aderência, os implantes foram tratados 

com saliva humana por 1 hora, e no terceiro os espécimes foram 

mantidos em plasma humano, também por 1 hora (Quadro 2).  
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Quadro 1 - Microrganismos e associações dos mesmos e número de 
implantes de acordo com os grupos e tratamentos 
realizados. Foi utilizado n=10 para cada ensaio (controle, 
com saliva e com plasma) 

 

Microrganismos 

e 

Associações 

Número de ensaios 

Lisa Cerâmica Anodizada Ataque 

ácido 

Total 

S. sanguinis 30 30 30 30 120 

C. albicans 30 30 30 30 120 

S. sanguinis e S. mutans 30 30 30 30 120 

S. sanguinis e C. albicans 30 30 30 30 120 

S. sanguinis, S. mutans e 

C. albicans 

30 30 30 30 120 

S. sanguinis, C. albicans 

e S. mutans 

30 30 30 30 120 

Total de ensaios 180 180 180 180 720

 

 

Quadro 2 - Distribuição do número de implantes pelos grupos e 
tratamentos realizados, para cada microrganismo 

 
Grupo Número de implantes 

Lisa Cerâmica Anodizada Ataque ácido 

Controle 10 10 10 10 
Saliva humana 10 10 10 10 

Plasma humano 10 10 10 10 
Total 30 30 30 30 

 
 

 

 

 

 



36 

 

 

4.3.1 Aderência na presença da saliva 

 
  
Saliva humana estimulada foi coletada de um grupo de 

seis indivíduos, de ambos os sexos. Os doadores apresentavam saúde 

sistêmica e bucal, não apresentavam lesões ativas de cárie e doença 

periodontal segundo critérios de López et al. (2002) e não eram 

tabagistas. Ainda apresentavam baixo índice de placa (índice de O`Leary 

igual ou inferior a 20%) e número de estreptococos do grupo mutans 

inferior a 106 UFC/ml de saliva. Imediatamente após a coleta, a saliva foi 

agrupada e inibidor de protease PMSF (fenil metil sulfonil fluoridro) e 

azida sódica foram adicionados (20 µl de PMSF e de azida sódica para 

cada 1 ml de saliva). A seguir, a saliva foi centrifugada por 20 min a 4 oC a 

20000 RPM (MPW-350R, Biosystems - São José dos Pinhais, Brasil)  

para remover debris e congelada até o momento do experimento. Antes 

do uso, a saliva foi filtrada à vácuo em membrana de éster celulose com 

poros de 0,45 µm de diâmetro (Milipore, São Paulo, SP, Brasil). 

Os implantes foram totalmente imersos na saliva filtrada 

por 60 min a 37 oC e então lavados em água destilada esterilizada para 

imediatamente serem submetidos aos testes de aderência. 

 

 

4.3.2 Aderência na presença do plasma humano 

 
  
Plasma humano do banco de sangue do Hospital 

Universitário da Universidade de Taubaté (UNITAU) foi congelado até o 

momento da utilização.  

Os implantes foram totalmente imersos no plasma por 60 

min a 37 oC e então lavados em água destilada esterilizada para também 

serem submetidos aos testes de aderência. 
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4.4 Aderência dos microrganismos aos implantes 
 

 

Os microrganismos foram semeados em placas de Petri 

contendo ágar específico para o microrganismo e incubados a 37 °C e 5% 

de CO2 por 48 h. A partir do crescimento, foram preparadas suspensões 

padronizadas dos microrganismos contendo 106 células/ml, por análise 

em espectrofotometria (Espectrofotômetro B-582 - Micronal 3.0.4 -São 

Paulo, Brasil).  

Os implantes foram colocados individualmente em poços 

de placas de cultura de células (Costar® - Uberlândia, Brasil) contendo 2,0 

ml de caldo para placa in vitro (Gybbons; Nygaard, 1968) 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 fisiológica esterilizada para 

retirada das células bacterianas ou fúngicas não aderidas e transferidos 

para tubos Falcon contendo 10 ml de solução fisiológica (NaCl 0,85%) 

esterilizada e submetidos ao homogeneizador ultra-sônico (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 apropriado para o crescimento de 

cada microrganismo.  

Quando da associação dos microrganismos, os implantes 

foram transferidos após a incubação para uma nova placa de cultura de 

células com o mesmo meio de cultura e 0,1 ml da suspensão contendo o 

microrganismo seguinte foi adicionada e incubada por mais 24 h nas 

mesmas condições, sequencialmente, conforme consta no Quadro 2. 

 



38 

 

 

Após 48 h 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). A contagem de 

colônias foi realizada em aparelho contador de colônias (Phoenix Luferco 

CP-600, Araraquara, Brasil).  

 

 
 
Figura 1 – Fluxograma ilustrativo da metodologia utilizada nos testes de aderência. 
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4.4.1 Aderência in vitro de S. sanguinis  

 

 

Para análise da aderência do microrganismo S. sanguinis, 

estes foram semeados em placas de Petri contendo ágar BHI (broth heart 

infusion). A partir do crescimento foram preparadas suspensões 

padronizadas por análise em espectrofotometria, sendo que para S. 

sanguinis e S. mutans foi utilizado o comprimento de onda de 398 nm e 

DO (densidade óptica) 0,620.  

Foi utilizado ágar Mitis-Salilvarius (Difco, Detroit, USA) 

para contagem de UFC/ml. Quando da associação de Streptococcus com 

Candida foi utilizado ágar Mitis Salivarius acrescido de bacitracina (Pfizer 

do Brasil – Guarulhos, Brasil) (0,2 UI/ml de meio) e 15% de sacarose 

(MSBS). A diferenciação entre S. sanguinis e S. mutans foi feita 

analisando-se a morfologia de colônia. S. mutans apresenta aspecto de 

vidro esmerilhado e S. sanguinis, mucoso. 

 

 

4.4.2 Aderência in vitro de C. albicans  

 

 

C. albicans foi semeada em placas contendo ágar 

Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA). Para obtenção da solução 

padronizada em espectrofotometria foi utilizado comprimento de onda de 

530 nm e densidade ótica (DO) 0,284.  

Para contagem de unidades formadoras de colônia, foi 

utilizado ágar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA). Quando da 

associação dos microrganismos foi utilizado ágar Sabouraud Dextrose 
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com cloranfenicol (Pfizer do Brasil – Guarulhos, Brasil) (0,1 mg/ml de 

meio). 

 

 

4.5 Análise em microscopia eletrônica de varredura 

 

 

Para ilustrar a aderência de S. sanguinis isolado e as 

associações com C. albicans e com S. mutans e C. albicans, foi 

selecionado um implante de cada grupo e de cada superfície para ser 

submetido à análise em microscopia eletrônica de varredura (Quadro 3). 

 
Quadro 3 - Distribuição dos implantes que foram submetidos à 

microscopia eletrônica de varredura 
 

 Número de Implantes 

Grupo Lisa Jateada Anodizada Ataque 

ácido 

Controle 3 3 3 3 

Saliva humana 3 3 3 3 

Plasma humano 3 3 3 3 

Total 9 9 9 9 

 

Após a incubação dos implantes em caldo placa in vitro 

contendo suspensão padronizada dos microrganismos à 370 C, 5% de 

CO2 por 24 h, os implantes foram removidos do caldo e foi realizada a 

fixação dos microrganismos aderidos na superfície dos implantes. Para 

essa fixação, os implantes foram submersos em glutaraldeído 2,5% por 1 
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hora e em seguida, em solução alcoólica a 10%, 25%, 50%, 75% e 90% 

por vinte min em cada. Finalmente por uma hora em álcool a 100%. 

Com os microrganismos fixados à superfície dos 

implantes, foi realizada a metalização com plasma de ouro, em uma 

metalizadora (Denton Vacuum - EUA). Posteriormente, a aderência dos 

microrganismos foi visualizada no microscópio eletrônico de varredura 

(Jeoel – JSM5310 - Japão) do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais 

(INPE – São José dos Campos - SP) em aumento de 5000 vezes. 

 
 

4.6 Análise estatística  
 

 

 Para a análise estatística, os resultados obtidos nos 

testes de aderência dos grupos estudados foram convertidos em 

logarítimo de 10 e submetidos à análise de variância (ANOVA), teste de 

Tukey, com nível de significância de 5%. 
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5   RESULTADOS 
 

 

 

 

5.1 Aderência de S. sanguinis 

 

 

Para avaliar a aderência de S. sanguinis às superfícies de 

implantes dentários com diferentes tratamentos de superfície, puros e 

após imersão em saliva e plasma humanos, os dados foram submetidos à 

Análise de Variância (ANOVA), teste de Tukey com nível de significância 

de 5%. As médias e desvios padrões (log UFC/ml) da aderência são 

apresentados na Tabela 1. 

S. sanguinis isoladamente apresentou menor aderência 

em todos os grupos estudados. Este microrganismo associado com S. 

mutans e/ou com C. albicans, demonstrou maior capacidade de aderência 

nos três grupos estudados (puro, saliva e plasma humanos) e em todas 

as diferentes superfícies dos implantes.  

A diferença na quantidade de S. sanguinis aderido às 

diversas superfícies do estudo foi relativamente pequena, mas 

estatisticamente significante na maioria dos casos com exceção da 

associação com S. mutans na presença da saliva.  

Os implantes submetidos ao tratamento com duplo ataque 

ácido demonstraram maior concentração de S. sanguinis aderidos. O 

microrganismo isolado e associado com C. albicans demonstrou 

estatisticamente uma maior quantidade de microrganismos aderidos, 

comparando os grupos (controle, saliva e plasma). Quando associado 

com S. mutans apenas os implantes tratados previamente com plasma 

demonstraram maior aderência (6,39+0,05) nesta superfície. No biofilme 
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formado pela associação dos três microrganismos o tratamento com duplo 

ataque ácido também apresentou maior aderência na maioria dos grupos.  

 

Tabela 1 – Médias e desvios padrões do Logarítimo de UFC/ml de 
Streptococcus sanguinis isolado e em associações, presente 
em biofilme formado in vitro em implantes com diferentes 
tratamentos de superfície com e sem imersão em saliva e 
plasma humanos (n=10) 

 
Microrganismos Lisa 

(controle) 

Anodizada Jateada Ataque 

Ácido 

p(ANOVA) 

S. sanguinis 

Puro 

 

4,90+0,11A 

 

4,47+0,13C 

 

4,63+0,11B 

 

4,90+0,11A 

 

0,000 

Saliva 4,74+0,14B/C 4,68+0,11C 4,84+0,09B 5,20+0,12A 0,000 

Plasma 4,57+0,15B 4,06+0,11C 4,67+0,07A/B 4,79+0,11A 0,000 

S. sanguinis + S. mutans 

Puro 6,21+0,02A 6,12+0,12B 6,16+0,03A/B 6,08+0,08B 0,002 

Saliva 6,12+0,32 6,16+0,10 6,13+0,03 6,19+0,03 0,783 

Plasma 6,22+0,03B 6,15+0,02C 5,99+0,09D 6,39+0,05A  0,000 

S. sanguinis + C. albicans 

Puro 5,92+0,04B 6,12+0,08A 6,08+0,03A 6,07+0,07A 0,000 

Saliva 5,93+0,05B 6,12+0,08A 6,11+0,03A 6,05+0,05A 0,000 

Plasma 5,83+0,07C 6,03+0,04B 6,09+0,02A/B 6,13+0,09A  0,000 

S. sanguinis + C. albicans + S. mutans 

Puro 6,27+0,07A 6,08+0,03B 6,09+0,21B 6,37+0,06A  0,000 

Saliva 6,33+0,02A 6,19+0,08B 6,11+0,17B 6,39+0,06A  0,000 

Plasma 6,15+0,02C 6,29+0,02B 6,37+0,06A 6,31+0,02B 0,000 

S sanguinis + S. mutans + C. albicans 

Puro 6,39+0,05A  6,16+0,10C 6,16+0,06C 6,27+0,04B 0,000 

Saliva 6,33+0,02A 6,20+0,05B 6,24+0,06B 6,35+0,05A  0,000 

Plasma 6,29+0,02B 6,14+0,03C 6,28+0,02B 6,39+0,05A  0,000 

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

 

 

Já os implantes submetidos ao tratamento por 

anodização, em geral, apresentaram menor aderência entre as superfícies 
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estudadas, apresentando-se estatisticamente menor na análise de S. 

sanguinis isolado (nos três grupos), associado com S. mutans e 

associado com S. mutans e C. albicans com exceção do grupo plasma da 

associação com S. mutans seguido de C. albicans (6,29+0,02). 

Os implantes com superfícies tratadas com jateamento de 

cerâmica de fosfato de cálcio e com superfície lisa apresentaram médias 

semelhantes e intermediárias, comparados às outras superfícies 

relatadas. 

A comparação da formação de biofilme de acordo com os 

três grupos estudados (controle, saliva e plasma) estão apresentados nas 

Figuras de 2 a 4. Pode-se verificar que as médias de aderência são muito 

semelhantes e que S. sanguinis isoladamente apresentou os menores 

valores de aderência. 

 

 
 
Figura 2 – Médias do Logarítimo de UFC/ml de S. sanguinis isolado e em associações 

presente em biofilme formado in vitro em implantes com diferentes 
tratamentos de superfície no grupo controle. 

 

 

Controle 
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Figura 3 – Médias do Logarítimo de UFC/ml de S. sanguinis isolado e em associações 
presente em biofilme formado in vitro em implantes com diferentes 
tratamentos de superfície na presença de saliva humana. 

 

 

 
 
 Figura 4 – Médias do Logarítimo de UFC/ml de S. sanguinis isolado e em associações 

presente em biofilme formado in vitro em implantes com diferentes 
tratamentos de superfície na presença de plasma humano. 
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5.2 Aderência de C. albicans 
 

 

A aderência de C. albicans às superfícies de implante 

com diferentes tratamentos, puro e após imersão em saliva e soro 

humanos, também foi avaliada. Os dados foram submetidos à Análise de 

Variância (ANOVA), teste de Tukey, com nível de significância 5%. As 

médias e desvios padrões (log UFC/mL) se encontram na Tabela 2. 

A aderência de C. albicans à superfície dos implantes foi 

menor quando comparado a aderência de S. sanguinis em todas as 

superfícies, nos três grupos. 

Em relação às diferentes superfícies, não houve diferença 

estatística entre elas quando da aderência de C. albicans isolada no 

grupo puro, na associação entre S. sanguinis, C. albicans e S. mutans no 

grupo plasma e na associação S. sanguinis, S. mutans e C. albicans no 

grupo saliva. Nos demais experimentos, apesar de pequena, houve 

diferença estatística entre a aderência deste microrganismo às 

superfícies. 

Após análise dos dados verificou-se resultados 

semelhantes entre a aderência de C. albicans nas quatro superfícies 

avaliadas com maior aderência nas superfícies jateadas com cerâmica de 

fosfato de cálcio, seguida da superfície tratada com duplo ataque ácido. 

Novamente a superfície anodizada apresentou menor aderência.  

A formação de biofilme de acordo com os três grupos 

puro, saliva e plasma estão demonstrados nas figuras de 5 a 7. Os 

maiores valores de aderência de C. albicans, foram encontrados na 

associação entre S. sanguinis, C. albicans e S. mutans nos três grupos. 
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Tabela 2 – Médias e desvios padrões do Logarítimo de UFC/ml de C. 
albicans isolado e em associações, presente em biofilme 
formado in vitro em implantes com diferentes tratamentos de 
superfície com e sem imersão em saliva e plasma humanos 
(n=10) 

 
Microrganismos Lisa 

(controle) 

Anodizada Jateada Ataque 

Ácido 

p(ANOVA) 

C. albicans 

Puro 

 

4,17+0,47 

 

4,16+0,18 

 

4,44+0,34 

 

4,13+0,15 

 

0,132 

Saliva 4,10+0,33C 4,71+0,14A/B 4,94+0,10A 4,48+0,18B 0,000 

Plasma 4,27+0,14A 3,77+0,22C 4,01+0,24B 4,14+0,14A/B 0,000 

S. sanguinis + C. albicans 

Puro 4,05+0,19A 3,35+0,21C 4,14+0,24A 3,78+0,18B 0,000 

Saliva 3,79+0,26A/B 3,95+0,25C 4,15+0,11A 3,70+0,23B 0,000 

Plasma 3,66+0,28A/B 3,72+0,22B 4,10+0,23A 3,69+0,31B 0,000 

S. sanguinis + C. albicans + S. mutans 

Puro 4,63+0,10B 4,84+0,05A 4,81+0,04A 4,65+0,10B 0,000 

Saliva 4,88+0,06A/B 4,82+0,06B 4,89+0,06A/B 4,90+0,06A 0,023 

Plasma 4,86+0,06 4,79+0,11 4,80+0,05 4,78+0,05 0,113 

S. sanguinis + S. mutans + C. albicans 

Puro 4,13+0,09A 3,89+0,30B 3,95+0,13B 3,91+0,13B 0,032 

Saliva 4,11+0,14 4,18+0,10 4,18+0,10 4,13+0,08 0,350 

Plasma 4,23+0,09A 4,37+0,07A 4,08+0,13B 4,29+0,12A 0,000 

Análise de Variância ANOVA, teste de Tukey, com nível de significância 5%, 
comparando o tratamento dos implantes: letras diferentes indicam significância 
estatística. 
 

 

A associação de S. sanguinis, C. albicans e S. mutans 

apresentou a maior concentração de C. albicans aderida às superfícies e 

grupos estudados.  
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Figura 5 – Médias do Logarítimo de UFC/ml de C. albicans isolado e em associações 

presente em biofilme formado in vitro em implantes com diferentes 
tratamentos de superfície no grupo controle. 

 

 
 
Figura 6 – Médias do Logarítimo de UFC/ml de C. albicans isolado e em associações 

presente em biofilme formado in vitro em implantes com diferentes 
tratamentos de superfície na presença de saliva humana. 

 

Controle 
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Figura 7 – Médias do Logarítimo de UFC/ml de C. albicans isolado e em associações 

presente em biofilme formado in vitro em implantes com diferentes 
tratamentos de superfície na presença de plasma humano. 

 
 

5.3 Aderência em Microscopia eletrônica de Varredura 
 

 

Inicialmente foram realizadas micrografias das superfícies 

dos implantes previamente a incubação dos microrganismos (Figura 8). 

Após a avaliação dos dados em UFC/ml e a análise 

estatística, foi realizada formação de biofilme de S. sanguinis isolado e 

das associações de S. sanguinis e C. albicans e S. sanguinis, S. mutans e 

C. albicans nas quatro superfícies e três grupos estudados, os quais 

foram visualizados em microscopia eletrônica de varredura, com o intuito 

de ilustrar o experimento (Figuras de 9 à 17). 
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Figura 8 - Micrografias 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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Figura 9 - Micrografias representativas da aderência de S. sanguinis isolado, no grupo 
controle, às superfícies lisa (L) e tratadas com jateamento (J), anodização (A) 
e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 
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Figura 10 - Micrografias representativas da aderência de S. sanguinis isolado, no grupo 
saliva, às superfícies lisa (L) e tratadas com jateamento (J), anodização (A) e 
duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 

 
 
 
 
 
 



53 

 

 

 

 
 
Figura 11 - Micrografias representativas da aderência de S. sanguinis isolado, no grupo 

plasma, às superfícies lisa (L) e tratadas com jateamento (J), anodização (A) 
e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 
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Figura 12 - Micrografias representativas da aderência de S. sanguinis associado a C. 

albicans, no grupo controle, às superfícies lisa (L) e tratadas com 
jateamento (J), anodização (A) e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 
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Figura 13 - Micrografias representativas da aderência de S. sanguinis associado a C. 

albicans, no grupo saliva, às superfícies lisa (L) e tratadas com jateamento 
(J), anodização (A) e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 
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Figura 14 - Micrografias representativas da aderência de S. sanguinis associado a C. 
albicans, no grupo plasma, às superfícies lisa (L) e tratadas com jateamento 
(J), anodização (A) e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 
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Figura 15 - Micrografias representativas da aderência da associação de S. sanguinis, S. 
mutans e C. albicans, no grupo controle, às superfícies lisa (L) e tratadas com 
jateamento (J), anodização (A) e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 
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Figura 16 - Micrografias representativas da aderência da associação de S. sanguinis, S. 
mutans e C. albicans, no grupo saliva, às superfícies lisa (L) e tratadas com 
jateamento (J), anodização (A) e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 
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Figura 17 - Micrografias representativas da aderência da associação de S. sanguinis, S. 
mutans e C. albicans, no grupo plasma, às superfícies lisa (L) e tratadas com 
jateamento (J), anodização (A) e duplo ataque ácido (AA) (5.000 x). 
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6 DISCUSSÃO 
 
 
 
 

Estudos demonstraram que a periimplantite possui uma 

patogênese semelhante ao da doença periodontal (Ong et al., 1992; 

Mombelli; Lang, 1998; Radford et al., 1998; Persson et al., 2006). A 

correlação entre acúmulo de biofilme, presença de periodontopatógenos e 

nível de perda óssea ao redor do tecido periimplantar já foi comprovada 

(Apse et al., 1989; Quirynen et al.,1996; Devides; Franco, 2006; Persson 

et al., 2006; Furst et al., 2007; Heuer et al., 2007; Pongnarisorn et al., 

2007). 

Em pacientes edêntulos, a área subgengival ao redor dos 

implantes apresenta principalmente cocos Gram-positivos anaeróbios 

facultativos e bastonetes não móveis. Em periimplantes saudáveis, 

Streptococcus sanguinis e Streptococcus mitis são os microrganismos 

predominantes (Mombelli, Lang, 1994). A microbiota periimplantar em 

pacientes edêntulos é comparada à microbiota que coloniza tecidos moles 

de pacientes edêntulos sem implantes e a subgengival de pacientes 

periodontalmente sadios (Danser et al., 1995; Leonhardt et al., 1999; 

Listgarten; Lai, 1999; Sumida et al., 2002; Leitão et al., 2005; Heuer et al., 

2007; Pongnarisorn et al., 2007;  Shibli et al., 2007; Rupani et al., 2008). 

A formação inicial do biofilme pode ser influenciada por 

diferentes superfícies de implantes (Ruona et al. 1991; Silva et al., 2005). 

A aderência de microrganismos à implantes dentários parece ser 

diretamente proporcional à rugosidade de sua superfície (Nakazato, 

1989). Um estudo in vivo expondo diferentes materiais de implantes à 

microbiota bucal demonstrou que estreptococos foram os microrganismos 

predominantes no biofilme e que a quantidade e qualidade do biofilme 
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formado foram relacionadas aos tipos de superfícies dos implantes 

(Lindhe et al., 1992).  

A aderência e colonização bacteriana foram consideradas 

fatores chaves no insucesso dos implantes dentários (Rimondini et al., 

1997). A periimplantite não ocorre sem prévia aderência microbiana e 

subseqüente colonização. A aderência depende do tipo de 

microrganismo, das propriedades físico-químicas da superfície do 

implante e da presença de fluidos bucais interpostos entre os 

microrganismos e as superfícies dos implantes (Pratt-Terpstra et al., 1987; 

Gatewood et al., 1993).  

Assim, torna-se necessário estudar a influência das 

superfícies dos implantes sobre a aderência microbiana e conseqüente 

formação de biofilme dentário. Para isso, foram avaliadas a aderência dos 

microrganismos S. sanguinis e C. albicans isoladamente e em 

associações com S. mutans formando biofilmes microbianos. 

A escolha destes microrganismos justifica-se pelo fato de 

S. sanguinis ser um colonizador primário do biofilme dentário (Hauser-

Gerspach et al., 2007). C. albicans é um fungo oportunista associado ao 

desenvolvimento de candidose. Esta doença é comum em pacientes 

imunodeprimidos e pode evoluir de uma relação de comensalismo a uma 

doença fatal (Ghannoum, 2000; Migliorati et al., 2004).  S. mutans, apesar 

de apresentar maior importância na cariogênese, está presente em 

biofilmes de superfícies sólidas presentes na boca, associado a outros 

microrganismos (Wolinsky et al., 1989) . Além disso, possui uma relação 

de comensalismo com S. sanguinis (Jorge, 2007) e a coagregação com C. 

albicans parece intensificar a aderência de ambos os microrganismos à 

superfície dentária e em materiais odontológicos (Holmes et al., 1995; Sen 

et al. 1997; Nikawa et al. 2003; Eick et al., 2004) 

As leveduras do gênero Candida apresentam diferentes 

fatores de virulência como, aderência aos tecidos do hospedeiro, 

produção de enzimas histolíticas e formação de hifas, que facilitam a 
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invasão tecidual (Tsang; Macmillan, 2007). A aderência é considerada a 

primeira etapa no processo de infecção, sendo importante para a 

colonização e invasão nos tecidos do hospedeiro.  Diversos estudos in 

vitro e in vivo foram desenvolvidos para quantificar e caracterizar a 

aderência dessas leveduras em superfícies celulares e superfícies 

inanimadas, tal como resinas acrílicas e implantes dentários (Branting et 

al., 1989; Radford et al., 1998; Pires et al., 2001; Pereira et al., 2007; 

Marcacci et al. 2008).  

Rasperini et al. em 1998 analisaram a presença de 

Candida no sulco periimplantar de 24 pacientes e encontraram 88,23% de 

sítios positivos para C. albicans. 

Leonhardt et al. (1999) estudaram a microbiota 

subgengival de 37 indivíduos com implantes de titânio que apresentavam 

perimplantites. Patógenos periodontais, como Porphyromonas gingivalis, 

Prevotella intermedia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans foram 

isolados em 60% dos casos de periimplantites. Microrganismos que não 

estão associados primariamente com periodontite, também foram isolados 

(55% dos casos), incluindo Staphylococcus spp., Enterococcus e Candida 

spp. 

A idéia de se formar um biofilme com esses 

microrganismos ocorreu pela possibilidade de se criar um ambiente 

semelhante ao que encontramos em periimplantes saudáveis, como 

comprovado por Quirynen e Listgarten (1990) e Persson et al. (2006). 

Consequentemente, analisamos a aderência dos microrganismos 

isoladamente e se a associação dos mesmos, em função das interações 

específicas entre os microrganismos, alterariam a quantidade e qualidade 

desta adesão. 

Além disso, o modelo de biofilme empregado neste 

estudo visou demonstrar a importância da película adquirida, formada 

pela saliva e plasma humanos, nesta aderência. Este modelo preconizou 

a formação de película adquirida sobre as amostras previamente à 
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colonização bacteriana. Este passo foi descrito por Guggenheim et al. 

(2000), mantendo as amostras imersas em saliva antes da incubação. 

Na presença de película adquirida, S. sanguinis é o 

primeiro microrganismo a se aderir e colonizar as superfícies sólidas da 

boca. Além de aderir à película adquirida, S. sanguinis interage com 

outros componentes salivares como imunoglobulina A, mucina, aglutinina 

e α-amilase (Kawashima et al., 2003). Por este motivo, optamos por incluir 

na metodologia do presente estudo, a aderência de microrganismos na 

presença de saliva e plasma humanos, realizando sempre a incubação 

inicial com S. sanguinis quando da associação de microrganismos. 

Atualmente, os implantes dentários de titânio têm 

recebido vários tratamentos de superfícies como jateamento de plasma, 

recobrimento com hidroxiapatita, ataque ácido, anodização, jateamento 

com cerâmica, jateamento com óxido de titânio, entre outros. Esses 

tratamentos têm por finalidade aumentar a rugosidade da superfície do 

implante, contribuindo para uma melhor osseointegração. Entretanto, tem 

sido demonstrado que a rugosidade da superfície do implante pode estar 

correlacionada com o grau de colonização microbiana na superfície dos 

implantes dentários (Pratt-Terpstra et al., 1987). 

Shibli et al. (2003) avaliaram a microbiota da 

periimplantite induzida por ligadura em cães após a instalação de 

implantes dentários de titânio com 4 superfícies diferentes: 

comercialmente puro, jateado com plasma, recoberto por hidroxiapatita e 

tratado com ácido. Decorridos 60 dias da introdução da ligadura, esses 

autores encontraram Prevotella intermedia em 100% dos implantes 

instalados, Porphyromomnas gingivalis e Fusobacterium spp. em 29,03% 

e Streptococcus spp. em 77,42%. Campylobacter spp. e Candida spp. 

também foram detectados na superfície dos implantes, entretanto em 

menores proporções. Esses microrganismos foram observados na 

superfície de todos os implantes, independente do tipo de superfície 

estudada. 
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Tendo em vista que, atualmente, novas superfícies estão 

disponíveis para uso clínico, para este experimento foram selecionados 

implantes comumente utilizados no mercado internacional, e que 

apresentavam diferenças no processo de tratamento de suas superfícies. 

Utilizamos implantes tratados por subtração de partículas através do 

processo de anodização (Albrektson; Wennerberg, 2004), implantes 

submetidos à jateamento com partículas de fosfato de cálcio (Gonshor et 

al., 2003) e implantes com condicionamento de sua superfície através do 

duplo ataque ácido, utilizando ácido clorídrico e fosfórico (Al-Nawas, 

2007). Como controles, foram utilizados implantes de superfície lisa. 

O método de quantificação da aderência utilizado foi por 

meio de cultura e contagem de UFC/ml, método utilizado pela maioria dos 

autores (Wollinsky et al. 1989; Percival et al., 2006; Pereira et al., 2007; 

Romeiro et al., 2009). Outro método possível é a quantificação através de 

microscopia eletrônica de varredura, como utilizado por Wu-Yuan et al. 

(1995) e Gatewood et al. (1993). Como nós utilizamos cultura para 

quantificar, a microscopia eletrônica de varredura, em nosso experimento, 

foi realizada apenas para ilustrar esta aderência. 

O tempo de incubação dos microrganismos adotado neste 

experimento foi de 24 h. Diferentemente do trabalho de Wu-Yuan (1995) 

que utilizou tempo de 60 min. É bem verdade que este trabalho realizou a 

contagem através de microscopia eletrônica de varredura, método que 

exige uma menor quantidade de microrganismos aderidos para que se 

possa realizar a contagem. Em estudos como o de Pereira et al. (2007) e 

Romeiro et al. (2009), e em trabalhos preliminares observamos que o 

tempo utilizado por nós, associado a duas diluições seriadas, 

apresentavam resultados melhores no que diz respeito à contagem de 

UFC/ml. 

A metodologia utilizada para mensuração do número de 

UFC/ml aderidas aos implantes é de simples execução e assemelha-se a 

utilizada por Imazato et al. em 2003 e Romeiro et al. em 2009. Os estudos 
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realizaram contagens de colônias em placas de Petri inoculadas em 

duplicata com diluições dos microrganismos. Após 48 h de incubação, a 

contagem das colônias formadas foi realizada nas placas que 

apresentaram entre 30 e 300 colônias. 

Apesar da diferença de métodos empregados em outros 

trabalhos, como o objetivo foi comparar aderência entre diferentes 

superfícies dentro da mesma metodologia, foi possível estabelecer um 

comparativo com nossos resultados.   

 Os resultados do presente estudo não demonstraram 

diferenças na aderência de microrganismos isolados e em biofilmes aos 

implantes controle e previamente embebidos em saliva e plasma 

humanos, contrariando resultados de outros estudos que destacaram a 

importância da película adquirida na aderência de microrganismos a 

superfícies bucais sólidas (Pratt-Terpstra et al., 1987; Wolinsky et al., 

1989; Idone et al., 2003). Segundo Jendresen e Glantz (1981) os 

microrganismos reconhecem proteínas da película adquirida quando estas 

estão adsorvidas às superfícies e essa aderência é diferente pra cadatipo 

de material e depende da rugosidade e energia livre de superfície. 

Provavelmente o titânio liso e com os três tratamentos de superfícies 

estudadas promoveram uma adsorção de proteínas da saliva e plasma 

humanos que não interferiram na aderência dos microrganismos. 

S. sanguinis foi o microrganismo que apresentou as 

maiores médias de aderência no presente estudo. Estes dados foram 

comprovados pelo estudo de Hauser-Gerspach et al. (2007) que 

encontraram elevada quantidade de S. sanguinis aderido a superfície de 

implantes dentários e materiais restauradores em um modelo de 

aderência in vitro.  

Quando em associação a outros microrganismos as 

médias apresentaram-se ainda maiores. Este ocorrido pode ser explicado 

pela metodologia aplicada neste trabalho para a contaminação dos 

implantes. Quando isoladamente, os microrganismos foram inoculados 
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juntamente com os corpos de prova por 24 h. A associação de 

microrganismos foi realizada, inoculando-os a cada 24 h, portanto, 

associado a um microrganismo, S. sanguinis permaneceu no meio de 

cultura por 48 h e associado a dois, por 72 h, situação na qual apresentou 

maior número de microrganismos aderidos. C. albicans também 

apresentou médias maiores quando permaneceu por 48 h no meio de 

cultura, entretanto as médias de aderência apresentaram-se menores que 

de S. sanguinis em todas as situações. 

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 uma 

menor aderência aos implantes de superfície anodizada, ficando os 

implantes lisos e jateados com cerâmica de fosfato de cálcio em um nível 

intermediário de aderência. Este resultado demonstrou que nem sempre a 

superfície lisa apresenta menor aderência de microrganismos. Grossner-

Schreiber et al. (2001) analisaram in vitro a formação de biofilme dentário 

sobre a superfície de implantes liso e tratados com deposição física de 

vapor, nitrato de titânio e nitrato de zircônia. Uma significante diminuição 

na aderência de S. sanguinis foi verificada nas três superfícies tratadas 

quando comparadas com a superfície lisa. Grossner-Schreiber et al. 

(2004) analisando in vivo a formação de biofilme sobre essas mesmas 

superfícies, comprovaram a maior aderência a implantes lisos. Já Wu-

Yuan et al. (1995) analisando a aderência de S. sanguinis em implantes 

lisos, rugosos e com ranhuras, demonstraram menor aderência em 

implantes de superfície lisa, porém esta análise foi realizada em 

microscopia eletrônica de varredura, onde os autores selecionaram 5 

campos de cada amostra e realizaram a contagem.   

As médias de aderência de C. albicans demonstrada no 

presente estudo, foram inferiores às dos outros microrganismos 

estudados. Estabelecendo um comparativo entre as superfícies, os 

grupos e as associações pode se verificar grande semelhança. Em três 
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situações não encontramos diferença significativa entre os resultados, C. 

albicans isolada e implante puro, associação de S. sanguinis, S. mutans e 

C. albicans na presença de saliva e S. sanguinis, C. albicans e S. mutans 

na presença de plasma humano. Nos demais experimentos os resultados 

alternaram-se, com maior aderência em implantes tratados com 

jateamento de cerâmica de fosfato de cálcio, seguido dos condicionados 

com duplo ataque ácido. Novamente os implantes submetidos a 

anodização apresentaram menor aderência. Em trabalho semelhante, 

Romeiro et al. (2009) não encontraram diferenças estatísticas entre a 

aderência de C. albicans a superfície de implantes lisa e tratadas com 

jateamento de óxido de titânio. O que comprova mais uma vez que a 

superfície lisa não é condição sine qua non para a manutenção da saúde 

periimplantar de implantes expostos ao meio bucal. 

Segundo Chamberlain et al. (1992) a energia livre de 

superfície é diretamente proporcional a hidrofilia da superfície e como a 

maioria dos microrganismos são hidrofílicos, uma aproximação a uma 

superfície hidrofílica é termodinamicamente desfavorável. Segundo 

Coutinho (2007) em trabalho avaliando a energia livre de superfície de 

implantes submetidos a tratamento de superfície com anodização e duplo 

ataque ácido comparando a implantes lisos verificou uma maior energia 

de superfície de implantes submetidos a anodização quando comparados 

às outras duas superfícies, que não apresentaram diferença estatística 

entre si. Portanto, a hidrofilia 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 específicas sobre a aderência de 
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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 influencia, 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 a aderência de microrganismo, 

principalmente os pioneiros na formação do biofilme que servirão de 

alicerce para a colonização de microrganismos patogênicos ao tecido 

periimplantar.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



69 

 

 

7 CONCLUSÃO 
 
 
 
 

A partir da metodologia empregada, os resultados 

permitem concluir que: 
 
a) A aderência dos microrganismos não foi 

influenciada pela presença ou ausência de saliva e 

plasma humanos interpostos; 

 

b) S. sanguinis apresentou grande aderência às 

superfícies de titânio lisa e tratadas com 

anodização, jateamento de cerâmica de fosfato de 

cálcio e duplo ataque ácido; 

 

c) A superfície anodizada demonstrou menor 

aderência dos microrganismos e associações 

estudadas; 

 

d) A superfície condicionada com duplo ataque ácido 

apresentou maior aderência de S. sanguinis; 

 

e) A superfície lisa apresentou resultados 

intermediários de aderência em todos os grupos. 
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APÊNDICE A: Resultados do logarítimo de UFC/ml, médias e desvios 

padrões dos microrganismos isolados e em associações, de implantes 

com diferentes tratamentos de superfície, com e sem imersão em saliva e 

plasma humanos. 
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ABSTRACT 

 

 

 

 

The aim of this study has been to analyze, in vitro the adherence of 

Streptococcus sanguinis, Candida albicans and associations of those 

microorganisms with Streptococcus mutans to the surfaces of dental 

implants treated with calcium phosphate jetting, anodization, double acid 

attack and to those of smooth surface, with or without previous saliva or 

blood plasma incubation. Ten implants from each surface were selected 

for every studied microorganism and association. In order to analyze the 

adherence, suspensions of microorganisms bearing 106 viable cells/ml in 

spectrophotometer were prepared. Additionally, every microorganism and 

association was divided in three groups: in the first, an implant was 

removed from its wrap and put right away into the sauce; the second, it 

was previously drenched into saliva for one hour; and the last one, into 

plasma, for one hour, as well. The implants were separately placed in 

culturing plaque wells of cells containing saccharose sauce (in vitro 

plaque) and the microorganism’s suspension. After 24 hours of incubation 

time at 37 °C and 5% of CO2, the implants were taken washed three times 

for a minute in saline sterile solution and put in a sonicator holding 10 ml of 

saline in order to disperse adherent cells. Then, seriated dilutions were 
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done, and sowing in culture media specific for each of the. After a 48h-

incubation time at 37°C and 5% of CO2, a counting was carried, of the 

colony forming units (UFC/ml) and the data were submitted to the ANOVA, 

Tukey test, at a significance level of 5%. To illustrate the adherence of the 

microorganisms, some samples were exposed to electronic sweeping 

microscopy. The results did show great microorganism adherence to the 

surfaces studied, mainly when associated forming a biofilm. The anodized 

surface presented the smallest adherence figures from the two 

microorganisms, within the three groups and four surfaces studied. S. 

sanguinis showed the greatest adherence on implants that had their 

surface treated with double acid attack and C. albicans presented the 

greatest UFC/ml figures on jetted surfaces. The presence of interposed 

fluids as human saliva or plasma did not interfere in that adherence. The 

adherence of microorganisms to dental implants seems to be dependent 

on the type of surface. 

 

Keywords: Dental implantation. Candida albicans. Streptococcus mutans. 

Streptococcus sanguinis. 
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