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RESUMO 

 

Lanfredi CB. Análise in vitro da ação antibacteriana de filme nanoestruturado 
contendo partículas de prata aplicado em superfície de titânio [Dissertação]. São 
Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2012 Versão 
Corrigida. 

 

Apesar do alto e significativo índice de sucesso dos implantes osseointegráveis, 

fracassos podem ser acarretados por diversos fatores, tais como falhas cirúrgicas, 

protéticas, trauma oclusal e por infecções nos tecidos ao redor do implante. As 

lesões inflamatórias desenvolvidas ao redor de implantes são conhecidas 

coletivamente como doença peri-implantar, que possui um papel muito importante na 

falência de implantes, sendo considerada uma das principais causas. O objetivo 

deste trabalho foi analisar a ação antibacteriana de filme nanoestruturado com 

partículas de prata aplicado em superfície de titânio de componentes protéticos 

conectados a implantes, em relação às bactérias predominantes na infecção peri-

implantar. Para avaliar a ação antibacteriana do filme nanoestruturado com 

partículas de prata foi realizado teste microbiológico com cepas de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) e 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). Discos de titânio sem tratamento 

formaram o grupo controle (Ti) e discos com filme nanoestruturado com partículas de 

prata, o grupo teste (NT-Ag). Cada teste foi realizado em triplicata e repetido por três 

ocasiões separadas. Após 48 horas de incubação dos discos em caldo de infusão de 

cérebro e coração (BHI), previamente inoculado com as cepas, a 37 °C, em 

anaerobiose, os discos foram então retirados e colocados em um tubo contendo 

solução tampão fosfato-salina (PBS) e centrifugados por 1 minuto em aparelho tipo 

vortex. O PBS foi diluído em série até 1:100.000, distribuído em placas de ágar 

sangue e essas foram incubadas por 48 horas, a 37ºC, em anaerobiose e então foi 

feita a contagem de colônias sobre as placas para posterior calculo das unidades 

formadoras de colônia (UFC). A análise da adesão bacteriana foi realizada com 

cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium 

nucleatum (ATCC 25586) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), através da 

leitura dos discos em microscópio eletrônico de varredura Leo 43, após imersão dos 



  

discos em BHI inoculado. O teste antibacteriano, realizado com Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, apresentou valor médio de UFC/mL do grupo teste (NT-Ag) 

semelhante ao obtido do grupo controle (Ti), não havendo diferença estatística 

(p<0,01) entre eles. Os testes realizados com Fusobacterium nucleatum e 

Porphyromonas gingivalis não apresentaram crescimento bacteriano, na etapa de 

leitura das placas, para os dois grupos, controle (Ti) e teste (NT-Ag). As imagens 

obtidas, através do microscópio eletrônico de varredura (MEV), demonstraram uma 

notável redução da adesão bacteriana, nos discos com filme nanoestruturado com 

partículas de prata (NT-Ag), em comparação com as imagens do grupo controle (Ti), 

para todas as cepas, porém não são conclusivas. O filme nanoestruturado com 

partículas de prata não foi efetivo na redução da adesão de A. 

actinomycetemcomitans. 

Palavras-chave: Peri-implantite. Prata. Nanotecnologia. Bactérias Anaeróbias. 

Microscopia eletrônica de varredura. 



  

ABSTRACT 

 

Lanfredi CB. Analysis in vitro of antibacterial effect of nanostructured film with silver 
particles applied to titanium surface. [thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, 
Faculdade de Odontologia; 2012. Versão Corrigida. 

 

Despite the high and significant success rate of dental implants, failures can be 

posed by various factors such as surgical and prosthetic failures, oclusal trauma and 

infections in the tissues around the implant. The inflammatory lesions developed 

around implants are collectively known as peri-implant disease, which has a very 

important role in implant failure and is considered one of the main causes. The aim of 

this study was to evaluate the antibacterial activity of nanostructured film with silver 

particles, applied on abutments connected to implants, in relation to the predominant 

bacteria in peri-implant infection. To evaluate the antibacterial activity of the 

nanostructured film, microbiological tests were performed with strains of 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium nucleatum 

(ATCC 25586) and Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). Untreated titanium 

discs were the control group (Ti) and discs with the nanostructured film with silver 

particles formed the test group (NT-Ag). Each test was run in triplicate and repeated 

on three separate occasions. After 48 hours of discs incubation in brain heart infusion 

broth (BHI), previously inoculated with the strains, at 37 °C, under anaerobic 

conditions, the discs were then removed and placed in a tube containing phosphate 

buffered saline solution (PBS) and vortexed for 1 minute. The PBS was serially 

diluted up to 1:100,000, distributed in blood agar plates and incubated for 48 hours, 

at 37 ° C in anaerobiosis and then colonies were counted for subsequent calculation 

of colony forming units (CFU). The analysis of bacterial adhesion was performed with 

strains of Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium 

nucleatum (ATCC 25586) and Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) by reading 

the discs surface in a scanning electron microscope Leo 43, after immersion of the 

discs on inoculated BHI. The antibacterial test, performed with Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, obtained CFU/mL medium value  from the test group (NT-

Ag) similar to the obtained in the control group (Ti), showing no statistical difference 

(p <0.01) between them. The tests performed with Fusobacterium nucleatum and 



  

Porphyromonas gingivalis showed no bacterial growth, in plates reading step, for 

both groups, control (Ti) and test (NT-Ag). The images obtained by scanning electron 

microscopy showed a remarkable reduction of bacterial adhesion, on discs with 

nanostructured film with silver particles (NT-Ag), when compared to the images of the 

control group (Ti), for all strains, but they were not conclusive. The nanostructured 

film with silver particles was not effective in reducing bacterial adhesion of A. 

actinomycetemcomitans. 

 

 

Keywords: Peri-implantitis. Silver. Nanotechnology. Anaerobic Bacteria. Scanning 

electron microcopy.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Inúmeros estudos longitudinais realizados nas últimas décadas e evidências 

clínicas comprovam o alto índice de sucesso da reabilitação através do uso de 

implantes osseointegráveis, atingindo índice de sobrevivência de 94,7%, após 10 

anos do implante em função (Leonhardt et al., 1993; Jung et al., 2008 a;  Simonis et 

al., 2010). 

O sucesso da osseointegração e do tratamento com uso desses dispositivos, 

acarreta na necessidade de maior ênfase em estudos objetivando a manutenção e 

longevidade dos implantes. Apesar do índice de sucesso ser significativo, fracassos 

ainda ocorrem e podem ser acarretados por diversos fatores tais como, falhas 

cirúrgicas, protéticas, trauma oclusal e por infecções nos tecidos ao redor do 

implante (Quirynen et al., 2002; Sakka; Coulthard, 2011). Existem ainda condições 

relacionadas ao paciente que podem prejudicar o processo de cicatrização como o 

tabagismo, doenças sistêmicas, tratamento quimioterápico e uso de bisfosfonatos, 

visto que pacientes que fazem uso prolongado desse medicamento devem ser 

tratados com cautela (Wang et al., 2007; Sakka; Coulthard, 2011). 

A contaminação bacteriana do sítio receptor pode ocorrer durante a cirurgia 

de instalação do implante e também poderá gerar falha ou insucesso no processo de 

osseointegração. As possíveis vias de contaminação durante a cirurgia são 

instrumentos cirúrgicos, luvas, ar da sala cirúrgica, ar expirado pelo paciente, saliva 

e pele peri-oral (Quirynen et al., 2002). A microbiota salivar presente na cavidade 

bucal, previamente à cirurgia pode ser eliminada em até 95%, através do enxágue 

pré-operatório com clorexidina 0,12%, durante 1 minuto e a redução microbiana da 

pele deve ser realizada com solução de clorexidina alcoólica (Quirynen et al., 2002). 

O biofilme microbiano bucal está diretamente relacionado com a etiologia das 

peri-implantites, inicialmente desenvolve-se a mucosite, que é a inflamação da 

mucosa peri-implantar e sua evolução leva a perda de tecido ósseo ao redor de 

implantes em função o que é caracterizado como peri-implantite, se não for realizada 

a eliminação dos fatores etiológicos, ocorre a evolução do processo de reabsorção 
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óssea, podendo levar a perda do implante (Becker et al., 1990; Lee et al., 1999; 

Pfau; Avila-Campos, 2005). 

Na doença peri-implantar estão envolvidas várias espécies de bactérias gram-

negativas e anaeróbias, na maioria das vezes a composição da microbiota é similar 

à presente na região subgengival da periodontite crônica (Mombelli; Décaillet, 2011). 

As bactérias são o fator causal principal da doença periodontal e contribuem 

também para sua evolução. Assim, a redução desses microrganismos é fundamental 

para o combate ao quadro infeccioso, no tratamento da mucosite e peri-implantite e 

na manutenção do estado de saúde (Mombelli et al., 1987; Apse et al., 1989; Becker 

et al., 1990; Mombelli, 2002). 

A alta incidência de infecções peri-implantares, evidencia a necessidade por 

melhorias na manutenção da saúde dos tecidos que circundam o implante. Através 

da literatura é possível estimar que a frequência de quadros de mucosite e peri-

implantite acometendo implantes seja em torno de 64,6% para mucosite e 8,9% para 

peri-implantite (Ferreira et al., 2006; Simonis et al., 2010).  

Com a intenção de alcançar a aceleração e o aprimoramento da 

osseointegração foram propostas mudanças na superfície dos implantes. Para isso 

foram desenvolvidos diversos tipos de tratamentos de superfície, o que torna a 

superfície do implante mais rugosa e porosa (Guéhennec et al., 2007), permitindo 

maior acúmulo de biofilme e também dificultando sua remoção. 

O constante crescimento de resistência bacteriana a vários tipos de 

antibióticos é uma grande preocupação na área da saúde, pois causa dificuldades 

na resolução de doenças infecciosas de origem bacteriana. Alternativas viáveis, 

como o uso da prata, estão sendo pesquisadas, com o objetivo de evitar a 

resistência aos antibióticos e encontrar novas formulações e materiais que possuam 

propriedades efetivas na redução bacteriana (Ewald et al., 2006; Chopra, 2007; 

Akhavan, 2009).  

A prata é um material amplamente utilizado na área médica devido a sua 

comprovada capacidade antimicrobiana e por sua propriedade biocompatível aos 

tecidos humanos, quando utilizada de forma adequada e com cautela, pois também 

pode produzir efeitos tóxicos e cumulativos, não apenas ao organismo humano, mas 
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também ao meio ambiente, dependendo da dosagem e concentração de sua 

formulação. O uso da prata na escala nanométrica pode proporcionar alguns 

benefícios, como maior reatividade e durabilidade (Ewald et al., 2006; Chopra, 2007; 

Akhavan, 2009; Liao et al., 2010; Martinez-Gutierrez et al., 2010; Xing et al., 2010). 

A Nanopartícula é constituída por poucos átomos e possuí propriedades 

diferentes do mesmo material quando em moléculas maiores, o que pode gerar 

alguns benefícios. Devido a isso está ganhando espaço e atenção em pesquisas na 

área biológica, médica, farmacêutica e odontológica e já é utilizada como carreadora 

de agentes terapêuticos, diagnóstico de doenças crônicas, cateteres vasculares e 

urinários. A nanotecnologia compreende o desenvolvimento tecnológico dentro da 

escala entre 1 a 100 nm, materiais nessa escala possuem características físico-

químicas únicas, como alta proporção de área de superfície para massa e alta 

reatividade, o que muitas vezes proporciona efeitos maiores e mais duradouros. Os 

benefícios dessa tecnologia inovadora não se limitam apenas à área da saúde, 

sendo amplamente explorada também em outras atividades como na indústria 

alimentícia e têxtil com a função de limitar o crescimento bacteriano (Martinez-

Gutierrez et al., 2010). 

O filme nanoestruturado com partículas de prata pode ser uma solução 

preventiva à doença peri-implantar, evitando ou diminuindo a capacidade de adesão 

de bactérias precursoras à mucosite e peri-implantite, aumentando o índice de 

sucesso e a longevidade dos implantes osseointegráveis.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

2.1 MUCOSITE E PERI-IMPLANTITE 

 

 

A mucosite é o estágio inicial da doença peri-implantar; pode ser reversível e 

caracterizada como uma inflamação local da mucosa ao redor do implante, sem 

apresentar perda óssea. Já a peri-implantite é definida como um processo 

inflamatório que resulta em perda óssea ao redor de implantes osseointegrados em 

função (Albrektsson; Isidor, 1994). 

O diagnóstico precoce da peri-implantite é de extrema importância, para que 

se inicie o tratamento antes do aparecimento de danos irreversíveis ou mesmo a 

perda do implante. Para avaliar o estado de saúde dos tecidos peri-implantares 

alguns parâmetros são observados tais como: avaliação radiográfica, sondagem 

peri-implantar, supuração e sinais clínicos da mucosa ao redor do implante 

(Mombelli; Lang, 1998). 

Alternativa recente no exame radiológico é representada pela tomografia 

computadorizada, oferecendo um resultado mais fiel por apresentar imagem em três 

dimensões das estruturas ósseas, não ocorre sobreposição de imagens ou distorção 

e a escala é de um para um. Em estudo experimental realizado em mandíbula de 

porco, a tomografia cone beam foi a ferramenta radiológica que apresentou melhor 

qualidade de imagem na detecção de defeito peri-implantar previamente preparado, 

sendo superior à radiografia intraoral, panorâmica e tomografia computadorizada 

(Mengel et al., 2006). 

Outro recurso para investigar possível perda óssea é o exame de sondagem, 

este não fornece apenas a profundidade do sulco, mas permite também a 

visualização de outros sinais clínicos da doença como sangramento, exsudação, 

supuração e distância entre o tecido mole marginal a um ponto de referência no 

implante, para que se possa definir se está havendo hiperplasia ou recessão 

tecidual. Outros possíveis sinais de doença podem estar presentes como fístula, 

recessão gengival, ou hiperplasia gengival (Mombelli; Lang, 1998).  



24 
 

Implantes saudáveis permitem sondagem de aproximadamente três 

milímetros, quando a profundidade de sondagem não exceder essa profundidade, 

outros parâmetros devem ser observados como sinais iniciais da doença, tais como, 

a presença de biofilme e sangramento a sondagem (Mombelli; Lang, 1998; Schou et 

al., 2002). A sondagem ao redor de implantes deve ser feita sem utilizar força 

excessiva, o ideal seria uma aplicar força de penetração em torno de 0,2 – 0,3 N, 

para que danos ao selamento gengival sejam evitados. A cautela durante a 

sondagem de implantes é importante, pois é mais sensível a variações de força do 

que quando realizada em dentes naturais. A capacidade de penetração no sulco 

cresce na medida em que o grau de inflamação ao redor dos implantes aumenta 

(Schou et al., 2002). 

Quando o implante apresenta mobilidade é uma evidência de que existe 

perda total da osseointegração e o implante deve ser removido. A avaliação da 

mobilidade não tem, portanto nenhuma função no diagnóstico da doença, pois uma 

vez observada significa falência do implante. Nem sempre implantes em estágio 

avançado da doença irão apresentar mobilidade, qualquer contato remanescente 

direto entre osso-implante pode camuflar perda óssea avançada (Mombelli; Lang, 

1998; Heitz-Mayfield, 2008). 

A sobrecarga oclusal após a instalação da prótese, que pode ser definida 

como, uma força funcional que quando ultrapassa a capacidade de resistência da 

interface osso-implante, pode gerar perda óssea progressiva e levar a perda do 

implante, quando não ajustada corretamente. (Quirynen et al., 2002). Os 

componentes protéticos conectados ao implante ficam expostos, localizando-se na 

maioria das vezes em regiões subgengivais. É importante, portanto, que seja 

efetuado um rigoroso controle do biofilme, reduzindo os riscos de uma possível 

perda de suporte ósseo e fibroso devido à infecção.  

Testes bioquímicos e bacteriológicos através de cultura, sondas de DNA, 

reação em cadeia da polimerase (PCR) e testes de enzimas podem ser utilizados 

para validar o diagnóstico da peri-implantite, através da análise das bactérias 

presentes nos sulcos peri-implantares e fluídos orais. A identificação da espécie 

bacteriana possibilita uma escolha mais precisa do antibiótico a ser utilizado no 
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tratamento, possibilitando uma ação mais específica deste medicamento (Mombelli; 

Lang, 1998). 

O sulco peri-implantar apresenta características similares ao periodontal, 

tanto em sua colonização bacteriana quanto ao fluído crevicular (Apse et al., 1989; 

Lee et al., 1999; Heitz-Mayfield; Lang, 2010), entretanto a mucosa peri-implantar 

possuí queratina em menor quantidade do que a periodontal, o que a torna mais 

frágil, sendo assim sulcos peri-implantares apresentam maior profundidade de 

sondagem (Apse et al., 1989). 

A peri-implantite é uma infecção microbiana heterogênea com predominância 

de bactérias gram-negativas (Kumar et al., 2012). O biofilme consiste em grande 

parte de microrganismos e proteínas do hospedeiro, que aderem à superfície dental 

poucos minutos após a profilaxia dentária. Na saúde gengival, organismos gram-

positivos como Actinomyces e estreptococos predominam no biofilme. Nos estágios 

posteriores de formação da placa, dias a semanas de má higiene oral, ocorre um 

amadurecimento, resultando em uma mudança para anaeróbios gram-negativos e 

organismos com motilidade, como Campylobacter rectus, alguns dos mais comuns e 

associados à doença periodontal são Porphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia, Tannerella forsythia, e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, bem 

como espécies de treponemas orais (Ezzo; Cutler, 2003). 

Em estudo longitudinal foi realizado acompanhamento de 10 a 16 anos, após 

a instalação de implantes (plasma-sprayed, Straumann®) em pacientes da 

Universidade de Strasbourg. Foram encontrados índices de sobrevivência 

satisfatórios, 89,23% após 10 anos e 82,94% após 16 anos, porém, complicações 

técnicas e biológicas foram frequentes, 16,94% dos implantes foram afetados por 

peri-implantite (Simonis et al., 2010). 

A prevalência da doença peri-implantar em pacientes brasileiros foi 

pesquisada através da avaliação da condição dos tecidos ao redor de implantes, em 

212 pacientes parcialmente edêntulos, que haviam sido operados por estudantes de 

pós-graduação de faculdades de odontologia em Belo Horizonte. A prevalência de 

mucosite e peri-implantite foi de 64,6% e 8,9%, respectivamente (Ferreira et al., 

2006). 
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O índice de prevalência de mucosite e peri-implantite em clínicas privadas é 

compatível com o encontrado em ambiente universitário. Para determinar a 

prevalência de doenças peri-implantares, em clínica privada, foi realizada uma 

pesquisa com pacientes inscritos em um programa de manutenção periodontal, com 

implantes em função há pelo menos um ano. A prevalência de peri-implantite foi 

estimada entre 12% e 22% e cerca de 40% dos pacientes tiveram mucosite. (Mir-

Mari et al., 2012). 

Em estudo clínico retrospectivo, com o objetivo de comparar pacientes 

periodontalmente comprometidos com pacientes saudáveis, através de 

acompanhamento por um período mínimo de cinco anos, os implantes, de pacientes 

comprometidos e com presença de bolsa periodontal residual, apresentaram maior 

profundidade a sondagem e perda óssea, do que os instalados em pacientes 

saudáveis e em pacientes comprometidos sem bolsa residual. Portanto, é a 

manutenção da saúde periodontal que é determinantemente crítica para o aumento 

do risco de peri-implantite e não apenas a história prévia da doença, destacando a 

importância da manutenção efetiva e terapia periodontal, principalmente em 

pacientes com histórico de periodontite (Cho-Yan et al., 2012). 

Pacientes com histórico de periodontite generalizada agressiva são mais 

susceptíveis a mucosite e peri-implantite e também apresentam taxas inferiores de 

sobrevivência do implante e sucesso, quando comparados a pacientes 

periodontalmente saudáveis (Swierkot et al., 2012). 

 

 

2.2 MICROBIOTA PERI-IMPLANTAR 

 

 

Algumas espécies bacterianas específicas são de grande importância na 

etiologia das doenças peri-implantares, como a mucosite e a peri-implantite, dentre 

elas podem ser incluídas Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum (Filoche 

et al., 2010). 
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Sulcos peri-implantares saudáveis costumam apresentar pouca quantidade de 

bactéria, o morfotipo predominante são células cocóides e espiroquetas. Bactérias 

fusiformes e móveis raramente são isoladas. Já em bolsas periodontais com 

profundidade > 6 mm, sinais de supuração e perda de osso alveolar visível ao redor 

do implante, geralmente abrigam uma microbiota complexa, com grande proporção 

de grupos gram-negativos e anaeróbios. Espécies de Fusobacterium spp e bactérias 

produtoras de pigmento negro são encontradas com regularidade (Mombelli et al., 

1987). 

As espécies bacterianas dominantes em amostras de implantes bem 

sucedidos em estudo realizado por Lee et al. (1999) foram: Streptococcus 

intermedius, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, Streptococcus gordonii, 

Veillonella parvula, F. nucleatum e P. gingivalis. Neste estudo foram observadas 

proporções mais altas de espécies gram-negativas colonizando implantes de 

pacientes com histórico de doença periodontal, em comparação com pacientes sem 

história previa da doença. 

Em tecidos ao redor de implantes, que apresentam sinais de inflamação, ou 

quadro instalado de peri-implantite, algumas bactérias podem ser encontradas tais 

como: F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e Campylobacter rectus 

e em bolsas profundas, acima de seis mm, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis 

e P. intermedia (Becker et al., 1990; Leonhardt et al., 2002; Mombelli, 2002; 

Quirynen et al., 2002; Pfau; Avila-Campos, 2005). Bactérias periodontais são 

encontradas com maior frequência em pacientes implantados parcialmente 

edêntulos do que em pacientes implantados edêntulos (Apse et al., 1989). Além 

disso, pacientes com histórico de doença periodontal quando comparados com 

pacientes edêntulos ou periodontalmente saudáveis apresentam alta prevalência de 

microbiota anaeróbia, três a seis meses após a exposição do implante (Mombelli et 

al., 1995). 

Leonhardt et al. (1999) examinaram a microbiota presente ao redor de 

implantes saudáveis e em implantes com presença de inflamação gengival e 

processo de perda óssea além da terceira espira, nesses últimos foram isoladas 

com frequência as espécies A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia. 
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Socransky et al. (1998) e Socransky e Haffajee (2002) descreveram cinco 

complexos microbianos, de acordo com sua instalação sequencial no biofilme 

subgengival. Os complexos: amarelo, azul, verde (Capnocytophaga ochraceae, C. 

sputigena, C. gingivalis, A. actinomycetemcomitans) e violeta são formados por 

grupamentos de bactérias que são consideradas colonizadoras iniciais, que 

fornecem receptores e criam condições ecológicas para a implantação dos 

microrganismos do complexo laranja (F. nucleatum, P. intermedia e P. nigrescens, 

Peptostreptococcus micros, Campylobacter rectus, C. showae, C. gracilis, E. 

nodattum e S. constellatus), relacionados com a patogênese da doença periodontal. 

O complexo laranja cria condições para a formação do complexo vermelho formado 

por bactérias aceitas como agentes etiológicos da periodontite crônica e 

relacionadas com o aumento da profundidade de bolsa e presença de sangramento 

à sondagem (T. forsythus, P. gingivalis, T. denticola). A. actinomycetemcomitans 

sorotipo b não foi encontrada agrupada a outras espécies.  

 

 

2.2.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

 

 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi descrita como membro da 

microbiota oral indígena em humanos, está envolvida na patologia da periodontite e 

outras infecções extraorais. Seu formato microscópico é de cocobacilo, é uma 

bactéria de tamanho pequeno, em média 0,4-0,5 µm x 1,0-1,5 µm, não apresenta 

motilidade e é gram-negativa, capnofílica, não formadora de esporos (Fine et al., 

2006; Henderson et al., 2010). A. actinomycetemcomitans sorotipo b é um 

microrganismo bastante característico da periodontite agressiva localizada e possui 

uma pequena correlação com a periodontite crônica (Jain; Darveau, 2010). 

A espécie A. actinomycetemcomitans pode estar associada a doenças bucais 

e sistêmicas. Dados clínicos e microbiológicos a relacionam com o início, a 

progressão e recorrência da doença, na periodontite agressiva localizada; dados 

genéticos e experimentais correlacionam fatores de virulência possuídos por ela, 

com eventos patogênicos conhecidos, da periodontite agressiva localizada; 

relatórios indicam organismos do grupo HACEK (Haemophilus parainfluenzae, 
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Haemophilus aphrophilus, A. actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, 

Eikenella corrodens e Kingella kingae), gram-negativos de origem primariamente 

bucal, como causa de endocardite infecciosa (Das et al., 1997; Fine et al., 2006). 

A distribuição de sorotipos de A. actinomycetemcomitans em categorias de 

doenças podem ser mais específicos. Cepas sorotipo c são mais comumente 

encontradas em infecções extra-orais e na saúde periodontal. Além disso, muitas 

cepas do sorotipo b, como JP-2, produzem quantidades maiores de leucotoxina, um 

importante fator de virulência, e são encontradas mais frequentemente associadas 

com a doença periodontal, pricipalmente na periodontite agressiva localizada (Ezzo; 

Cutler, 2003). 

O antígeno imunodominante de A. actinomycetemcomitans é um Oligo-

polissacarídeo, de alto peso molecular e já foram reconhecidos seis sorotipos (a-f), 

sendo o sorotipo b, mais frequentemente encontrado nas infecções periodontais e 

endocardite bacteriana em humanos (Henderson et al., 2010). 

Muitas das interações entre as bactérias e o hospedeiro fazem parte de seus 

fatores de virulência, A. actinomycetemcomitans expressa a leucotoxina repeat in 

toxin (RTX), e a toxina distensora citoletal (CDT), apresenta também outros fatores 

como, produção de catalase e proteínas de superfície ligantes ao ferro. Existe uma 

terceira e potente toxina, que é a citotoxina associada ao gene E (CagE) (Henderson 

et al., 2010). A leucotoxina RTX é capaz de destruir neutrófilos polimorfonucleares 

(PMN) e monócitos humanos, essa ação pode se dar tanto pela ativação de uma 

nuclease capaz de clivar o DNA das células alvo, quanto produzindo poros na 

membrana plasmática, o que leva a rápida formação de canais iônicos, aumentando 

a condução iônica, resultando na despolarização da membrana, perda de potássio 

intracelular, turgescência e consequentemente a morte celular (Brogan et al., 1994). 

A proteína distensora citoletal é capaz de promover alteração morfológica nas 

células hospedeiras e inibir o crescimento das células epiteliais, endoteliais, 

fibroblásticas e dos linfócitos T e B, levando a um comprometimento do sistema 

imunológico do hospedeiro (Belibasakis et al., 2004). 

Um importante mecanismo de sobrevivência bacteriano é a adesão, as 

bactérias desenvolvem uma variedade de adesinas, essas podem proporcionar 

adesão e consequentemente a invasão das bactérias nas células do hospedeiro e 
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também podem ser usadas para ligar espécies entre si como também entre espécies 

diferentes. A. actinomycetemcomitans possui fímbrias, possibilitando a aderência 

não específica e a autoagregação. Outro mecanismo é a aquisição de ferro, A. 

actinomycetemcomitans possui lipopolissacarídeo que se liga a hemoglobina 

possibilitando a aquisição de ferro, a hemoglobina é utilizada como fonte de ferro, 

mas para que a bactéria consiga se ligar a ela, é necessária a presença de proteínas 

de superfície específicas (Henderson et al., 2010). 

 

 

 

2.2.2 Fusobacterium nucleatum 

 

 

Fusobacterium nucleatum é um dos anaeróbios gram-negativos mais 

abundantes no biofilme subgengival. Embora seja uma bactéria indígena, é 

considerado, um patógeno oportunista nas doenças periodontais, uma vez que pode 

ser isolado a partir de sítios periodontais saudáveis, mas também é encontrada em 

números crescentes em bolsas periodontais e lesões periapicais (Avila-Campos; 

Nakano, 2006; Dabija-Wolter et al., 2012). 

A espécie F. nucleatum não possuí a capacidade de formar esporos e 

também não apresenta motilidade. É uma bactéria anaeróbia, porém consegue 

sobreviver na presença de até 6% de oxigênio (Avila-Campos; Nakano, 2006). F. 

nucleatum, faz parte do complexo laranja bacteriano e possuí o papel de fazer ponte 

entre bactérias indígenas e colonizadores patogênicos (Socransky et al., 1998; Jain; 

Darveau, 2010). 

F. nucleatum pode invadir, sobreviver e se multiplicar em células epiteliais e 

estimular a produção de citocinas variadas, moléculas anti-inflamatórias e matriz 

metaloproteinases (MMPs), que possuí participação muito importante na destruição 

periodontal. A metaloproteinase-13 tem uma especificidade de substrato ampla e 

pode contribuir para a destruição do tecido conjuntivo na periodontite (Dabija-Wolter 

et al., 2012). 



31 
 

Outro aspecto importante de F. nucleatum é o fato de ser uma das primeiras 

espécies gram-negativas a se estabelecer no biofilme dental, é uma espécie central 

nas interações físicas entre bactérias gram-positivas e gram-negativas, que são 

importantes para a colonização e contribuem para as condições de redução de 

oxigênio, necessária para o aparecimento de anaeróbios estritos, por essa razão é 

considerado um colonizador intermediário. Na doença periodontal, pode estar 

envolvida na patogênese, ativando múltiplos sistemas de sinalização celulares, que 

estimulam a expressão da colagenase 3 e o aumento da migração e sobrevivência 

das células epiteliais infectadas (Signat et al., 2011).  

 

 

2.2.3 Porphyromonas gingivalis 

 

 

Membros da espécie bacteriana P. gingivalis, são cocobacilos, anaeróbios 

obrigatórios, sem motilidade, assacarolíticos. No crescimento em superfície de ágar 

sangue, as colônias apresentam coloração branca a creme, dentro de um período de 

4-8 dias, essas colônias começam a enegrecer a partir da sua extremidade em 

direção ao centro (Holt et al., 1999). 

P. gingivalis é a espécie mais associada à forma crônica da periodontite e 

pode ser detectada em até 85% dos sítios com doença. Sua presença em sítios 

saudáveis é rara e quando encontrada é numericamente baixa, ou seja, sua 

presença em bolsas periodontais pode ser considerada um alerta para doença 

preeminente ou em progresso. Essa espécie possui numerosos e potenciais fatores 

de virulência, tais como, cisteína, proteinases, lipopolissacarídeos (LPS), cápsula e 

fímbrias. Devido a esses inúmeros fatores, é considerada um patógeno oportunista. 

(Bostanci; Belibasakis, 2012). 

As fímbrias são mediadores de adesão, se ligam a receptores específicos de 

células hospedeiras, como as epiteliais, podem induzir a penetração bacteriana 

ativando e mobilizando seu citoesqueleto. Também agem modulando a produção de 
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citocinas pró-inflamatórias, tais como: as interleucinas (IL), IL-1β, IL-6 e fator de 

necrose tumoral alfa (TNFα) (Ezzo; Cutler, 2003). 

A cápsula de P. gingivalis é um importante fator de virulência anti-fagocitário, 

bactérias encapsuladas possuem uma menor tendência de serem fagocitadas, isso 

ocorre devido ao aumento de sua hidrofilicidade e por sua baixa capacidade de 

ativar a via alternativa do sistema complemento (Holt et al., 1999; Bostanci; 

Belibasakis, 2012). 

 O lipopolissacarídeo (LPS) é a principal macromolécula encontrada na 

superfície externa das bactérias gram-negativas. O envelope, que consiste de duas 

membranas, uma interna e outra externa e entre elas fica o espaço periplasmático, 

cada membrana é composta de dupla camada lipídica, formando dois folhetos. Os 

dois folhetos da membrana interna são compostos de fosfolipídeos. A membrana 

externa é uma bicamada assimétrica, que é composta de fosfolipídios no folheto 

interno e de ancoragem dominante de lipopolissacarídeos no folheto externo. LPS é 

essencial para que a bactéria mantenha a sua integridade estrutural e para o 

estabelecimento de uma barreira de permeabilidade seletiva, que limita a entrada de 

moléculas hidrofóbicas e de produtos químicos tóxicos, tais como os detergentes e 

os antibióticos. O LPS também é necessário para a inserção de muitas proteínas da 

membrana externa (Jain; Darveau, 2010).  O LPS da P. gingivalis é um estimulador 

de respostas pró-inflamatórias e de reabsorção óssea. São compostos de lipídio A, 

curto e ligado a um oligossacarídeo central e de antígeno-O, que é um longo 

polissacarídeo. A P. gingivalis tem a capacidade de sintetizar uma variadas formas  

estruturais de lípideos-A, em resposta a condições específicas apresentadas pelo  

ambiente (Jain; Darveau, 2010; Bostanci; Belibasakis, 2012). 

As gingipaínas são um grupo de proteases de cisteína, presentes na 

superfície de P. gingivalis, também podem estar presentes na forma de solução 

secretada. Correspondem por 85% do total da atividade proteolítica de P. gingivalis, 

a principal função dessa proteinase é a aquisição de nutrientes através da 

degradação de proteínas em peptídeos (Ezzo; Cutler, 2003; Bostanci; Belibasakis, 

2012). 
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2.3 PRATA E NANOTECNOLOGIA 

 

 

Devido ao surto de doenças infecciosas causadas por diferentes bactérias 

patogênicas e ao desenvolvimento de resistência aos antibióticos, a comunidade 

científica está voltada à procura por novos agentes antibacterianos (Rai et al., 2009). 

Alguns metais são utilizados como alternativa aos antimicrobianos, através da 

liberação e dissolução de íons metálicos (Pfau; Avila-Campos, 2005). 

Há séculos a prata tem sido usada para o tratamento de queimaduras e 

feridas crônicas. Já em 1000 a.C a prata era utilizada para tornar a água potável 

(Rai et al., 2009). O uso da prata na manutenção de feridas teve início no século 

XVIII, quando o nitrato de prata era utilizado no tratamento de úlceras. Em 1881, 

Carl S.F. Crede curou a oftalmia neonatal, pingando gotas de nitrato de prata no 

olho de neonatos. A atividade antimicrobiana da prata foi primariamente identificada 

no século XIX e a prata coloidal foi aceita pela US Food and Drug Administration 

(FDA), como sendo efetiva na manutenção de feridas em 1920. Entretanto, após a 

introdução da penicilina em 1940, os antibióticos tornaram-se o tratamento padrão 

para infecções bacterianas e a prata praticamente caiu em desuso (Chopra, 2007; 

Rai et al., 2009). 

A prata voltou a ser utilizada como agente terapêutico em 1960, na 

manutenção de feridas em pacientes queimados, desta vez na forma de solução de 

nitrato de prata 0,5%, formulada por Moyer (Chopra, 2007; Rai et al., 2009). Em 

1968, o nitrato de prata foi combinado com sulfonamida para sintetizar uma 

formulação em creme, que serve como um agente antibacteriano de largo espectro e 

foi utilizado para o tratamento de queimaduras, sendo eficaz contra bactérias como a 

E. coli, S. aureus, Klebsiella sp., Pseudomonas sp. (Rai et al., 2009). Atualmente a 

prata é muito utilizada na área da saúde, não apenas em feridas como também em 

cateteres vasculares e urinários, osteomielites crônicas severas e em próteses 

ortopédicas (Silver et al., 2006). 

Na odontologia, íons de prata foram inseridos na composição de resinas 

compostas (Yoshida et al., 1999) por apresentar redução microbiana. O uso da prata 

também foi proposto através da incorporação de nanopartículas de prata juntamente 
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com nanofilamentos de sílica em sistema adesivo para fixação de brackets 

ortodônticos (Ahn et al., 2009). Com o objetivo de prevenir a recontaminação de 

condutos radiculares, foi realizada a incorporação de nanopartículas de prata em 

cimento obturador Kerr pulp Canal SealerTM (Kreth et al., 2008). 

Zheng et al. (2012) utilizaram implantes com superfície nanoestruturada e 

aplicaram prata através de tratamento hidrotérmico com peróxido de hidrogênio, 

seguido de imersão em plasma de prata para implantação dos íons. A ação 

antimicrobiana foi testada em cepas de Streptococcus mutans, Porphyromonas 

gingivalis e Candida albicans. Foram também realizados testes com osteoblastos 

para verificar o potencial osteogênico do material. Os testes mostraram que 93.99% 

de S. mutans, 93.57% de P. gingivalis e 89.78% de C. albicans foram eliminados da 

superfície nanoestruturada com prata. As imagens adesivas e os testes de 

viabilidade sugerem que a superfície não prejudicou os osteoblastos. 

A propriedade antimicrobiana da prata está relacionada com a sua quantidade 

na superfície e a taxa em que é liberada. Em seu estado metálico é inerte, porém 

quando exposta à ambiente aquoso ou fluídos, passa a liberar íons de prata (Ag+), 

que são altamente reativos. O nitrato de prata é um sal, que apresenta grande 

hidrossolubilidade e tem sido muito explorado por seus efeitos antimicrobianos (Liau 

et al., 1997; Rai et al., 2009). 

Apesar de ser bem estabelecido o efeito antimicrobiano dos derivados da 

prata, o seu mecanismo de ação ainda não é completamente conhecido (Rai et al., 

2009; Martinez-Gutierrez et al., 2010).O efeito bactericida de nanopartículas de prata 

é relacionado com a presença de efeitos eletrônicos (Thiel et al., 2007), quando íons 

de prata interagem com o grupo tiol, presente em algumas proteínas celulares, 

ocorre a inativação de enzimas respiratórias vitais da célula bacteriana (Liau et al., 

1997; Rai et al., 2009). A prata pode também se ligar a parede e membrana celular 

bacteriana, inibindo o processo respiratório (Rai et al., 2009). Alguns trabalhos 

sugerem a formação e deposição de grânulos de sulfeto de prata na parede da 

célula microbiana, o que pode causar danos estruturais (Feng et al., 2000). Os íons 

(Ag+) de prata podem se difundir pelo fósforo presente nas moléculas do DNA 

bacteriano, impedindo sua replicação e inativando proteínas (Feng et al., 2000). 
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Metais pesados são elementos de transição, com preenchimento incompleto 

das orbitas d, que proporcionam cátions com a habilidade de formar componentes 

complexos que podem ou não ser oxido redutores ativos. Em altas concentrações 

íons de metais pesados, como a prata (Ag+), formam fortes complexos tóxicos, o que 

os torna perigosos para funções fisiológicas (Nies, 1999). Outro ponto importante 

são trabalhos reportando resistência de algumas bactérias a metais pesados como a 

prata, sendo que os mecanismos mais conhecidos de resistência são a aquisição de 

plasmídio e mutação genética para diminuir a entrada de Ag+ ou promover seu efluxo 

(Chopra, 2007). 

São variados os mecanismos de toxicidade de nanopartículas de prata (NP-

Ag), como depleção de glutationa (GSH), aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), bem como a peroxidação lipídica. A deposição de NP-Ags na 

mitocôndria causa produção de ROS e estresse oxidativo, o que gera uma quebra 

na cadeia respiratória mitocondrial, o aumento da óxido redução também pode 

induzir respostas inflamatórias. A disfunção mitocondrial interrompe a síntese de 

ATP e induz danos ao DNA, podendo ocorrer apoptose e morte celular programada 

(Lin et al., 2012). 

Neste estudo in vitro, realizado com mitocôndrias do fígado de ratos Wistar, 

foi avaliada a toxicidade de NP-Ags com tamanhos de 40 e 80 nm. Após exposição à 

prata, ocorreu diminuição estatisticamente significante do potencial de membrana 

mitocondrial, despolarização induzida por ADP e índice de controle respiratório 

(RCR). Esses resultados indicam que NP-Ags podem comprometer o funcionamento 

de mitocôndrias do fígado de ratos (Teodoro et al., 2011). 

Foi realizado teste in vitro, comparando o efeito de nanopartículas de prata de 

diferentes tamanhos (20, 80, 113 nm), em relação à citotoxicidade, inflamação, 

genotoxicidade e desenvolvimento de toxicidade. Houve indução de todos os 

parâmetros avaliados, porém os efeitos na atividade metabólica celular e 

comprometimento da membrana celular foram os mais pronunciados. Em todos os 

aspectos avaliados, as nanopartículas de 20 nm demonstraram ser mais tóxicas do 

que as maiores (Park et al., 2011). 

Zeólito é composto de cristais de alumino-silicatos com elementos da primeira 

e da segunda família de metais da tabela periódica como, sódio, potássio, magnésio 
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ou cálcio, nos quais uma porção dos íons sódio é substituída usualmente por íons 

prata, gerando zeólito de prata (Oliveira; Oliveira, 2004; Rai et al., 2009). O zeólito 

de prata, quando utilizado contra bactérias anaeróbias, gerou inibição em seu 

crescimento, demonstrando que esse pode ser um material com possibilidade de 

ação antibacteriana em regiões que apresentam pouca ou nenhuma taxa de 

oxigênio, como o sulco peri-implantar (Rai et al., 2009). 

Jung et al. (2008b), criaram uma solução de íons de prata gerada 

eletricamente e testaram a sua atividade antibacteriana. Obtiveram melhores 

resultados com a bactéria gram-negativa Escherichia coli do que com a gram-

positiva Staphylococcus aureus. Imagens realizadas com microscópio eletrônico de 

transmissão demonstraram alterações consideráveis na membrana celular 

bacteriana após interação com a solução de íons de prata, o que pode ter sido a 

causa ou consequência da morte celular. 

Os íons de prata possuem maior ação em bactérias gram-negativas do que 

nas gram-positivas. A camada de peptídeoglicano possui carga negativa e 

provavelmente liga-se a alguns íons de prata que apresentam carga positiva (Ag+), 

como as bactérias gram-negativas possuem menor número de peptídeoglicano, do 

que as gram-positivas, as primeiras permitem mais facilmente que o Ag+ chegue à 

membrana plasmática (Kawahara et al., 2000). 

Necula et al. (2009) sintetizaram uma cobertura feita de compósito poroso 

contendo óxido de titânio e prata (TiO2-Ag) e testaram sua ação antibacteriana in 

vitro contra S. aureus, com poros de até 3µm de tamanho. Após 24 horas de 

incubação em meio de cultura, o compósito TiO2-Ag apresentou eliminação completa 

de S. aureus, enquanto que nas amostras do grupo contendo apenas titânio houve 

um aumento de 1000 vezes no número de bactérias e foi observada também uma 

oxidação das amostras na ausência das nanopartículas de prata. 

A nanotecnologia é uma área em expansão constante e de crescimento 

rápido na área da ciência, podendo ser utilizada em diversas funções. A palavra 

nano é usada para indicar um bilionésimo de metro ou 10-9. Nanopartículas são 

aglomerados de átomos com tamanho variando na escala de 1-100 nm (Rai et al., 

2009). Uma ampla gama de nanomateriais proporcionam propriedades elétricas, 

catalíticas, magnéticas, mecânicas, fotônicas e térmicas únicas, o que tem 
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colaborado muito para o crescimento e desenvolvimento da criação de novas 

aplicações comerciais (Carlson et al., 2008). 

Alguns metais possuem propriedades antibacterianas em sua forma em 

massa, como a prata, porém outros materiais como, o óxido de ferro não 

apresentam em sua forma macrométrica, mas podem exibir na nanoparticulada. O 

mecanismo de ação das nanopartículas contra as bactérias não é totalmente 

compreendido. Algumas propostas estão relacionadas com a estrutura física das 

mesmas, como elevada abrasividade, que pode levar à lesão da membrana celular, 

outra proposta refere-se à liberação aumentada de íons metálicos (Seil; Webster, 

2012). 

A principal vantagem de um aditivo bactericida de base nanotecnológica é sua 

elevada área superficial, que permite uma área de contato maior entre o 

componente ativo do material bactericida e os microrganismos, aumentando seu 

poder bacteriostático. 

Neste estudo, foi avaliado o efeito de nanopartículas de prata com tamanho 

de 1-100 nm, em bactérias gram-negativas. Os resultados apoiam que a ação 

bactericida é dependente do tamanho da nanopartícula, sendo que somente as 

partículas com diâmetros de aproximadamente 1-10 nm, possibilitaram interação 

direta com as bactérias. Foi possível identificar os mecanismos de ação, que as 

nanopartículas tiveram nas bactérias, sendo eles, a adesão à membrana celular, 

gerando alterações funcionais na permeabilidade e na respiração e penetração na 

célula, causando danos, possivelmente através da interação com componentes 

como o fósforo, presente no DNA bacteriano (Morones et al., 2005). 

Uma combinação de dióxido de titânio e prata (TiO2/Ag), foi preparada em 

baixa temperatura, utilizando polietilenoglicol (PEG-600) como agente redutor e 

estabilizador. O tamanho médio das partículas de prata era de 20 nm e a ação 

antibacteriana foi testada para Escherichia coli e Streptomyces, atingindo índice de 

inibição de crescimento de 99,9% para E. coli, quando a concentração de TiO2/Ag 

em meio aquoso era de 10 ppm, porém esses valores foram significantemente 

menores em concentrações reduzidas (1, 4 e 7 ppm), já para Streptomyces o índice 

de redução foi de 97.9% a 10 ppm, porém em concentrações menores a redução 

não foi significativa (Su et al., 2009). 
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Juan et al. (2010) depositaram nanopartículas de prata em superfície de 

titânio e constataram que essa modificação gerou um material promissor com 

propriedade antibacteriana, que pode ser utilizado como biomaterial em implantes, 

umas vez que após 24 horas de exposição à cobertura, 94% de S. aureus e mais de 

95% de E. coli sofreram morte celular. Posteriormente, em outro estudo, esse 

mesmo material foi testado com cepas de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans, 

ambas apresentaram menor adesão em discos de titânio tratados com 

nanopartículas de prata do que em discos de titânio lisos. O tratamento com 

nanopartículas de prata também demonstrou ter citocompatibilidade em testes 

realizados com fibroblastos coletados de mucosa oral humana (Liao et al., 2010). 

A atividade antimicrobiana de nanopartículas de prata (Ag), óxido cuproso 

(Cu2O), óxido cúprico (CuO), óxido de zinco (ZnO), dióxido de titânio (TiO2), óxido de 

tungstênio (WO3), compósito de Ag + CuO e Ag + ZnO, foi testada contra os agentes 

bacterianos associados a peri-implantite, como P. intermedia, P. gingivalis, F. 

nucleatum e A. actinomycetemcomitans, sob condições de anaerobiose. A atividade 

antibacteriana em ordem descendente foi, Ag > Ag + CuO > Cu2O > CuO > Ag + 

ZnO > ZnO > TiO2 > WO3, sendo que as seis primeiras demonstraram ter 

propriedades antimicrobianas claras, porém TiO2 e WO3, apresentaram pouca ou 

nenhuma atividade (Vargas- Reusa et al., 2012). 
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3 PROPOSIÇÃO 
 

 

A proposta do presente estudo é avaliar a atividade antibacteriana de filme 

nanoestruturado com partículas de prata, aplicado na superfície de componentes 

protéticos de titânio, com o objetivo de reduzir a adesão de bactérias patogênicas ao 

tecido peri-implantar, tais como: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 

Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 
4.1 MATERIAL 

 

 
4.1.1 Discos de Titânio 

 

 
Foram confeccionados discos de 7 mm de diâmetro e 1,5 mm de largura, com 

o mesmo metal utilizado para confecção de componentes protéticos, esses foram 

fornecidos pela empresa Dabi Atlante®, fabricante dos implantes PROSS® . Para o 

teste antimicrobiano foram utilizados 27 discos de titânio polido, sem filme, grupo 

controle (Ti) e 27 discos com filme nanoestruturado com partículas de prata, grupo 

teste (NT-Ag). Para a análise da adesão bacteriana, através da visualização em 

Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV), foram utilizados 9 discos do grupo 

controle (Ti) e 9 discos do grupo teste (NT-Ag). 

 
 
4.1.2 Material de consumo e permanente 

 

 

4.1.2.1 Material de consumo – biossegurança 

 

 

Avental descartável, luvas de látex para procedimento, óculos de proteção, 

papel absorvente, campo cirúrgico para forramento da bancada, gaze estéril, 

seringas hipodérmicas descartáveis (5 mL),caneta retroprojetora para identificação 

das cepas e grupos e cronômetro. 
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4.1.2.2 Material de consumo – Teste Antibacteriano 
 
 

Infusão de cérebro e coração (BHI, Difco, Sparks, MD, USA), extrato de 

levedura (Difco, Sparks, MD, USA), hemina, menadiona, ágar de soja tripsicaseína 

(TSA, Difco, Sparks, MD, USA), sangue de cavalo, água destilada, hidrogênio 

fosfato dissódico (Na2HPO4), fosfato diácido de potássio (KH2PO4), cloreto de sódio 

(NaCl), nitrogênio (N2), gás carbônico (CO2), placa de Petri, cepa de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) e 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). 

 

 

4.1.2.3 Material de consumo – Microscopia eletrônica de varredura 

 

 

Glutaraldeído 0,1%, formaldeído 4% de pH 7,4, cacodilato de sódio, tetróxido 

de ósmio 1%, etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e absoluto), 

hexametildissilazano (HMDS), ouro e cepas de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) e 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). 

 

 

4.1.2.4 Material permanente 

 

 

Autoclave, tubos de ensaio, dessecador de vidro tipo Pyrex, placas de Petri, 

alça de Drigalski, aparelho SCD 050 (Bal-Tec AG, Principality of Liechtenstein), 

microscópio eletrônico de varredura (Leo 430, Cambridge, UK) , estufa 002 CB 

(Fanem). 
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4.2 MÉTODOS 
 
 
4.2.1 Síntese do Filme Nanoestruturado com Partículas de Prata 

 

 

O aditivo antimicrobiano natural à base de prata foi produzido pela empresa 

Nanox Tecnologia S.A, utilizando um filme nanoestruturado com partículas de prata 

pelo método de reação química em solução, reduzindo a prata a um colóide que foi 

ancorado em sílica, pelo método de impregnação de metal sobre suporte.  As 

partículas de prata foram dispostas em uma rede de suporte de sílica amorfa 

homogeneamente distribuída em discos de titânio, aplicada por imersão e tratada 

termicamente em fornos com atmosfera ambiente. 

 

 

4.2.2 Teste Antibacteriano 

 

 

O teste antimicrobiano foi realizado no Laboratório de Anaeróbios do 

Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo, sob a responsabilidade do Prof.Dr. Mario Julio Avila-Campos, que 

cedeu as cepas utilizadas nesta pesquisa. Para o experimento foram utilizadas 

cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium 

nucleatum (ATCC 25586) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). 

Para cada cepa foram utilizados três discos de cada grupo, totalizando seis 

discos por teste e repetidos por três vezes independentes, para que os resultados 

fossem posteriormente avaliados por métodos estatísticos. (Juan et al., 2010). A 

cepa foi inicialmente inoculada em tubo de ensaio contendo 5 mL de infusão de 

cérebro e coração, BHI, esterilizado e suplementado com hemina e menadiona. 

Após a inoculação, os tubos foram incubados em dessecadores de vidro Pyrex em 

condições de anaerobiose obtidas pelo sistema mecânico de gases (90% N2 e 10% 

CO2) e mantidos a 37°C, por 72 horas, até atingir a concentração de ≈ 109 

bactérias/mL. Para confirmar a concentração do meio líquido foi utilizada escala de 

Mc Farland n° 3 (9 x 108 cel/mL). Em seguida, alíquotas de 0,1mL, foram 
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transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de BHI estéril, juntamente com os 

respectivos discos, sendo três do grupo controle (Ti) e três contendo filme 

nanoestruturado com partículas de prata, que foi o grupo teste (NT-Ag). Os tubos 

foram incubados em jarras de anaerobiose, a 37°C, durante 48 horas. Após 48 

horas, houve crescimento bacteriano e então os discos foram retirados, lavados com 

4 mL de água destilada e secos em papel absorvente esterilizado, sendo em 

seguida depositados em tubos contendo 5 mL de solução tampão fosfato-salino 

(PBS) e realizada agitação em vortex, durante 60 segundos, para dispersão das 

bactérias aderidas ao disco. A partir dessa solução inicial foram realizadas diluições 

seriadas, pré-estabelecidas (10-1 a 10-5), alíquotas de 0,1 mL foram transferidas, 

para placas de Petri contendo ágar de soja tripsicaseína (TSA), extrato de levedura, 

suplementado com hemina e menadiona e enriquecido com 5% de sangue de cavalo 

(Akhavan, 2009; Su et al., 2009; Juan et al., 2010; Liao et al., 2010; Zheng et al., 

2012). Em seguida, com o auxílio de alças de Drigalsky previamente esterilizadas, 

espalhou-se o material pela superfície dos meios. As placas inoculadas foram 

incubadas em dessecadores de vidro Pyrex, em condições de anaerobiose (90% N2 

+ 10% CO2), a 37°C, durante 48 horas (Zheng et al., 2012). Posteriormente foi 

realizada a contagem do número de colônias formadas na superfície das placas e 

depois foi realizado o cálculo das unidades formadoras de colônias (UFC/mL), 

determinado pela fórmula: UFC = contagem do n° de colônias x inverso do fator 

de diluição x 10 (Juan et al., 2010; Liao et al., 2010; Zheng et al., 2012).  

A figura 4.1 ilustra duas placas de ágar sangue, com crescimento em colônia 

de A. actinomycetemcomitans, na concentração de 10-3, e a figura 4.2, apresenta um 

esquema da metodologia utilizada para o teste antibacteriano. 

 

 

Figura 4.1 – Placa de ágar sangue contendo crescimento em 
colônia de A.actinomycetemcomitans, na diluição 
de 10

-3
, do grupo Ti (A) e do grupo NT-Ag (B) 
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4.2.3 Análise da Adesão Bacteriana  

 

 

A análise da adesão bacteriana foi realizada no Laboratório de Biologia Oral 

da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo, supervisionada pelo 

Prof. Dr. Victor E. Arana-Chavez. Foram utilizadas cepas de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) e 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). Foram utilizados 3 discos de cada grupo, 

para cada espécie bacteriana. 

Foi adicionada alíquota de 0,1 mL, de solução BHI, contendo 109 

bactérias/mL, em tubos de ensaio com 5 mL de BHI estéril suplementado com 

hemina e menadiona; logo em seguida foram adicionados os discos, os tubos foram 

então incubados a 37°C, em anaerobiose, durante 48 horas (Juan et al., 2010; Liao 

et al., 2010). Foi realizada a remoção dos discos, lavados com 4 mL de água 

destilada, o excesso de água foi seco em papel absorvente esterilizado e submersos 

em solução contendo glutaraldeído 0,1%, formaldeído 4% de pH 7,4, onde 

permaneceram por 40 minutos. Foram lavados em três trocas de 5 minutos de 

solução tampão contendo 0,05M de cacodilato de sódio e depois permaneceram por 

20 minutos mergulhados em tetróxido de ósmio 1%. Foi realizada então a 

desidratação na sequencia de etanol, permanecendo por 3 minutos em cada 

concentração 30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 95% e no etanol absoluto foram feitas 2 

trocas de 5 minutos. Finalizada a desidratação, os discos foram colocados em 

solução hexametildissilazano (HMDS) durante 5 minutos, sob capela de exaustão. 

Após secagem, os discos foram montados em suportes (“stubs”) de alumínio, 

cobertos com camada de aproximadamente 25 nm de ouro em aparelho SCD 050 

(Bal-Tec AG, Principality of Liechtenstein) e examinados em microscópio eletrônico 

de varredura (Leo 430, Zeiss-Leica, Cambridge, UK). 

A figura 4.3, esquematiza a fase de contaminação dos discos com cepas de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43719), Fusobacterium nucleatum 

(ATCC 25586) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). E a figura 4.4 ilustra 

placa de ágar sangue com a cepa Porphyromonas gingivalis (A) e em (B) tubos de 

ensaio contendo BHI, inoculado com cepas de Porphyromonas gingivalis à esquerda 

e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, à direita. 
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Figura 4.3 - Contaminação dos discos com cepas de A. 
actinomycetemcomitans, F. nucleatum e P. gingivalis, 
antes da análise da adesão por imagens do MEV 

 

 

 

Figura 4.4 – P. gingivalis em meio de ágar sangue, após 6 dias de incubação em anaerobiose (A). P. 
gingivalis, à esquerda e A. actinomycetemcomitans, à direita, inoculadas em meio líquido 
BHI (B) 
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4.2.4 Análise Estatística 
 
 

Foi realizada a média aritmética de UFC/Ml, obtidos na diluição de 10-2, que 

foi a diluição em que o crescimento em placa foi de 30-300 UFC. Então foi realizada 

a análise das medidas descritivas, média, desvio padrão, mínimo e máximo para 

cada grupo, controle (Ti) e teste (NT-Ag) e a comparação entre esses grupos, 

utilizando o teste de Wilcoxon, foi adotado nível de significância de 0,01.  

 

 

5 RESULTADOS 
 
 

5.1 TESTE ANTIBACTERIANO  

 
 
5.1.1 A. actinomycetemcomitans 

 
 
5.1.1.1 Valores das unidades formadoras de colônia: 

 
 

A tabela 5.1 mostra os valores absolutos de UFC/mL, obtidos nos testes com 

cepa de A. actinomycetemcomitans, do grupo controle (Ti) e a tabela 5.2, do grupo 

teste (NT-Ag), em cada diluição. Os resultados da diluição de 10-5, não puderam ser 

obtidos, pois não houve crescimento bacteriano nas placas de ágar sangue, para 

essa diluição. As placas sem diluição também não foram incluídas na avaliação 

estatística, pois a contagem do número de colônias em sua superfície foi inviável 

devido ao intenso crescimento bacteriano, para essa diluição. Os valores médios 

das UFC/mL, o desvio padrão e o erro padrão do grupo controle (Ti) estão 

representados na tabela 5.3 e do grupo teste (NT-Ag), na tabela 5.4. 
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Tabela 5.1- Valores absolutos de UFC/mL, em cada diluição para discos de titânio (Ti) 

 

 

 

 

 

Tabela 5.2 - Valores absolutos de UFC/mL, em cada diluição, para discos com filme 
nanoestruturado com partículas de prata (NT-Ag) 

 
 

1 NT-Ag 1.1 x 10
5 

1.07 x 10
5 

1.3 x 10
5 

1 x 10
5 

2 NT-Ag 0.76 x 10
5 

0.86 x 10
5 

0.7 x 10
5 

0 x 10
5 

3 NT-Ag 0.41 x 10
5 

0.46 x 10
5 

0.5 x 10
5 

1 x 10
5 

4 NT-Ag 1.62 x 10
5 

1.75 x 10
5 

1.6 x 10
5 

1 x 10
5 

5 NT-Ag 1.4 x 10
5 

1.02 x 10
5 

1.7 x 10
5 

1 x 10
5 

6 NT-Ag 1.1 x 10
5 

1.03 x 10
5 

2.1 x 10
5 

2 x 10
5 

7 NT-Ag 0.89 x 10
5 

1.26 x 10
5 

0.9 x 10
5 

1 x 10
5 

8 NT-Ag 0.76 x 10
5 

0.72 x 10
5 

0.8 x 10
5 

1 x 10
5 

9 NT-Ag 1.2 x 10
5 

1.32 x 10
5 

1.1 x 10
5 

1 x 10
5 

 

  

   
UFC/mL 

 

Diluição  10
-1

 10
-2

 10
-3

 10
-4

 

Disco Grupo 
 

    

1 Titânio 1.92 x 10
5
 1.68 x 10

5
 2.4 x 10

5
 1 x 10

5
 

2 Titânio 0.77 x 10
5
 0.7 x 10

5
 0.6 x 10

5
 1 x 10

5
 

3 Titânio 0.50 x 10
5 

0.53 x 10
5 

0.6 x 10
5 

1 x 10
5 

4 Titânio 1.68 x 10
5 

1.76 x 10
5 

1.6 x 10
5 

2 x 10
5 

5 Titânio 1.9 x 10
5 

1.6 x 10
5 

2.1 x 10
5 

3 x 10
5 

6 Titânio 2.77 x 10
5 

2.5 x 10
5 

2.3 x 10
5 

3 x 10
5 

7 Titânio 1.67 x 10
5 

1.78 x 10
5 

1.6 x 10
5 

1 x 10
5 

8 Titânio 1.66 x 10
5 

1.75 x 10
5 

1.4 x 10
5 

1 x 10
5 

9 Titânio 1.1 x 10
5 

0.87 x 10
5 

1.2 x 10
5 

1 x 10
5 

   
UFC/mL 

 

Diluição  10
-1

 10
-2

 10
-3

 10
-4

 

Disco Grupo 
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Tabela 5.3 - Valores da média aritmética de UFC/mL, em cada diluição, do grupo 
titânio 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
Tabela 5.4 - Valores da média aritmética das UFC/mL, em cada diluição, do grupo 

filme nanoestruturado com partículas de prata (NT-Ag) 
 

 

 

 

 

 

 

Os valores das médias de UFC/mL, do grupo titânio, obtidos em cada diluição 

estão representados no histograma (Gráfico 5.1) e do grupo NT-Ag no histograma 

(Gráfico 5.2), a comparação das médias de UFC/mL, entre os dois grupos para cada 

diluição, está representada no gráfico 5.3. 

 

 UFC/mL  

Diluição 10
-1

 10
-2

 10
-3

 10
-4

 

UFC Média 1.55 x 10
5 

1.46 x 10
5 

1.53 x 10
5 

1.56 x 10
5 

Desvio padrão 0.68 0.63 0.67 0.8 

Erro padrão 0.23 0.21 0.22 0.29 

 UFC /mL 

Diluição 10
-1

 10
-2

 10
-3

 10
-4

 

UFC Média 1.02 x 10
5 

1.05 x 10
5 

1.20 x 10
5 

1.00 x 10
5 

Desvio padrão 0.36 0.37 0.53 0.50 

Erro padrão 0.12 0.12 0.18 0.17 
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Gráfico 5.1 - Valores médios de UFC/mL do grupo titânio, para cada diluição 

 
 
 

 
 

Gráfico 5.2 - Valores médios de UFC/mL do grupo NT-Ag, para cada diluição 

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

1,60

10-1 10-2 10-3 10-4

U
FC

 /
m

L 

TITÂNIO 

TITÂNIO

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

1,60

10-1 10-2 10-3 10-4

u
fc

 x
 1

0
5

 

NT-Ag 

NT-Ag



51 
 

 

Gráfico 5.3 - Valores médios de UFC/mL do grupo titânio e do grupo NT-Ag, para cada 
diluição 

 

 

5.1.1.2 Análise estatística 

Não houve diferença estatística entre os grupos, para p<0,01. As medidas 

descritivas e p-valor, encontrados para o teste de Wilcoxon do grupo controle (Ti) e 

grupo teste (NT-Ag), estão descritas na tabela 5.5. 

 

 

Tabela 5.5: Medidas descritivas e p-valor para o teste de Wilcoxon 
 

Grupo Média 
Desvio 
padrão Mínimo Máximo p-valor 

Titânio 1,46 0,63 0,53 2,50 0,1709  

NT-Ag 1,05 0,37 0,46 1,75   
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5.1.2 F. nucleatum 

 
 

Os testes realizados com F. nucleatum não apresentaram crescimento em 

colônia na etapa de leitura das placas de ágar sangue, após 48 horas de incubação 

em anaerobiose, a 37 °C, embora tenha sido constatado crescimento bacteriano no 

meio líquido BHI, onde os discos ficaram previamente imersos. 

 
 
5.1.3 P. gingivalis 

 
 

Os testes realizados com P. gingivalis, não apresentaram crescimento em 

colônia na etapa de leitura das placas de ágar sangue, após 48 horas de incubação 

em anaerobiose, a 37 °C, embora tenha sido constatado crescimento bacteriano no 

meio líquido BHI, onde os discos ficaram previamente imersos. 

 
 
5.2 Imagens MEV 

 
 

As imagens obtidas através do microscópio eletrônico de varredura 

demonstram uma diminuição notável da adesão bacteriana nos discos com filme 

nanoestruturado com partículas de prata (NT-Ag), quando comparadas com as 

imagens obtidas do grupo titânio (Ti), porém não são suficientes para concluir a 

eficácia da ação antimicrobiana de NT-Ag, pois para isso devem ser feitos testes 

comparativos com maior número de amostras. 

As eletromicrografias de Ti e NT-Ag, após imersão durante 48h em meio BHI 

contendo A. actinomycetemcomitans estão apresentadas na Figura 5.1; contendo F. 

nucleatum na Figura 5.2; e P. gingivalis na Figura 5.3.  

A figura 5.4, ilustra as falhas na aplicação do filme nanoestruturado com 

partículas de prata na superfície dos discos de titânio. É possível observar 

heterogeneidade e também irregularidades, o que demonstra a necessidade de 

melhorias na aplicação e confecção do filme. 
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Figura 5.1 – Eletromicrografias de Ti (A) e NT-Ag (B), após imersão durante 48h 
em meio BHI contendo A. actinomycetemcomitans. A superfície dos 
discos do grupo Ti apresentam número maior de bactérias aderidas 
sobre sua superfície em comparação à superfície dos discos do grupo 
NT-Ag 
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Figura 5.2 – Eletromicrografias de Ti (A) e NT-Ag (B), após imersão durante 48h 
em meio BHI contendo F. nucleatum. A superfície dos discos do 
grupo Ti apresentam número maior de bactérias aderidas sobre sua 
superfície em comparação à superfície dos discos do grupo NT-Ag 
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Figura 5.3 – Eletromicrografias de Ti (A) e NT-Ag (B), após imersão durante 48h 
em meio BHI contendo P. gingivalis. A superfície dos discos do grupo 
Ti apresentam número maior de bactérias aderidas sobre sua 
superfície em comparação à superfície dos discos do grupo NT-Ag 
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Figura 5.4 – Eletromicrografias de NT-Ag, após imersão durante 48h em meio BHI contendo P. 
gingivalis a seta indica regiões heterogêneas do filme (A), em (B) a seta está 
indicando regiões de irregularidades na superfície do filme, que estão ilustradas em 
maior proximidade em (C) e (D) 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

As infecções peri-implantares são consideradas uma das principais causas de 

perda de implantes (Ferreira et al., 2006; Simonis et al., 2010; Mir-Mari et al., 2012). 

Por ser uma patologia, que causa destruição do tecido ósseo, sua prevenção é de 

extrema importância, de forma que o implante seja mantido por mais tempo e em 

condições de saúde na arcada dentária. 

Devido à capacidade de adesão bacteriana, na superfície do implante, uma 

série de processos irá ocorrer, levando a formação do biofilme. As bactérias 

mantidas no interior do biofilme estão menos susceptíveis a ação de antibióticos, 

portanto a alteração da superfície do implante de maneira a produzir uma, que evite 

a adesão primária bacteriana é de grande importância na prevenção das infecções 

peri-implantares (Jeyachandran et al., 2006). 

Dentre as diversas terapias propostas na literatura para a manutenção e 

descontaminação da superfície do implante, poucas são preventivas. Muitos estudos 

estão sendo elaborados na área da saúde com a intenção de encontrar um 

biomaterial com características antibacterianas e biocompatíveis aos tecidos 

humanos, com o propósito de ser utilizado na prevenção de infecções (Liau et al., 

1997; Kawahara et al., 2000; Silver et al., 2006; Jung et al., 2008b; Rai et al., 2009; 

Juan et al., 2010). Na área odontológica já existem trabalhos científicos relatando a 

ação antimicrobiana da prata, que já é utilizada na composição de resinas 

compostas e cimentos endodônticos (Yoshida et al., 1999; Kawahara et al., 2000; 

Kreth et al., 2008; Ahn et al., 2009; Su et al., 2009; Necula et al., 2009; Juan et al., 

2010; Zheng et al., 2012). 

Entretanto, o uso de cobertura na superfície de implantes não se resume 

apenas à prata, outros metais também estão sendo avaliados, como o óxido cuproso 

(Cu2O), óxido cúprico (CuO), óxido de zinco (ZnO), óxido de tungstênio (WO3), 

compósito de Ag + CuO e Ag + ZnO. Muitas coberturas dependem da liberação de 

agentes antimicrobianos, como os antibióticos vancomicina e gentamicina, porém a 

liberação local de antibióticos causa grande preocupação em relação à possibilidade 
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de induzir resistência bacteriana e outro inconveniente é o índice de liberação, que é 

de difícil controle (Antoci et al., 2008; Vester et al., 2012; Vargas-Reus et al., 2012). 

Revestimentos nanoestruturados são filmes finos, constituídos de camadas 

de material com espessura abaixo de 1 µm, suportadas por um substrato. Na 

presente pesquisa, foi sintetizado um filme nanoestruturado com partículas de prata, 

que foram dispostas em uma rede de suporte de sílica amorfa, homogeneamente 

distribuída em discos de titânio, gerando uma superfície nanométrica, que possui 

elevada área superficial, proporcionando uma área de contato maior entre o 

componente ativo do material bactericida e os microrganismos. 

Observa-se que em outros trabalhos as partículas de prata, aplicadas na 

superfície, são de tamanho nanométrico (Morones et al., 2005; Su et al., 2009; Juan 

et al., 2010; Martinez-Gutierrez et al., 2010), o que eleva o custo do material, 

dificultando seu acesso. Na presente pesquisa, as partículas de prata utilizadas, 

para a confecção do filme nanoestruturado, foram ancoradas em sílica amorfa e não 

possuem tamanho nessa escala, esse método foi utilizado, pois torna mais baixo o 

custo do material, ainda que possua tecnologia inovadora, por apresentar uma 

superfície final nanométrica. Outro aspecto desse método, é que por estarem 

ancoradas pelo suporte de sílica amorfa, as partículas de prata não liberam íons, o 

que deve diminuir seus efeitos tóxicos.  

Park et al. 2011, compararam os efeitos de partículas de prata, in vitro, em 

diferentes tamanhos (20, 80, 113 nm), com relação à citotoxicidade, inflamação, 

genotoxicidade e desenvolvimento de toxicidade. Nanopartículas de prata induziram 

efeitos tóxicos em todos os parâmetros avaliados, entretanto os efeitos na atividade 

metabólica celular e danificação da membrana celular foram os mais acentuados. As 

nanopartículas, na escala de 20 nm, apresentaram maiores efeitos tóxicos do que as 

partículas de 80 e 113 nm. Conclui-se que a capacidade da prata de agir de forma 

tóxica nas células, varia de acordo com o tamanho da partícula e que a exposição à 

nanopartícula de prata baseada em concentração em massa não é apropriada.  

Carlson et al. (2008) avaliaram os efeitos tóxicos, dependentes do tamanho 

das nanopartículas de prata. Os efeitos foram avaliados em macrófagos, pois são as 

primeiras células de defesa e por possuírem um importante papel na iniciação do 

estresse oxidativo. Através dos resultados, foi possível concluir que o efeito tóxico, 
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produzido em macrófagos, foi causado principalmente pela geração de estresse 

oxidativo. 

A presente pesquisa objetivou testar a capacidade de redução da adesão 

bacteriana de filme nanoestruturado com partículas de prata, quando aplicado na 

superfície de componentes protéticos feitos de titânio. Para isso, foram realizados 

dois tipos de teste, o antibacteriano e a avaliação da adesão bacteriana, através de 

imagens obtidas pelo MEV (Juan et al., 2010; Liao et al., 2010). Para o teste 

antibacteriano foi utilizada cepa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 

43719) e para a avaliação da adesão bacteriana, cepas de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (ATCC 43719) Fusobacterium nucleatum ATCC (25586) e 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) (Liao et al., 2010; Zheng et al., 2012), que 

são bactérias anaeróbias, gram-negativas, frequentemente associadas ao quadro de 

peri-implantite (Becker et al., 1990; Leonhardt et al., 2002; Mombelli, 2002; Quirynen 

et al., 2002; Pfau; Avila-Campos, 2005; Liao et al., 2010).  

Em implantes acometidos pela peri-implantite, Fusobacterium nucleatum, 

Porphyromonas gingivalis, são encontradas com frequência e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans em bolsas profundas, acima de 6 mm (Becker et al., 1990; 

Leonhardt et al., 2002; Mombelli, 2002; Quirynen et al., 2002; Pfau; Avila-Campos, 

2005). 

O resultado obtido com cepa de A. actinomycetemcomitans, não apresentou 

diferença estatística (p≤ 0,01) entre o grupo controle (Ti) e o teste (NT-Ag). Este 

resultado indica que o filme nanoestruturado com partículas de prata, não foi efetivo 

na redução do número de bactérias aderidas à sua superfície, porém o valor médio 

de UFC/mL, do grupo NT-Ag (1,05 UFC/mL), foi menor do que o encontrado para o 

grupo Ti (1,46 UFC/mL), demonstrando que através de melhorias na confecção do 

filme nanoestruturado com partículas de prata, esse pode se tornar um material 

promissor na prevenção das infecções peri-implantares, como a mucosite e a peri-

implantite, através da diminuição da adesão de bactérias associadas a essa 

patologia. 

As imagens do MEV, ilustradas na figura 5.4, evidenciam regiões de 

heterogeneidade do filme e também irregularidades em sua superfície, o que indica 

que apesar de apresentar um bom comportamento na redução da adesão 
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bacteriana, o filme nanoestruturado com partículas de prata, deve ser bem 

distribuído e recobrir a superfície de titânio por completo, para que sua ação ocorra 

de maneira previsível, e talvez assim, possa apresentar resultados significativos. 

Além disso, a literatura aponta que a ação antibacteriana, pode ser dependente do 

tamanho das partículas utilizadas no filme nanoestruturado, bem como da 

concentração de prata apresentada pela superfície (Morones et al., 2005; Su et al., 

2009; Martinez-Gutierrez et al., 2010). 

Morones et al. (2005), compararam o efeito antibacteriano, dependente do 

tamanho das partículas, utilizando nanopartículas de prata com tamanhos de 1-100 

nm e realizando testes com bactérias gram-negativas. Somente as nanopartículas, 

com diâmetro de 1-10 nm, apresentaram interação direta com as bactérias, 

indicando que as propriedades antibacterianas da prata são dependentes de seu 

tamanho. Martinez-Gutierrez et al. (2010) também compararam o tamanho das 

nanopartículas de prata em seu efeito antimicrobiano, utilizando tamanhos de 20-25 

nm e de 80-90 nm. Os resultados demonstraram que o grupo com tamanho de 20-25 

nm foi o mais efetivo contra as bactérias testadas. 

Pesquisa comparando os efeitos de acordo com a concentração de prata na 

superfície de titânio, foi realizada por Su et al. (2009), com um preparo de TiO2/Ag, 

contendo nanopartículas de prata, com diâmetro médio de 20 nm, os testes 

antibacterianos foram realizados com diferentes concentrações de prata (1, 4, 7 e 10 

ppm). A concentração mais efetiva contra E. coli, foi de 10 ppm, atingindo nível de 

inibição do crescimento de 99,9%, porém essa porcentagem diminuiu 

significantemente na medida em que as concentrações foram diminuindo. Portanto, 

é possível que uma modificação na composição do filme nanoestruturado, com 

relação ao tamanho das partículas de prata e também à sua concentração, possa 

proporcionar uma ação mais efetiva na diminuição das bactérias utilizadas no 

presente experimento. 

As imagens obtidas pelo MEV, também demonstraram uma diminuição 

notável no número de bactérias aderidas na superfície dos discos do grupo NT-Ag, 

confirmando a possibilidade de ação antibacteriana do filme nanoestruturado com 

partículas de prata, porém as imagens não podem ser conclusivas com relação à 

efetividade do material, uma vez que, para que seja utilizado como parâmetro 
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estatístico, um número significativamente maior de amostras teria que ser realizado, 

o que foi inviável nesta pesquisa, devido ao alto custo desse procedimento. Liao et 

al. (2010), também realizaram a visualização dos espécimes em microscópio 

eletrônico de varredura, para testar as propriedades antiadesivas de nanopartículas 

de prata depositadas na superfície de titânio, após incubação das amostras, durante 

24 horas em meios contaminados com A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis, 

constataram que a adesão, dessas duas espécies, foi diminuída na superfície com 

nanopartículas de prata, em comparação com a superfície de titânio polida. 
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7 CONCLUSÕES 
 

 

Dentro das limitações deste estudo foi possível concluir que:  

 

 

 O grupo teste (NT-Ag) apresentou valor médio de UFC/ml menor do que o 

grupo controle (Ti), porém esta diferença não foi estatisticamente significante. 

 

 

 O filme nanoestruturado com partículas de prata, não foi efetivo na redução 

da adesão de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, sobre sua superfície, 

quando comparado com o grupo controle (Ti). 

 

 

 As imagens obtidas pelo MEV demonstram uma notável redução no número 

de bactérias aderidas à superfície dos discos do grupo teste (NT-Ag), em 

comparação com o grupo controle (Ti). 
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APÊNDICE A – Infusão de Cérebro e Coração Suplementado  

 

 

BHI -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 3,7 g 

H2O ----------------------------------------------------------------------------------- ------------------------------------ 100mL 

Extrato de levedura ----------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,5 g 

Hemina------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,1 mL 

Menadiona---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,1mL 

 

Autoclavar à 121 °C por 15 minutos. 
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APÊNDICE B – Ágar Sangue 

 

Para 1 litro 

 

Ágar de soja tripsicaseína (TSA) ------------------------------------------------------------------------------------- 40 g 

Extrato de levedura -------------------------------------------------------------------------------------------------------- 5 g 

H2O destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

Menadiona ------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0,10 mL 

Hemina ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,10 mL 

 

Autoclavar o meio a 121°C por 15 minutos. Após, resfriar o meio a 45°C, adicionar:  

 

Sangue de cavalo ------------------------------------------------------------------------------------------------------ 50 mL 
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APÊNDICE C – Solução Tampão PBS 

 

Para 1 litro 

 

Na2HPO4 ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,77 g 

KH2PO4 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,22 g 

NaCl ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 9,01 g 

H2O destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

Ph ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 7,3 

 

Aquecer até dissolver por completo. Dispensar em tubos e autoclavar à 121°C por 15 minutos. 
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APÊNDICE D – Solução de Hemina e Menadiona 

 

Solução de Hemina (5 mg/mL) 

 

Hemina --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,5 g 

Solução de hidróxido de sódio 1N --------------------------------------------------------------------------------- 10 mL 

Água destilada ---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 90 mL 

 

Dissolver a hemina na solução de NaOH e adicionar a água destilada. Autoclavar a 121°C por 15 

minutos. Guardar em frasco escuro e armazenar em geladeira 

 

Solução de Menadiona (1 mg/mL) 

 

Menadiona----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,1 g 

Etanol ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 100 mL 

 

Dissolver a menadiona na solução de etanol. Guardar em frasco escuro e armazenar em geladeira 
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APÊNDICE E – Solução de Hidróxido de sódio (1N) 

 

1 N ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 4 g 

3 N ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 12 g 

10 N -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  40 g 

 

Dissolver em 100 mL de água destilada. 


