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O titânio comercialmente puro (Ticp) e suas ligas geralmente são eleitos como materias de implantes dentários, devido às suas 

excelentes propriedades de biocompatibilidade, resistência à corrosão e osseointegração (Mishnaevsky et al., 2014). Entretanto, o 

sucesso do tratamento pode ser afetado por complicações (Moy et al., 2005), sendo que a peri-implantite representa uma das 

principais causas de falhas (Lee et al., 2017). Ela é definida como uma reação inflamatória com perda de osso suporte ao redor do 

implante, desencadeada pelo acúmulo de biofilme sobre a superfície do titânio (Ti) e pela resposta imune do hospedeiro (Han et al., 

2016; Heitz-Mayfield e Lang, 2010). O desenvolvimento do biofilme inicia-se pela adesão de colonizadores iniciais ao titânio, como 

espécies do gênero Streptococcus, oque possuem papel importante na adesão de colonizadores secundários (Periasamy et al., 2009). 

Dentre os tratamentos preconizados para a remoção do biofilme formado sobre os implantes dentários e controle do processo 

inflamatório estão incluídos debridamento mecânico, uso de agentes quiḿicos, antibioticoterapia e terapia fotodinâmica (Györgyey et 

al., 2016; Heitz-Mayfield e Mombelli, 2014). A terapia mecânica não é capaz de remover completamente o biofilme formado nas 

superfićies dos implantes (Renvert et al., 2008), por isso, o desenvolvimento de tratamentos mais efetivos é de suma importância para 

o controle de infecções peri-implantares. Dentro do contexto de procedimentos fotoquímicos, o desenvolvimento de revestimentos 

fotocatalíticos pode ser uma alternativa para a redução do biofilme formado sobre os tais implantes (Pantaroto et al., 2018). O 

revestimento com dióxido de titânio (TiO2) têm sido amplamente utilizado em indústrias ambientais e de tintas para fins 

fotocatalíticos e antimicrobianos utilizando luz ultravioleta (UV) (Allen et al., 2005). Já para que o TiO2 tenha efeito sob luz visível, é 

necessário dopá-lo com elementos como metais e ânions (Kim et al., 2017; Raut et al., 2016), como o bismuto (Bi), por exemplo, que 

comporta-se de forma não-tóxica e apresenta efeito antibacteriano (Lin et al., 2013; Ratova et al., 2018; Wang et al., 2018). Um 

estudo de Nagay et al. (2019) demonstrou que o bismuto incorporado em revestimento de TiO2, via plasma eletrolítico de oxidação 

(PEO), é biocompatível com fibroblastos gengivais humanos e apresenta resultados promissores como terapia adjunta da peri-

implantite, por demonstrar efeito fotocatalit́ico e antimicrobiano contra biofilme composto de Streptococcus sanguinis e Actinomyces 

naeslundii ao ser irradiado sob luz visiv́el por 30 minutos. Neste contexto, o PEO é um processo eletroquímico simples e eficaz para a 

formaçaõ de revestimento de TiO2 cristalino com incorporação de elementos dopantes sobre a superfície do titânio (Lin et al., 2013; 

Sridhar et al., 2017). A bioatividade e cristalização do titânio pode ser alcançada pela incorporação de cálcio (Ca) e fósforo (P), 

presentes na composição óssea, na solução eletrolítica utilizada durante o processo de tratamento por PEO (Beline et al., 2016).  

Tendo em vista que revestimentos de TiO2 dopado com Bi, sintetizado via PEO, possui capacidade fotocatalítica antimicrobiana, 

para consolidar a utilização desse tratamento de superfície em implantes dentários, notou-se a necessidade do desenvolvimento de 

novos revestimentos. Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi desenvolver um revestimento de TiO2 dopado com Ca, P e Bi na 

superfićie de discos de titânio comercialmente puro (Ticp) via PEO e investigar o potencial efeito fotocatalit́ico e antimicrobiano 

deste revestimento na presença e ausência de luz visível. 

 

  

Os discos de titânio comercialmente puro (Ticp) (Barão et al., 2012)  foram obtidos e após os tratamentos de superfície, foram 

divididos em: I – Discos de Ticp com superfície polida (Ticp – controle); II – Discos de Ticp + revestimento de TiO2 via PEO (TiO2); 

III – Discos de Ticp + revestimento de TiO2 via PEO com Bi (Bi-TiO2);IV – Discos de Ticp + revestimento de TiO2 via PEO com Bi, 

Ca e P (Bi,Ca,P- TiO2).  

 Para o preparo dos discos de Ticp, as superfićies de todos os discos foram polidas (Barão et al., 2012), sob irrigação (Beline et al., 

2016), limpos e secos (Barão et al., 2012). O discos do grupo controle apenas tiveram a superfície polida, os demais foram revestidos 

de TiO2 com Ca, P e Bi via plasma eletrolit́ico de oxidação (PEO), de acordo com cada grupo. O protocolo adotado seguiu Nagay et 

al., 2019, Lin et al.,2013 e Marques et al., 2015. Foi feita a caracterização das superfícies pela microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) (Patelli et al., 2018; Nagay et al., 2019), espectroscopia de energia 

dispersiva (EDS) (Zitzmann et al., 2008), perfilometria (rugosidade de superfície) (Cordeiro et al., 2017),  difração de raios X (DRX) 

(Marques et al., 2015; Matos et al., 2017), ângulo de contato com a água (molhabilidade) (Marques et al., 2015; Doll et al., 2017) e a 

atividade fotocatalítica (Akatsu et al., 2013; Nagay et al., 2019). 

Também foi realizado o ensaio microbiológico seguindo os seguintes passos: formação da pelićula adquirida sobre os discos 

previamente à adesão microbiana. Para isso, a saliva foi estimulada e coletada de dois voluntários saudáveis, sem uso de 

medicamentos (Cavalcanti et al., 2014), que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e que foi previamente submetido 



e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FOP/UNICAMP (CAAE 19096919.2.0000.5418). A saliva foi coletada 

(Guggenheim et al., 2001), misturada e centrifugada (Souza et al., 2019). 

Os discos foram posicionadas em placas de cultura de células de 24 poços,  irradiados com luz UV (Zhao et al., 2010) e a saliva 

filtrada foi pipetada em cada poço. As placas foram incubadas, para a formação da película adquirida (Souza et al., 2019); em seguida 

a viabilidade das células bacterianas de Streptococcus sanguinis foi determinada antes do ensaio microbiológico das amostras com os 

discos controle (Ticp) em condições de ausência de luz e sob irradiação de luz branca visível seguindo o protocolo descrito a seguir; o 

ensaio fotocatalit́ico antimicrobiano foi realizado com S. Sanguinis crescido em placas de Brain Heart Infusion (BHI) ágar, cujas 

colônias foram coletada e inoculadas em tubos de BHI caldo (Cordeiro et al., 2018). Em seguida, os tubos foram centrifugados e o 

precipitado foi ressuspendido em novo meio BHI caldo (Cordeiro et al., 2018). 

Os discos já cobertos por pelićula adquirida foram transferidos para novas placas e foram cobertos com o inóculo ajustado de meio 

BHI caldo. As amostras foram incubadas para a formação de biofilme sobre as superfícies. As amostras foram lavadas (Cushnie et al., 

2009) e transferidas para novas placas de NaCl 0,9% em cada poço. O ensaio fotocatalítico antimicrobiano foi realizado sob as 

mesmas condições do teste de fotocatálise (escuro e exposto por luz visível) em ambiente com temperatura controlada. De acordo 

com os resultados de viabilidade bacteriana realizado anteriormente, o tempo de irradiação das bactérias foi de 30 minutos. O teste foi 

realizado em dois ensaios microbiológicos independentes e dois períodos de adesão bacteriana e formação de biofilme independentes 

(8 h e 24 h) (n = 6); 4) Análise microbiológica foi feita após a exposição à luz visiv́el, os discos foram transferidos para tubos com 

NaCl 0,9% e sonicados (Pantaroto et al., 2018). A suspensaõ de células foi serialmente diluid́a e a diluição foi semeada em placas de 

BHI ágar. As placas foram incubadas e foi feita a contagem das unidades formadoras de colônias (UFC). 

Com essas estapas finalizadas, foi feita a análise estatística, morfologia, composição química, rugosidade, molhabilidade, 

cristalinidade, atividade fotocatalit́ica, adesão bacteriana e formação de biofilme de Streptococcus sanguinis sobre os discos, após 

irradiação ou não, foram avaliadas. Os dados quantitativos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) seguido de Teste 

Tukey (α=0,05).  

 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) 

 São observadas diferentes morfologias de superfićie dos discos tratados se comparado ao grupo controle (Figura 1). O grupo 

controle apresentou-se mais liso, regular, homogêneo, com sulcos longitudinais resultantes do processo de polimento, enquanto os 

grupos tratados via PEO (TiO2, Bi-TiO2 e Bi,Ca,P-TiO2) apresentaram-se mais irregulares e heterogêneos. As micrografias tri-

dimensionais de MCVL indicaram a presença de “crateras” caracterizadas por depressões circulares (cor azul), sendo menos notório 

para o grupo Bi,Ca,P-TiO2. Além disso, foi observada menor área superficial para o grupo controle, seguido dos grupos Bi,Ca,P-TiO2, 

Bi-TiO2 e TiO2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

Com relação à composição quiḿica, pode-se observar na Figura 2 que a superfície de Ticp polido, as porcentagens superficiais de 

foram 94% de Ti e 6% de O. Na superfície de TiO2, foram identificados 37% de Ti, 54% de O e 9% de N, já na superfície de Bi-TiO2, 

identificou-se 25% de Ti, 45% de O, 14% de N e 14% de Bi. Por fim, nas superfícies de Bi,Ca,P-TiO2, as observou-se: 22% de Ti, 

53% de O, 14% de N, 5% de Bi, 3% de Ca e 3% de P. A partir desta análise, pode-se confirmar que o tratamento de superfície via 

PEO foi capaz de incorporar os elementos quiḿicos desejados nas superfícies dos discos.   

Difração de raios X (DRX)  

Os padrões de DRX das superfićies controle e experimentais estão demonstrados na Figura 3. Todos os grupos apresentaram picos 

de Ti referentes à fase α amorfa (JCPDS 65- 3362). As fases cristalinas de TiO2, anatase e rutilo, foram identificadas em todas as 

superfićies tratadas por PEO, com picos característicos de anatase em ∼25° (JCPDS 83-2243) e rutilo em ∼27° (JCPDS 73-1765). 

 

Figura 1 - Morfologia da superfície dos grupos Ticp, TiO2, Bi-TiO2 e 

Bi,Ca,P-TiO2. (a) MEV (500×) e imagens (b) bi- e (c) tri-dimensionais 

(50×) de MCVL do Ticp e superfícies tratadas por PEO.  

Figura 2 - Composiçaõ química das superfícies Ticp, TiO2, Bi-TiO2 e Bi,Ca,P-TiO2. 

 

 



 

 

 

 

Perfilometria (rugosidade de superfície) 

A Figura 4 apresenta os dados de rugosidade Ra (a), Rq (b), Rt (c) e Rz (d) das superfićies controle e experimentais. Observa-se 

que o Ticp apresentou valores médios de todos os padrões de rugosidade estatisticamente menores quando comparado aos grupos 

tratados com PEO (p<0,001). Além disso, com relação aos dados de rugosidade Ra e Rq, a superfície de Bi,Ca,P-TiO2 apresentou 

valores estatisticamente menores quando comparada à superfície de TiO2 (p=0,010), bem como apresentou-se menos rugosa em 

relação ao grupo Bi-TiO2, contudo sem diferença estatiśtica. 

Ângulo de contato com a água (molhabilidade) 

A molhabilidade foi analisada a partir do ângulo de contato formado pela água com as superfícies controle e experimentais (Figura 

5). O Ticp apresentou maior valor de ângulo de contato com a água (Θw = 55°), diferindo estatisticamente dos grupos tratados com 

PEO (p<0,001). O grupo Bi-TiO2 apresentou ângulo de contato com a água de Θw = 16°. As superfícies de TiO2 e Bi,Ca,P-TiO2 

foram capazes de absorver a gota de água imediatamente após o gotejamento, impossibilitando a medição do ângulo de contato. 

Decorrente a esse fato, assume-se que o ângulo Θw foi zero, caracterizando-as como superficies super-hidrofílicas. 

 

Atividade fotocatalítica 

O potencial fotocatalítico foi avaliado pela 

degradação do alaranjado de metila (AM) em função 

do tempo de exposição à luz visiv́el (Figura 6). 

Observa-se que o grupo controle não apresentou 

atividade fotocatalítica na presença de luz; tampouco 

no escuro. A medida que o tempo progride de 0, 15, 

30, 60, 90, 120 à 180 minutos, a atividade 

fotocatalítica aumenta progressivamente para todos 

os grupos tratados via PEO (Figura 6a). O grupo Bi-

TiO2 apresentou maior atividade fotocatalit́ica 

mesmo após 180 minutos de exposição à luz, seguido 

pelo grupos Bi,Ca,P-TiO2 e TiO2. Especificamente, 

no período de 30 minutos (Figura 6a’), pode-se 

observar maior porcentagem significativa de 

atividade fotocatalit́ica dos grupos Bi-TiO2 (p=0,013) 

e Bi,Ca,P-TiO2 (p=0,049) quando comparados ao 

grupo controle. Com relação à atividade 

fotocatalítica das superfícies no escuro (Figuras 6b e 

6b’), observa-se que não houve diferença estatística 

entre os grupos (p=0,300). 

  

 

Viabilidade de células bacterianas 

A Figura 7 mostra que houve redução bacteriana significativa a partir de 60 minutos de exposição das amostras à luz visível 

comparado às amostras testadas imediatamente após o período de adesão de 8 horas (0 minutos). Frente a esses resultados, o tempo de 

30 minutos de luz foi estabelecido para ser utilizado no ensaio fotocatalit́ico antibacteriano, visto que esse tempo de exposição 

permitiu a viabilidade das células bacterianas sem diferença estatística com o tempo 0 minutos.  

 

 

Figura 4 - Rugosidade superficial dos grupos Ticp, TiO2, Bi-TiO2 e Bi,Ca,P-TiO2. 

(a) Ra; (b) Rq; (c) Rt; e (d) Rz.Símbolos diferentes (*, ♦ e ○) indicam diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05; teste de Tukey). 

 

 

 

 

Figura 3 - Padrões de difraçaõ de raios X dos 

grupos Ticp, TiO2, Bi- TiO2 e Bi,Ca,P-TiO2. Ti = 

titânio, A = Anatase, R = Rutilo. 

Figura 5 - Ângulo de contato da água com as 

superfícies controle e experimentais. As 

barras indicam diferença estatisticamente 

significante entre Ticp e os grupos tratados 

com PEO (p<0,001; teste de Tukey). 

Figura 6 - Atividade fotocatalítica dos grupos Ticp, TiO2, Bi-TiO2 e Bi,Ca,P-TiO2 em funçaõ do tempo (minutos) 

de exposiçaõ (a) ou não (b) à luz visível, e após 30 minutos de irradiação com (a’) e sem exposiçaõ à luz (b’). As 

barras indicam diferença estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05; teste de Tukey). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividade fotocatalítica antimicrobiana 

Com relação aos resultados microbiológicos, os grupos tratados com PEO apresentaram maior adesão de S. sanguinis (8 horas) 

quando comparado ao grupo controle em ambas as condições de escuro e luz (p<0,01) (Figura 8).  

Em períodos mais tardios de desenvolvimento do biofilme (24 horas), todos os grupos apresentaram resultados similares em 

condições de escuro. Em contrapartida, após exposição à luz visiv́el, observa-se a eficácia do grupo Bi,Ca,P-TiO2 na redução 

bacteriana de S. sanguinis quando comparado aos grupos controle (p=0,016) e TiO2 (p=0,032). Além disso, observa-se no gráfico de 

fold change (diferença de log10 UFC/mL de cada grupo entre as condições de escuro e após exposição à luz visível), que houve 

reduçaõ bacteriana de S. sanguinis após irradiação por luz visível, sendo que o grupo Bi,Ca,P-TiO2 apresentou maior redução, seguido 

dos grupos Bi-TiO2 e TiO2, contudo sem diferença estatística. O grupo controle não apresentou redução bacteriana após exposição à 

luz visível quando comparado à condição de escuro. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Baseados nos resultados deste estudo in vitro e considerando as limitações do mesmo, pode-se concluir que: 

- O revestimento de TiO2 cristalino dopado com Bi, Ca e P foi sintetizado com sucesso via PEO, apresentando topografia 

complexa, características superficiais (rugosidade e hidrofilicidade) e atividade fotocatalítica superiores à superfície controle de Ticp 

polido. 

- Bi,Ca,P-TiO2 apresentou menor área superficial comparado aos demais grupos experimentais e demonstrou redução bacteriana 

de S. sanguinis (24 horas) após 30 minutos de irradiação com luz visível. 

- O revestimento de TiO2 cristalino dopado com Bi, Ca e P desenvolvido neste estudo pode ser considerado uma alternativa de 

tratamento de superfície para implantes dentários por apresentar elementos bioativos (Ca e P) e propriedades superficiais favoráveis à 

osseointegração, bem como é fotocatalítico, podendo ser utilizado como forma de tratamento adjuvante da peri-implantite através da 

sua irradiação com luz visiv́el. 
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