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RESUMO 

 

As lesões de mancha branca em esmalte afetam a maior parte dos pacientes 

ortodônticos. O bráquete é um sítio de retenção para o biofilme, e em presença de 

açúcar, a desmineralização do esmalte pode ocorrer. A incorporação de agentes 

antimicrobianos ao bráquete é uma opção para a prevenção de cárie, 

independentemente da colaboração do paciente. O objetivo deste trabalho é avaliar 

a morfologia superficial e a ação antimicrobiana de filmes finos de fosfato de cálcio 

amorfo (FCA) e de nitreto de titânio (TiN) depositados em bráquetes ortodônticos. 

Para tanto, 24 bráquetes metálicos foram distribuídos em três grupos (n=8), de 

acordo com o tipo de recobrimento (SR- sem recobrimento; FOS- fosfato de cálcio; e 

TIT- nitreto de titânio). Os revestimentos foram depositados via gaiola catódica nos 

grupos FOS e TIT; e amostras de referência foram avaliadas por microscopia 

confocal, microscopia eletrônica de varredura e espectroscopia de energia 

dispersiva de raios X para caracterização dos filmes. A capacidade de aderência in 

vitro de Streptococcus mutans U159 (S. mutans) após 24 horas de incubação foi 

mensurada pela densidade óptica da biomassa do biofilme total corada em cristal 

violeta. Os experimentos foram realizados em triplicata, em uma única repetição 

biológica. Os dados foram submetidos à ANOVA 1-fator (α=5%). A microscopia 

confocal revelou que a média da espessura do filme de FCA (105 ±1,47 nm) é maior 

que a do filme de TiN (61,2 ±1,56 nm). A análise por espectroscopia de energia 

dispersiva comprovou a deposição dos filmes de FCA e TiN na superfície dos 

respectivos bráquetes e a uniformidade das camadas foi evidenciada pela 

microscopia eletrônica de varredura. Apenas o grupo FOS apresentou partículas de 

tamanhos variados na canaleta do bráquete. Após 24 horas, houve formação de 

biofilme de S. mutans em todos os grupos avaliados. A densidade óptica obtida nos 

três grupos foi semelhante (SR=0,347 ±0,042; FOS=0,238 ±0,055; TIT=0,226 

±0,057), sem diferença estatisticamente significativa (p=0,06). O filme fino de FCA 

alterou a superfície da canaleta do bráquete, enquanto a presença dos 

revestimentos de TiN e FCA não modificou a morfologia superficial das aletas dos 

bráquetes e não influenciou na formação do biofilme de S. mutans na superfície dos 

bráquetes metálicos. 

Descritores (DeCS): Ortodontia. Streptococcus mutans. Biofilmes. Antibacterianos.  



ABSTRACT 

 

White spot lesions affect most orthodontic patients. The bracket is a retention site for 

biofilm and in the presence of sugar, areas of demineralizated enamel can occur. 

The incorporation of antimicrobial agents into the bracket is an option for caries 

prevention, independent of patient´s compliance. The evaluation of the surface 

morphology and antimicrobial action of thin films of amorphous calcium phosphate 

(ACP) and titanium nitride (TiN) deposited in brackets is the aim of this study. Twenty 

four stainless steel brackets were allocated into three groups (n=8), according to 

coating types (NC – no coating, FOS - calcium phosphate and TIT - titanium nitride). 

The coatings were deposited by cathodic cage (FOS and TIT groups) and evaluated 

by energy dispersive X-ray spectrometry, scanning electron microscopy and confocal 

microscopy. Streptococcus mutans U159 (S. mutans) biofilm quantification was 

measured by cristal violet assay after 24 hours. All experiments were performed in 

triplicate and in one biological replicate. Data were submitted to ANOVA One-way 

(α=.05). Confocal microscopy revealed that the ACP film (105 ±1,47 nm) is thicker 

than the titanium nitride film (61,2 ±1,56 nm). Energy dispersive X-ray spectrometry 

analysis confirmed the deposition of ACP and TiN films on brackets surface. 

Scanning electron microscopy evidenced the uniformity of layers. FOS group 

presented particles of varying sizes on slot area. There was S. mutans biofilm 

formation in all groups evaluated. The optical density obtained was similar (NC = 

0,347 ±0,042; FOS = 0,238 ± 0,055; TIT = 0,226 ± 0,057) and no statistically 

significant differences were observed. The ACP thin film altered the bracket slot 

surface morphology, while the presence of thin films of ACP and TiN did not 

influence the formation of the S. mutans biofilm on the surface of metallic brackets 

and did not alter the surface morphology of the wings. 

 

Keywords (MeSH): Orthodontic brackets; Streptococcus mutans; Biofilms; 

Antibacterial agents. 

 

 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1 – Fluxograma da metodologia empregada.  

Quadro 1 - Composição nominal dos bráquetes metálicos. 

Figura 2 - Representação esquemática em corte do reator de nitretação iônica na 

configuração de gaiola catódica (A), mostrando no detalhe a gaiola (B). 

Figura 3 - Gaiolas catódicas em posição no reator (A), com a vista superior da tampa 

da gaiola catódica em detalhe (B). 

Figura 4 - Aspecto visual da formação do plasma na superfície da gaiola em função 

da pressão de trabalho. 

Figura 5 - Micropoços com bráquetes imersos em suspensão padronizada de S. 

mutans em caldo BHI. 

Figura 6 - Coloração do biofilme com solução aquosa de cristal violeta 0,1%. 

Figura 7 - Processo de descoloração do biofilme com solução de ácido acético 33%. 

Figura 8 - Aparelho de espectofotômetro utilizado para a leitura das amostras. 

Figura 9 - Aspecto visual dos bráquetes dos grupos SR, FOS e TIT após a 

deposição dos filmes finos correspondentes via gaiola catódica (quando aplicado). 

Figura 10 - Microscopia confocal da lâmina de vidro com filme de fosfato de cálcio. 

Figura 11 - Microscopia confocal da lâmina de vidro com filme de nitreto de titânio, 

em detalhe com aumento de 20 µm. 

Figura 12 – Microscopia eletrônica de varredura da aleta do bráquete do grupo SR, 

com aumento de 1000x. 

Figura 13 – Microscopia eletrônica de varredura da aleta do bráquete do grupo FOS, 

com aumento de 1000x. 

Figura 14 – Microscopia eletrônica de varredura da aleta do bráquete do grupo TIT, 

com aumento de 1000x.  

Figura 15 - Microscopia eletrônica de varredura da canaleta do bráquete do grupo 

SR, com aumento de 1000x. 

Figura 16 - Microscopia eletrônica de varredura da canaleta do bráquete do grupo 

FOS, com aumento de 1000x.  

Figura 17 - Microscopia eletrônica de varredura da canaleta do bráquete do grupo 

TIT, com aumento de 1000x.  

Figura 18 - Densidade óptica média obtida para cada grupo na presença de S. 

mutans após 24 horas de incubação. 



LISTA DE TABELA 

 

Tabela 1 - Composição e concentração dos elementos químicos presentes nos 

bráquetes dos diferentes grupos de acordo com a análise de EDS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

A - Ampère 

ABNT – Associação Brasileira de Normas Técnicas 

Ag – Prata 

Ag-Pt – Prata-Platina 

Ag-TiO2 - Dióxido de titânio-prata 

AISI - American Iron and Steel Institute 

atm - atmosfera 

BHI - Brain heart infusion 

ºC – graus Celsius 

C – Carbono 

Ca - Cálcio 

Ca+2 - íons Cálcio 

cm – Centímetro 

CO2 – Dióxido de carbono 

Cr- Cromo 

Cu - Cobre 

CuO - Óxido de cobre 

DO - Densidade óptica  

EDS - Espectroscopia de energia dispersiva de raios X 

EPS - Exopolissacarídeos 

FCA - Fosfato de cálcio amorfo 

Fe - Ferro 

H2 - Hidrogênio molecular 

IFES - Instituto Federal do Espírito Santo  

kV – Quilovolt 

L. acidophilus - Lactobacillus acidophilus 

µL – Microlitro 

MEV – Microscopia eletrônica de varredura 

mL - Mililitro 

mm - Milímetro 

Mn - Manganês 

N2 - Nitrogênio molecular 



Ni - Níquel 

nm – Nanômetro 

O - Oxigênio 

P - Fósforo 

pH - Potencial hidrogeniônico 

P. gingivalis - Porphyromonas gingivalis 

(PO4)
-3 – íon Fosfato 

rpm - Rotações por minuto 

S - Enxofre 

sccm - Centímetros cúbicos padrão por minuto (do inglês, standard cubic centimeter 

per minute) 

SE – elétrons secundários 

Si - Silício 

SiO2 - Dióxido de silício 

S. mutans - Streptococcus mutans  

Ti – Titânio 

TiN - Nitreto de titânio 

TiO2 - Dióxido de titânio 

Torr - Torricelli 

UFC - Unidade formadora de colônias 

V - Volt 

ZnO - Óxido de Zinco 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO 12 
2 REVISÃO DA LITERATURA 15 
2.1 CÁRIE DENTÁRIA 15 
2.2 LESÃO DE MANCHA BRANCA EM PACIENTES 

ORTODÔNTICOS 
17 

2.2.1 Métodos de prevenção 19 
2.3 TRATAMENTO DE SUPERFÍCIE DE METAIS 20 
2.3.1 Nitreto de titânio  22 
2.3.2 Fosfato de cálcio amorfo  23 
3 OBJETIVOS 26 
4 MATERIAIS E MÉTODOS 27 
4.1 DISTRIBUIÇÃO DOS GRUPOS 27 
4.2 DEPOSIÇÃO DE FILMES FINOS POR GAIOLA 

CATÓDICA EM BRÁQUETES METÁLICOS 
28 

4.3 MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO 30 
4.3.1 Microscopia confocal 30 
4.3.2 Microscopia eletrônica de varredura 31 
4.3.3 Espectroscopia de energia dispersiva de raios x 31 
4.4 AVALIAÇÃO MICROBIOLÓGICA 31 
4.4.1 Linhagem utilizada e meio de cultura 32 
4.4.2 Seleção dos bráquetes 32 
4.4.3 Quantificação da biomassa total do biofilme por 

coloração com cristal violeta 
32 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 35 
5 RESULTADOS 36 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES FINOS 

DEPOSITADOS 
36 

5.1.1 Microscopia confocal 36 
5.1.2 Microscopia eletrônica de varredura 37 
5.1.3 Espectroscopia de energia dispersiva de raios X 40 
5.2 AVALIAÇÃO MICROBIOLÓGICA 41 
6 DISCUSSÃO 43 
7 CONCLUSÕES 49 
 REFERÊNCIAS 50 
 APÊNDICE 59 
APÊNDICE A ARTIGO PARA SUBMISSÃO EM PERÍÓDICO 59 
 ANEXOS 70 
ANEXO A NORMAS PARA SUBMISSÃO NA REVISTA THE 

ANGLE ORTHODONTIST 
70 

 



12 
 

1 INTRODUÇÃO1  

 

 

A lesão de mancha branca no esmalte dentário pode acometer até 70% dos 

pacientes em tratamento ortodôntico (JULIEN et al., 2013). A dificuldade de 

higienização pelo uso do aparelho fixo, associada ao consumo de açúcar e à 

mudança na microbiota, favorecem o desenvolvimento destas lesões, que ocorrem 

devido à desmineralização do esmalte pelos ácidos orgânicos produzidos pelo 

biofilme. Os componentes do aparelho ortodôntico também funcionam como 

substrato adequado para a retenção dos microrganismos, devido à sua rugosidade 

superficial e estrutura irregular (GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2010). 

Vários métodos podem reduzir ou prevenir o surgimento de lesões de mancha 

branca: melhora da higiene oral, modificação do padrão alimentar com redução do 

consumo de carboidratos e tratamentos com aplicação tópica de fluoreto (GUZMAN-

ARMSTRONG et al., 2010; ENAIA et al., 2011). Entretanto, estes métodos 

dependem da colaboração do paciente e medidas preventivas que não dependam 

desta cooperação tendem a ser mais efetivas (WANG et al., 2015). 

A preservação do esmalte dentário, a redução do risco de cárie e o controle 

da formação de biofilme são objetivos constantes durante o tratamento ortodôntico. 

A presença da cárie impede a continuidade do tratamento, com consequente 

aumento do tempo e complexidade de trabalho (BISHARA; OSTSBY, 2008). A 

possibilidade de utilização de materiais ortodônticos com atividade antimicrobiana 

facilitaria de sobremaneira a prevenção primária da doença cárie em pacientes não 

colaboradores, através da inibição da formação de biofilme. As recentes descobertas 

da nanotecnologia mostraram que o tratamento de superfície de metais pela 

deposição de filmes finos teria efeito inibidor no crescimento de microrganismos e os 

resultados sugerem uma ampla gama de possibilidades de utilização 

(GRÖSSNERSCHREIBER et al., 2001; YOSHINARI et al., 2001; SHAH et al., 2011; 

CAO et al., 2013; TUPINAMBÁ, 2014; RAMAZANZADEHM et al., 2015; RYU et al., 

2012; FATANI et al., 2017, CAO et al., 2016, GHASEMI et al., 2017. ARANYA et al. 

2017). 

 
1
 Este texto seguiu as normas ABNT NBR 14724:2011 para normalização de trabalhos acadêmicos. 

ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS – ABNT. NBR 14724: informação e 
documentação – trabalhos acadêmicos. Rio de janeiro, 2011. 
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O revestimento com nitreto de titânio (TiN) é utilizado na Odontologia desde a 

década de 1980, mas foi descrito apenas em 1992 por Metzger e Creugers. O 

objetivo inicial era aumentar a dureza do aço inoxidável, sua resistência à abrasão, 

reduzir a corrosão e a rugosidade. Foi somente a partir de 2000 que o potencial 

antimicrobiano do TiN passou a ser estudado, especialmente em implantes dentários 

(GRÖSSNERSCHREIBER et al., 2001; YOSHINARI et al., 2001; JABBARI et al., 

2012). Em Ortodontia, a deposição de TiN em bráquetes não alterou as 

propriedades friccionais e anticorrosivas desses dispositivos (KAO et al.; 2002; LIU 

et al., 2007; KAO et al., 2011). Na presente revisão bibliográfica, não foram 

encontrados trabalhos que avaliassem a possível ação antimicrobiana do 

revestimento em bráquetes ortodônticos. 

 O fosfato de cálcio amorfo (FCA) é um intermediário biocompatível na 

formação da hidroxiapatita. Ele fornece uma liberação sustentada de íons de cálcio 

(Ca+2) e fosfato (PO4)
-3 quando o pH salivar cai abaixo de 5,8 (UYSAL et al., 2010a). 

Os íons cálcio e fosfato liberados interferem no processo cariogênico ao reduzir a 

desmineralização do esmalte e potencializar a remineralização (HAMMAD et al., 

2013). 

 Originalmente o FCA foi adicionado em dentifrícios, colutórios e géis tópicos 

(COCHRANE et al., 2010). Em seguida, a substância foi incorporada com bons 

resultados laboratoriais em materiais dentários como compósitos, adesivos e 

cimentos como uma alternativa à prevenção secundária da cárie, graças ao seu 

potencial remineralizante (UYSAL et al., 2010b). Recentemente, Aranya et al. (2017) 

observaram efeito inibitório no crescimento de microrganismos em implantes 

dentários de titânio recobertos com FCA.  

Dentre todos os materiais ortodônticos, o bráquete desempenha um papel 

significativo na retenção de biofilme e, em consequência, na desmineralização do 

esmalte por estar colado ao dente durante todo o período do tratamento ortodôntico. 

Além disto, seu desenho complexo impõe um ambiente de difícil limpeza (SHAH et 

al., 2011), favorecendo a proliferação de bactérias acidogênicas em detrimentos de 

outras, com consequente alteração da harmonia da microbiota (FREITAS et al., 

2014). A possibilidade de deposição de uma película de revestimento com 

propriedades antibacterianas no bráquete abre um novo horizonte na prevenção 

primária da cárie em pacientes ortodônticos, independentemente da colaboração 

dos mesmos.  
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Em relação aos fatores associados à progressão da doença cárie, o desafio 

atual busca o controle da formação e adesão do biofilme através do 

desenvolvimento de substâncias, mecanismos e barreiras que dificultem a formação 

do biofilme, tanto nas superfícies dentárias, quanto nos aparelhos ortodônticos 

(SUDJALIM et al., 2007).  A adesão bacteriana possui características especiais e 

dependentes da interação direta do biofilme com a superfície do substrato com o 

qual este se relaciona. Fatores como presença da película adquirida do esmalte, 

polaridade, rugosidade, molhabilidade e energia de superfície, desempenham papéis 

críticos neste relacionamento, interferindo não só na facilidade de adesão como nas 

características da formação do biofilme (TUPINAMBÁ, 2014). 

A modificação das características de superfície dos biomateriais, com a 

deposição de filmes que possam dificultar ou até mesmo impedir a adesão e 

reprodução bacteriana, abre nova perspectiva no controle da formação de biofilmes 

em meio bucal (GRÖSSNERSCHREIBER et al., 2001; MONTEIRO et al., 2009).  

Este tipo de prática, bastante comum na Implantodontia (YOSHINARI et al., 2001; 

GRÖSSNERSCHREIBER et al., 2004; GRÖSSNERSCHREIBER et al., 2009), serve 

de inspiração para que estas estratégias também possam ser utilizadas na 

Ortodontia. Ainda há carência de estudos na literatura a respeito do controle da 

adesão do biofilme durante o tratamento ortodôntico através da ação antimicrobiana 

de revestimentos depositados na superfície dos bráquetes ortodônticos. 

À luz da literatura pesquisada, os resultados sugerem haver aplicabilidade 

para o desenvolvimento de bráquetes ortodônticos com propriedades 

antimicrobianas. A possibilidade de prevenção primária da doença cárie em 

pacientes não colaboradores, através da inibição da formação de biofilme 

solucionaria um importante problema dentro da prática ortodôntica. 

Neste sentido, o presente trabalho propõe avaliar o efeito da deposição de 

filmes finos de TiN e FCA na morfologia superficial e adesão bacteriana em 

bráquetes ortodônticos.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 CÁRIE DENTÁRIA 

 

 A cárie dentária é uma doença multifatorial causada pela modificação 

ecológica, induzida pelo acúmulo de biofilme na superfície dentária e caracterizada 

pela desmineralização dos tecidos dentais por ácidos produzidos pela atividade 

metabólica bacteriana (FEJERSKOV, 2004; CARLETTO-KÖRBER et al., 2015). A 

destruição progressiva da estrutura dentária ocorre a partir da associação do 

biofilme acumulado com a regular exposição ao açúcar (CURY et al., 2016). 

 Portanto, a cárie é uma doença dependente do binômio biofilme-açúcar, 

sendo a sacarose o açúcar de maior potencial cariogênico (BOWEN, 2002).  O 

acúmulo de biofilme é o fator necessário e a exposição ao açúcar, o fator 

determinante para a progressão da cárie em qualquer superfície dentária, intacta ou 

restaurada. A cada exposição ao açúcar, há produção de ácido pelas bactérias do 

biofilme, com consequente queda do pH. O pH é a força motriz que rege a perda ou 

ganho de íons de cálcio (Ca+2) e fosfato (PO4)
-3 da estrutura mineral dos dentes 

(CURY et al., 2016). Enquanto o pH permanece abaixo de 6,5 para a dentina e 5,5 

para o esmalte, os minerais destes tecidos são dissolvidos (desmineralização). Após 

cerca de 20 a 30 minutos, o pH se eleva novamente e a saliva tenta reparar a perda 

de (Ca+2) e (PO4)
-3, através do processo denominado remineralização. No entanto, a 

saliva por si só pode não ser completamente eficaz para reparar todos os íons (Ca+2) 

e (PO4)
-3 perdidos durante o processo de desmineralização. O equilíbrio em direção 

à desmineralização ou à remineralização dependerá da frequência diária de ingestão 

de açúcares e do biofilme acumulado (HIRATA, 2006). 

 A etiologia da cárie dentária é considerada um distúrbio do equilíbrio 

microecológico da placa dental (MARSH, 2006). O biofilme oriundo da placa dental 

acumulada cresce em todas as superfícies da cavidade oral, incluindo os dentes, a 

mucosa e todos os materiais ali inseridos (WANG et al., 2016). 

 A necessidade da formação da película adquirida é o que torna o biofilme 

dental único. O biofilme dental necessita das glicoproteínas salivares do hospedeiro 

para se aderir. A formação da película adquirida é baseada na lei de entalpia livre 



16 
 

Gibbs, na qual mais energia é liberada quando as glicoproteínas estão ligadas à 

superfície do dente ou biomaterial (HUANG et al., 2011). 

 O biofilme dental é formado por uma sequência organizada de eventos. 

Após a formação da película adquirida, há a adesão reversível das bactérias 

planctônicas. Esta adesão é mantida por  interações físico-químicas não específicas 

e constitui o alicerce para o crescimento do biofilme (MARSH, 2006). Os primeiros 

microrganismos que se ligam aos componentes da película adquirida são chamados 

de pioneiros ou colonizadores primários. A maioria destes microrganismos são 

considerados comensais e convivem em relativa harmonia com o hospedeiro. A 

adesão dos colonizadores primários à película adquirida se dá por ligações fracas, 

como interações de Van der Waals. A escovação diária desorganiza e remove estes 

microorganismos aderidos, evitando a progressão da formação do biofilme (HOJO et 

al., 2009). 

 As colônias que não foram imediatamente retiradas da superfície pela 

escovação podem ancorar-se de forma mais permanente, através de moléculas de 

adesão celular, de modo a ocorrer interações estáveis entre as proteínas da película 

adquirida com proteínas da superfície bacteriana, as chamadas adesinas (HOJO et 

al., 2009). 

A segunda fase da formação do biofilme dental consiste na transição do 

estágio reversível da adesão para o irreversível, através dos receptores específicos 

de adesinas. Em seguida, microrganismos colonizadores secundários se associam 

às células já aderidas.  As bactérias passam a secretar substâncias que serão 

responsáveis pela manutenção da adesão e da camada que envolve o biofilme. Na 

quarta fase há o início da formação de microcolônias e do desenvolvimento da 

arquitetura do biofilme maduro.  A quinta e última fase da formação do biofilme 

ocorre quando o ambiente não é mais favorável à sua manutenção, e há o 

descolamento do biofilme maduro em forma de agregados celulares ou células 

planctônicas.  Após desprendidas, as bactérias livres podem colonizar novos 

ambientes, reiniciando a formação de novos biofilmes (MARSH, 2006). 

Bactérias em biofilmes dentais produzem ácido lático e exopolissacarídeos 

(EPS). Quando o equilíbrio do biofilme é perturbado, o acúmulo de ácido láctico terá 

um papel fundamental no desenvolvimento da cárie dentária. Constituintes da 

matriz, como os EPS, podem afetar a difusão de substâncias dentro e fora do 
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biofilme, favorecendo o desenvolvimento de uma gama diversificada de 

microambientes dentro do biofilme (KOO et al., 2013). 

 O Streptococcus mutans (S. mutans) é considerado o principal agente 

etiológico da cárie dentária em humanos e fatores de virulência tais como a 

composição de sua superfície celular (sorotipo) e a produção de bacteriocinas 

(mutacinas) tem sido investigados em relação à sua cariogenicidade. S. mutans está 

presente em mais de 90% da população mundial e afeta a todos os níveis sócio-

econômicos. O microrganismo pode ser classificado em quatro sorotipos (c, e, f, k), 

sendo o sorotipo c o mais comumente prevalente (SPOLIDORIO et al., 2015). 

A simples presença de S. mutans não é indicativa de doença no indivíduo. 

Este e outros patógenos estão presentes mesmo em condições de saúde do 

hospedeiro, e se mantem em quantidade reduzida ao longo do tempo (homeostase 

microbiana). Na cárie dentária, há uma mudança em direção à dominância da 

comunidade por bactérias de espécies acidogênicas e acidúricas, como S. mutans e 

lactobacilli, embora outras espécies possam estar envolvidas. É necessário uma 

modificação ecológica (presença de açúcar, baixo fluxo salivar, baixo pH etc), 

para que tais patógenos superem a microflora residente e atinjam a dominância 

numérica necessária para que a doença ocorra (MARSH, 2006). 

 

2.2  LESÃO DE MANCHA BRANCA NO ESMALTE DENTAL EM PACIENTES 

ORTODÔNTICOS 

 

 A lesão de mancha branca permanece um problema durante o tratamento 

ortodôntico. (TUFEKCI et al., 2011). A primeira evidência clínica da 

desmineralização da superfície do esmalte é a lesão de mancha branca. Ela 

representa o primeiro estágio da formação da cárie (LUCHESE; GHERLONE, 2013). 

As lesões de mancha branca podem acometer qualquer superfície dentária. O 

padrão de higiene do paciente, dieta, fluxo salivar, níveis de fluoreto, cálcio, fosfato e 

bicarbonato, além da susceptibilidade genética podem influenciar no seu 

desenvolvimento (MOUNT; HUME, 2005). 

A descalcificação do esmalte é uma sequela da queda do pH gerada pelo 

acúmulo prolongado de biofilme associado à exposição de açúcar (FEJERSKOV, 

2004; BOWEN, 2002; CURY et al., 2016). O biofilme se torna ácido (pH<5) e a 

hidroxiapatita do esmalte é dissolvida (ØILO; BAKKEN, 2015). O aspecto opaco da 
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lesão de mancha branca é um fenômeno óptico causado pela perda de mineral na 

superfície do esmalte e sob o mesmo (GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2010). 

A ampla variação (de 2 a 96%) da frequência de lesões de mancha branca 

em pacientes ortodônticos encontrada na literatura pode ser explicada pelos 

diversos métodos de avaliação utilizados (inspeção visual, microscopia, avaliação ao 

início ou final do tratamento, etc) (BISHARA; OSTSBY, 2008; HEYMANN; GRAUER, 

2013; JULIEN et al., 2013; KAVVADIA et al., 2018). Entretanto, a meta-análise de 

Sundararaj et al. (2015) confirmou que a incidência (45,8%) e a prevalência (68,4%) 

de lesões de mancha branca são elevadas em pacientes ortodônticos. 

Clinicamente, a lesão de mancha branca pode apresentar rápida 

progressão. Øgaard et al. (1988) e Chapman et al. (2010) relataram descalcificação 

a partir da quarta semana de tratamento ortodôntico com aparelho fixo, na presença 

de higiene oral deficiente. Os dentes mais acometidos são os molares inferiores e 

incisivos laterais superiores (LUCHESE; GHERLONE, 2013; YAGCI et al., 2019). 

O aparelho ortodôntico dificulta a higiene adequada e cria áreas de 

estagnação do biofilme (GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2010). A superfície irregular 

de bráquetes, bandas e arcos limita o mecanismo de autolimpeza pela musculatura 

oral e saliva, facilitando a colonização por bactérias acidúricas (MOUNT; HUME, 

2005; LUCHESE; GHERLONE, 2013). 

Além disso, a colocação da aparelhagem ortodôntica modifica o equilíbrio 

da microbiota bucal. Há uma modificação na flora, com queda do pH e 

consequentemente aumento das bactérias acidogênicas (CHATTERJEE; 

KLEINBERG, 1979; LUNDSTRÖM; KRASSE, 1987). É observado um aumento na 

quantidade de mutans streptococci no biofilme dentário após a instalação de 

aparelhos ortodônticos e um decréscimo após a remoção (HUSER et al., 1990; 

ROSENBLOOM; TINANOFF, 1991). O aumento de S. mutans e lactobacilli, 

associado à pobre higiene oral e ao regular consumo de açúcar faz com que o 

progresso da doença cárie seja mais veloz em pacientes ortodônticos do que em 

pacientes sem aparelho fixo (LIPTAK et al., 2018). A revisão sistemática de Freitas 

et al. (2014) mostrou moderada evidência de que a presença de aparelhos 

ortodônticos influencia a quantidade e a qualidade da microbiota bucal. A mudança 

no equilíbrio do biofilme é ressaltada por Lucchese et al. (2018) como o principal 

fator no aumento da cariogenicidade do paciente ortodôntico.  
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Sabe-se que as propriedades das superfícies dos materiais podem 

influenciar na adesão de biofilmes (TEUGHELS et al., 2006). O desenho, as 

dimensões, a energia de superfície e a rugosidade da aparelhagem ortodôntica, bem 

como o tempo de permanência em boca são cruciais na perturbação do equilíbrio do 

ecossistema bucal. Aparelhos removíveis (alinhadores e funcionais) tem menor 

impacto na microbiota oral que os aparelhos ortodônticos fixos, mesmo quando 

utilizados por períodos acima de 22 horas por dia (FREITAS et al., 2014). 

 

2.2.1 Métodos de prevenção 

 

A atividade antimicrobiana de algumas substâncias tem sido largamente 

estudada com o objetivo de reduzir a formação do biofilme e consequente 

desenvolvimento da lesão de mancha branca e cárie. Em pacientes ortodônticos as 

ações preventivas ficavam restritas ao âmbito das orientações de higiene oral, 

fluoretação, aplicação de vernizes e fluoretos.  

No estudo prospectivo randomizado controlado de Kirschneck et al. (2016), a 

aplicação de verniz de flúor pelo ortodontista não resultou em uma maior prevenção 

de lesões de mancha branca no esmalte dentário. Entretanto, Benson et al. (2013) 

obtiveram 70% de redução na incidência de lesões iniciais de cárie em pacientes 

ortodônticos com a aplicação de verniz fluoretado a cada seis semanas.  

A revisão sistemática de Fernandez-Ferrer et al. (2018) analisou as terapias 

de remineralização do esmalte para tratamento de manchas brancas após o 

tratamento ortodôntico. Os autores concluíram que nenhum dos tratamentos 

propostos foi capaz de remineralizar completamente a lesão já instalada, embora o 

verniz fluoretado 5% possa auxiliar este processo. Semelhante resultado foi 

encontrado na meta-análise de Höchli et al. (2017). Ainda que o verniz fluoretado 

seja considerado efetivo, os resultados clínicos não foram considerados satisfatórios 

pelos autores. Desta forma, ressalta-se a importância de medidas preventivas que 

evitem a instalação da doença e o desenvolvimento de manchas brancas em 

pacientes ortodônticos.  

O uso de gel dental com altíssima concentração de flúor (5000 ppm) em 

pacientes ortodônticos mostra 30% de redução no surgimento de novas lesões de 

mancha branca, porém há apenas um ensaio clínico a este respeito (SONESSON et 
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al., 2014). Entretanto, nem sempre a requerida cooperação do paciente com alto 

risco de cárie é obtida (GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2010). 

Para Borzahadi-Farahani et al. (2014), a fim de evitar a adesão bacteriana e a 

desmineralização do esmalte durante a terapia ortodôntica, a maior parte dos 

estudos atuais aborda duas estratégias gerais: a incorporação de nanopartículas em 

adesivos, cimentos ou resina acrílica (Ag, TiO2, SiO2, hidroxiapatita, fluorapatita, 

fluorhidroxiapatita) e o revestimento de materiais ortodônticos com substâncias 

antimicrobianas.  A adição de elementos nos materiais de colagem de bráquetes, 

como resina composta e adesivo ainda apresenta resultados dúbios segundo a 

meta-análise de Almeida et al. (2018). Embora sejam observados relevantes 

avanços nos ensaios laboratoriais, a piora das propriedades mecânicas ainda é uma 

importante barreira a ser superada para sua aplicação clínica. A incorporação de 

substâncias antimicrobianas ao bráquete é uma alternativa de prevenção 

independentemente da colaboração do paciente ortodôntico. 

2.3 TRATAMENTO DE SUPERFÍCIE DE METAIS 

 

A modificação das propriedades físico-químicas de superfície em metais, 

visando entre outros fatores, modificar sua molhabilidade e assim modular o 

desenvolvimento de organismos vivos que entram em contato com estas superfícies, 

tem sido utilizada em diversas áreas, especialmente nas áreas médica e 

odontológica (CORTIZO et al., 2012). 

O aumento da hidrofobicidade, a redução da rugosidade e a deposição de 

filmes são modificações na superfície dos bráquetes que podem ser empregadas 

com o objetivo de reduzir a adesão bacteriana. Um filme fino é uma camada de 

material que varia de frações de nanômetros (monocamada) a vários micrômetros de 

espessura. A síntese de filmes finos é realizada através de processos de deposição 

e tem variada aplicação em ótica, eletrônica, embalagens e biomedicina. O processo 

de deposição de filmes finos pode ser químico ou físico, a depender do produto 

original/precursor a ser depositado no substrato (TUPINAMBÁ, 2014). 

O tratamento da superfície com a deposição de filmes finos que possam 

dificultar ou até mesmo impedir a adesão e reprodução bacteriana, é uma 

perspectiva interessante no controle da formação de biofilmes em meio bucal 

(GRÖSSNERSCHREIBER et al., 2001; YOSHINARI et al., 2001; MONTEIRO et al., 
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2009; SHAH et al., 2011; CAO et al., 2013; TUPINAMBÁ, 2014; RAMAZANZADEHM 

et al., 2015;).   

O revestimento de bráquetes com substâncias antimicrobianas apresenta 

resultados promissores nos estudos experimentais. Diversos materiais e métodos de 

deposição de filmes tem sido testados com objetivo de prevenir a formação de 

lesões de mancha branca no paciente ortodôntico (AHN et al., 2009; BABONI et al., 

2010; BORZAHADI-FARAHANI et al., 2014; ALMEIDA et al., 2018). 

.Shah et al. (2011) observaram uma menor aderência de Lactobacillus 

acidophilus após 24 horas de incubação nos bráquetes revestidos com dióxido de 

titânio (TiO2), graças ao seu efeito fotocatalítico.  

Cao et al. (2013) utilizaram filmes finos de TiO2 dopados com nitrogênio 

(TiO(2-x)N(y)) e encontraram uma redução de 95,19% das colônias de S. mutans nos 

braquétes metálicos revestidos. A ação antibacteriana do TiO(2-x)N(y) também foi 

observada contra L. acidophilus, Actinomyces vicous e Candida albicans, porém em 

menor escala.  

Yuan et al. (2015) avaliaram a resistência à corrosão de bráquetes metálicos 

revestidos de TiO(2-x)N(y) em saliva artificial com solução de flúor fosfato acidulado a 

1,23%. Os resultados apontam para uma melhora da resistência à corrosão, com 

aumento da resistência à polarização. 

A associação de filmes finos de dióxido de titânio e prata (Ag-TiO2) foi 

avaliada por Zhang et al. (2015) e Fatani et al. (2017). Fatani et al. (2017) 

encontraram biocompatilibilidadde superior nos bráquetes revestidos além de menor 

adesão dos microrganismos testados (Porphyromonas gingivalis e S. mutans). 

Zhang et al. (2015) compararam filmes finos de Ag e Ag-TiO2, depositados pelo 

método spin-on. O filme fino de nano Ag-TiO2 apresentou redução de 79% das 

colônias de bactérias orais (S. mutans, Streptococcus sanguinis, Actinobacillus 

actinomycestemcomitans, Fusobacterium nucleatum, P. gingivalis e Prevotella 

intermedia) após 20 minutos. 

Em seu estudo preliminar, Ghasemi et al. (2017) avaliaram o efeito 

antimicrobiano e a lisura superficial de bráquetes metálicos revestidos com Ag e 

óxido de titânio por deposição física a vapor. As colônias foram contadas após 3, 6, 

24 e 48 horas. Os bráquetes revestidos apresentaram redução do crescimento 

bacteriano, porém o revestimento com óxido de titânio também reduziu a lisura 

superficial. 
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A deposição de filmes finos de TiO2 também é factível em bráquetes 

estéticos, como demonstraram Cao et al. em 2016. Para evitar o escurecimento 

esperado na pulverização catódica, os autores utilizaram a deposição por 

molhamento sol-gel. Os bráquetes cerâmicos revestidos apresentaram menor 

contagem de colônias de L. acidophilus e C. albicans. Entretanto, os melhores 

resultados foram encontrados nos bráquetes com cinco camadas de revestimento.  

Metin-Gürsoy et al. (2016) avaliaram os efeitos do filme fino de Ag em 

bráquetes in vivo. Os bráquetes foram colados nos incisivos mandibulares de ratos 

albinos Wistar e os animais foram sacrificados após 75 dias. A concentração de 

nanoprata aferida no sangue e na saliva sofreu elevação a partir do sétimo dia e 

houve redução do biofilme a partir do 30º dia. 

Ramazanzadehm et al. (2015) compararam o comportamento de filmes finos 

de óxido de zinco (ZnO), óxido de cobre (CuO) e ZnO/CuO em culturas de S. 

mutans. As amostras foram avaliadas após 2, 4, 6 e 24 horas. Os bráquetes com 

revestimentos de ZnO/CuO e CuO não apresentaram crescimento bacteriano após 2 

horas.  

O efeito antibacteriano do recobrimento de Prata-Platina através da deposição 

física a vapor em aço inoxidável foi demonstrado por Ryu et al. (2012). Os autores 

observaram redução significativa da colonização por S. mutans e A. 

actinomycetemcomitans após incubação por 8 e 16 horas, respectivamente. A 

liberação iônica de Ag não afetou negativamente a avaliação da citotoxidade do 

material. 

A grande variabilidade metodológica observada na literatura evidencia a 

busca pelo método e material ideais para o revestimento de bráquetes com filmes 

finos.  

 

2.3.1 Nitreto de titânio  

 

 A partir da década de 1980, os revestimentos aderentes de TiN começaram 

a ser aplicados nos materiais odontológicos usados em Implantodontia, Ortodontia, 

Endodontia, Prótese dentária e Periodontia. A adição de filmes de TiN permite a 

obtenção de uma maior dureza superficial, resistência à abrasão, resistência à 

corrosão, menor atrito, bem como maior interação benéfica com os substratos 

biológicos e materiais adjacentes (JABBARI et al., 2012). 



23 
 

 Apesar da miríade de metodologias possíveis, a maioria dos estudos 

relaciona a espessura do revestimento entre 1 μm e 5 μm, embora a faixa de 0,06 

μm a 10 μm possa ser utilizada (JABBARI et al., 2012). Além da melhora das 

propriedades mecânicas, em alguns trabalhos, o recobrimento com TiN demostrou 

ter efeito inibidor na formação de colônias (YOSHINARI et al., 2001). A revisão de 

Jabbari et al. (2012) ressalta que os revestimentos de nitreto de titânio parecem ter 

um efeito benéfico, ao inibir a formação de placa bacteriana e minimizar os efeitos 

adversos da peri-implantite na longevidade dos implantes. 

 A aderência de S. mutans e S. sanguinis foi significativamente reduzida nas 

superfícies de TiN em comparação com as polidas na avalição de Grössnerschreiber 

et al. (2001). Em Scarano et al. (2003), implantes revestidos com TiN apresentaram 

uma quantidade menor da superfície coberta por bactérias após uma exposição de 

24 horas à cavidade oral. O efeito positivo do revestimento de TiN também foi 

observado por Grössnerschreiber et al. (2004) em lamínulas de vidro mesmo após 

60 horas de avaliação.  

Anunziatta et al. (2011) obtiveram uma redução de 50% na rugosidade 

superficial de implantes após o revestimento com TiN pela perfilometria confocal 

ótica. A adesão e proliferação de Streptococcus pyogenes e S. sanguinis também foi 

menor nos implantes revestidos quando comparados com o grupo controle. 

Em contraste, três estudos in vitro avaliaram a atividade antibacteriana de 

revestimentos de TiN e concluíram que não há diferença entre titânio e titânio 

nitrificado para a aderência de S. mutans, P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans 

(YOSHINARI et al., 2000; YOSHINARI et al., 2001; TAMURA et al., 2002). Seo et al. 

(2017) avaliaram a adesão de Porphyromonas gingivalis em implantes dentários de 

titânio revestidos com TiN e uma maior adesão da bactéria nos implantes revestidos 

a plasma foi observada.  

 Em Ortodontia, Kao et al. (2002) não encontraram diferenças nas 

propriedades anticorrosivas após imersão em saliva artificial ácida ao comparar 

bráquetes convencionais com revestidos de nitreto de titânio. Kao et al. (2011) não 

observaram diferenças no coeficiente de atrito de bráquetes revestidos com TiN. 

 

2.3.2 Fosfato de cálcio amorfo  
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Os fosfatos de cálcio são biocerâmicas constituídas por diferentes 

composições e amplamente investigadas na área de biomateriais (FOSTER et al, 

2008; HAMMAD et al., 2013). O FCA é a fase sólida inicial que precipita de uma 

solução de fosfato de cálcio altamente supersaturada e possui a capacidade de 

converter-se em fases cristalinas estáveis como fosfato octacálcico ou produtos 

apatíticos. O FCA possui melhor osteocondutividade in vivo que a hidroxiapatita, 

melhor biodegradabilidade que o fosfato tricálcico, além de boa bioatividade e 

ausência de citotoxidade. Suas propriedades biológicas permitem diversas 

aplicações. Em Odontologia, o FCA é utilizado principalmente como material 

remineralizante (UYSAL et al., 2010a; ZHAO et al., 2011; LIU et al., 2018). 

O FCA interfere no processo carioso ao reduzir a desmineralização e 

potencializar a remineralização. Este mecanismo físico-químico ocorre a cada queda 

de pH após a ingestão de açúcar. Se há íons de fosfato e cálcio supersaturando a 

solução salivar, a quantidade de mineral dissolvido é reduzida porque parte do 

(Ca+2) e (PO4)
-3 perdidos como hidroxiapatita retornam ao dente (HIRATA, 2006). 

Como o esmalte é composto principalmente por cálcio e fosfato, o pH e a 

atividade iônica de (Ca+2) e (PO4)
-3 no fluido do biofilme são determinantes da 

estabilidade da superfície mineral. Com a queda no pH, a fase mineral torna-se 

instável causando a dissolução do esmalte, processo este chamado 

desmineralização. Nessa situação, os ácidos orgânicos difundem-se para o interior 

do esmalte, via espaços interprismáticos e dissolvem os cristais de apatita. Tal 

processo é caracterizado pela perda de (Ca+2) e (PO4)
-3 do esmalte para o meio. A 

desmineralização irá prosseguir até que o pH e a atividade de força iônica do cálcio 

e fosfato alcancem níveis que tornem a fase mineral estável. O fluido do biofilme, 

sob condições normais, tem o pH próximo ao neutro e contém excesso de íons 

(Ca+2) e (PO4)
-3, criando condições de supersaturação com relação à fase mineral do 

esmalte. Durante estas condições, ocorre precipitação de minerais para reparar o 

dano causado durante períodos de desmineralização. Este processo é chamado por 

remineralização. A formação de uma lesão de cárie e o seu progresso ocorre 

quando os períodos de desmineralização são mais freqüentes do que os de 

remineralização. Desta forma a doença se caracteriza por um desequilíbrio entre os 

processos de desmineralização e remineralização, em função da ingestão de açúcar 

e do desequilíbrio microbiológico (BOWEN, 2002; CURY et al., 2016). 
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O FCA é um biomaterial utilizado para reposição e regeneração dentária. Sua 

adição em materiais de colagem ortodônticos se traduz como uma alternativa de 

prevenção secundária da cárie, especialmente em pacientes não colaboradores com 

alto potencial cariogênico. Diversos trabalhos relatam seu efeito positivo na 

remineralização ao redor da área periférica ao bráquete (SKRTIC et al., 2003; 

PASCHOS et al., 2016; ZHANG et al., 2016; LIU et al., 2018).  

 Em caso de desmineralização do esmalte oriunda em resposta a mudanças 

no ambiente bucal causadas por acúmulo de biofilme, os íons (Ca+2) e (PO4)
-3 

liberados dos compósitos com fosfato de cálcio amorfo, podem ser depositados nas 

estruturas dentárias como um mineral de apatita (UYSAL et al., 2010b). 

 A resistência de união obtida com a colagem com adesivo acrescido de 

FCA é menor do que a com adesivo convencional (FOSTER et al., 2008). A 

resistência de união obtida durante a colagem deve ser suficientemente alta para 

prevenir descolagens acidentais, resistir aos esforços mastigatórios e permitir o 

correto alinhamento e nivelamentos dos dentes. Descolagens acidentais acarretam 

em maior número de consultas, maior tempo clínico e atrasam o final do tratamento. 

Entretanto, no acompanhamento clínico de 12 meses de Hammad et al. (2013), a 

resistência de união obtida durante a colagem com adesivo acrescido de FCA foi 

considerada suficiente. 

No recente trabalho de Aranya et al. (2017), as superfícies de titânio de 

implantes dentários revestidas de FCA apresentaram propriedades antibacterianas. 

O revestimento de FCA demonstrou ter efeito inibidor na formação de colônias de P. 

gingivalis quando comparado a superfícies de titânio não tratadas na avaliação de 

24 horas.   
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3 OBJETIVOS 

 

 

 Este estudo tem como objetivo principal avaliar a morfologia superficial de 

bráquetes ortodônticos metálicos, após a deposição de filmes finos de fosfato de 

cálcio e nitreto de titânio, e a capacidade de aderência in vitro de S. mutans em suas 

superfícies.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Neste estudo experimental in vitro, bráquetes ortodônticos foram revestidos 

por deposição em gaiola catódica com filmes finos de fosfato de cálcio e de nitreto 

de titânio. As alterações de superfície após a adição dos filmes, bem como a 

caracterização dos mesmos foi realizada na primeira etapa da pesquisa. Em 

seguida, o potencial antimicrobiano destes filmes foi avaliado pela quantificação da 

biomassa total do biofilme através de coloração por cristal violeta. A atividade 

antimicrobiana dos bráquetes revestidos foi comparada ainda com a de bráquetes 

não revestidos, nas mesmas condições citadas anteriormente. As etapas da 

metodologia empregada podem ser observadas esquematicamente na Figura 1. 

 
Figura 1 – Fluxograma da metodologia empregada.  
 

 

 

4.1  DISTRIBUIÇÃO DOS GRUPOS 

 

 Vinte e quatro bráquetes metálicos de incisivos inferiores de aço inoxidável 

austenítico AISI 304, prescrição Edgewise, da marca Morelli® (Sorocaba, SP, Brasil) 

foram utilizados nesta pesquisa.  As informações sobre a composição nominal dos 

bráquetes, segundo seu fabricante, encontram-se no Quadro 1. 

 

 

24 bráquetes de aço 
inoxidável 

Microscopia confocal, microscopia eletrônica de 
varredura e espectroscopia de energia dispersiva 

de raios X 

(n = 6) 

Análise microbiológica 

(n = 18) 

Deposição de filmes finos de fosfato 
de cálcio e nitreto de titânio (n=16) 
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Quadro 1 - Composição nominal dos bráquetes metálicos. 

Material Fabricante Composição nominal 
Lote e nº de 

fabricação 

24 bráquetes 

metálicos 
Morelli 

Carbono (0,008% máximo), Cromo (18-

20%), Níquel (8-11%), Manganês (2% 

máximo), Silício (1% máximo) 

2158981 

 

 

Os bráquetes foram distribuídos em três grupos, de acordo com o 

recobrimento recebido. Os bráquetes do grupo SR-sem recobrimento (n=8) não 

receberam qualquer tipo de deposição. Nos grupos fosfato de cálcio-FOS (n=8) e 

nitreto de titânio-TIT (n=8), os bráquetes foram recobertos com FCA e TiN 

respectivamente, através do método de deposição por descarga em gaiola catódica. 

Dois bráquetes de cada grupo foram utilizados para a caracterização da amostra, 

enquanto o restante foi utilizado na avaliação microbiológica. 

 

4.2 DEPOSIÇÃO DE FILMES FINOS POR GAIOLA CATÓDICA EM BRÁQUETES 

METÁLICOS 

 

A deposição dos filmes finos foi realizada no Laboratório de Plasma do 

Instituto Federal do Espírito Santo (IFES). A técnica de deposição por descarga em 

gaiola catódica é um método dual, que permite tanto a nitretação como a deposição 

de filmes (DAUDT, 2012). 

Os bráquetes metálicos foram utilizados como substrato para deposição. O 

reator operado consiste em uma câmara de vácuo cilíndrica com 30 cm de diâmetro 

e 40 cm de altura, confeccionada em aço inoxidável, com uma janela de quartzo. Na 

porção inferior da câmara há um sensor de pressão, entrada e saída de gás. A 

temperatura é medida por um termopar acoplado ao cátodo do reator. A fonte de 

tensão utilizada é contínua e possui voltagem e corrente máximas de 1500V e 2A, 

respectivamente. O fluxo de gases é monitorado por meio de controladores de fluxo 

(MKS MFC1179A). O reator de deposição por descarga em gaiola catódica é 

apresentado na Figura 2. 
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Figura 2 - Representação esquemática em corte do reator de nitretação iônica na 
configuração de gaiola catódica (A), mostrando no detalhe a gaiola (B).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Daudt (2012). 

 

Os bráquetes foram depositados sobre uma folha de mica (isolante), dentro 

da gaiola (Figura 3). O termopar e a gaiola foram posicionados sobre o cátodo. O 

plasma é formado na gaiola catódica, que funciona como cátodo (a parede da 

câmara é o ânodo), e não diretamente na superfície da amostra, que permanece em 

potencial flutuante. A gaiola foi confeccionada em titânio comercialmente puro grau 

II, com 100 mm de diâmetro, 64 mm de altura e 1 mm de espessura, com 4 furos de 

25 mm de diâmetro. A tampa da gaiola possui diâmetro de 100 mm, 10 mm de 

espessura e 37 furos circulares de 9 mm de diâmetro cada (Figura 3). 

 

Figura 3 - Gaiolas catódicas em posição no reator (A), com a vista superior da tampa 

da gaiola catódica em detalhe (B). 

         

A B 

A B 
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Antes da deposição foi feita uma etapa de limpeza no reator utilizando uma 

atmosfera de plasma de H2 (200 sccm) por 30 minutos a 175º C, na pressão de 0,8 

Torr. Após a limpeza, a duração de cada pulso elétrico é ajustada de 10 em 10 

minutos até que se obtenha a pressão desejada para o tratamento.  

As deposições foram realizadas na atmosfera de plasma de 20% N2 e 80% de 

H2, por 330 minutos com a pressão e temperatura constantes de 0,8 Torr e 240ºC 

(±5ºC), respectivamente (Figura 4). Os valores de pressão, temperatura, fluxo de 

gases, tensão média e corrente média foram registrados a cada cinco minutos. Ao 

final da deposição, o reator e a bomba de vácuo foram desligados e aguardou-se o 

completo resfriamento da câmara para sua abertura.   

 

Figura 4 - Aspecto visual da formação do plasma na superfície da gaiola em função 
da pressão de trabalho.  

                              

 

 

4.3 MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO  

 

As análises de microscopia confocal, microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) foram realizadas no 

Laboratório do Programa de Pós-Graduação em Engenharia Metalúrgica e de 

Materiais do Instituto Federal do Espírito Santo (IFES). 
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4.3.1 Microscopia confocal 

 

Em face da complexa geometria dos bráquetes ortodônticos, não foi possível 

realizar a análise do filme diretamente sobre eles, no microscópio confocal. Assim, 

lâminas de vidro borossilicato (26 mm de altura x 76 mm de comprimento x 1mm de 

espessura, Precision®) foram colocadas na gaiola catódica, juntamente com os 

bráquetes, como substrato para a deposição dos filmes finos. Previamente às 

deposições, uma gota de solução de dióxido de titânio em álcool isopropílico foi 

dispensada sobre a superfície das lâminas. Desta forma, terminadas as deposições, 

a gota era removida, deixando um degrau entre a região limpa da lâmina, que estava 

sob a gota e a região recoberta com o filme. Este procedimento permitiu a avaliação 

da espessura média (5 medidas por amostra) dos filmes de fosfato de cálcio e de 

nitreto de titânio por microscopia confocal (DCM 3D, Leica®, Mannheim, Baden-

Württemberg, Alemanha). 

 

4.3.2 Microscopia eletrônica de varredura 

 

A morfologia superficial dos bráquetes dos três grupos foi analisada através 

das imagens obtidas via microscópio eletrônico de varredura EV0 MA (Carl Zeiss®, 

Jena, Thüringen, Alemanha). 

 Em cada grupo, duas regiões dos bráquetes foram examinadas (canaleta e 

aleta) com magnificação de 1000x. A obtenção das imagens foi realizada com 

elétrons secundários (SE), sob tensão de aceleração de 20 kV e distância de 

trabalho entre 6,5 e 8,0 mm.  

 

4.3.3 Espectroscopia de energia dispersiva de raios X 

 

A análise de espectroscopia dispersiva de raios X (EDS) foi realizada na 

EDAX instalada no microscópio eletrônico de varredura modelo EV0 MA (Carl 

Zeiss®, Jena, Thüringen, Alemanha) e permitiu a identificação dos elementos 

químicos presentes nos bráquetes, através da interação entre o feixe primário de 

raios X e as amostras.  
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4.4  AVALIAÇÃO MICROBIOLÓGICA 

 

Para a avaliação da atividade antimicrobiana, todos os bráquetes foram 

esterelizados previamente em autoclave Stericlan 12 Sandersmedical® (Santa Rita 

do Sapucaí, MG, Brasil) a 121°C, 1 atm por 30 minutos. Todas as soluções 

preparadas tiveram sua esterilidade checada após incubação por 24 horas a 36°C. 

As análises foram realizadas no Laboratório de Biologia Molecular e Virulência 

Bacteriana (LABCAS), da Universidade Federal do Espírito Santo. 

 

4.4.1 Linhagem utilizada e meio de cultura 

 

A cepa de S. mutans U159 foi utilizada e seu estoque foi conservado em meio 

BHI (Brain Heart Infusion) com 20% de glicerol a -80°C. Uma alíquota desta cultura 

de S. mutans foi inoculada em 5 mL de caldo de BHI estéril e incubada por 24 horas 

a 100 rpm, 37oC e 5% de pressão parcial de CO2. A partir do inóculo foram 

preparadas suspensões padronizadas de 108 UFCs/mL (DO630=1.0). 

 

4.4.2 Seleção dos bráquetes 

 

Os bráquetes foram divididos em três grupos (n=6), de acordo com o tipo de 

recobrimento (SR-sem recobrimento; FOS-fosfato de cálcio; e TIT-nitreto de titânio) 

e avaliados após 24 horas de incubação. Cada experimento foi conduzido com 3 

espécimes por material, em uma repetição independente, totalizando 18 testes.  

Os controles brancos consistiram dos bráquetes submetidos às mesmas 

condições experimentais, porém sem microrganismos. Todas as avaliações foram 

realizadas por uma única examinadora treinada. 

                  

4.4.3 Quantificação da biomassa total do biofilme por coloração com cristal 

violeta 

 

Os bráquetes foram imersos em placas de microtitulação de poliestireno de 

fundo chato contendo alíquotas de 100 µL da suspensão de S. mutans em caldo de 

BHI padronizada (ou apenas BHI, para o controle branco) por 24 horas a 37°C e 5% 
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pressão parcial de CO2 (Figura 5). Os meios de cultura não receberam qualquer 

adição de açúcar ou sacarose.  

 

Figura 5 - Micropoços com bráquetes imersos em suspensão padronizada de S. 
mutans em caldo BHI.  

                           

 

A suspensão em caldo BHI foi removida após o término do período de 

incubação e os bráquetes foram gentilmente lavados com água destilada para 

remoção das células pobremente aderidas. 

As células aderidas foram fixadas com 100 μL de 99% metanol por poço por 

15 minutos. O metanol foi removido e os bráquetes secos em estufa a 36°C por 20 

minutos. A cada poço da placa foi adicionado 100 μL de solução de cristal violeta 

0,1%, conforme ilustrado na Figura 6. O corante foi deixado em contato com o 

biofilme por 20 minutos em temperatura ambiente, para completa difusão. Em 

seguida, o excesso de cristal violeta foi removido e cada poço lavado cinco vezes 

com 200 μL de água destilada. 

 

Figura 6 - Coloração do biofilme com solução aquosa de cristal violeta 0,1%.   
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Posteriormente, o corante (cristal violeta) impregnado no biofilme foi 

solubilizado pela adição de 100 µL de ácido acético 33% por 20 minutos (Figura 7).  

 

Figura 7 - Processo de descoloração do biofilme com solução de ácido acético 33%.  

 

 

Alíquotas de 100 μL foram transferidas para placas de microtitulação de 

poliestireno de fundo chato para determinação da biomassa total por 

espectrofotometria, conforme a Figura 8. A absorvância da solução de cristal violeta 

foi mensurada no comprimento de onda de 620nm (BioPhotometer Plus, 

Eppendorf®, São Paulo, SP, Brasil). Na análise espectrofotométrica da densidade 

óptica um feixe de luz com comprimento de onda de 620nm é disparado, atravessa o 

micropoço da placa com 100 μl de concentração desconhecida de cristal violeta. 

Parte da luz é absorvida e a concentração da substância pode ser calculada a partir 

da quantidade de luz transmitida. 

 

Figura 8 - Aparelho de espectrofotômetro utilizado para a leitura das amostras.  
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Os valores de absorção dos controles foram subtraídos dos valores obtidos 

nos grupos experimentais para eliminar a interferência do meio. A quantificação da 

biomassa total do biofilme foi realizada em triplicatas independentes, em uma 

repetição biológica.  

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados dos experimentos foram categorizados em Microsoft Excel 

(versão 2012 para Windows) e posteriormente analisados no programa IBM SPSS 

Statistics versão 24.  A concordância entre as mensurações foi realizada pelo 

coeficiente de correlação intraclasse (ICC). A normalidade da amostra foi verificada 

pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste ANOVA 1-fator foi utilizado para a comparação 

entre os materiais de recobrimento. Em todas as análises, o nível de significância de 

α = 5% foi adotado. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES FINOS DEPOSITADOS 

 

A deposição de filmes finos gerou um escurecimento dos bráquetes do grupo 

FOS e TIT, quando comparados aos do grupo MAT. O grupo FOS apresentou uma 

coloração mais suave, com tons de azul enquanto os bráquetes do grupo TIT 

ficaram mais escuros e rosados, quando comparados aos bráquetes do grupo 

matriz.  

 

Figura 9 - Aspecto visual dos bráquetes dos grupos SR, FOS e TIT após a 

deposição dos filmes finos correspondentes via gaiola catódica (quando aplicado). 

 

 

 
                                            

 

5.1.1 Microscopia confocal 

 

O filme de fosfato de cálcio apresentou uma espessura média de 105,0 nm 

(±1,47), enquanto o filme de nitreto de titânio teve a espessura média de 61,2 nm 

(±1,56) pela microscopia confocal. As imagens tridimensionais geradas pela análise 

permitem observar a homogeneidade da formação dos filmes nas lâminas de vidro 

(Figura 10 e Figura 11).    

 

Figura 10 - Microscopia confocal da lâmina de vidro com filme de fosfato de cálcio. 

 

SR FOS TIT 
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Figura 11 - Microscopia confocal da lâmina de vidro com filme de nitreto de titânio, 

em detalhe com aumento de 20 µm.  

    

 

 5.1.2 Microscopia eletrônica de varredura 

 

As figuras 12 a 14 apresentam as eletromicrografias de varredura do aspecto 

superficial da aleta dos bráquetes dos grupos SR, FOS e TIT, em aumento de 

1000x. É possível observar que as aletas dos grupos FOS e TIT apresentam uma 

morfologia superficial homogênea, assim como o grupo SR.  

 

Figura 12 – Microscopia eletrônica de varredura da aleta do bráquete do grupo SR, 

com aumento de 1000x.  
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Figura 13 – Microscopia eletrônica de varredura da aleta do bráquete do grupo FOS, 

com aumento de 1000x.  

 

 

Figura 14 – Microscopia eletrônica de varredura da aleta do bráquete do grupo TIT, 

com aumento de 1000x.  

 

 

O aspecto superficial da canaleta dos três grupos avaliados não foi 

homogêneo (Figuras 15 a 17). As setas laranjas na Figura 16 evidenciam a 
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presença de partículas de variados tamanhos na canaleta do bráquete com filme fino 

de fosfato de cálcio.  

 

Figura 15 - Microscopia eletrônica de varredura da canaleta do bráquete do grupo 

SR, com aumento de 1000x.  

 
 

Figura 16 - Microscopia eletrônica de varredura da canaleta do bráquete do grupo 

FOS, com aumento de 1000x. 
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Figura 17 - Microscopia eletrônica de varredura da canaleta do bráquete do grupo 

TIT, com aumento de 1000x. 

 

  

 

5.1.3 Espectroscopia de energia dispersiva de raios X 

 

Para avaliar a composição química e as concentrações em porcentagem 

atômica (%) de cada elemento presente na superfície dos bráquetes dos grupos 

avaliados, foi realizada a análise de EDS. A tabela 1 apresenta os elementos 

químicos encontrados de acordo com os espectros de EDS obtidos.  
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Tabela 1 - Composição e concentração dos elementos químicos presentes nos 

bráquetes dos diferentes grupos de acordo com a análise de EDS. 

Elementos químicos 
Porcentagem atômica (%) 

MAT FOS TIT 

Fe 59,7 54,8 43,7 

O 0,5 5,6 12,8 

Cr 16,1 15,4 12,2 

Ni 7 6,9 6,2 

C 7,8 10,5 8,9 

Cu 1,8 1,8 1,6 

Mn 1,5 1,4 1,3 

Si 1,5 1,1 6,7 

S 0,2 0,2 0,2 

Ti   0,9 2,3 

Ca   0,2   

P   0,2   

Ag 3,9 1,0 4,1 

As siglas dos grupos correspondem a SR-sem recobrimento, FOS-fosfato de cálcio e 
TIT-nitreto de titânio. 
 

A análise por espectroscopia de energia dispersiva de raios X ratificou a 

presença de cálcio (Ca) e de fósforo (P) na superfície dos bráquetes do grupo FOS e 

de titânio (Ti) na superfície dos bráquetes do grupo TIT. Os espectros dos elementos 

ferro, cromo, carbono, manganês, níquel e silício estão presentes em todas as 

avaliações por identificarem os elementos químicos constituintes do bráquete. A 

presença de prata corresponde ao processo de soldagem da manufatura do 

bráquete. O titânio presente no grupo FOS é proveniente da gaiola de titânio 

utilizada para a deposição do recobrimento. 

 

5.2 AVALIAÇÃO MICROBIOLÓGICA   

 

O coeficiente de correlação intraclasse foi considerado satisfatório (ICC=0,667, 

com IC 95%, p=0,085). A avaliação do controle branco demonstrou ausência de 

contaminação das amostras, com estabilidade dos valores observados no tempo de 

avaliação. A aderência de S. mutans para cada grupo após 24 horas de incubação é 

apresentada na figura 18, não houve diferença estatisticamente significativa na 

biomassa corada nos bráquetes (p = 0,06). 



42 
 

Figura 18 - Densidade óptica média obtida para cada grupo na presença de S. 

mutans após 24 horas de incubação. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Este trabalho buscou avaliar a influência da deposição de filmes finos na 

morfologia superficial e na adesão microbiana sobre bráquetes metálicos. A redução 

da adesão significaria uma forma de prevenção primária da cárie em pacientes 

ortodônticos. Dentre os diversos métodos de recobrimento em metais (ion sputtering, 

plasma spray, sol-gel, eletrólise e biomiméticos, por exemplo) o presente trabalho 

optou pela deposição a plasma por gaiola catódica. Trata-se de um método inovador 

desenvolvido em 2007, na Universidade Federal do Rio Grande do Norte e cuja 

utilização em escala industrial ainda está em fase de implantação (SOUSA, 2007). 

Foi criado como uma alternativa para as limitações dos métodos tradicionais de 

nitretação (efeito de borda, abertura de arcos, efeito de cátodo oco, contração e 

sobreaquecimento). A vantagem da técnica está na formação de uma película mais 

uniforme e fina, inclusive em substratos com geometria complexa (GUERRA-NETO 

et al., 2012). 

A pulverização catódica alterou a coloração dos bráquetes, como pode ser 

observado na Figura 9. Trata-se de uma modificação inerente à técnica de 

deposição física, também relatada por Shah et al. (2011) e Cao et al. (2013). Como 

a percepção estética do aparelho ortodôntico parece estar atrelada à quantidade de 

metal exposto (ROSVALL et al., 2009; FEU et al., 2012), o escurecimento dos 

bráquetes é um dado importante. Cao et al. (2016) optaram pela deposição por 

molhamento sol-gel em bráquetes estéticos para evitar o escurecimento esperado 

na pulverização catódica. O revestimento inibiu a formação de colônias, porém 

foram necessárias cinco camadas de filme. Revestimentos compostos por várias 

camadas tendem a apresentar menor adesão ao substrato. Apesar do prejuízo 

estético, a deposição por gaiola de plasma permite a formação de um filme fino com 

apenas uma única camada.  

A microscopia confocal revelou que o filme de fosfato de cálcio depositado na 

lâmina de vidro é cerca de 70% mais espesso que o filme de nitreto de titânio. Uma 

espessura elevada está relacionada com o aumento da tensão intrínseca do filme 

com maior risco de falhas coesivas e trincas (TATSCH, 1996; SOUSA, 2007).  

A aderência de S. mutans nos grupos FOS e TIT foi estatisticamente 

semelhante, apesar da diferença de espessura dos filmes depositados (105,0 nm 
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±1,47 no grupo FOS e 61,2 nm ±1,56 no grupo TIT), pois em ambos os grupos a 

espessura foi inferior a 200 nm. Para Bollen et al. (1997) e Grössnerschreiber et al. 

(2001), a rugosidade superficial menor que 200 nm não tem efeito na adesão 

microbiana pois a maioria das bactérias tem um tamanho maior.  Katsikogianni e 

Missirlis (2004) e Tsang et al. (2007), por sua vez, demonstraram que rugosidade 

superficial acima de 200 nm pode aumentar a adesão celular por criar sítios 

favoráveis para a colonização dentro das irregularidades.  

A uniformidade superficial dos bráquetes dos grupos MAT, FOS e TIT foi 

avaliada por MEV em duas regiões distintas (aleta e canaleta). Houve equivalência 

no aspecto superficial dos três grupos na região da aleta e partículas foram 

observadas na canaleta do grupo FOS. Enquanto as aletas dos bráquetes servem 

para conter o fio ortodôntico através de ligaduras metálicas ou elastoméricas, a 

região da canaleta tem fundamental importância na movimentação ortodôntica do 

dente. A presença de irregularidades na canaleta poderia influenciar no coeficiente 

friccional desta região, comprometendo a mecânica de deslize (ASSAD-LOSS et al., 

2008). 

É importante ressaltar que a microscopia eletrônica de varredura gera 

imagens bidimensionais e a avaliação da rugosidade da canaleta do bráquete deve 

ser realizada quantitativamente de maneira tridimensional (ASSAD-LOSS et al., 

2008). A avaliação quantitativa da rugosidade da região da canaleta assim como sua 

relação com os resultados qualitativos obtidos no MEV para o grupo FOS deve ser 

foco de novos estudos. 

A presença de partículas pode ser correlacionada com uma menor 

cristalinidade no filme de fosfato de cálcio depositado. Ao analisar diversos 

revestimentos de fosfato de cálcio, Arayna et al. (2017) observaram que a atividade 

antibacteriana encontrada foi inversamente proporcional ao grau de cristalinidade. 

Uma maior cristalinidade tende a uma menor taxa de dissolução e 

consequentemente menor efeito dos íons na população bacteriana.   

O fosfato de cálcio necessita ser solubilizado para que possa exercer seu 

efeito remineralizante no esmalte dentário (UYSAL, et al., 2010b). Contudo, ainda é 

incerto o grau de solubilidade necessária para que um revestimento de fosfato de 

cálcio consiga atuar na remineralização dentária sem, no entanto, comprometer a 

integridade superficial do revestimento. Øilo e Bakken (2015) questionam os efeitos 

a longo prazo de recobrimentos em biomateriais odontológicos. Para os autores, é 
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incerta a manutenção das propriedades mecânicas ao longo do tempo e a liberação 

gradual poderia acarretar em perda de material, com consequente aumento da 

rugosidade e da retenção bacteriana. 

Na análise EDS foi constatada a presença de enxofre (S) em todos os grupos. 

O S é utilizado para elevar o limite de escoamento e a usinabilidade do aço. Gontijo 

et al. (2004) também encontraram a presença de S nos bráquetes da marca 

Morelli®, em sua avaliação de bráquetes metálicos de diversas marcas. A presença 

de Ag indica que o processo de manufatura dos bráquetes teria sido por solda 

contínua. Este processo envolve a laminação e a usinagem, e apresenta como 

desvantagem a maior probabilidade de corrosão intergranular.  

Diferentemente de outros trabalhos encontrados na literatura, a presente 

pesquisa avaliou o comportamento de filmes finos após 24 horas de incubação. O 

tempo de avaliação foi escolhido para que se pudesse observar tanto a fase de 

aderência bacteriana inicial quanto a formação do biofilme propriamente dito. A 

avaliação da adesão de S. mutans em bráquetes após 2 horas de incubação foi 

realizada por Thaweboon et al. (2014), Baboni et al. (2010) e Rosario et al. (2011), 

enquanto Ahn et al. (2009) analisaram a aderência bacteriana após 3 e 6 horas de 

incubação. Os reduzidos intervalos de tempo citados são característicos de 

avaliações de aderência do microrganismo ao substrato, embora os autores relatem 

ter avaliado a formação do biofilme. Para Grössnerschreiber et al. (2009), 

colonização inicial é aquela que ocorre nas primeiras 24 horas de incubação. 

Entretanto, a um biofilme que lhe é permitido crescer por dias tem uma composição 

totalmente diferente de um biofilme que é removido e renovado diariamente (ØILO; 

BAKKEN, 2015). Neste trabalho, o termo biofilme se refere a uma complexa 

organização bacteriana com produção de substância extracelular (matriz), após a 

adesão inicial e maturação de microrganismos à superfície do bráquete. A grande 

divergência nos tempos de avaliação dificulta uma comparação entre as pesquisas. 

Para evitar um fator de confusão, no presente estudo não se adicionou 

glicose 5% ao meio, em consonância com Thaweboon et al. (2014), Baboni et al. 

(2010), Rosario et al. (2011) e Ahn et al. (2009). Esta escolha metodológica também 

encontra ressonância no estudo de Barbieri (2005), pois a colonização inicial da 

superfície dental é um mecanismo considerado sacarose-independente. A sacarose 

está relacionada com a permanência dos microorganismos pioneiros e com a 

consolidação do biofilme formado.  
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A ação bactericida relatada na literatura e a excelente biocompatibilidade do 

fosfato de cálcio e do nitreto de titânio fizeram destes os filmes finos experimentais 

de escolha para este trabalho. Entretanto, não foi encontrada nenhuma evidência de 

características antimicrobianas nos filmes finos experimentais avaliados visto que a 

biomassa total corada nos biofilmes foi semelhante nos três grupos. A pequena 

espessura do filme do grupo TIT (61,2 nm ±1,56) pode justificar em parte este 

achado. Jeyachandran et al. (2010) só observaram efeito bacterida do TiN em filmes 

finos maiores de 100 nm. Os autores creditaram este feito à redução da carga 

elétrica das interações eletrostáticas entre as bactérias e o filme de TiN de maior 

espessura. A carga elétrica da superfície bacteriana varia com a espécie, com as 

condições do meio e com a composição de sua membrana. Em geral, bactérias 

suspensas em meio aquoso tendem a ter sua superfície carregada negativamente. 

Este perfil parece influenciar na fase inicial de adesão (fase reversível), sendo que a 

formação do biofilme reduz a ação de correntes elétricas sobre a adesão. A 

importância do carregamento elétrico da superfície bacteriana, entretanto, ainda não 

está muito bem esclarecida (MORAES et al., 2013). 

Neste trabalho, a superfície do bráquete não mostrou influência sobre a 

densidade de biofilme acumulado. Os resultados estão em conformidade com 

Brusca et al. (2007) e Papaioannou et al (2007), e opostos aos reportados por 

Rammohan et al. (2012) quando compararam o padrão de adesão e crescimento de 

S. mutans na superfície de bráquetes metálicos, cerâmicos e plásticos. Entretanto, 

Papaioannou et al. (2007) também avaliaram os bráquetes na presença da película 

salivar. Os autores ressaltaram o importante papel da película salivar que teria a 

capacidade de reduzir quaisquer diferenças nas características da superfície 

cariogênica (energia livre da superfície). A camada de proteína salivar adsorvida 

pode influenciar positivamente (pela presença de receptores específicos) ou 

negativamente (ao diminuir a energia livre de superfície dos materiais adjacentes) a 

adesão bacteriana (AHN et al., 2005; AHN et al., 2008). Na colonização inicial, o 

efeito é positivo pois os receptores da película salivar interagem com a superfície 

dos microorganismos pioneiros (LI et al., 2014). Ao avaliar bráquetes não revestidos 

de película salivar, apenas as características dos materiais expostos na superfície 

influenciam na adesão bacteriana, que é regida pelas leis da termodinâmica (AHN et 

al., 2005). Desta forma, os trabalhos que utilizaram saliva na sua metodologia foram 

descartados para comparação com os resultados obtidos nesta pesquisa. 
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Conforme descrito por Rosan e Lamont (2000), a formação do biofilme dentário 

se dá em duas etapas distintas, a primeira etapa está associada com a adsorção 

das células bacterianas à película adquirida do esmalte; a segunda etapa envolve a 

união das células aderindo-se umas às outras. Portanto, a utilização de filmes que 

tenham a capacidade de impedir fixação inicial dos primeiros microrganismos 

formadores de colônias seria a abordagem ideal. 

A análise microbiológica deste trabalho foi realizada em apenas uma repetição 

independente, totalizando 18 testes. Trata-se de um trabalho piloto que objetiva a 

sua continuação posteriormente, com maior número de repetições. A repetição não 

contribui, necessariamente, para o incremento da precisão do experimento, mas é 

importante para o aumento da precisão das estimativas de médias e de outras 

funções das variáveis respostas. A ampliação do número de repetições contribui, 

substancialmente, para o aumento da confiabilidade dessas estimativas e da 

sensibilidade do experimento para detectar pequenas, mas importantes, diferenças 

de efeitos de tratamento (KVAM et al., 2012). Além disso, o aumento da amostra 

permitirá certificar se o teste estatístico utilizado tinha poder suficiente para detectar 

uma diferença significativa entre as médias da densidade óptica da adesão de S. 

mutans dos três grupos avaliados.  Como o valor de p foi maior que o nível de 

significância estabelecido (α=5%), não há provas suficientes para rejeitar a hipótese 

nula de que as médias avaliadas são iguais.  

Embora a avaliação laboratorial busque mimetizar o que ocorre na cavidade 

bucal, estudos in vitro não podem predizer completamente o comportamento dos 

materiais dado as limitações do laboratório e incapacidade de reproduzir todos os 

fatores encontrados intraoralmente (WANG et al., 2015). A cepa de S. mutans é 

indicada por estar intimamente associada à cárie dentária e ter sido utilizada em 

vários estudos anteriores (RAMMOHAN et al., 2012; ROSARIO et al., 2011; 

RYMOVICZ et al., 2013; THAWEBOON et al., 2014; WANG et al., 2016).  

Apesar de amplamente utilizado para a detecção de biofilmes (BABONI et al., 

2010; ROSARIO et al., 2011; RYMOVICZ et al., 2013), o método de análise possui 

limitações. A coloração com cristal violeta é inespecífica e não permite a avaliação 

da viabilidade celular (WELCH et al., 2012). Uma vez que o cristal violeta cora tanto 

as células bacterianas como a matriz extracelular, ensaios metabólicos são mais 

indicados para a quantificação da viabilidade bacteriana em biofilme.  
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Os biofilmes avaliados neste estudo são monoespecíficos e certamente não 

refletem fielmente a realidade do microcosmo da microbiota oral, porém permitem 

analisar a capacidade de dois filmes finos com características distintas em interferir 

nas propriedades de adesão e formação de biofilme de S. mutans em bráquetes 

metálicos. Experimentos posteriores envolvendo biofilmes multiespecíficos e que 

permitam a coagregação de espécies devem ser conduzidos, para o 

aprofundamento do entendimento da dinâmica de formação dos biofilmes, sua 

fisiologia e subsequente papel dos filmes depositados. Da mesma forma, novos 

estudos abrangendo uma maior caracterização dos filmes finos de fosfato de cálcio 

e nitreto de titânio formados a partir da deposição por gaiola catódica também se 

fazem necessários. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

 De acordo com a metodologia empregada, pode-se concluir que o filme fino 

de fosfato de cálcio alterou a superfície da canaleta do bráquete, enquanto a 

presença dos revestimentos de nitreto de titânio e fosfato de cálcio não modificou a 

morfologia superficial das aletas dos bráquetes e não influenciou na formação do 

biofilme de Streptococcus mutans na superfície dos bráquetes metálicos. 
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APÊNDICE 

APÊNDICE A - ARTIGO PARA SUBMISSÃO EM PERÍÓDICO 

 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO E DA MORFOLOGIA 

SUPERFICIAL DE FILMES FINOS DE NITRETO DE TITÂNIO E FOSFATO DE 

CÁLCIO EM BRÁQUETES ORTODÔNTICOS 

 

RESUMO  

Objetivos: Este trabalho avaliou experimentalmente a morfologia superficial e a 

capacidade de aderência de Streptococcus mutans (U159) em bráquetes com filmes 

finos de fosfato de cálcio e de nitreto de titânio.  

Material e métodos: Bráquetes metálicos foram divididos em três grupos (n=8), de 

acordo com o tipo de recobrimento (SR – sem recobrimento; FOS – fosfato de cálcio; 

TIT – nitreto de titânio). Os revestimentos foram depositados via gaiola catódica nos 

grupos FOS e TIT; e amostras de referência foram avaliadas por microscopia 

confocal, microscopia eletrônica de varredura e espectroscopia de energia 

dispersiva de raios X para caracterização dos filmes. A densidade óptica da 

biomassa do biofilme total foi mensurada por coloração em cristal violeta, após 24 

horas de incubação.  

Resultados: Houve homogeneidade na morfologia superficial na região de aletas em 

todos os grupos, enquanto FOS apresentou partículas na canaleta. Após 24 horas, 

houve formação de biofilme de S. mutans em todos os grupos avaliados. A 

densidade óptica obtida nos três grupos foi semelhante (SR=0,347 ±0,042; 

FOS=0,238 ± 0,055; TIT=0,226 ± 0,057), sem diferença estatisticamente significativa 

(p=0,06).  

Conclusão: O filme fino de fosfato de cálcio alterou a superfície da canaleta do 

bráquete, enquanto os revestimentos de nitreto de titânio e fosfato de cálcio não 

modificaram a morfologia superficial das aletas. A presença dos revestimentos de 

nitreto de titânio e fosfato de cálcio não influenciou na formação do biofilme de S. 

mutans na superfície dos bráquetes metálicos. 
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INTRODUÇÃO 

 

 As lesões de mancha branca afetam a maior parte dos pacientes 

ortodônticos. O bráquete é um sítio de retenção e na presença do binômio biofilme-

açúcar, a desmineralização do esmalte pode ocorrer.1-3 A atividade antimicrobiana 

de algumas substâncias tem sido largamente estudada com o objetivo de reduzir a 

formação do biofilme e consequente desenvolvimento da lesão de mancha branca e 

cárie. Em pacientes ortodônticos as ações preventivas ficavam restritas ao âmbito 

das orientações de higiene oral, fluoretação, aplicação de vernizes e fluoretos.4-6  

 Dentre todos os materiais ortodônticos, o bráquete desempenha um papel 

significativo na retenção de biofilme e, em consequência, na desmineralização do 

esmalte por estar colado ao dente durante todo o período do tratamento ortodôntico. 

Além disto, seu desenho complexo impõe um ambiente de difícil limpeza.7-9 A 

incorporação de agentes antimicrobianos ao bráquete é uma opção para a 

prevenção de cárie, independente da colaboração do paciente. 

O revestimento com nitreto de titânio (TiN) é utilizado na Odontologia desde a 

década de 1980, mas foi somente a partir de 2000 que seu potencial antimicrobiano 

passou a ser estudado, especialmente em implantes.10 Diversos autores relatam 

menor adesão bacteriana em superfícies revestidas por TiN em comparação aos 

grupos controles.11-14  

O fosfato de cálcio amorfo (FCA) é um biomaterial utilizado para reposição e 

regeneração dentária. Sua adição em materiais de colagem ortodônticos se traduz 

como uma alternativa de prevenção secundária da cárie, especialmente em 

pacientes não colaboradores com alto potencial cariogênico. Graças ao seu 

potencial remineralizante, a substância foi incorporada em diversos materiais 

dentários e já mostrou efeito positivo na remineralização na área periférica ao redor 

do bráquete.15,16 Recentemente, foi observado efeito inibitório no crescimento de 

microrganismos em titânio recoberto com FAC.17  

A ação bactericida relatada na literatura e a excelente biocompatibilidade do 

fosfato de cálcio e do nitreto de titânio fizeram destes os filmes finos experimentais 

de escolha para esta pesquisa. A avaliação in vitro da morfologia superficial e da 

capacidade de aderência de Streptococcus mutans em bráquetes com filmes finos 

de fosfato de cálcio e de nitreto de titânio é o objetivo deste trabalho.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Vinte e quatro bráquetes de incisivos inferiores de aço inoxidável, prescrição 

Edgewise, da marca Morelli® foram divididos em três grupos, de acordo com o 

recobrimento recebido. Os bráquetes do grupo SR (n=8) não receberam qualquer 

tipo de deposição. Nos grupos FOS (n=8) e TIT (n=8), os bráquetes foram 

recobertos com fosfato de cálcio e nitreto de titânio respectivamente, através do 

método de deposição por descarga em gaiola catódica. As deposições foram 

realizadas em gaiola de titânio comercialmente puro grau II perfurada (100 mm x 64 

mm x 1 mm),  na atmosfera de plasma de 20% N2 e 80% de H2, por 330 minutos 

com pressão e temperatura constantes (0,8 Torr e 240±5ºC). 

Dois bráquetes de cada grupo foram utilizados para a caracterização da 

amostra por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e espectroscopia dispersiva 

de raios X (EDS), enquanto o restante foi utilizado na avaliação microbiológica. 

A morfologia superficial de duas regiões dos bráquetes de cada grupo foi 

examinada (canaleta e aleta) através de imagens obtidas via MEV EV0 MA (Carl 

Zeiss ®), com magnificação de 1000x. A análise de EDS foi realizada na EDAX (EV0 

MA, Carl Zeiss ®) e permitiu a identificação dos elementos químicos presentes nos 

bráquetes, através da interação entre o feixe primário de raio-x e as amostras.  

Os bráquetes restantes foram esterelizados a 121°C, 1 atm por 30 minutos 

(Stericlan 12 Sandersmedical®). A cepa de Streptococcus mutans U159 foi utilizada 

neste estudo. Uma alíquota desta cultura de S. mutans foi inoculada em 5 ml de 

caldo de BHI estéril e incubada por 24 horas a 100 rpm, 37oC e 5% de pressão 

parcial de CO2. A partir do inóculo foram preparadas suspensões padronizadas de 

108 UFCs/ml (DO630=1.0). 

Os bráquetes foram divididos em três grupos (n=6), de acordo com o tipo de 

recobrimento (SR- sem recobrimento; FOS- fosfato de cálcio; e TIT- nitreto de 

titânio) e avaliados após 24 horas de incubação. Cada experimento foi conduzido 

com 3 espécimes por material, em uma repetição independente, totalizando 18 

testes. Os controles brancos consistiram dos bráquetes submetidos às mesmas 

condições experimentais, porém sem microrganismos.                  

Os bráquetes foram imersos em placas de microtitulação de poliestireno de 

fundo chato contendo alíquotas de 100 µl da suspensão de S. mutans em caldo de 

BHI padronizada (ou apenas BHI, para o controle branco) por 24 horas a 37°C e 5% 
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pressão parcial de CO2. Os meios de cultura não receberam qualquer adição de 

açúcar ou sacarose.  

Após o período de incubação, os bráquetes foram gentilmente lavados com 

água destilada e as células que permaneceram aderidas foram fixadas com 99% 

metanol por 15 minutos. Os bráquetes foram secos e imersos em solução de cristal 

violeta 0,1% por 20 minutos. O excesso de cristal violeta foi removido e cada poço 

lavado cinco vezes com água destilada. Posteriormente, o cristal violeta impregnado 

no biofilme foi solubilizado pela adição de 100 µL de ácido acético 33% e a DO620 foi 

determinada (BioPhotometer Plus, Eppendorf®, São Paulo, SP, Brasil). 

Os valores de absorção dos controles foram subtraídos dos valores obtidos 

nos grupos experimentais para eliminar a interferência do meio. A quantificação da 

biomassa total do biofilme foi realizada em triplicatas independentes, em uma 

repetição biológica. As diferenças estatísticas entre os resultados dos grupos foram 

avaliadas por ANOVA 1-fator e o nível de significância de α = 5% foi adotado. 

 

RESULTADOS 

 

Caracterização dos filmes finos depositados 

 A deposição de filmes finos gerou um escurecimento dos bráquetes dos 

grupos FOS e TIT, quando comparados aos do grupo SR. (Figura 1)  

A figura 2 apresenta as eletromicrografias de varredura do aspecto superficial 

dos bráquetes dos grupos SR, FOS e TIT, respectivamente. É possível observar 

uma morfologia superficial homogênea nas aletas dos bráquetes de todos os grupos. 

Por outro lado, a figura 3 mostra a presença de partículas de variados tamanhos na 

canaleta do bráquete com filme fino de fosfato de cálcio, o que não ocorre nos 

grupos SR e TIT. 

A análise por espectroscopia de energia dispersiva de raios X ratificou a 

presença de cálcio (Ca) e de fósforo (P) na superfície dos bráquetes do grupo FOS e 

de titânio (Ti) na superfície dos bráquetes do grupo TIT. Os espectros dos elementos 

ferro, cromo, carbono, manganês, níquel e silício estão presentes em todas as 

avaliações por identificarem os elementos químicos constituintes do bráquete. 

(Tabela 1) 
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Biomassa total por coloração com cristal violeta 

A avaliação do controle branco demonstrou ausência de contaminação das 

amostras, com estabilidade dos valores observados no tempo de avaliação. O 

coeficiente de correlação intraclasse foi considerado satisfatório (ICC=0,667, com IC 

95%, p=0,085).  

 Os resultados deste estudo mostraram que o tipo de revestimento não 

exerceu influência no perfil de formação do biofilme de S. mutans nos diferentes 

grupos após 24 horas de incubação (p=0,06), conforme a figura 4. 

 

DISCUSSÃO 

 

 A associação de bactérias acidogênicas e presença de açúcar é um evento 

essencial para ocorrer a desmineralização do esmalte.  Na ausência de higiene 

bucal adequada, a presença do aparelho ortodôntico aumenta o número de sítios 

retentivos, dificulta a limpeza adequada e pode favorecer a adesão microbiana. Uma 

vez ocorrida a adesão, a proliferação celular pode levar ao desenvolvimento do 

biofilme patogênico, que é a principal causa da lesão de mancha branca. Este 

trabalho buscou avaliar a influência da deposição de filmes finos na morfologia 

superficial e na adesão microbiana sobre bráquetes metálicos. A redução da adesão 

significaria uma forma de prevenção primária da cárie em pacientes ortodônticos. 

A pulverização catódica alterou a coloração dos bráquetes metálicos. Trata-se 

de uma modificação inerente à técnica de deposição física, também relatada por 

outros autores.18,9 Como a percepção estética do aparelho ortodôntico parece estar 

atrelada à quantidade de metal exposto19,20, o escurecimento dos bráquetes é um 

dado importante. Cao et al.21 optaram pela deposição por molhamento sol-gel em 

bráquetes estéticos para evitar o escurecimento esperado na pulverização catódica. 

O revestimento inibiu a formação de colônias, porém foram necessárias cinco 

camadas de filme. Revestimentos compostos por várias camadas tendem a 

apresentam menor adesão ao substrato. Apesar do prejuízo estético, a deposição 

por gaiola de plasma permite a formação de um filme fino com apenas uma única 

camada.  

A uniformidade superficial dos bráquetes dos grupos SR, FOS e TIT foi 

avaliada por microscopia eletrônica de varredura em duas regiões distintas (aleta e 
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canaleta). Houve equivalência no aspecto superficial dos três grupos na região da 

aleta e partículas foram observadas na canaleta do grupo FOS.  

Enquanto as aletas dos bráquetes servem para conter o fio ortodôntico 

através de ligaduras metálicas ou elastoméricas, a região da canaleta tem 

fundamental importância na movimentação ortodôntica do dente. A presença de 

irregularidades na canaleta poderia influenciar no coeficiente friccional desta região, 

comprometendo a mecânica de deslize.22  

É importante ressaltar que o MEV gera imagens bidimensionais e a avaliação 

da rugosidade da canaleta do bráquete deve ser realizada quantitativamente de 

maneira tridimensional.22 A avaliação quantitativa da rugosidade da região da 

canaleta assim como sua relação com os resultados qualitativos obtidos no MEV 

para o grupo FOS deve ser foco de novos estudos. 

A presença de partículas pode ser correlacionada com uma menor 

cristalinidade no filme de fosfato de cálcio depositado. Ao analisar diversos 

revestimentos de fosfato de cálcio, Arayna et al.17 observaram que a atividade 

antibacteriana encontrada foi inversamente proporcional ao grau de cristalinidade. 

Uma maior cristalinidade tende a uma menor taxa de dissolução e 

consequentemente menor efeito dos íons na população bacteriana.   

O fosfato de cálcio necessita ser solubilizado para que possa exercer seu 

efeito remineralizante no esmalte dentário.23 Contudo, ainda é incerto o grau de 

solubilidade necessária para que um revestimento de fosfato de cálcio consiga atuar 

na remineralização dentária sem, no entanto, comprometer a integridade superficial 

do revestimento. Os efeitos a longo prazo de recobrimentos em biomateriais 

odontológicos ainda são questionáveis. É incerta a manutenção das propriedades 

mecânicas ao longo do tempo e a liberação gradual poderia acarretar em perda de 

material, com consequente aumento da rugosidade e da retenção bacteriana.24  

A presença de enxofre (S) e prata (Ag) foi constatada em todos os grupos 

pelo EDS. O enxofre é utilizado para elevar o limite de escoamento e a usinabilidade 

do aço, enquanto a presença de prata corresponde ao processo de soldagem da 

manufatura do bráquete. O titânio presente no grupo FOS é proveniente da gaiola de 

titânio utilizada para a deposição do recobrimento. 

Neste trabalho, o material exposto na superfície do bráquete não mostrou 

influência sobre a densidade de biofilme acumulado. Os resultados estão em 

conformidade com Brusca et al.25 e Papaioannou et al.26 , e opostos aos reportados 
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por Rammohan et al.27 e, quando compararam o padrão de adesão e crescimento de 

S. mutans na superfície de bráquetes metálicos, cerâmicos e plásticos.   

Entretanto, Papaioannou et al.26 avaliaram os bráquetes na presença da 

película salivar. Os autores ressaltaram o importante papel da película salivar que 

teria a capacidade de reduzir quaisquer diferenças nas características da superfície 

cariogênica (energia livre da superfície). A camada de proteína salivar adsorvida 

pode influenciar positivamente (pela presença de receptores específicos) ou 

negativamente (ao diminuir a energia livre de superfície dos materiais adjacentes) a 

adesão bacteriana.28,29 Na colonização inicial, o efeito é positivo pois os receptores 

da película salivar interagem com a superfície dos microorganismos pioneiros.30 Ao 

avaliar bráquetes não revestidos de película salivar, apenas as propriedades das 

superfícies dos materiais podem influenciar na adesão bacteriana.28  Assim, outros 

fatores de influência na formação do biofilme, como a rugosidade e a energia livre de 

superfície devem ser investigados.  

 Alguns pontos podem ter influenciado os resultados obtidos e devem ser 

relatados: embora amplamente utilizada, a coloração com cristal violeta é 

inespecífica e não permite a avaliação da viabilidade celular. Além disso, os 

biofilmes avaliados neste estudo são monoespecíficos e certamente não refletem 

fielmente a realidade da microbiota oral, porém permitem analisar a capacidade de 

dois filmes finos com características distintas em interferir nas propriedades de 

adesão e formação de biofilme de S. mutans aos bráquetes.  Embora tenha-se 

buscado mimetizar o que ocorre na cavidade bucal, estudos in vitro não podem 

predizer completamente o comportamento dos materiais dado as limitações do 

laboratório e incapacidade de reproduzir todos os fatores encontrados 

intraoralmente.  

Dentre os diversos métodos de recobrimentos em metais, a deposição a 

plasma por gaiola catódica foi escolhida. Trata-se de um método inovador 

desenvolvido em 2007, cuja utilização em escala industrial ainda está em fase de 

implantação. Apesar da técnica apresentar como vantagem a formação de uma 

película mais uniforme e fina, inclusive em substratos com geometria complexa, 

estudos adicionais e maior caracterização dos filmes formados também se fazem 

necessários. 
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CONCLUSÃO 

 

 Os filmes finos de fosfato de cálcio e nitreto de titânio não interferiram na 

adesão de S. mutans à superfície dos bráquetes e a presença do filme fino de 

fosfato de cálcio alterou a superfície da canaleta, enquanto os revestimentos de 

nitreto de titânio e fosfato de cálcio não modificaram a morfologia superficial das 

aletas dos bráquetes metálicos. 
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LISTA DE FIGURAS 

 
 
Figura 1 - Aspecto visual dos bráquetes dos grupos SR, FOS e TIT após a 

deposição dos filmes finos correspondentes via gaiola catódica (quando aplicado). 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 2 – Microscopia eletrônica de varredura da aleta dos grupos SR, FOS e TIT 

respectivamente, com aumento de 1000x. 

 

 

Figura 3 - Microscopia eletrônica de varredura da canaleta do grupo FOS, com 

aumento de 1000x. 
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Figura 4 - Densidade óptica média obtida para cada grupo na presença de S. 
mutans, após 24 horas de incubação. 

 

As barras correspondem à densidade óptica média obtida pelos grupos MAT (azul), FOS 

(laranja) e TIT (verde) na avaliação após 24 horas. As barras de erros representam o desvio padrão 

das médias. ANOVA 1-fator (p=0,06).  

 

 

Tabela 1 - Composição e concentração dos elementos químicos presentes nos 

bráquetes dos diferentes grupos de acordo com a análise de EDS. 

Elementos químicos 
Porcentagem atômica (%) 

MAT FOS TIT 

Fe 59,7 54,8 43,7 

O 0,5 5,6 12,8 

Cr 16,1 15,4 12,2 

Ni 7 6,9 6,2 

C 7,8 10,5 8,9 

Cu 1,8 1,8 1,6 

Mn 1,5 1,4 1,3 

Si 1,5 1,1 6,7 

S 0,2 0,2 0,2 

Ti   0,9 2,3 

Ca   0,2   

P   0,2   

Ag 3,9 1,0 4,1 
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