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RESUMO

As lesbes de mancha branca em esmalte afetam a maior parte dos pacientes
ortodénticos. O braquete é um sitio de retencdo para o biofilme, e em presenca de
acucar, a desmineralizacdo do esmalte pode ocorrer. A incorporacao de agentes
antimicrobianos ao braquete é uma opcdo para a prevencdo de carie,
independentemente da colaboracdo do paciente. O objetivo deste trabalho é avaliar
a morfologia superficial e a agdo antimicrobiana de filmes finos de fosfato de célcio
amorfo (FCA) e de nitreto de titanio (TiN) depositados em braquetes ortodénticos.
Para tanto, 24 braquetes metalicos foram distribuidos em trés grupos (n=8), de
acordo com o tipo de recobrimento (SR- sem recobrimento; FOS- fosfato de calcio; e
TIT- nitreto de titdnio). Os revestimentos foram depositados via gaiola catddica nos
grupos FOS e TIT; e amostras de referéncia foram avaliadas por microscopia
confocal, microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia de energia
dispersiva de raios X para caracterizacédo dos filmes. A capacidade de aderéncia in
vitro de Streptococcus mutans U159 (S. mutans) apos 24 horas de incubacao foi
mensurada pela densidade Optica da biomassa do biofilme total corada em cristal
violeta. Os experimentos foram realizados em triplicata, em uma Unica repeticdo
bioloégica. Os dados foram submetidos & ANOVA 1-fator (0=5%). A microscopia
confocal revelou que a média da espessura do filme de FCA (105 +1,47 nm) € maior
gue a do filme de TiN (61,2 £1,56 nm). A analise por espectroscopia de energia
dispersiva comprovou a deposicdo dos filmes de FCA e TiN na superficie dos
respectivos braquetes e a uniformidade das camadas foi evidenciada pela
microscopia eletronica de varredura. Apenas o grupo FOS apresentou particulas de
tamanhos variados na canaleta do braquete. Apdés 24 horas, houve formacao de
biofiime de S. mutans em todos os grupos avaliados. A densidade éptica obtida nos
trés grupos foi semelhante (SR=0,347 +0,042; FOS=0,238 +0,055; TIT=0,226
+0,057), sem diferenca estatisticamente significativa (p=0,06). O filme fino de FCA
alterou a superficie da canaleta do braquete, enquanto a presenca dos
revestimentos de TiN e FCA ndo modificou a morfologia superficial das aletas dos
braquetes e ndo influenciou na formacéo do biofilme de S. mutans na superficie dos

braquetes metalicos.

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
(a=.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.
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1 INTRODUCAO?

A lesdo de mancha branca no esmalte dentério pode acometer até 70% dos
pacientes em tratamento ortodontico (JULIEN et al., 2013). A dificuldade de
higienizagdo pelo uso do aparelho fixo, associada ao consumo de acgucar e a
mudanga na microbiota, favorecem o desenvolvimento destas lesbes, que ocorrem
devido a desmineralizacdo do esmalte pelos acidos organicos produzidos pelo
biofilme. Os componentes do aparelho ortodéntico também funcionam como
substrato adequado para a retencdo dos microrganismos, devido a sua rugosidade
superficial e estrutura irregular (GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2010).

Varios metodos podem reduzir ou prevenir o surgimento de lesées de mancha
branca: melhora da higiene oral, modificacdo do padrao alimentar com reducéo do
consumo de carboidratos e tratamentos com aplicagéo topica de fluoreto (GUZMAN-
ARMSTRONG et al, 2010; ENAIA et al., 2011). Entretanto, estes métodos
dependem da colaboracdo do paciente e medidas preventivas que ndo dependam
desta cooperacao tendem a ser mais efetivas (WANG et al., 2015).

A preservacado do esmalte dentario, a reducdo do risco de carie e o controle
da formacéo de biofilme séo objetivos constantes durante o tratamento ortodéntico.
A presenca da carie impede a continuidade do tratamento, com consequente
aumento do tempo e complexidade de trabalho (BISHARA; OSTSBY, 2008). A
possibilidade de utilizacdo de materiais ortoddnticos com atividade antimicrobiana
facilitaria de sobremaneira a prevencéo primaria da doenca carie em pacientes nédo
colaboradores, através da inibicdo da formacéo de biofilme. As recentes descobertas
da nanotecnologia mostraram que o tratamento de superficie de metais pela
deposicao de filmes finos teria efeito inibidor no crescimento de microrganismos e 0s
resultados sugerem uma ampla gama de possibilidades de utilizacdo
(GROSSNERSCHREIBER et al., 2001; YOSHINARI et al., 2001; SHAH et al., 2011;
CAO et al., 2013; TUPINAMBA, 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).

! Este texto seguiu as normas ABNT NBR 14724:2011 para normalizacao de trabalhos académicos.
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS — ABNT. NBR 14724: informagdo e
documentacao — trabalhos académicos. Rio de janeiro, 2011.
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O revestimento com nitreto de titanio (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 aco inoxidavel, sua resisténcia a abrasao,
reduzir a corroséo e a rugosidade. Foi somente a partir de 2000 que o potencial
antimicrobiano do TiN passou a ser estudado, especialmente em implantes dentarios
(GROSSNERSCHREIBER et al., 2001; YOSHINARI et al., 2001; JABBARI et al.,
2012). Em Ortodontia, a deposicdo de TiN em braquetes ndo alterou as
propriedades friccionais e anticorrosivas desses dispositivos (KAO et al.; 2002; LIU
et al., 2007; KAO et al.,, 2011). Na presente revisdo bibliografica, ndo foram
encontrados trabalhos que avaliassem a possivel acdo antimicrobiana do
revestimento em braquetes ortodénticos.

O fosfato de célcio amorfo (FCA) é um intermediario biocompativel na
formacdo da hidroxiapatita. Ele fornece uma liberacdo sustentada de ions de calcio
(Ca™) e fosfato (PO4)™® quando o pH salivar cai abaixo de 5,8 (UYSAL et al., 2010a).
Os ions calcio e fosfato liberados interferem no processo cariogénico ao reduzir a
desmineralizacdo do esmalte e potencializar a remineralizacdo (HAMMAD et al.,
2013).

Originalmente o FCA foi adicionado em dentifricios, colutérios e géis topicos
(COCHRANE et al.,, 2010). Em seguida, a substancia foi incorporada com bons
resultados laboratoriais em materiais dentarios como compodsitos, adesivos e
cimentos como uma alternativa a prevencado secundaria da carie, gracas ao seu
potencial remineralizante (UYSAL et al., 2010b). Recentemente, Aranya et al. (2017)
observaram efeito inibitério no crescimento de microrganismos em implantes
dentarios de titanio recobertos com FCA.

Dentre todos os materiais ortodénticos, o braquete desempenha um papel
significativo na retencdo de biofilme e, em consequéncia, na desmineralizacdo do
esmalte por estar colado ao dente durante todo o periodo do tratamento ortodéntico.
Além disto, seu desenho complexo imp&e um ambiente de dificil limpeza (SHAH et
al., 2011), favorecendo a proliferacdo de bactérias acidogénicas em detrimentos de
outras, com consequente alteracdo da harmonia da microbiota (FREITAS et al.,
2014). A possibilidade de deposicdo de uma pelicula de revestimento com
propriedades antibacterianas no braquete abre um novo horizonte na prevencéo
primaria da carie em pacientes ortodénticos, independentemente da colaboracéo

dos mesmos.
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Em relacdo aos fatores associados a progressdo da doenca carie, o desafio
atual busca o controle da formacdo e adesdo do biofime através do
desenvolvimento de substancias, mecanismos e barreiras que dificultem a formacéo
do biofilme, tanto nas superficies dentarias, quanto nos aparelhos ortoddnticos
(SUDJALIM et al., 2007). A adesdo bacteriana possui caracteristicas especiais e
dependentes da interacdo direta do biofilme com a superficie do substrato com o
qgual este se relaciona. Fatores como presenca da pelicula adquirida do esmalte,
polaridade, rugosidade, molhabilidade e energia de superficie, desempenham papéis
criticos neste relacionamento, interferindo ndo s6 na facilidade de adesdo como nas
caracteristicas da formac&o do biofilme (TUPINAMBA, 2014).

A modificagdo das caracteristicas de superficie dos biomateriais, com a
deposicdo de filmes que possam dificultar ou até mesmo impedir a adesdo e
reproducdo bacteriana, abre nova perspectiva no controle da formacéo de biofilmes
em meio bucal (GROSSNERSCHREIBER et al., 2001; MONTEIRO et al., 2009).
Este tipo de pratica, bastante comum na Implantodontia (YOSHINARI et al., 2001;
GROSSNERSCHREIBER et al., 2004; GROSSNERSCHREIBER et al., 2009), serve
de inspiracdo para que estas estratégias também possam ser utilizadas na
Ortodontia. Ainda h& caréncia de estudos na literatura a respeito do controle da
adesao do biofilme durante o tratamento ortodéntico através da acao antimicrobiana
de revestimentos depositados na superficie dos braquetes ortodénticos.

A luz da literatura pesquisada, os resultados sugerem haver aplicabilidade
para o desenvolvimento de braquetes ortodonticos com propriedades
antimicrobianas. A possibilidade de prevencdo primaria da doenca céarie em
pacientes nao colaboradores, através da inibicdo da formacdo de biofilme
solucionaria um importante problema dentro da pratica ortodontica.

Neste sentido, o presente trabalho propde avaliar o efeito da deposicédo de
filmes finos de TiN e FCA na morfologia superficial e adesdo bacteriana em

braquetes ortodénticos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARIE DENTARIA

A carie dentaria é uma doenca multifatorial causada pela modificacdo
ecologica, induzida pelo acimulo de biofilme na superficie dentéria e caracterizada
pela desmineralizacdo dos tecidos dentais por &cidos produzidos pela atividade
metabolica bacteriana (FEJERSKOV, 2004; CARLETTO-KORBER et al., 2015). A
destruicdo progressiva da estrutura dentaria ocorre a partir da associacdo do
biofilme acumulado com a regular exposi¢do ao acucar (CURY et al., 2016).

Portanto, a carie € uma doenca dependente do binébmio biofilme-acucar,
sendo a sacarose 0 agucar de maior potencial cariogénico (BOWEN, 2002). O
acumulo de biofilme €& o fator necessario e a exposicdo ao acucar, o fator
determinante para a progressao da carie em qualquer superficie dentéria, intacta ou
restaurada. A cada exposicdo ao acucar, ha producéo de acido pelas bactérias do
biofilme, com consequente queda do pH. O pH é a forca motriz que rege a perda ou
ganho de fons de célcio (Ca*?) e fosfato (PO.)* 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 sao dissolvidos (desmineralizacdo). Apos
cerca de 20 a 30 minutos, o pH se eleva novamente e a saliva tenta reparar a perda
de (Ca*™) e (PO,)?, através do processo denominado remineralizagéo. No entanto, a
saliva por si s6 pode ndo ser completamente eficaz para reparar todos os ions (Ca*?)
e (PO,)? perdidos durante o processo de desmineralizacéo. O equilibrio em direcéo
a desmineralizacao ou a remineralizacdo dependera da frequéncia diaria de ingestao
de acucares e do biofilme acumulado (HIRATA, 2006).

A etiologia da céarie dentaria € considerada um disturbio do equilibrio
microecoldgico da placa dental (MARSH, 2006). O biofilme oriundo da placa dental
acumulada cresce em todas as superficies da cavidade oral, incluindo os dentes, a
mucosa e todos os materiais ali inseridos (WANG et al., 2016).

A necessidade da formacao da pelicula adquirida € o que torna o biofilme
dental unico. O biofilme dental necessita das glicoproteinas salivares do hospedeiro

para se aderir. A formacdo da pelicula adquirida € baseada na lei de entalpia livre
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Gibbs, na qual mais energia € liberada quando as glicoproteinas estédo ligadas a
superficie do dente ou biomaterial (HUANG et al., 2011).

O biofilme dental é formado por uma sequéncia organizada de eventos.
ApoOs a formacdo da pelicula adquirida, ha a adesdo reversivel das bactérias
plancténicas. Esta adesao é mantida por interagdes fisico-quimicas ndo especificas
e constitui o alicerce para o crescimento do biofilme (MARSH, 2006). Os primeiros
microrganismos que se ligam aos componentes da pelicula adquirida séo chamados
de pioneiros ou colonizadores priméarios. A maioria destes microrganismos Sao
considerados comensais e convivem em relativa harmonia com o hospedeiro. A
adesdo dos colonizadores primarios a pelicula adquirida se da por ligac6es fracas,
como interacdes de Van der Waals. A escovacédo diaria desorganiza e remove estes
microorganismos aderidos, evitando a progressao da formacao do biofilme (HOJO et
al., 2009).

As colonias que nao foram imediatamente retiradas da superficie pela
escovacao podem ancorar-se de forma mais permanente, através de moléculas de
adesao celular, de modo a ocorrer interacdes estaveis entre as proteinas da pelicula
adquirida com proteinas da superficie bacteriana, as chamadas adesinas (HOJO et
al., 2009).

A segunda fase da formacdo do biofilme dental consiste na transicdo do
estagio reversivel da adesao para o irreversivel, através dos receptores especificos
de adesinas. Em seguida, microrganismos colonizadores secundarios se associam
as células ja aderidas. As bactérias passam a secretar substancias que serao
responsaveis pela manutencdo da adeséo e da camada que envolve o biofiime. Na
guarta fase ha o inicio da formacdo de microcolonias e do desenvolvimento da
arquitetura do biofilme maduro. A quinta e ultima fase da formacdo do biofilme
ocorre quando o ambiente ndo é mais favoravel a sua manutencdo, e ha o
descolamento do biofilme maduro em forma de agregados celulares ou células
plancténicas. ApOs desprendidas, as bactérias livres podem colonizar novos
ambientes, reiniciando a formacéo de novos biofilmes (MARSH, 2006).

Bactérias em biofilmes dentais produzem &cido latico e exopolissacarideos
(EPS). Quando o equilibrio do biofilme é perturbado, o acimulo de &cido lactico tera
um papel fundamental no desenvolvimento da carie dentaria. Constituintes da

matriz, como os EPS, podem afetar a difusdo de substancias dentro e fora do
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biofiime, favorecendo o desenvolvimento de uma gama diversificada de
microambientes dentro do biofilme (KOO et al., 2013).

O Streptococcus mutans (S. mutans) € considerado o principal agente
etiologico da carie dentaria em humanos e fatores de viruléncia tais como a
composicdo de sua superficie celular (sorotipo) e a producdo de bacteriocinas
(mutacinas) tem sido investigados em relacdo a sua cariogenicidade. S. mutans esta
presente em mais de 90% da populacdo mundial e afeta a todos os niveis sécio-
econdmicos. O microrganismo pode ser classificado em quatro sorotipos (c, e, f, k),
sendo o sorotipo ¢ 0 mais comumente prevalente (SPOLIDORIO et al., 2015).

A simples presenca de S. mutans ndo € indicativa de doenca no individuo.
Este e outros patdgenos estdo presentes mesmo em condicdes de saude do
hospedeiro, e se mantem em quantidade reduzida ao longo do tempo (homeostase
microbiana). Na carie dentaria, h4 uma mudanca em direcdo a dominancia da
comunidade por bactérias de espécies acidogénicas e aciduricas, como S. mutans e
lactobacilli, embora outras espécies possam estar envolvidas. E necessario uma
modificacdo ecoldgica (presenca de acucar, baixo fluxo salivar, baixo pH etc),
para que tais patégenos superem a microflora residente e atinjam a dominancia

numérica necessaria para que a doenca ocorra (MARSH, 2006).

2.2 LESAO DE MANCHA BRANCA NO ESMALTE DENTAL EM PACIENTES
ORTODONTICOS

A lesdo de mancha branca permanece um problema durante o tratamento
ortodéntico. (TUFEKCI et al, 2011). A primeira evidéncia clinica da
desmineralizacdo da superficie do esmalte € a lesdo de mancha branca. Ela
representa o primeiro estagio da formacédo da carie (LUCHESE; GHERLONE, 2013).
As lesBes de mancha branca podem acometer qualquer superficie dentaria. O
padrao de higiene do paciente, dieta, fluxo salivar, niveis de fluoreto, célcio, fosfato e
bicarbonato, além da susceptibilidade genética podem influenciar no seu
desenvolvimento (MOUNT; HUME, 2005).

A descalcificacdo do esmalte é uma sequela da queda do pH gerada pelo
acumulo prolongado de biofilme associado a exposicdo de acucar (FEJERSKOV,
2004; BOWEN, 2002; CURY et al., 2016). O biofiime se torna &cido (pH<5) e a
hidroxiapatita do esmalte é dissolvida (JILO; BAKKEN, 2015). O aspecto opaco da



18

lesdo de mancha branca € um fenédmeno 6ptico causado pela perda de mineral na
superficie do esmalte e sob 0 mesmo (GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2010).

A ampla variacao (de 2 a 96%) da frequéncia de lesdes de mancha branca
em pacientes ortodonticos encontrada na literatura pode ser explicada pelos
diversos métodos de avaliacdo utilizados (inspec¢do visual, microscopia, avaliacdo ao
inicio ou final do tratamento, etc) (BISHARA; OSTSBY, 2008; HEYMANN; GRAUER,
2013; JULIEN et al., 2013; KAVVADIA et al., 2018). Entretanto, a meta-analise de
Sundararaj et al. (2015) confirmou que a incidéncia (45,8%) e a prevaléncia (68,4%)
de lesbes de mancha branca sao elevadas em pacientes ortodonticos.

Clinicamente, a lesdo de mancha branca pode apresentar rapida
progresséo. @gaard et al. (1988) e Chapman et al. (2010) relataram descalcificacéo
a partir da quarta semana de tratamento ortodontico com aparelho fixo, na presenca
de higiene oral deficiente. Os dentes mais acometidos s&o os molares inferiores e
incisivos laterais superiores (LUCHESE; GHERLONE, 2013; YAGCI et al., 2019).

O aparelho ortodéntico dificulta a higiene adequada e cria areas de
estagnacéao do biofilme (GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2010). A superficie irregular
de braquetes, bandas e arcos limita 0 mecanismo de autolimpeza pela musculatura
oral e saliva, facilitando a colonizacdo por bactérias aciduricas (MOUNT; HUME,
2005; LUCHESE; GHERLONE, 2013).

Além disso, a colocacédo da aparelhagem ortodéntica modifica o equilibrio
da microbiota bucal. Ha& uma modificacdo na flora, com queda do pH e
consequentemente aumento das bactérias acidogénicas (CHATTERJEE;
KLEINBERG, 1979; LUNDSTROM; KRASSE, 1987). E observado um aumento na
guantidade de mutans streptococci no biofilme dentario apds a instalacdo de
aparelhos ortodénticos e um decréscimo apos a remocao (HUSER et al., 1990;
ROSENBLOOM; TINANOFF, 1991). O aumento de S. mutans e lactobacilli,
associado a pobre higiene oral e ao regular consumo de acucar faz com que o
progresso da doenca carie seja mais veloz em pacientes ortodénticos do que em
pacientes sem aparelho fixo (LIPTAK et al., 2018). A revisao sisteméatica de Freitas
et al. (2014) mostrou moderada evidéncia de que a presenca de aparelhos
ortodénticos influencia a quantidade e a qualidade da microbiota bucal. A mudanca
no equilibrio do biofilme é ressaltada por Lucchese et al. (2018) como o principal

fator no aumento da cariogenicidade do paciente ortodéntico.
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Sabe-se que as propriedades das superficies dos materiais podem
influenciar na adesédo de biofilmes (TEUGHELS et al., 2006). O desenho, as
dimensdes, a energia de superficie e a rugosidade da aparelhagem ortodéntica, bem
como o tempo de permanéncia em boca sao cruciais na perturbacéo do equilibrio do
ecossistema bucal. Aparelhos removiveis (alinhadores e funcionais) tem menor
impacto na microbiota oral que os aparelhos ortodonticos fixos, mesmo quando

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

2.2.1 Métodos de prevencao

A atividade antimicrobiana de algumas substancias tem sido largamente
estudada com o objetivo de reduzir a formacdo do biofiime e consequente
desenvolvimento da lesdo de mancha branca e céarie. Em pacientes ortodonticos as
acOes preventivas ficavam restritas ao ambito das orientacbes de higiene oral,
fluoretacéo, aplicacéo de vernizes e fluoretos.

No estudo prospectivo randomizado controlado de Kirschneck et al. (2016), a
aplicacdo de verniz de fluor pelo ortodontista ndo resultou em uma maior prevencao
de lesbes de mancha branca no esmalte dentario. Entretanto, Benson et al. (2013)
obtiveram 70% de reducéo na incidéncia de lesdes iniciais de carie em pacientes
ortoddnticos com a aplicacéo de verniz fluoretado a cada seis semanas.

A revisao sistematica de Fernandez-Ferrer et al. (2018) analisou as terapias
de remineralizacdo do esmalte para tratamento de manchas brancas apos o
tratamento ortodéntico. Os autores concluiram que nenhum dos tratamentos
propostos foi capaz de remineralizar completamente a leséo ja instalada, embora o
verniz fluoretado 5% possa auxiliar este processo. Semelhante resultado foi
encontrado na meta-analise de Hdchli et al. (2017). Ainda que o verniz fluoretado
seja considerado efetivo, os resultados clinicos ndo foram considerados satisfatorios
pelos autores. Desta forma, ressalta-se a importancia de medidas preventivas que
evitem a instalacdo da doenca e o desenvolvimento de manchas brancas em
pacientes ortodénticos.

O uso de gel dental com altissima concentracdo de fldor (5000 ppm) em
pacientes ortodonticos mostra 30% de reducdo no surgimento de novas lesdes de

mancha branca, porém ha apenas um ensaio clinico a este respeito (SONESSON et
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al., 2014). Entretanto, nem sempre a requerida cooperagdo do paciente com alto
risco de cérie é obtida (GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2010).

Para Borzahadi-Farahani et al. (2014), a fim de evitar a adesao bacteriana e a
desmineralizacdo do esmalte durante a terapia ortoddntica, a maior parte dos
estudos atuais aborda duas estratégias gerais: a incorporagédo de nanoparticulas em
adesivos, cimentos ou resina acrilica (Ag, TiO,, SiO,, hidroxiapatita, fluorapatita,
fluorhidroxiapatita) e o revestimento de materiais ortodonticos com substancias
antimicrobianas. A adicao de elementos nos materiais de colagem de braquetes,
como resina composta e adesivo ainda apresenta resultados dubios segundo a
meta-analise de Almeida et al. (2018). Embora sejam observados relevantes
avancgos nos ensaios laboratoriais, a piora das propriedades mecanicas ainda € uma
importante barreira a ser superada para sua aplicacdo clinica. A incorporacdo de
substancias antimicrobianas ao braquete € uma alternativa de prevencao
independentemente da colaboragédo do paciente ortodontico.

2.3 TRATAMENTO DE SUPERFICIE DE METAIS

A modificacdo das propriedades fisico-quimicas de superficie em metais,
visando entre outros fatores, modificar sua molhabilidade e assim modular o
desenvolvimento de organismos vivos que entram em contato com estas superficies,
tem sido utilizada em diversas areas, especialmente nas areas meédica e
odontologica (CORTIZO et al., 2012).

O aumento da hidrofobicidade, a reducdo da rugosidade e a deposicdo de
filmes sdo modificacbes na superficie dos braquetes que podem ser empregadas
com o objetivo de reduzir a adesdo bacteriana. Um filme fino € uma camada de
material que varia de fragcdes de nanémetros (monocamada) a varios micrometros de
espessura. A sintese de filmes finos é realizada através de processos de deposicao
e tem variada aplicacdo em Gtica, eletrdnica, embalagens e biomedicina. O processo
de deposicao de filmes finos pode ser quimico ou fisico, a depender do produto
original/precursor a ser depositado no substrato (TUPINAMBA, 2014).

O tratamento da superficie com a deposicdo de filmes finos que possam
dificultar ou até mesmo impedir a adesdo e reproducdo bacteriana, é uma
perspectiva interessante no controle da formacdo de biofilmes em meio bucal
(GROSSNERSCHREIBER et al., 2001; YOSHINARI et al., 2001; MONTEIRO et al.,



21

2009; SHAH et al., 2011; CAO et al., 2013; TUPINAMBA, 2014; RAMAZANZADEHM
et al., 2015;).

O revestimento de braquetes com substancias antimicrobianas apresenta
resultados promissores nos estudos experimentais. Diversos materiais e métodos de
deposicao de filmes tem sido testados com objetivo de prevenir a formacao de
lesdes de mancha branca no paciente ortodontico (AHN et al., 2009; BABONI et al.,
2010; BORZAHADI-FARAHANI et al., 2014; ALMEIDA et al., 2018).

.Shah et al. (2011) observaram uma menor aderéncia de Lactobacillus
acidophilus apés 24 horas de incubagdo nos braquetes revestidos com didxido de
titanio (TiO,), gracas ao seu efeito fotocatalitico.

Cao et al. (2013) utlizaram filmes finos de TiO, dopados com nitrogénio
(TiO-»N(y)) € encontraram uma reducédo de 95,19% das coldnias de S. mutans nos
braquétes metalicos revestidos. A agéo antibacteriana do TiO@.xN() também foi
observada contra L. acidophilus, Actinomyces vicous e Candida albicans, porém em
menor escala.

Yuan et al. (2015) avaliaram a resisténcia a corrosao de braquetes metalicos
revestidos de TiO@-xN(y) em saliva artificial com solucéo de fltor fosfato acidulado a
1,23%. Os resultados apontam para uma melhora da resisténcia a corrosao, com
aumento da resisténcia a polarizacao.

A associacdo de filmes finos de didxido de titdnio e prata (Ag-TiO,) foi
avaliada por Zhang et al. (2015) e Fatani et al. (2017). Fatani et al. (2017)
encontraram biocompatilibilidadde superior nos braquetes revestidos além de menor
adesdo dos microrganismos testados (Porphyromonas gingivalis e S. mutans).
Zhang et al. (2015) compararam filmes finos de Ag e Ag-TiO,, depositados pelo
método spin-on. O filme fino de nano Ag-TiO, apresentou reducdo de 79% das
colénias de bactérias orais (S. mutans, Streptococcus sanguinis, Actinobacillus
actinomycestemcomitans, Fusobacterium nucleatum, P. gingivalis e Prevotella
intermedia) apdés 20 minutos.

Em seu estudo preliminar, Ghasemi et al. (2017) avaliaram o efeito
antimicrobiano e a lisura superficial de braquetes metalicos revestidos com Ag e
oxido de titanio por deposicéo fisica a vapor. As colbnias foram contadas ap6s 3, 6,
24 e 48 horas. Os braquetes revestidos apresentaram reducdo do crescimento
bacteriano, porém o revestimento com o6xido de titanio também reduziu a lisura

superficial.
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A deposicdo de filmes finos de TiO, também é factivel em braquetes
estéticos, como demonstraram Cao et al. em 2016. Para evitar o escurecimento
esperado na pulverizacdo catddica, os autores utilizaram a deposi¢cdo por
molhamento sol-gel. Os braquetes ceramicos revestidos apresentaram menor
contagem de col6nias de L. acidophilus e C. albicans. Entretanto, os melhores
resultados foram encontrados nos braguetes com cinco camadas de revestimento.

Metin-Girsoy et al. (2016) avaliaram os efeitos do filme fino de Ag em
braquetes in vivo. Os braquetes foram colados nos incisivos mandibulares de ratos
albinos Wistar e os animais foram sacrificados ap6s 75 dias. A concentracdo de
nanoprata aferida no sangue e na saliva sofreu elevacao a partir do sétimo dia e
houve reducgéo do biofilme a partir do 30° dia.

Ramazanzadehm et al. (2015) compararam o comportamento de filmes finos
de oOxido de zinco (ZnO), 6xido de cobre (CuO) e ZnO/CuO em culturas de S.
mutans. As amostras foram avaliadas apos 2, 4, 6 e 24 horas. Os braquetes com
revestimentos de ZnO/CuO e CuO ndo apresentaram crescimento bacteriano apos 2
horas.

O efeito antibacteriano do recobrimento de Prata-Platina através da deposicao
fisica a vapor em aco inoxidavel foi demonstrado por Ryu et al. (2012). Os autores
observaram reducdo significativa da colonizacdo por S. mutans e A.
actinomycetemcomitans ap0s incubacdo por 8 e 16 horas, respectivamente. A
liberacdo ibnica de Ag ndo afetou negativamente a avaliacdo da citotoxidade do
material.

A grande variabilidade metodoldgica observada na literatura evidencia a
busca pelo método e material ideais para o revestimento de braquetes com filmes

finos.

2.3.1 Nitreto de titanio

A partir da década de 1980, os revestimentos aderentes de TiN comecaram
a ser aplicados nos materiais odontolégicos usados em Implantodontia, Ortodontia,
Endodontia, Protese dentaria e Periodontia. A adicdo de filmes de TiN permite a
obtencdo de uma maior dureza superficial, resisténcia a abrasdo, resisténcia a
corrosdo, menor atrito, bem como maior interacdo benéfica com os substratos

biol6gicos e materiais adjacentes (JABBARI et al., 2012).
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Apesar da miriade de metodologias possiveis, a maioria dos estudos
relaciona a espessura do revestimento entre 1 ym e 5 ym, embora a faixa de 0,06
Mm a 10 pm possa ser utilizada (JABBARI et al., 2012). Além da melhora das
propriedades mecanicas, em alguns trabalhos, o recobrimento com TiN demostrou
ter efeito inibidor na formacéo de colonias (YOSHINARI et al., 2001). A revisédo de
Jabbari et al. (2012) ressalta que os revestimentos de nitreto de titanio parecem ter
um efeito benéfico, ao inibir a formacédo de placa bacteriana e minimizar os efeitos
adversos da peri-implantite na longevidade dos implantes.

A aderéncia de S. mutans e S. sanguinis foi significativamente reduzida nas
superficies de TiN em comparacdo com as polidas na avalicdo de Grdssnerschreiber
et al. (2001). Em Scarano et al. (2003), implantes revestidos com TiN apresentaram
uma quantidade menor da superficie coberta por bactérias apds uma exposicao de
24 horas a cavidade oral. O efeito positivo do revestimento de TiN também foi
observado por Grossnerschreiber et al. (2004) em laminulas de vidro mesmo apés
60 horas de avaliacao.

Anunziatta et al. (2011) obtiveram uma reducdo de 50% na rugosidade
superficial de implantes ap0s o revestimento com TiN pela perfilometria confocal
otica. A adeséo e proliferacdo de Streptococcus pyogenes e S. sanguinis também foi
menor nos implantes revestidos quando comparados com o grupo controle.

Em contraste, trés estudos in vitro avaliaram a atividade antibacteriana de
revestimentos de TiN e concluiram que ndo ha diferenca entre titanio e titanio
nitrificado para a aderéncia 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 adesao de Porphyromonas gingivalis em implantes dentarios de
titanio revestidos com TiN e uma maior adeséo da bactéria nos implantes revestidos
a plasma foi observada.

Em Ortodontia, Kao et al. (2002) ndo encontraram diferencas nas
propriedades anticorrosivas apos imersdao em saliva artificial acida ao comparar
braquetes convencionais com revestidos de nitreto de titanio. Kao et al. (2011) nao

observaram diferencas no coeficiente de atrito de braquetes revestidos com TiN.

2.3.2 Fosfato de calcio amorfo
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Os fosfatos de célcio sdo bioceramicas constituidas por diferentes
composi¢cdes e amplamente investigadas na area de biomateriais (FOSTER et al,
2008; HAMMAD et al., 2013). O FCA ¢é a fase solida inicial que precipita de uma
solucdo de fosfato de célcio altamente supersaturada e possui a capacidade de
converter-se em fases cristalinas estaveis como fosfato octacalcico ou produtos
apatiticos. O FCA possui melhor osteocondutividade in vivo que a hidroxiapatita,
melhor biodegradabilidade que o fosfato tricalcico, além de boa bioatividade e
auséncia de citotoxidade. Suas propriedades bioldgicas permitem diversas
aplicagcbes. 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 desmineralizacdo e
potencializar a remineralizacdo. Este mecanismo fisico-quimico ocorre a cada queda
de pH apOs a ingestdo de acucar. Se ha ions de fosfato e céalcio supersaturando a
solucdo salivar, a quantidade de mineral dissolvido é reduzida porque parte do
(Ca™®) e (PO,)® perdidos como hidroxiapatita retornam ao dente (HIRATA, 2006).

Como o esmalte € composto principalmente por célcio e fosfato, o pH e a
atividade idnica de (Ca™®) e (PO4)® no fluido do biofime sdo determinantes da
estabilidade da superficie mineral. Com a queda no pH, a fase mineral torna-se
instavel causando a dissolucdo do esmalte, processo este chamado
desmineralizacdo. Nessa situacao, os acidos organicos difundem-se para o interior
do esmalte, via espacos interprismaticos e dissolvem os cristais de apatita. Tal
processo é caracterizado pela perda de (Ca*?) e (PO4)® do esmalte para o meio. A
desmineralizacao ird prosseguir até que o pH e a atividade de forga ibnica do calcio
e fosfato alcancem niveis que tornem a fase mineral estavel. O fluido do biofilme,
sob condicbes normais, tem o pH proximo ao neutro e contém excesso de ions
(Ca*?) e (PO,)®, criando condicdes de supersaturacdo com relacéo a fase mineral do
esmalte. Durante estas condicdes, ocorre precipitacdo de minerais para reparar o
dano causado durante periodos de desmineralizacdo. Este processo é chamado por
remineralizacdo. A formacdo de uma lesdo de carie e 0 Seu progresso ocorre
guando os periodos de desmineralizacdo sdo mais frequentes do que os de
remineralizacdo. Desta forma a doenca se caracteriza por um desequilibrio entre os
processos de desmineralizacdo e remineralizacdo, em funcdo da ingestédo de acgulcar
e do desequilibrio microbioldgico (BOWEN, 2002; CURY et al., 2016).
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O FCA é um biomaterial utilizado para reposicao e regeneracado dentéria. Sua
adicdo em materiais de colagem ortodonticos se traduz como uma alternativa de
prevencgdo secundaria da cérie, especialmente em pacientes ndo colaboradores com
alto potencial cariogénico. Diversos trabalhos relatam seu efeito positivo na
remineralizacdo ao redor da é&rea periférica ao braquete (SKRTIC et al.,, 2003;
PASCHOS et al., 2016; ZHANG et al., 2016; LIU et al., 2018).

Em caso de desmineralizacdo do esmalte oriunda em resposta a mudancgas
no ambiente bucal causadas por actimulo de biofilme, os fons (Ca*®) e (PO,)?
liberados dos compésitos com fosfato de célcio amorfo, podem ser depositados nas
estruturas dentarias como um mineral de apatita (UYSAL et al., 2010b).

A resisténcia de unido obtida com a colagem com adesivo acrescido de
FCA €& menor do que a com adesivo convencional (FOSTER et al., 2008). A
resisténcia de unido obtida durante a colagem deve ser suficientemente alta para
prevenir descolagens acidentais, resistir aos esfor¢cos mastigatérios e permitir o
correto alinhamento e nivelamentos dos dentes. Descolagens acidentais acarretam
em maior numero de consultas, maior tempo clinico e atrasam o final do tratamento.
Entretanto, no acompanhamento clinico de 12 meses de Hammad et al. (2013), a
resisténcia de unido obtida durante a colagem com adesivo acrescido de FCA foi
considerada suficiente.

No recente trabalho de Aranya et al. (2017), as superficies de titanio de
implantes dentéarios revestidas de FCA apresentaram propriedades antibacterianas.
O revestimento de FCA demonstrou ter efeito inibidor na formacéo de colénias de P.
gingivalis quando comparado a superficies de titanio ndo tratadas na avaliacdo de
24 horas.
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3 OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo principal avaliar a morfologia superficial de
braquetes ortoddnticos metalicos, apés a deposicdo de filmes finos de fosfato de
célcio e nitreto de titanio, e a capacidade de aderéncia in vitro de S. mutans em suas

superficies.



4 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo experimental in vitro, braquetes ortodénticos foram revestidos
por deposicdo em gaiola catddica com filmes finos de fosfato de calcio e de nitreto
de titAnio. As alteracbes de superficie apés a adicao dos filmes, bem como a
caracterizagdo dos mesmos foi realizada na primeira etapa da pesquisa. Em
seguida, o potencial antimicrobiano destes filmes foi avaliado pela quantificacdo da
biomassa total do biofilme através de coloracdo por cristal violeta. A atividade
antimicrobiana dos braquetes revestidos foi comparada ainda com a de braquetes

nao revestidos, nas mesmas condicbes citadas anteriormente. As etapas da

metodologia empregada podem ser observadas esquematicamente na Figura 1.

Figura 1 — Fluxograma da metodologia empregada.

24 braguetes de aco
inoxidavel

Deposicdo de filmes finos de fosfato
de calcio e nitreto de titanio (n=16)

Microscopia confocal, microscopia eletronica de
varredura e espectroscopia de energia dispersiv
de raios X

(n=6)

4.1 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Vinte e quatro braquetes metdlicos de incisivos inferiores de aco inoxidavel
austenitico AISI 304, prescricdo Edgewise, da marca Morelli® (Sorocaba, SP, Brasil)

foram utilizados nesta pesquisa. As informacfes sobre a composicdo nominal dos

Andlise microbioldgica
(n=18)

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




28

Quadro 1 - Composicao nominal dos braquetes metélicos.

) ) L _ Lote e n° de
Material Fabricante Composig¢ao nominal o
fabricacao
] Carbono (0,008% maximo), Cromo (18-
24 braquetes _ ) R 2158981
. Morelli 20%), Niquel (8-11%), Manganés (2%
metalicos o o .
maximo), Silicio (1% maximo)

Os braquetes foram distribuidos em trés grupos, de acordo com o
recobrimento recebido. Os braquetes do grupo SR-sem recobrimento (n=8) nao
receberam qualquer tipo de deposicdo. Nos grupos fosfato de célcio-FOS (n=8) e
nitreto de titanio-TIT (n=8), os braquetes foram recobertos com FCA e TiN
respectivamente, através do método de deposicao por descarga em gaiola catddica.
Dois braquetes de cada grupo foram utilizados para a caracterizagcdo da amostra,

enquanto o restante foi utilizado na avaliagdo microbiologica.

4.2 DEPOSICAO DE FILMES FINOS POR GAIOLA CATODICA EM BRAQUETES
METALICOS

A deposicdo dos filmes finos foi realizada no Laboratorio de Plasma do
Instituto Federal do Espirito Santo (IFES). A técnica de deposicdo por descarga em
gaiola catédica € um método dual, que permite tanto a nitretacdo como a deposicéo
de filmes (DAUDT, 2012).

Os braquetes metalicos foram utilizados como substrato para deposicédo. O
reator operado consiste em uma camara de vacuo cilindrica com 30 cm de diametro
e 40 cm de altura, confeccionada em aco inoxidavel, com uma janela de quartzo. Na
porcdo inferior da camara ha um sensor de pressao, entrada e saida de gas. A
temperatura é medida por um termopar acoplado ao catodo do reator. A fonte de
tensdo utilizada é continua e possui voltagem e corrente maximas de 1500V e 2A,
respectivamente. O fluxo de gases € monitorado por meio de controladores de fluxo
(MKS MFC1179A). O reator de deposicdo por descarga em gaiola catddica é

apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Representacdo esquematica em corte do reator de nitretacdo i6nica na
configuracéo de gaiola catodica (A), mostrando no detalhe a gaiola (B).

A B

. Gaiola
Catddica

Amostras

4+—  Isolante

Entrada de \Saida de gas
gas (bomba vicuo) r
Termopar Catodo

Fonte: Adaptado de Daudt (2012).

Os braquetes foram depositados sobre uma folha de mica (isolante), dentro
da gaiola (Figura 3). O termopar e a gaiola foram posicionados sobre o catodo. O
plasma é formado na gaiola catédica, que funciona como céatodo (a parede da
camara é o anodo), e ndo diretamente na superficie da amostra, que permanece em
potencial flutuante. A gaiola foi confeccionada em titanio comercialmente puro grau
[I, com 100 mm de diametro, 64 mm de altura e 1 mm de espessura, com 4 furos de
25 mm de diametro. A tampa da gaiola possui diametro de 100 mm, 10 mm de

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

Figura 3 - Gaiolas catédicas em posi¢cao no reator (A), com a vista superior da tampa

da gaiola catodica em detalhe (B).
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Antes da deposicao foi feita uma etapa de limpeza no reator utilizando uma
atmosfera de plasma de H; (200 sccm) por 30 minutos a 175° C, na presséo de 0,8
Torr. ApGs a limpeza, a duracdo de cada pulso elétrico é ajustada de 10 em 10
minutos até que se obtenha a pressao desejada para o tratamento.

As deposicdes foram realizadas na atmosfera de plasma de 20% N; e 80% de
H,, por 330 minutos com a pressdo e temperatura constantes de 0,8 Torr e 240°C
(x5°C), respectivamente (Figura 4). Os valores de pressao, temperatura, fluxo de
gases, tensdo média e corrente média foram registrados a cada cinco minutos. Ao
final da deposicédo, o reator e a bomba de vacuo foram desligados e aguardou-se o

completo resfriamento da camara para sua abertura.

Figura 4 - Aspecto visual da formacéo do plasma na superficie da gaiola em funcéo
da presséao de trabalho.

4.3 METODOS DE CARACTERIZACAO

As analises de microscopia confocal, microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) foram realizadas no
Laboratério do Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia MetalUrgica e de

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

Em face da complexa geometria dos braguetes ortodénticos, nado foi possivel
realizar a andlise do filme diretamente sobre eles, no microscépio confocal. Assim,
laminas de vidro borossilicato (26 mm de altura x 76 mm de comprimento x 1mm de
espessura, Precision®) foram colocadas na gaiola catddica, juntamente com os
braquetes, como substrato para a deposicdo dos filmes finos. Previamente as
deposicdes, uma gota de solucdo de dioxido de titanio em alcool isopropilico foi
dispensada sobre a superficie das laminas. Desta forma, terminadas as deposicoes,
a gota era removida, deixando um degrau entre a regiao limpa da lamina, que estava
sob a gota e a regiéo recoberta com o filme. Este procedimento permitiu a avaliacéo
da espessura meédia (5 medidas por amostra) dos filmes de fosfato de célcio e de
nitreto de titanio por microscopia confocal (DCM 3D, Leica®, Mannheim, Baden-

Wirttemberg, Alemanha).

4.3.2 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia superficial dos braquetes dos trés grupos foi analisada atraves
das imagens obtidas via microscopio eletronico de varredura EVO MA (Carl Zeiss®,
Jena, Thiringen, Alemanha).

Em cada grupo, duas regides dos braquetes foram examinadas (canaleta e
aleta) com magnificacdo de 1000x. A obtencdo das imagens foi realizada com
elétrons secundarios (SE), sob tensdo de aceleracdo de 20 kV e distancia de

trabalho entre 6,5 e 8,0 mm.

4.3.3 Espectroscopia de energia dispersiva de raios X

A anadlise de espectroscopia dispersiva de raios X (EDS) foi realizada na
EDAX instalada no microscépio eletrbnico de varredura modelo EVO MA (Carl
Zeiss®, Jena, Thiringen, Alemanha) e permitiu a identificacdo dos elementos
guimicos presentes nos braquetes, através da interacdo entre o feixe primario de

raios X e as amostras.
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4.4 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana, todos os braquetes foram
esterelizados previamente em autoclave Stericlan 12 Sandersmedical® (Santa Rita
do Sapucai, MG, Brasil) a 121°C, 1 atm por 30 minutos. Todas as solucdes
preparadas tiveram sua esterilidade checada apds incubacdo por 24 horas a 36°C.
As analises foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular e Viruléncia
Bacteriana (LABCAS), da Universidade Federal do Espirito 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 aliquota desta cultura
de S. mutans foi inoculada em 5 mL de caldo de BHI estéril e incubada por 24 horas
a 100 rpm, 37°C e 5% de pressdo parcial de CO,. A partir do in6culo foram

preparadas suspensdes padronizadas de 108 UFCs/mL (DOg30=1.0).
4.4.2 Selecédo dos braquetes

Os braquetes foram divididos em trés grupos (n=6), de acordo com o tipo de
recobrimento (SR-sem recobrimento; FOS-fosfato de calcio; e TIT-nitreto de titanio)
e avaliados ap0s 24 horas de incubacdo. Cada experimento foi conduzido com 3
espécimes por material, em uma repeticdo independente, totalizando 18 testes.

Os controles brancos consistiram dos braquetes submetidos as mesmas
condicBes experimentais, porém sem microrganismos. Todas as avaliacbes foram

realizadas por uma Unica examinadora treinada.

4.4.3 Quantificacdo da biomassa total do biofilme por coloracdo com cristal

violeta

Os braquetes foram imersos em placas de microtitulacdo de poliestireno de
fundo chato contendo aliquotas de 100 pL da suspensédo 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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pressao parcial de CO, (Figura 5). Os meios de cultura ndo receberam qualquer

adicao de acucar ou sacarose.

Figura 5 - Micropocos com braquetes imersos em suspensdo padronizada de S.
mutans em caldo BHI.

A suspensdo em caldo BHI foi removida ap6s o término do periodo de
incubacdo e os braquetes foram gentilmente lavados com agua destilada para
remocéo das células pobremente aderidas.

As células aderidas foram fixadas com 100 uL de 99% metanol por poco por
15 minutos. O metanol foi removido e os braquetes secos em estufa a 36°C por 20
minutos. A cada pogo da placa foi adicionado 100 pL de solucdo 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 difusdo. Em
seguida, o excesso de cristal violeta foi removido e cada poc¢o lavado cinco vezes

com 200 pL de agua destilada.

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

solubilizado pela adi¢cao de 100 pL de acido acético 33% por 20 minutos (Figura 7).

Figura 7 - Processo de descoloracao do biofilme com solugéo de acido acético 33%.

— i e . .
= % i

(s

- . ol :
R R I

)

i3 86 OSEe
AR oo

Aliquotas de 100 pL foram transferidas para placas de microtitulacdo de
poliestreno de fundo chato para determinacdo da biomassa total por
espectrofotometria, conforme a Figura 8. A absorvancia da solucéo de cristal violeta
foi mensurada no comprimento de onda de 620nm (BioPhotometer Plus,
Eppendorf®, Sado Paulo, SP, Brasil). Na analise espectrofotométrica da densidade
optica um feixe de luz com comprimento de onda de 620nm € disparado, atravessa o
micropog¢o da placa com 100 ul de concentracédo desconhecida de cristal violeta.
Parte da luz € absorvida e a concentracdo da substancia pode ser calculada a partir

da quantidade de luz transmitida.

Figura 8 - Aparelho de espectrofotdmetro utilizado para a leitura das amostras.
[
@&

|
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Os valores de absor¢cdo dos controles foram subtraidos dos valores obtidos
Nnos grupos experimentais para eliminar a interferéncia do meio. A quantificagdo da
biomassa total do biofilme foi realizada em triplicatas independentes, em uma

repeticéo bioldgica.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos foram categorizados em Microsoft Excel
(versédo 2012 para Windows) e posteriormente analisados no programa IBM SPSS
Statistics versdo 24. A concordéancia entre as mensuragdes foi realizada pelo
coeficiente de correlacao intraclasse (ICC). A normalidade da amostra foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste ANOVA 1-fator foi utilizado para a comparacao
entre os materiais de recobrimento. Em todas as analises, o nivel de significancia de

a = 5% foi adotado.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS FILMES FINOS DEPOSITADOS

A deposicdo de filmes finos gerou um escurecimento dos braquetes do grupo
FOS e TIT, quando comparados aos do grupo MAT. O grupo FOS apresentou uma
coloracdo mais suave, com tons de azul enquanto os braquetes do grupo TIT
ficaram mais escuros e rosados, quando comparados aos braquetes do grupo

matriz.

Figura 9 - Aspecto visual dos braquetes dos grupos SR, FOS e TIT apés a
deposicao dos filmes finos correspondentes via gaiola catédica (quando aplicado).

p"r Til -i v E
SR FOS TIT

5.1.1 Microscopia confocal

O filme de fosfato de calcio apresentou uma espessura meédia de 105,0 nm
(x1,47), enquanto o filme de nitreto de titanio teve a espessura média de 61,2 nm
(x1,56) pela microscopia confocal. As imagens tridimensionais geradas pela analise
permitem observar a homogeneidade da formacéo dos filmes nas laminas de vidro
(Figura 10 e Figura 11).

Figura 10 - Microscopia confocal da lamina de vidro com filme de fosfato de célcio.
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Figura 11 - Microscopia confocal da l[amina de vidro com filme de nitreto de titénio,
em detalhe com aumento de 20 pm.

5.1.2 Microscopia eletrénica de varredura

As figuras 12 a 14 apresentam as eletromicrografias de varredura do aspecto
superficial da aleta dos braquetes dos grupos SR, FOS e TIT, em aumento de
1000x. E possivel observar que as aletas dos grupos FOS e TIT apresentam uma
morfologia superficial homogénea, assim como o grupo SR.

Figura 12 — Microscopia eletronica de varredura da aleta do braquete do grupo SR,
com aumento de 1000x.

EHT = 20.00 kV Detector = SE1 n.

Chamber = 1.34¢-005 mb
WD = 6.5mm Mag= 1.00KX i s ] [ | —

10 pm*
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Figura 13 — Microscopia eletronica de varredura da aleta do braquete do grupo FOS,

com aumento de 1000x.

— EHT=2000kv Detector = SE1 P [
WD = 7.0 mm Mag= 1.00KX amber = 1.95e-005 mbar | —

Figura 14 — Microscopia eletrénica de varredura da aleta do braquete do grupo TIT,
com aumento de 1000x.

EHT = 20.00 kV Detector = SE1 L]
10 pm’ Chamber = 1.39e-005 mbar n
WD = 65mm Mag= 1.00KX Ill

O aspecto superficial da canaleta dos trés grupos avaliados nao foi

homogéneo (Figuras 15 a 17). As setas laranjas na Figura 16 evidenciam a



39

presenca de particulas de variados tamanhos na canaleta do braquete com filme fino

de fosfato de calcio.

Figura 15 - Microscopia eletrdnica de varredura da canaleta do braquete do grupo

SR, com aumento de 1000x.

, EHT = 20.00 kV Detector = SE1 nl
10 pm Chamber = 1.23e-005 mbar
WD = 7.5mm Mag= 1.00KX lll .

Figura 16 - Microscopia eletrénica de varredura da canaleta do braquete do grupo

FOS, com aumento de 1000x.

\

— EHT=2000kv Detector = SE1 —— [
WD = 8.0 mm Mag= 1.00 KX amber = 1.92e-005 mbar | | —
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Figura 17 - Microscopia eletrénica de varredura da canaleta do braquete do grupo

TIT, com aumento de 1000x.

N EHT = 20.00 kV Detector = SE1 n'
10 pm Chamber = 2.34¢e-005 mbar
WD = 7.5mm Mag= 1.00K X lll
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5.1.3 Espectroscopia de energia dispersiva de raios X

Para avaliar a composicdo quimica e as concentracfes em porcentagem
atbmica (%) de cada elemento presente na superficie dos braquetes dos grupos
avaliados, foi realizada a andlise de EDS. A tabela 1 apresenta os elementos

guimicos encontrados de acordo com os espectros de EDS obtidos.
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Tabela 1 - Composicdo e concentracdo dos elementos quimicos presentes nos

braquetes dos diferentes grupos de acordo com a analise de EDS.

Porcentagem atomica (%)
Elementos quimicos

MAT FOS TIT
Fe 59,7 54,8 43,7
0] 0,5 5,6 12,8
Cr 16,1 154 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 calcio e
TIT-nitreto de titanio.

A andlise por espectroscopia de energia dispersiva de raios X ratificou a
presenca de célcio (Ca) e de fosforo (P) na superficie dos braquetes do grupo FOS e
de titanio (Ti) na superficie dos braquetes do grupo TIT. Os espectros dos elementos
ferro, cromo, carbono, manganés, niquel e silicio estdo presentes em todas as
avaliacdes por identificarem os elementos quimicos constituintes do braquete. A
presenca de prata corresponde ao processo de soldagem da manufatura do
braquete. O titanio presente no grupo FOS é proveniente da gaiola de titanio

utilizada para a deposi¢cao do recobrimento.

5.2 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

O coeficiente de correlacéo intraclasse foi considerado satisfatorio (ICC=0,667,
com IC 95%, p=0,085). A avaliacdo do controle branco demonstrou auséncia de
contaminacao das amostras, com estabilidade dos valores observados no tempo de
avaliacdo. A aderéncia de S. mutans para cada grupo apés 24 horas de incubacao é
apresentada na figura 18, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na

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



42

Figura 18 - Densidade 6ptica média obtida para cada grupo na presenca de S.

mutans apos 24 horas de incubacéo.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho buscou avaliar a influéncia da deposicdo de filmes finos na
morfologia superficial e na ades@o microbiana sobre braquetes metalicos. A reducao
da adesao significaria uma forma de prevencdo primaria da carie em pacientes
ortodoénticos. Dentre os diversos métodos de recobrimento em metais (ion sputtering,
plasma spray, sol-gel, eletrélise e biomiméticos, por exemplo) o presente trabalho
optou pela deposicdo a plasma por gaiola catddica. Trata-se de um método inovador
desenvolvido em 2007, na Universidade Federal do Rio Grande do Norte e cuja
utilizacdo em escala industrial ainda estd em fase de implantagdo (SOUSA, 2007).
Foi criado como uma alternativa para as limitacbes dos meétodos tradicionais de
nitretacdo (efeito de borda, abertura de arcos, efeito de catodo oco, contracdo e
sobreaquecimento). A vantagem da técnica esta na formacédo de uma pelicula mais
uniforme e fina, inclusive em substratos com geometria complexa (GUERRA-NETO
et al., 2012).

A pulverizacdo catodica alterou a coloracdo dos braquetes, como pode ser
observado na Figura 9. Trata-se de uma modificacdo inerente a técnica de
deposicao fisica, também relatada por Shah et al. (2011) e Cao et al. (2013). Como
a percepcao estética do aparelho ortodéntico parece estar atrelada a quantidade de
metal exposto (ROSVALL et al.,, 2009; FEU et al.,, 2012), o escurecimento dos
braquetes € um dado importante. Cao et al. (2016) optaram pela deposi¢cdo por
molhamento sol-gel em braquetes estéticos para evitar 0 escurecimento esperado
na pulverizacdo catodica. O revestimento inibiu a formacdo de colbnias, porém
foram necessarias cinco camadas de filme. Revestimentos compostos por varias
camadas tendem a apresentar menor adesdo ao substrato. Apesar do prejuizo
estético, a deposicdo por gaiola de plasma permite a formacdo de um filme fino com
apenas uma Unica camada.

A microscopia confocal revelou que o filme de fosfato de calcio depositado na
lamina de vidro é cerca de 70% mais espesso que o filme de nitreto de titAnio. Uma
espessura elevada esta relacionada com o aumento da tensao intrinseca do filme
com maior risco de falhas coesivas e trincas (TATSCH, 1996; SOUSA, 2007).

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

semelhante, apesar da diferenca de espessura dos filmes depositados (105,0 nm
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11,47 no grupo FOS e 61,2 nm +1,56 no grupo TIT), pois em ambos 0s grupos a
espessura foi inferior a 200 nm. Para Bollen et al. (1997) e Gréssnerschreiber et al.
(2001), a rugosidade superficial menor que 200 nm ndo tem efeito na adesédo
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 adesdo celular por criar sitios
favoraveis para a colonizacdo dentro das irregularidades.

A uniformidade superficial dos braquetes dos grupos MAT, FOS e TIT foi
avaliada por MEV em duas regides distintas (aleta e canaleta). Houve equivaléncia
no aspecto superficial dos trés grupos na regido da aleta e particulas foram
observadas na canaleta do grupo FOS. Enquanto as aletas dos braquetes servem
para conter o fio ortodontico através de ligaduras metéalicas ou elastoméricas, a
regido da canaleta tem fundamental importancia na movimentacdo ortoddntica do
dente. A presenca de irregularidades na canaleta poderia influenciar no coeficiente
friccional desta regido, comprometendo a mecanica de deslize (ASSAD-LOSS et al.,
2008).

E importante ressaltar que a microscopia eletrénica de varredura gera
imagens bidimensionais e a avaliacdo da rugosidade da canaleta do braquete deve
ser realizada quantitativamente de maneira tridimensional (ASSAD-LOSS et al.,
2008). A avaliacdo quantitativa da rugosidade da regido da canaleta assim como sua
relacdo com os resultados qualitativos obtidos no MEV para o grupo FOS deve ser
foco de novos estudos.

A presenca de particulas pode ser correlacionada com uma menor
cristalinidade no filme de fosfato de calcio depositado. Ao analisar diversos
revestimentos de fosfato de célcio, 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 dissolucdo e
consequentemente menor efeito dos ions na populacao bacteriana.

O fosfato de calcio necessita ser solubilizado para que possa exercer seu
efeito remineralizante no esmalte dentario (UYSAL, et al., 2010b). Contudo, ainda é
incerto o grau de solubilidade necessaria para que um revestimento de fosfato de
célcio consiga atuar na remineralizacdo dentaria sem, no entanto, comprometer a
integridade superficial do revestimento. @ilo e Bakken (2015) questionam os efeitos

a longo prazo de recobrimentos em biomateriais odontolégicos. Para os autores, é
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incerta a manutencéo das propriedades mecanicas ao longo do tempo e a liberacéo
gradual poderia acarretar em perda de material, com consequente aumento da
rugosidade e da retencéo bacteriana.

Na analise EDS foi constatada a presenca de enxofre (S) em todos 0s grupos.
O S é utilizado para elevar o limite de escoamento e a usinabilidade do a¢o. Gontijo
et al. (2004) também encontraram a presenca de S nos braguetes da marca
Morelli®, em sua avaliacdo de braquetes metalicos de diversas marcas. A presenca
de Ag indica que o processo de manufatura dos braquetes teria sido por solda
continua. Este processo envolve a laminacdo e a usinagem, e apresenta como
desvantagem a maior probabilidade de corrosao intergranular.

Diferentemente de outros trabalhos encontrados na literatura, a presente
pesquisa avaliou o comportamento de filmes finos apds 24 horas de incubacéo. O
tempo de avaliacdo foi escolhido para que se pudesse observar tanto a fase de
aderéncia bacteriana inicial quanto a formagédo do biofilme propriamente dito. A
avaliacdo da adesdo de S. mutans em braquetes apos 2 horas de incubacéo foi
realizada por Thaweboon et al. (2014), Baboni et al. (2010) e Rosario et al. (2011),
enquanto Ahn et al. (2009) analisaram a aderéncia bacteriana apos 3 e 6 horas de
incubacdo. Os reduzidos intervalos de tempo citados sdo caracteristicos de
avaliacdes de aderéncia do microrganismo ao substrato, embora os autores relatem
ter avaliado a formacdo do biofilme. Para Grossnerschreiber et al. (2009),
colonizacao inicial € aquela que ocorre nas primeiras 24 horas de incubacéao.
Entretanto, a um biofilme que lhe é permitido crescer por dias tem uma composicao
totalmente diferente de um biofilme que é removido e renovado diariamente (JILO;
BAKKEN, 2015). Neste trabalho, o termo biofiime se refere a uma complexa
organizacao bacteriana com producdo de substancia extracelular (matriz), apés a
adesdao inicial e maturacdo de microrganismos a superficie do braquete. A grande
divergéncia nos tempos de avaliacao dificulta uma comparacéo entre as pesquisas.

Para evitar um fator de confusdo, no presente estudo ndo se adicionou
glicose 5% ao meio, em consonancia com Thaweboon et al. (2014), Baboni et al.
(2010), Rosario et al. (2011) e Ahn et al. (2009). Esta escolha metodoldgica também
encontra ressonancia no estudo de Barbieri (2005), pois a colonizacdo inicial da
superficie dental € um mecanismo considerado sacarose-independente. A sacarose
estd relacionada com a permanéncia dos microorganismos pioneiros e com a

consolidagao do biofilme formado.
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A acao bactericida relatada na literatura e a excelente biocompatibilidade do
fosfato de calcio e do nitreto de titanio fizeram destes os filmes finos experimentais
de escolha para este trabalho. Entretanto, ndo foi encontrada nenhuma evidéncia de
caracteristicas antimicrobianas nos filmes finos experimentais avaliados visto que a
biomassa total corada nos biofilmes foi semelhante nos trés grupos. A pequena
espessura do filme do grupo TIT (61,2 nm £1,56) pode justificar em parte este
achado. Jeyachandran et al. (2010) s6 observaram efeito bacterida do TiN em filmes
finos maiores de 100 nm. Os autores creditaram este feito a reducdo da carga
elétrica das interacbes eletrostaticas entre as bactérias e o filme de TiN de maior
espessura. A carga elétrica da superficie bacteriana varia com a espécie, com as
condicdes do meio e com a composicdo de sua membrana. Em geral, bactérias
suspensas em meio aquoso tendem a ter sua superficie carregada negativamente.
Este perfil parece influenciar na fase inicial de adeséo (fase reversivel), sendo que a
formacdo do biofilme reduz a acédo de correntes elétricas sobre a adesdo. A
importancia do carregamento elétrico da superficie bacteriana, entretanto, ainda nao
esta muito bem esclarecida (MORAES et al., 2013).

Neste trabalho, a superficie do braquete ndo mostrou influéncia sobre a
densidade de biofilme acumulado. Os resultados estdo em conformidade com
Brusca et al. (2007) e Papaioannou et al (2007), e opostos aos reportados por
Rammohan et al. (2012) quando compararam o padrao de adeséo e crescimento de
S. mutans na superficie de braquetes metalicos, ceramicos e plasticos. Entretanto,
Papaioannou et al. (2007) também avaliaram os braquetes na presenca da pelicula
salivar. Os autores ressaltaram o importante papel da pelicula salivar que teria a
capacidade de reduzir quaisquer diferencas nas caracteristicas da superficie
cariogénica (energia livre da superficie). A camada de proteina salivar adsorvida
pode influenciar positivamente (pela presenca de receptores especificos) ou
negativamente (ao diminuir a energia livre de superficie dos materiais adjacentes) a
adesao bacteriana (AHN et al., 2005; AHN et al., 2008). Na colonizacéo inicial, o
efeito é positivo pois os receptores da pelicula salivar interagem com a superficie
dos microorganismos pioneiros (LI et al., 2014). Ao avaliar braguetes nao revestidos
de pelicula salivar, apenas as caracteristicas dos materiais expostos na superficie
influenciam na adesao bacteriana, que é regida pelas leis da termodinamica (AHN et
al., 2005). Desta forma, os trabalhos que utilizaram saliva na sua metodologia foram

descartados para comparacdo com os resultados obtidos nesta pesquisa.
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Conforme descrito por Rosan e Lamont (2000), a formacdo do biofilme dentéario
se d& em duas etapas distintas, a primeira etapa esta associada com a adsor¢ao
das células bacterianas a pelicula adquirida do esmalte; a segunda etapa envolve a
unido das células aderindo-se umas as outras. Portanto, a utilizacéo de filmes que
tenham a capacidade de impedir fixagdo inicial dos primeiros microrganismos
formadores de colOnias seria a abordagem ideal.

A andlise microbioldgica deste trabalho foi realizada em apenas uma repeticdo
independente, totalizando 18 testes. Trata-se de um trabalho piloto que objetiva a
sua continuacao posteriormente, com maior nimero de repeticdes. A repeticdo ndo
contribui, necessariamente, para o incremento da precisdo do experimento, mas é
importante para o aumento da precisdo das estimativas de médias e de outras
funcdes das variaveis respostas. A ampliacdo do namero de repeticdes contribui,
substancialmente, para o aumento da confiabilidade dessas estimativas e da
sensibilidade do experimento para detectar pequenas, mas importantes, diferencas
de efeitos de tratamento (KVAM et al., 2012). Além disso, 0 aumento da amostra
permitira certificar se o teste estatistico utilizado tinha poder suficiente para detectar
uma diferenca significativa entre as médias da densidade Optica da adeséo de S.
mutans dos trés grupos avaliados. Como o valor de p foi maior que o nivel de
significancia estabelecido (a=5%), ndo ha provas suficientes para rejeitar a hipétese
nula de que as médias avaliadas sao iguais.

Embora a avaliacdo laboratorial busque mimetizar o que ocorre na cavidade
bucal, estudos in vitro ndo podem predizer completamente o comportamento dos
materiais dado as limitacbes do laboratério e incapacidade de reproduzir todos os
fatores encontrados intraoralmente (WANG et al., 2015). A cepa de S. mutans é
indicada por estar intimamente associada a carie dentaria e ter sido utilizada em
varios 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 deteccao de biofilmes (BABONI et al.,
2010; ROSARIO et al., 2011; RYMOVICZ et al., 2013), o método de analise possui
limitacBes. A coloracdo com cristal violeta é inespecifica e ndo permite a avaliacao
da viabilidade celular (WELCH et al., 2012). Uma vez que o cristal violeta cora tanto
as células bacterianas como a matriz extracelular, ensaios metabolicos sdo mais

indicados para a quantificacdo da viabilidade bacteriana em biofilme.
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Os biofilmes avaliados neste estudo sdo monoespecificos e certamente néo
refletem fielmente a realidade do microcosmo da microbiota oral, porém permitem
analisar a capacidade de dois filmes finos com caracteristicas distintas em interferir
nas propriedades de adesdo e formacdo de biofime de S. mutans em braquetes
metéalicos. Experimentos posteriores envolvendo biofilmes multiespecificos e que
permitam a coagregacdo de espécies devem ser conduzidos, para o0
aprofundamento do entendimento da dinamica de formacdo dos biofilmes, sua
fisiologia e subsequente papel dos filmes depositados. Da mesma forma, novos
estudos abrangendo uma maior caracterizacao dos filmes finos de fosfato de calcio
e nitreto de titAnio formados a partir da deposicdo por gaiola catédica também se

fazem necessarios.
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7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada, pode-se concluir que o filme fino
de fosfato de célcio alterou a superficie da canaleta do braquete, enquanto a
presencga dos revestimentos de nitreto de titanio e fosfato de célcio ndo modificou a
morfologia superficial das aletas dos braquetes e nao influenciou na formacéo do

biofilme de Streptococcus mutans na superficie dos braquetes metalicos.
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APENDICE

APENDICE A - ARTIGO PARA SUBMISSAO EM PERIODICO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO E DA MORFOLOGIA
SUPERFICIAL DE FILMES FINOS DE NITRETO DE TITANIO E FOSFATO DE
CALCIO EM BRAQUETES ORTODONTICOS

RESUMO

Objetivos: Este trabalho avaliou experimentalmente a morfologia superficial e a
capacidade de aderéncia de Streptococcus mutans (U159) em braquetes com filmes
finos de fosfato de calcio e de nitreto de titanio.

Material e métodos: Braquetes metalicos foram divididos em trés grupos (n=8), de
acordo com o tipo de recobrimento (SR — sem recobrimento; FOS — fosfato de calcio;
TIT — nitreto de titanio). Os revestimentos foram depositados via gaiola catodica nos
grupos FOS e TIT; e amostras de referéncia foram avaliadas por microscopia
confocal, microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia de energia
dispersiva de raios X para caracterizacdo dos filmes. A densidade Optica da
biomassa do biofilme total foi mensurada por coloracdo em cristal violeta, apos 24

horas de incubacéao.

Resultados: Houve homogeneidade na morfologia superficial na regido de aletas em
todos os grupos, enquanto FOS apresentou particulas na canaleta. Apos 24 horas,
houve formacdo de biofime de S. mutans em todos os grupos avaliados. A
densidade Optica obtida nos trés grupos foi semelhante (SR=0,347 %0,042;
FOS=0,238 £ 0,055; TIT=0,226 + 0,057), sem diferenca estatisticamente significativa
(p=0,06).

Concluséo: O filme fino de fosfato de célcio alterou a superficie da canaleta do
braquete, enquanto os revestimentos de nitreto de titanio e fosfato de calcio néo
modificaram a morfologia superficial das aletas. A presenca dos revestimentos de
nitreto de titanio e fosfato de calcio ndo influenciou na formacéo do biofilme de S.

mutans na superficie dos braquetes metalicos.
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INTRODUCAO

As lesbes de mancha branca afetam a maior parte dos pacientes
ortodénticos. O braquete € um sitio de retencdo e na presenca do binémio biofilme-
acucar, a desmineralizacdo do esmalte pode ocorrer.® A atividade antimicrobiana
de algumas substancias tem sido largamente estudada com o objetivo de reduzir a
formacgao do biofilme e consequente desenvolvimento da lesédo de mancha branca e
carie. Em pacientes ortodonticos as acfes preventivas ficavam restritas ao ambito
das orientacdes de higiene oral, fluoretacéo, aplicacéo de vernizes e fluoretos.*®

Dentre todos os materiais ortodénticos, o braguete desempenha um papel
significativo na retengédo de biofilme e, em consequéncia, na desmineralizagcdo do
esmalte por estar colado ao dente durante todo o periodo do tratamento ortodéntico.
Além disto, seu desenho complexo impde um ambiente de dificil limpeza.”® A
incorporacdo de agentes antimicrobianos ao braquete € uma opcdo para a
prevencao de cérie, independente da colaboracéo do paciente.

O revestimento com nitreto de titanio (TiN) € 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.’® Diversos autores relatam
menor adesdo bacteriana em superficies revestidas por TIN em comparacdo aos
grupos controles.****

O fosfato de calcio amorfo (FCA) € um biomaterial utilizado para reposicao e
regeneracao dentéria. Sua adicdo em materiais de colagem ortodénticos se traduz
como uma alternativa de prevencdo secundaria da carie, especialmente em
pacientes nao colaboradores com alto potencial cariogénico. Gracas ao seu
potencial remineralizante, a substancia foi incorporada em diversos materiais
dentarios e jA mostrou efeito positivo na remineralizacdo na area periférica ao redor
do braquete.’'® Recentemente, foi observado efeito inibitério no crescimento de
microrganismos em titanio recoberto com FAC."’

A acdo bactericida relatada na literatura e a excelente biocompatibilidade do
fosfato de célcio e do nitreto de titanio fizeram destes os filmes finos experimentais
de escolha para esta pesquisa. A avaliacdo in vitro da morfologia superficial e da
capacidade de aderéncia de Streptococcus mutans em braquetes com filmes finos

de fosfato de célcio e de nitreto de titanio é o objetivo deste trabalho.
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MATERIAL E METODOS

Vinte e quatro braquetes de incisivos inferiores de aco inoxidavel, prescricdo
Edgewise, da marca Morelli® foram divididos em trés grupos, de acordo com o
recobrimento recebido. Os braquetes do grupo SR (n=8) ndo receberam qualquer
tipo de deposicdo. Nos grupos FOS (n=8) e TIT (n=8), os braquetes foram
recobertos com fosfato de célcio e nitreto de titanio respectivamente, através do
método de deposicdo por descarga em gaiola catddica. As deposicbes foram
realizadas em gaiola de titdnio comercialmente puro grau Il perfurada (100 mm x 64
mm x 1 mm), na atmosfera de plasma de 20% N, e 80% de H,, por 330 minutos
com pressao e temperatura constantes (0,8 Torr e 240+5°C).

Dois braquetes de cada grupo foram utilizados para a caracterizacdo da
amostra por microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia dispersiva
de raios X (EDS), enquanto o restante foi utilizado na avaliagdo microbioldgica.

A morfologia superficial de duas regides dos braquetes de cada grupo foi
examinada (canaleta e aleta) através de imagens obtidas via MEV EVO MA (Carl
Zeiss ®), com magnificacado de 1000x. A analise de EDS foi realizada na EDAX (EVO
MA, Carl Zeiss ®) e permitiu a identificacdo dos elementos quimicos presentes nos
braquetes, através da interacdo entre o feixe primario de raio-x e as amostras.

Os braquetes 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 aliquota desta cultura de S. mutans foi inoculada em 5 ml de
caldo de BHI estéril e incubada por 24 horas a 100 rpm, 37°C e 5% de presséo
parcial de CO,. A partir do in6culo foram preparadas suspensdes padronizadas de
108 UFCs/ml (DOg30=1.0).

Os braquetes foram divididos em trés grupos (n=6), de acordo com o tipo de
recobrimento (SR- sem recobrimento; FOS- fosfato de calcio; e TIT- nitreto de
titnio) e avaliados apés 24 horas de incubacdo. Cada experimento foi conduzido
com 3 espécimes por material, em uma repeticdo independente, totalizando 18
testes. Os controles brancos consistiram dos braquetes submetidos as mesmas
condicBes experimentais, porém sem microrganismos.

Os braquetes foram imersos em placas de microtitulacdo de poliestireno de
fundo chato contendo aliquotas de 100 pl da suspenséo 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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pressao parcial de CO,. Os meios de cultura ndo receberam qualquer adicdo de
acucar ou sacarose.

ApGs o periodo de incubacédo, os braquetes foram gentiimente lavados com
agua destilada e as células que permaneceram aderidas foram fixadas com 99%
metanol por 15 minutos. Os braquetes foram secos e imersos em solucao de cristal
violeta 0,1% por 20 minutos. O excesso de cristal violeta foi removido e cada pogo
lavado cinco vezes com agua destilada. Posteriormente, o cristal violeta impregnado
no biofilme foi solubilizado pela adicdo de 100 pL de acido acético 33% e a DOgy foi
determinada (BioPhotometer Plus, Eppendorf®, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Os valores de absor¢cdo dos controles foram subtraidos dos valores obtidos
Nnos grupos experimentais para eliminar a interferéncia do meio. A quantificagdo da
biomassa total do biofilme foi realizada em triplicatas independentes, em uma
repeticdo biolégica. As diferencas estatisticas entre os resultados dos grupos foram

avaliadas por ANOVA 1-fator e o nivel de significancia de a = 5% foi adotado.

RESULTADOS

Caracterizacao dos filmes finos depositados

A deposicdo de filmes finos gerou um escurecimento dos braquetes 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 braquetes dos grupos SR, FOS e TIT, respectivamente. E possivel observar
uma morfologia superficial homogénea nas aletas dos braquetes de todos 0s grupos.
Por outro lado, a figura 3 mostra a presenca de particulas de variados tamanhos na
canaleta do braguete com filme fino de fosfato de célcio, o que ndo ocorre nos
grupos SR e TIT.

A andlise por espectroscopia de energia dispersiva de raios X ratificou a
presenca de célcio (Ca) e de fésforo (P) na superficie dos braquetes do grupo FOS e
de titanio (Ti) na superficie dos braquetes do grupo TIT. Os espectros dos elementos
ferro, cromo, carbono, manganés, niquel e silicio estdo presentes em todas as
avaliacbes por identificarem os elementos quimicos constituintes do braquete.
(Tabela 1)
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Biomassa total por coloragédo com cristal violeta

A avaliagdo do controle branco demonstrou auséncia de contaminagéo das
amostras, com estabilidade dos valores observados no tempo de avaliagdo. O
coeficiente de correlacao intraclasse foi considerado satisfatério (ICC=0,667, com IC
95%, p=0,085).

Os resultados deste estudo mostraram que o tipo de revestimento nao
exerceu influéncia no perfil de formagéo do biofiime de S. mutans nos diferentes

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

DISCUSSAO

A associacao de bactérias acidogénicas e presenca de aclUcar € um evento
essencial para ocorrer a desmineralizacdo do esmalte. Na auséncia de higiene
bucal adequada, a presenca do aparelho ortodontico aumenta o niumero de sitios
retentivos, dificulta a limpeza adequada e pode favorecer a adesao microbiana. Uma
vez ocorrida a adesédo, a proliferacdo celular pode levar ao desenvolvimento do
biofilme patogénico, que é a principal causa da lesdo de mancha branca. Este
trabalho buscou avaliar a influéncia da deposicdo de filmes finos na morfologia
superficial e na adesao microbiana sobre braguetes metalicos. A reducéo da adesao
significaria uma forma de prevencao primaria da carie em pacientes ortodonticos.

A pulverizacao catddica alterou a coloracdo dos braquetes metélicos. Trata-se
de uma modificacdo inerente a técnica de deposicao fisica, também relatada por
outros autores.*® Como a percepcéo estética do aparelho ortoddntico parece estar

atrelada & quantidade de metal exposto!®%

|.21

, 0 escurecimento dos braquetes é um
dado importante. Cao et al.“ optaram pela deposicdo por molhamento sol-gel em
braquetes estéticos para evitar o escurecimento esperado na pulverizacao catodica.
O revestimento inibiu a formacdo de colénias, porém foram necessarias cinco
camadas de filme. Revestimentos compostos por varias camadas tendem a
apresentam menor adesdo ao substrato. Apesar do prejuizo estético, a deposicéo
por gaiola de plasma permite a formacédo de um filme fino com apenas uma Unica
camada.

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

avaliada por microscopia eletrdnica de varredura em duas regifes distintas (aleta e
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canaleta). Houve equivaléncia no aspecto superficial dos trés grupos na regido da
aleta e particulas foram observadas na canaleta do grupo FOS.

Enquanto as aletas dos braquetes servem para conter o fio ortoddntico
através de ligaduras metélicas ou elastoméricas, a regido da canaleta tem
fundamental importancia na movimentagdo ortoddntica do dente. A presenca de
irregularidades na canaleta poderia influenciar no coeficiente friccional desta regiéo,
comprometendo a mecanica de deslize.?

E importante ressaltar que o MEV gera imagens bidimensionais e a avaliacio
da rugosidade da canaleta do braquete deve ser realizada quantitativamente de
maneira tridimensional.?* A avaliacdo quantitativa da rugosidade da regido da
canaleta assim como sua relacdo com os resultados qualitativos obtidos no MEV
para o grupo FOS deve ser foco de novos estudos.

A presenca de particulas pode ser correlacionada com uma menor
cristalinidade no filme de fosfato de calcio depositado. Ao analisar diversos

revestimentos de fosfato de célcio, Arayna et al.'’

observaram que a atividade
antibacteriana encontrada foi inversamente proporcional ao grau de cristalinidade.
Uma maior cristalinidade tende a uma menor taxa de dissolucdo e
consequentemente menor efeito dos ions na populacéo bacteriana.

O fosfato de calcio necessita ser solubilizado para que possa exercer seu
efeito remineralizante no esmalte dentario.”® Contudo, ainda é incerto o grau de
solubilidade necesséria para que um revestimento de fosfato de calcio consiga atuar
na remineralizacdo dentaria sem, no entanto, comprometer a integridade superficial
do revestimento. Os efeitos a longo prazo de recobrimentos em biomateriais
odontolégicos ainda sdo questionaveis. E incerta a manutencdo das propriedades
mecanicas ao longo do tempo e a liberacdo gradual poderia acarretar em perda de
material, com consequente aumento da rugosidade e da retencdo bacteriana.?*

A presenca 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 aco, enquanto a presenca de prata corresponde ao processo de soldagem da
manufatura do braquete. O titanio presente no grupo FOS é proveniente da gaiola de
titanio utilizada para a deposicao do recobrimento.

Neste trabalho, o material exposto na superficie do braquete ndo mostrou
influéncia sobre a densidade de biofilme acumulado. Os resultados estdo em

conformidade com Brusca et al.>> e Papaioannou et al.?® , e opostos aos reportados
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por Rammohan et al.?’ e, quando compararam o padrdo de ades&o e crescimento de
S. mutans na superficie de braquetes metélicos, ceramicos e plasticos.

Entretanto, Papaioannou et al.?®

avaliaram os braquetes na presenca da
pelicula salivar. Os autores ressaltaram o importante papel da pelicula salivar que
teria a capacidade de reduzir quaisquer diferencas nas caracteristicas da superficie
cariogénica (energia livre da superficie). A camada de proteina salivar adsorvida
pode influenciar positivamente (pela presenca de receptores especificos) ou
negativamente (ao diminuir a energia livre de superficie dos materiais adjacentes) a
adesao bacteriana.?®*° Na colonizacdo inicial, o efeito é positivo pois os receptores
da pelicula salivar interagem com a superficie dos microorganismos pioneiros.** Ao
avaliar braquetes ndo revestidos de pelicula salivar, apenas as propriedades das
superficies dos materiais podem influenciar na ades&o bacteriana.?® Assim, outros
fatores de influéncia na formacéo do biofilme, como a rugosidade e a energia livre de
superficie devem ser investigados.

Alguns pontos podem ter influenciado os resultados obtidos e devem ser
relatados: embora amplamente utilizada, a coloracdo com cristal violeta é
inespecifica e ndo permite a avaliacdo da viabilidade celular. Além disso, 0s
biofiimes avaliados neste estudo sdo monoespecificos e certamente nao refletem
fielmente a realidade da microbiota oral, porém permitem analisar a capacidade de
dois filmes finos com caracteristicas distintas em interferir nas propriedades de
adesado e formacdo de biofilme de S. mutans aos braquetes. Embora tenha-se
buscado mimetizar o que ocorre na cavidade bucal, estudos in vitro ndo podem
predizer completamente o comportamento dos materiais dado as limitagcbes do
laboratério e incapacidade de reproduzir todos os fatores encontrados
intraoralmente.

Dentre os diversos métodos de recobrimentos em metais, a deposicdo a
plasma por gaiola catodica foi escolhida. Trata-se de um método inovador
desenvolvido em 2007, cuja utilizacdo em escala industrial ainda esta em fase de
implantacdo. Apesar da técnica apresentar como vantagem a formacdo de uma
pelicula mais uniforme e fina, inclusive em substratos com geometria complexa,
estudos adicionais e maior caracterizacdo dos filmes formados também se fazem

necessarios.
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CONCLUSAO

Os filmes finos de fosfato de calcio e nitreto de titAnio ndo interferiram na
adesdo de S. mutans a superficie dos braquetes e a presenca do filme fino de
fosfato de célcio alterou a superficie da canaleta, enquanto os revestimentos de
nitreto de titanio e fosfato de calcio ndo modificaram a morfologia superficial das

aletas dos braquetes metalicos.
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LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Aspecto visual dos braquetes dos grupos SR, FOS e TIT apés a
deposicao dos filmes finos correspondentes via gaiola catédica (quando aplicado).

Figura 2 — Microscopia eletronica de varredura da aleta dos grupos SR, FOS e TIT

respectivamente, com aumento de 1000x.

Figura 3 - Microscopia eletrénica de varredura da canaleta do grupo FOS, com

aumento de 1000x.
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Figura 4 - Densidade o6ptica média obtida para cada grupo na presenca de S.
mutans, apos 24 horas de incubacao.
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As barras correspondem a densidade optica média obtida pelos grupos MAT (azul), FOS
(laranja) e TIT (verde) na avaliacdo ap6s 24 horas. As barras de erros representam o desvio padrao
das médias. ANOVA 1-fator (p=0,06).

Tabela 1 - Composicdo e concentracao dos elementos quimicos presentes nos
braquetes dos diferentes grupos de acordo com a analise de EDS.

Porcentagem atémica (%)
Elementos quimicos

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 41
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Education and Research Foundation, Inc. retains the copyright to all materials published in the journal. As an
open access journal, we do not charge readers or their institutions for access. The Foundation invites users to
read, download, copy, distribute, print, search, or link to the articles published in The Angle Orthodontist, provided
all use is for non-commercial purposes and proper attribution is made to the source as being "The Angle
Orthodontist".

Please be aware that The Angle Orthodontist participates in the CrossCheck ™ initiative and that all submissions
are subject to screening with iThenticate software to detect plagiarism.

Please organize and enter your Original Article manuscript using the following headings (Case reports and
other types of articles may vary):

COVER LETTER - Must contain the following:
Copyright Releases - The following written statement, signed by one of the authors and acting on behalf of all of
the authors, must accompany all manuscripts:

"The undersigned author transfers all copyright ownership of the manuscript (fill in the title of your manuscript)

to The Angle Orthodontist in the event the work is published. The undersigned author warrants that the article is
original, is not under consideration for publication by another journal and has not been previously published. | sign
for and accept responsibility for releasing this material on behalf of any and all coauthors."”

Direct quotations, tables or images that have appeared elsewhere in copyrighted material must be accompanied
by a signed release from the copyright owner. Complete information identifying the source of the material is
required.

Patient Releases - A signed release must be obtained for all images that contain identifiable patients or human
subjects. These releases must be retained indefinitely by the Corresponding Author. A cover letter must be
submitted with the manuscript attesting to the fact that all applicable patient releases were obtained and are on
file with the Corresponding Author.

Each release statement must be on a separate page, include the manuscript title, all authors' names and contain
a copy of the following statement signed by the patient:

"I hereby grant all rights to publish photographs or other images of me in the above manuscript where | appear as
a patient or subject without payment of any kind. | have been informed that any images of me that do appear may
be modified.”

e ARTICLE FILE

Articles must be original and written in clear English. The total article file must be entered as one
document and must contain the Title, Abstract, Text References and Figure Legends. The article file
must not exceed a maximum of 3500 words. To determine the number of words in your document, go to
the toolbar, click on tools and then click on word count.

For Systematic Reviews, use the PRISMA statement for uniformity in reporting
format:(http://www.prisma-statement.org/2.1.2%20-%20PRISMA%202009%20Checklist.pdf). Follow the
proposed structure and subheadings whenever possible. The atrticle file for systematic reviews must not
exceed a maximum of 4000 words.

For Letters to the Editor, the article file must not exceed a maxiumum of 250 words.

Please enter only the following items in the article file:
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o Title of the manuscript

o Abstract - The Angle Orthodontist is using a structured abstract which must be limited to 250
words. The abstract should conform to the following outline and not contain an introduction,
literature review or discussion.

ABSTRACT

Objective: List the specific goal(s) of the research.

Materials and Methods: Briefly describe the procedures you used to accomplish this work.
Leave the small details for the manuscript itself.

Results: Identify the results that were found as a result of this study.

Conclusion: List the specific conclusion(s) that can be drawn based on the results of this
study.

o Manuscript text - Please remove all references to the author's identity or institutions as
manuscripts are peer reviewed anonymously. An original article text will contain the following in
order:

INTRODUCTION - This section states the purpose of the research and includes a brief
summary of the literature describing the current state of the field.

MATERIALS AND METHODS -This section states exactly what was done and should enable a
reader to replicate the work. Materials or methods described elsewhere in the literature can be
referenced without repeating these details. Identify teeth using the full name of the tooth or the
FDI annotation. If human subjects or animals were involved in the work, this section must
contain a statement that the rights of the human or animal subjects were protected and
approval was obtained from an identified institutional review board, or its equivalent.

RESULTS - This section should describe the objective findings without any comment on their
significance or relative importance. Cite all tables and figures in sequential order in the text.

DISCUSSION - Only this section allows you freedom to interpret your data and to give your
opinion of the value of your findings relative to previous work. All opinions must be limited to
this section.

CONCLUSION - This section states what conclusions can be drawn specifically from the
research reported. Bullet points are preferred. Do not repeat material from other sections..

REFERENCES - References cited must refer to published material. Number references
consecutively in order of their appearance in the manuscript using superscript and Arabic
numerals. References to "personal communication” or unpublished theses are not acceptable.
The style and punctuation of references should strictly conform to American Medical
Association Manual of Style: A Guide for Authors and Editors, 9th ed (Baltimore, Md: Williams &
Wilkins; 1998). Consult previous issues of The Angle Orthodontist for guidance (Available

at http://www.angle.org ).

FIGURE LEGENDS - All figures must be numbered sequentially in the manuscript and a legend
for each figure must appear in this section.

TABLE FILES

Each table must be in WORD or EXCEL format and entered as a separate file. Each table must have its
own legend accompanying it, numbered with Arabic numerals and sequentially referred to in the text. All
abbreviations used in the table must be defined in a footnote. Use * P=.05; ** P=.01; *** P=.001;

**++pP= 0001 as needed. Tables cannot be in pictorial or image formats. Pictorial or image formats are
figures and must be entered as figures.

FIGURE FILES

Each figure must be of sufficient resolution for high quality publication usually in TIFF or EPS format. All
images need to be at 300 DPI when the figure is of the size to be used in publication.


http://angle.org/

72

If you enter a large image at 300 DPI and reduce it to a much smaller size for publication, this will
increase the DPI and the image will be very heavy and slow to open electronically. If you enter a small
image (such as a 35 mm picture) and plan to enlarge it for publication, it needs to be entered at more
than 300 DPI since enlargement will only reduce the resolution.

Figures in WORD or presentation software such as PowerPoint, Corel Draw or Harvard Graphics do not
contain sufficient resolution for publication and will not be accepted. Authors will be charged for
publication of figures in color.
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Your manuscript will be peer reviewed and the reviewers' comments will be sent to you. Please allow adequate
time for this process. Our automated system is instantaneous, but the reviewers are busy people who donate their
expertise and time.

A manuscript returned to an author with suggested revisions must be returned within 3 months. Revised
manuscripts returned after this time will be considered new submissions.

After the revisions are complete, the editor will submit the manuscript to the printer and an electronic copy of your
galley proof will be sent to you for corrections and final approval. Expect the figures in the galley proof to be of low
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