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RESUMO

O tratamento ortoddéntico altera a ecologia bucal pela introdu¢cdo de novas areas
retentivas para a colonizagdo microbiana, estando associado a niveis elevados de
Streptococcus mutans. As caracteristicas superficiais dos braquetes podem afetar a
adesao e colonizagédo bacteriana. O estudo tem por objetivo caracterizar a rugosidade
superficial de diferentes tipos de braquetes ortoddénticos e relacionar com a adesao de
S. mutans. Os grupos foram dividos em MSL (autoligados metalicos), C (estéticos
ceramicos) e CM (convencionais metalicos). As areas de superficies dos braquetes
foram definidas em escaneamento 3D e posteriormente submetidos a leitura da
rugosidade superficial. A aderéncia bacteriana foi avaliada apés 8h e 24h de
crescimento bacteriano em caldo BHI suplementado com sacarose (1%) pela
visualizagdo dos biofilmes formados (microscopia eletrbnica de varredura - MEV),
quantificacdo de células totais (leitura de densidade d6tica — DO) e quantificagédo de
células viaveis (unidades formadoras de colénias — UFC). O braquete ceramico
apresentou rugosidade superficial significativamente maior que os demais braquetes
avaliados. Entretanto essa diferenga na rugosidade nédo se refletiu na adeséao
bacteriana, ndo houve diferenca estatisticamente significativa considerando-se DO e
UFC. O braquete ceramico teve maior rugosidade superficial, entretanto, ndo houve

diferenca significante nos niveis de adesao bacteriana entre os braquetes avaliados.

Palavras-chave: Braquetes ortodénticos. Rugosidade superficial. Adesao bacteriana.



ABSTRACT

Orthodontic treatment alters the oral ecology by introducing new retentive areas for
microbial colonization, being associated with high levels of Streptococcus mutans. The
surface characteristics of the brackets may affect bacterial adhesion and bacterial
colonization. The study aims to characterize the surface roughness of different types of
orthodontic brackets and to relate them to the adhesion of S. mutans. The groups were
divided into MSL (self-ligating metallic), C (ceramic aesthetics) and CM (conventional
metallic). The surface areas of the brackets were defined in 3D scanning and
subsequently subjected to surface roughness reading. Bacterial adherence was
evaluated after 8h and 24h of bacterial growth in BHI broth supplemented with sucrose
(1%) by the biofilm formed views (Scanning Electron Microscopy - SEM), total cell
quantification (optical density reading - OD) and quantification of viable cells (colony
forming units - CFU). The ceramic bracket presented significantly higher surface
roughness than the other evaluated brackets. However, this difference in roughness was
not reflected in bacterial adhesion, which was not significant considering OD and CFU.
The ceramic bracket had higher surface roughness, however, there was no significant

difference in the levels of bacterial adhesion between the evaluated brackets.

Keywords: Orthodontic brackets. Surface roughness. Bacterial adhesion.



LISTA DE ILUSTRACOES

Fluxograma 1 — Grupos experimentais e quantitativo amostral para cada estratégia de

P2 NV 2= 1 (= Vo= Lo TN 1] 4= Vo = TSRS 15
Quadro 1 — Descricao dos tipos de braquetes utilizados.............cceeeiiiiiiiiiiciieeee, 15
Figura 1 — Escaneamento do braquete - Next EngineScanStudio®...............cccccoovv...... 16
Figura 2 — Software utilizado para mapeamento da area - Netfaab Autodesk®.............. 16
Figura 3 — Imagem gerada pelo NextEngine ScanStudio® PRO versdo 2.0.2................ 17

Figura 4 — Rugosimetro em posigao para analise dos respectivos grupos MSL, C e

Figura 5 — Base previamente isolada com Resina Filtek Z350 XT Flow e braquetes
preparados para €SteriliZACA0..........cuuui i 19
Figura 6 — Microplaca de 96 pogos com células aderidas coradas com 200ul de solugéo
de CriStal VIOIETA. ...t e e e e 20

Figura 7 — Unidades formadoras de colénias observadas em 8h nos respectivos grupos

1Y ST I O =X 1 PSP 21
Figura 8 — Unidades formadoras de colbnias observadas em 24h nos respectivos
grupos MSL, C € CM. ... et 21
Figura 9 — Controle negativo de crescimento bacteriano..............ccccoeeevviiiiiiccciceeen, 22
Figura 10 — Imagens dos braquetes MSL, Ce CMem MEV...........ccooooiiiiiiiiiiiiiccinnnn. 23

Figura 11 — Imagens dos respectivos grupos MSL, CMe Cem 8h e 24h...................... 23



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Valores médios das variaveis analisadas e a comparacao entre os

o U] 0o 1= PSRRI 31



SUMARIO

TINTRODUGAOD ..o, 11
20BUETIVOS . ... e a e e e e e 13
2.1 OBJETIVO GERAL......cccoieiee ettt re e e e e e e e e e e as 13
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.. ...ttt oottt 13
3MATERIAIS EMETODOS........coooiiiie oottt 14
3.1 CALCULO AMOSTRAL ...ttt ettt 14
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS. ...t 14
3.3 AVALIACAO DA AREA DE SUPERFICIE DOS BRAQUETES.........cocccoviieieeeenn. 16
3.4 AVALIACAO DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL.......cocvieeeeieeeeeeee e, 17
3.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS........cocoemiiieiiiiieteieiee ettt 18
3.5 BaCteria... ..o e e e —————- 18

3.5.1.1 Preparo dO iNOCUIO................oooeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e aeesannnanns 18
3.5.2 Quantificagado da adesao de s. mutans aos braquetes.............................. 19

3.5.2.1 Quantificagcdo de células totais por meio de densidade otica (DO,)................... 19

3.5.2.2 Quantificagdo de células viaveis por meio de contagem de unidades formadoras
(o [=R ot ] (o) = I (] O T 20

3.5.2.3 Analise da adesdo de S. mutans na superficie dos braquetes por meio de

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)...............cooooooeeeeeeeeeeseeee e 22
3.6 ANALISE ESTATISTICA. ..ot en e 24
L Y 3 I (T SRRSO 25
5 CONSIDERAGOES FINAIS...........coooeieeeeeeeeee ettt 38

REFERENCIAS. ...ttt nses s 39



11

1 INTRODUGAO

A evolucdo dos acessoérios utilizados em Ortodontia, especialmente no desenho
e nos materiais empregados na confecgdo dos braquetes, tem apresentado grandes
avangos tecnoldgicos. Sabe-se que o tratamento ortodéntico com aparatologias fixas
leva ao aumento do acumulo placa bacteriana e a niveis elevados de Streptococcus
mutans, que ¢é considerado um dos principais agentes da carie dentaria
(PAPAIOANNOU et al., 2007). Portanto, a presenga dos aparelhos ortodonticos
aumenta a possibilidade de adesao bacteriana intrabucal e assim, o risco a carie nos
pacientes ortodonticos em tratamento (FATANI et al., 2017).

O aparelho fixo predispdem os pacientes a um maior acumulo de biofilme nas
superficies adjacentes aos braquetes devido a dificuldade de higienizagdo dessas
areas, facilitando o surgimento de lesdes de carie no esmalte dentario em semanas
apos a instalagdo do mesmo que, em muitos casos, além de comprometerem a saude
do individuo, comprometem também o resultado estético final apdés a sua remocgao
(TUNCER, TUNCER e ULUSOQY, 2009; SHARMA, SHARMA e SAWHNEY, 2018). A
probabilidade de formacido de lesdes de carie incipiente e/ou cavitada ao redor do
braquete e na interface esmalte e braquete oriunda de descuido com a higiene, € uma
desvantagem do tratamento (BERGAMO et al., 2018a).

Os braquetes mais amplamente utilizados sdo os convencionais metalicos de
aco inoxidavel, que apresentam uma boa lisura superficial, tendo propriedades
mecanicas favoraveis além de resisténcia a corrosdo (AGARWAL et al., 2016). Os
braquetes autoligados metalicos, embora ainda sem consenso na literatura, foram
introduzidos para criar um sistema com menos atrito, proporcionando redug¢ao no tempo
de tratamento (ONG, 2010). Esses apresentam vantagens em comparagdo com
braguetes convencionais, como numero reduzido de consultas odontologicas e tempo
de consulta clinica. Entretanto, eles tém mecanismos de fechamento que podem
facilitar adesao bacteriana (HARRADINE, 2013). No Entanto, a busca pela estética no
tratamento ortoddntico vem se tornando uma exigéncia crescente nos consultérios,
promovendo uma demanda cada vez maior por aparelhos estéticos ceramicos

(MALTAGLIATI et al., 2006). Os braquetes ceramicos apresentam dificuldades na
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aplicacao de forga adequada e no controle de ancoragem, uma menor longevidade do
que os metalicos, pois aparentam mais fragilidade e possuem maior risco de fratura,
principalmente em arcos retangulares (REN et al., 2014). Ndo existe na literatura um
consenso sobre qual tipo de braquete apresenta melhores propriedades, considerando-
se o acumulo de biofilme dental. Entretanto, determinar quais estratégias provocam
menos danos causados pelo biofiime bacteriano a superficie do esmalte é essencial.
Considerando-se S. mutans uma das espécies bucais com maior potencial de formacéao
de biofilme, este estudo buscou caracterizar a rugosidade superficial de diferentes tipos
de braquetes ortoddénticos e relacionar com a adesdo desta bactéria por meio de

diferentes estratégias metodoldgicas.
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2 OBJETIVOS

Este estudo apresenta objetivos gerais e especificos abordados a seguir.
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo caracterizar a rugosidade superficial de diferentes
tipos de braquetes ortoddnticos e relacionar com a adesao de Streptococcus mutans
utilizando diferentes estratégias metodoldgicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a rugosidade das superficies de trés tipos de braquetes ortodénticos

(convencional metalico, autoligado metalico e ceramico estético);

- Avaliar a capacidade de adesao de S. mutans aos braquetes selecionados;

- Quantificar S. mutans aderidos aos diferentes braquetes;

- Quantificar células viaveis de S. mutans aderidos aos diferentes braquetes.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este subcapitulo aborda o calculo amostral, os grupos experimentais e as

analises realizadas.

3.1 CALCULO AMOSTRAL

Para calculo da unidade amostral foram tomados 08 artigos com metodologias
semelhantes para contagem de unidades formadoras de colénia (GHASEMI et al.,
2017; BERGAMO et al., 2017; BERGAMO et al., 2018a; TUPINAMBA et al., 2017;
GARCEZ et al., 2011; PAPAIOANNOU et al., 2007; AHN et al., 2002; GASTEL et al.,
2009) e a partir destes, aplicado o teste para a diferengca de médias sobre seus
resultados. A partir dessas analises, com base nos resultados de 3 artigos selecionados
(BERGAMO et al., 2017; BERGAMO et al., 2018a; TUPINAMBA et al., 2017) e suas
respectivas quantidades de unidades formadoras de colénias (UFC) encontradas,
calculou-se a quantidade amostral, considerando-se uma significancia de 0,05. Desta

forma, cada grupo contou com 6 unidades amostrais para cada teste em dois tempos.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A amostra foi constituida por braquetes ortodénticos metalicos (CM n=6),
braquetes autoligados metalicos (MSL n=6) e braquetes estéticos ceramicos (C n=6)
correspondentes ao incisivo central superior direito prescricado MBT- Bennett,
McLaughlin e Trevisi (slot 0,022”) selecionada devido a sua ampla utilizagao, que foram
avaliados em dois tempos diferentes (8h e 24h). Para tanto foram utilizados braquetes
de mesma marca (3M/ Unitek, Moronvia — CA, USA) resultando num total de 54
braquetes para os experimentos e 06 braquetes para controle de crescimento

bacteriano, divididos em trés grupos conforme descricao apresentada a seguir:



estratégia de avaliacdo utilizada.

Amostra (n=54)
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Fluxograma 1 - Grupos experimentais e quantitativo amostral para cada

MSL (n=18)

-

Escaneamento (1)

\\\\\\\\\\\\\\\\\

~

UFC (8)
DO (8}
MEV (2}

CM (n=18)

-

Escaneamento (1)
Rugosidade superficial (3}

UFC (8)
DO (8)
MEV (2}

MSL — Autoligado metalico / C — Ceramico /CM — Metalico convencional.

UFC — Unidade formada de colénia / DO — Densidade 6tica / MEV — Microscopia eletrdnica de varredura.

Fonte: elaborado pela autora.

O quadro 1 descreve as especificagdes dos braquetes utilizados segundo o

fabricante.

Grupo MSL: Braquetes autoligados metalicos Portia®

Grupo C: Braquetes estéticos ceramicos Gemini Crystal Clear® fabricados a partir

ceramica policristalina pelo método de moldagem por injegao.

Grupo CM: braquetes convencionais metalicos Gemini®

Quadro 1 — Descrigao dos tipo braquetes utilizados.

BRAQUETE MALHA SLOT PRESCRICAO FABRICAGAO  COMPOSIGCAO
Autoligado 80um 0.022” | MBT Injecdo metalica | Ago 17-4 PH
Portia® de alta precisdo | Trava de Nitinol
MSL

GeminiClear® 80um 0.022”  MBT Moldados  por @ Cerémica

C injecéo policristalizada
Gemini3M® 80um 0.022” | MBT Usinagem Aco 17-4 PH
CM

Fonte: elaborado pela autora.
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3.3 AVALIACAO DA AREA DE SUPERFICIE DOS BRAQUETES

As areas de superficies de cada tipo de braquete foram definidas em
digitalizacdo e escaneamento 3D seguido de delineamento de area através de
mapeamento no NextEngine Desktop 3D Scanner® (NextEngine Inc, Santa Ménica, CA,
USA), utilizando o programa NextEngine ScanStudio® PRO versédo 2.0.2 e o Software
para correcgdo de falhas e avaliagdo da area dos braquetes Autodesk Netfarb Standard®
2018. Essa etapa teve a funcido de proporcionar o calculo de células de bactérias por
cm? e ndo por braquete, evitando o viés das diferencas de areas entre os braquetes.
Para a avalicdo do braquete ceramico, previamente ao ensaio, o braquete foi submetido

a metalizagdo com ouro para que possivel fazer a digitalizagao.

Figura 1 — Escaneamento do braquete — Next EngineScanStudio®
Figura 2 — Software utilizado para mapeamento da area — Netfaab Autodesk®

Fonte: Autoria propria.
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Figura 3 — Imagem gerada pelo NextEngineScanStudio®PRO vers&o 2.0.2.

Fonte: Autoria propria.

3.4 AVALIACAO DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL

Para a realizagdo das leituras de rugosidade das superficies dos braquetes foi
utilizado o rugosimetro digital SJ-210 (Mitutoyo, Miyasaki, Japao), ajustado com um cut-
off de 0,25mm e a amplitude do movimento de leitura da ponta de 0,3mm. As leituras
foram realizadas por meio de um unico operador, sendo repetidas 3 vezes para
assegurar a precisdao da leitura (CARRION-VILCHES, BERMUDEZ e FRUCTUOSO,
2015). O parametro utilizado foi a média dos valores das areas avaliadas, as superficies
externas dos braquetes (aletas, slot e clip), ndo sendo a base de colagem considerada
na determinagcédo da superficie total. Foram utilizadas 3 braquetes de cada grupo em

teste triplicata (n=9).

Figura 4 — Rugosimetro em posi¢ao para analise dos respectivos grupos MSL, C e CM

Fonte: Autoria propria.
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3.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Esse subcapitulo aborda bactéria, preparo do in6culo e quantificacdo da adesao

de S. mutans aos braquetes através de analises microbioldgicas.

3.5.1 Bactéria

O microrganismo utilizado ao longo dos ensaios laboratoriais de avaliacdo do
biofiime foi o S. mutans, linhagem de referéncia ATCC 25175. Optou-se por esta
bactéria porque ela possui uma grande capacidade de formacdo de biofilme,
especialmente em meios na presencga de sacarose, além de sua relagdo com a etiologia
da cérie dentaria (TUPINAMBA et al., 2017).

3.5.1.1 Preparo do indculo

Uma suspens3o inicial de S. mutans ajustada para 102UFC/ml com auxilio do
padrao de turbidez de 0,5 da escala de McFarland foi preparada em meio Brain Heart
Infusion (BHI) a partir de uma cultura em meio sélido com crescimento overnight em
BHI suplementado com 1% de sacarose. Os braquetes tiveram sua base previamente
isolada com Resina Filtek Z350 XT Flow (3M, Moronvia — CA, USA) para que malha de
retencado nao influenciasse o resultado, conforme exposto na Figura 6, posteriormente
foram limpos por imersao em detergente enzimatico por 20 minutos, lavados em agua
destilada e esterilizados por calor umido em autoclave, a 121°C, com presséao
atmosférica por 15 minutos. Os braquetes foram colocados assepticamente com a
base de colagem voltada para baixo em pogos de microplaca (96 pogos) pré-fabricada
com fundo reto (OLEN, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana - Brasil), contendo 200uL
da suspensao bacteriana e incubada a 37°C em atmosfera de microaerofilia por 8h ou
24h. Para cada tempo de incubacgao foi preparada uma microplaca diferente. Os testes
foram realizados em duplicata considerando-se cada tipo de braquete, e realizados em
trés momentos diferentes, obtendo-se assim trés repeticdes (PEREIRA et al., 2011).
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Figura 5 — Base previamente isolada com Resina Filtek Z350 XT Flow e
braquetes preparados para esterilizagao.

Fonte: Autoria propria.

3.5.2 Quantificagado da adesao de s. mutans aos braquetes

3.56.2.1 Quantificagdo de células totais por meio de densidade dtica (DO)

Para a quantificacao de células totais de S. mutans aderidas aos braquetes, apés
o periodo de incubagao (8h ou 24h) das microplacas conforme descrito no item 3.5.1.2,
cada braquete foi cuidadosamente removido assepticamente do pogo e gentilmente
transferido para um novo poco limpo e seco. Os braquetes foram entdo lavados duas
vezes com tampéo fosfato (PBS - 137mM NaCl, 2.7mM KCI, 10mM Naz;HPO,4, 2mM
KH2POy4), pH 7, 0,01M e deixados secar no ambiente do fluxo laminar. As células
aderidas foram coradas com 200ul de solugao de cristal violeta (0,1 % solugdo aquosa)
por 15 minutos, conforme exposto na Figura 7. As amostras foram novamente lavadas
duas vezes com PBS 0,1M e secas. Posteriormente o corante foi solubilizado com uma
mistura de 80:20 de alcool:acetona por agitagao a temperatura ambiente por 20 minutos
e a absorbancia foi lida a 595nm no aparelho Zenyth 3100 (Alfagene, Wals-Siezenheim,
Austria), procedendo-se a trés ciclos de leitura. Como controle negativo de crescimento

bacteriano (controle de contaminagdo microbiana) um braquete de cada grupo foi
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processado de forma igual aos demais utilizando-se meio de cultura sem inoculo
(PEREIRA et al., 2011).

Figura 6 — Microplaca de 96 pogos com células aderidas coradas com
200p! de solugéo de cristal violeta.

 reeeea e #
D DDA,
DDODOD.

) 7 Il

Fonte: Autoria propria.

3.56.2.2 Quantificagdo de células vidveis por meio de contagem de unidades formadoras
de colbnia (UFC)

Para a quantificacdo da biomassa de S. mutans viavel aderida no biofilme, foi
realizada a contagem de UFC. Apds a incubagao nos diferentes tempos avaliados, os
braquetes foram submetidos a lavagem duas vezes com PBS para remogao das células
livres e transferidos assepticamente para tubo de microcentrifuga contendo 1 ml de
PBS e 2 pérolas de vidro esterilizadas. Posteriormente submetidos a agitagcao
magneética por 30 segundos para a liberagéo das células aderidas, formando assim uma
suspensao. Para cada suspensao foram preparadas diferentes diluicoes (10'4, 10°e 10°
®) que foram semeadas em Agar Mitis Salivarius Sacarosado e suplementado com
telurito de potassio com volume de 0,1ml. Para cada diluicdo foram semeadas trés
placas. As placas foram incubadas em microaerofilia a 37°C por 48 horas para posterior
contagem de UFC, conforme ilustrado nas figuras 8 e 9 abaixo. Para o calculo do valor
final de UFC nos braquetes foi utilizada a seguinte férmula: numero de UFC contadas x
fator de diluicdo x fator de corregdo / area. Como controle negativo de crescimento
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bacteriano (controle de contaminagdo microbiana) um braquete de cada grupo foi
processado de forma igual aos demais utilizando-se meio de cultura sem inéculo, vide
Figura 10.

Figura 7 — Unidades formadoras de colbénias observadas em 8h nos
respectivos grupos MSL, C e CM.

Fonte: Autoria propria.

Figura 8 — Unidades formadoras de col6nias observadas em 24h nos
respectivos grupos MSL, C e CM.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 9 — Controle negativo de crescimento bacteriano.

Fonte: Autoria propria.

3.5.2.3 Analise da adesdo de S. mutans na superficie dos braquetes por meio de

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para visualizagcdo da adesao de S. mutans na superficie dos braquetes foi
utilizada a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Apds incubacéao (8h ou 24h), os
braquetes foram preparados por meio de fixagdo prévia em glutaraldeido a 2,5% e,
posteriormente, lavados em tampéao cacodilato, desidratados em solugédo crescente de
alcool, secos em ponto critico e metalizados com cobertura de ouro
(RADHAKRISHNAN, VARMA e AJITH, 2017). Apds metalizacdo, as amostras foram
analisadas ao microscopio eletrénico de varredura a 15KV JEOL-JSM - 6390LV (JEOL
BRASIL Instrumentos Cientificos Ltda, SP, Brasil) que foi realizada na Plataforma de
Microscopia Eletrénica Rudolf Barth — Fiocruz, Rio de Janeiro. As imagens geradas
estao ilustradas na Figura 11 e 12 abaixo.
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Figura 10 — Imagens dos braquetes MSL, C e CM em MEV.

0 | 800pm

Fonte: Autoria propria.

Figura 11 — Imagens dos respectivos grupos MSL, C e CM em 8h e 24h.

MC 8h 'xio00/ st

Fonte: Autoria propria.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliagdo da rugosidade superficial, inicialmente o teste de normalidade foi
utilizado para verificar se a distribuicdo de probabilidade associada aos dados se
aproximava pela distribuicdo normal, o teste utilizado foi Kolmogorov-Smirnov. Apos
verificagdo, aplicou-se analise de variancia (ANOVA One Way) para determinagdo dos
valores médios e post hoc de Tukey para comparag¢des multiplas dos diferentes grupos.
Para UFC e DO utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para analise de
distribuicdo entre os grupos devido ao numero amostral utilizado e por se tratar de
amostras independentes. Caso houvesse diferenga significativa, este seria seguido do
teste de Mann-Whitney. Em todo o estudo, o nivel de significaAncia empregado foi 0,05.
Os dados foram computados no software SPSS versao 21.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA).


http://www.portalaction.com.br/inferencia/62-teste-de-kolmogorov-smirnov
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4 ARTIGO

Rugosidade superficial de diferentes braquetes ortodénticos e sua relagao

com a adesao de Streptococcus mutans — estudo in vitro.

Autores: Raphaella Barcellos Fernandes; Ana Barbara Polo; Vinicius N. Rocha; Ana Carolina

Morais Apolénio, Robert Willer Farinazzo Vitral; Marcio José da Silva Campos.

RESUMO

O tratamento ortodéntico altera a ecologia bucal pela introdugdo de novas areas
retentivas para a colonizagdo microbiana, estando associado a niveis elevados de
Streptococcus mutans. As caracteristicas superficiais dos braquetes podem afetar a
adesdao e colonizagdo bacteriana. O estudo teve como objetivo caracterizar a
rugosidade superficial de diferentes tipos de braquetes ortodénticos e relaciona-la com
a adesao de S. mutans. Os braquetes foram dividos em MSL (autoligados metalicos), C
(estéticos ceramicos) e CM (convencionais metalicos). As areas de superficies dos
braquetes foram definidas por escaneamento 3D e posteriormente submetidos a leitura
da rugosidade superficial. A adesdo bacteriana foi avaliada apés 8h e 24h de
crescimento bacteriano em caldo BHI suplementado com sacarose (1%) pela
visualizagao direta (Microscopia eletrbnica de varredura - MEV), quantificagdo de
células totais (leitura de densidade o6tica — DO) e quantificacdo de células viaveis
(unidades formadoras de colénias — UFC). O braquete ceramico apresentou rugosidade
superficial significativamente maior que o0s demais, nao houve diferenca
estatisticamente significativa considerando-se DO e UFC. O braquete ceramico
apresentou rugosidade superficial significativamente maior, entretanto, essa diferenca
nao esta relacionada ao aumento da adesao bacteriana ja que nao houve diferenca

estatisticamente significativa considerando-se DO e UFC.

Palavras-chave: Braquetes ortodénticos. Rugosidade superficial. Adesao bacteriana.
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INTRODUCAO

Os acessorios ortodénticos evoluiram especialmente no desenho e nos materiais
empregados na confecgdo dos braquetes, apresentando avangos tecnoldgicos
relevantes (FATANI et al., 2017). Apesar dessa evolugdo, os acessorios ainda criam
condig¢des favoraveis ao acumulo de restos alimentares e microrganismos ao seu redor,
podendo causar um aumento no processo de desmineralizacao dental, especialmente
quando a higiene bucal ndo é adequadamente executada (SHARMA, SHARMA e
SAWHNEY, 2018). Aparatologias fixas estdo associadas a niveis elevados de
Streptococcus mutans, que sao considerados os principais patdgenos iniciadores da
carie dentaria (PAPAIOANNOU et al., 2007).

Cerca de 60% dos pacientes experimentam alguma alteragdo no acumulo de
biofilme apds colagem de aparelhos ortodénticos fixos sendo estes correlacionados a
doenca céarie (BERGAMO et al., 2018). O tratamento ortodéntico com braquetes pode
alterar a ecologia da cavidade bucal pela introdu¢do de novas areas retentivas
disponiveis para a colonizagao bacteriana e retengcéo de substratos (ONG et al., 2010).

Varios fatores fisicos sdo importantes na colonizacdo microbiana de superficies
sélidas, um deles é a rugosidade da superficie (ANHOURY et al., 2002). Os materiais
dentarios apresentam caracteristicas de superficies distintas que afetam a formagao da
pelicula adquirida e subsequente adesdo e colonizacdo bacteriana (TUFEKCI et al.,
2011). Atualmente, os braquetes ortodénticos sédo fabricados a partir de diversos tipos
de materiais com varios graus de rugosidade, como metal, ceramica, plastico, titanio e
composito (AGARWAL et al., 2016).

Este trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia da rugosidade da superficie de

diferentes tipos de braquetes ortodénticos na formagao de biofilme de S. mutans.

MATERIAIS E METODOS

A amostra contou com 54 braquetes (3M/ Unitek, Moronvia — CA, USA) dividos
em metalicos convencionas (Gemini®) - grupo CM, autoligados metalicos (Portia®) -

grupo MSL e estéticos ceramicos (Gemini Crystal Clear®) - grupo C, todos
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correspondentes ao incisivo central superior direito prescricdo MBT (slot 0,0227),
conforme ilustrado na Figura 1.
Figura 1 — Fluxograma dos grupos experimentais e quantitativo amostral para cada

estratégia de avaliagao utilizada.
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Fonte: Autoria propria.

MSL — Autoligado metalico / C — Ceramico / CM — Metalico convencional.

UFC - Unidade formada de colénia / DO — Densidade 6tica / MEV — Microscopia eletrdnica de varredura.

As areas de superficies dos braquetes foram avaliadas através de escaneamento
3D seguido de delineamento de area através do NextEngine Desktop 3D Scanner®
(NextEngine Inc, Santa Ménica, CA, USA) com NextEngine ScanStudio® PRO versdo
2.0.2. Foi escolhido aleatoriamente 01 braquete de cada grupo para o escaneamento. O
braquete ceramico foi metalizado com ouro previamente ao ensaio para que fosse
possivel a digitalizagao.

A rugosidade superficial foi determinada utilizando trés braquetes de cada grupo
(n=3), definidos aleatoriamente, em triplicata, utilizando o rugosimetro digital SJ-210
(Mitutoyo, Miyasaki, Japao), ajustado com um cut-off de 0,25mm e a amplitude do
movimento de leitura da ponta de 0,3mm (CARRION-VILCHES, BERMUDEZ e
FRUCTUOSO, 2015). O parametro utilizado foi a média dos valores das areas
avaliadas, que foram as superficies externas dos braquetes (aletas, slot e clip), nao

sendo a base de colagem considerada na determinacao da superficie total.
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Para os testes de adesdo bacteriana, todos os braquetes tiveram a base isolada
com Resina Filtek Z350 XT Flow (3M, Moronvia — CA, USA) para que malha de
retencao nao influenciasse o resultado. Posteriomente os braquetes foram limpos por
imersdo em detergente enzimatico por 20 minutos, lavados em &agua destilada e
esterilizados por calor umido em autoclave, a 121°C por 15 minutos.

A bactéria utilizada foi S. mutans ATCC 25175 em suspensao inicial ajustada
para 102 UFC/ml (0,5 da escala de McFarland), a partir de cultura com crescimento
overnight em BHI com 1% de sacarose. Os braquetes foram colocados assepticamente
com a base de colagem voltada para baixo em pog¢os de microplaca (96 pogos) pré-
fabricada com fundo reto (OLEN, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana — Brasil),
contendo 200uL da suspensao bacteriana e incubado a 37°C em atmosfera de
microaerofilia por 8h ou 24h. Para cada tempo de incubacdo foi preparada uma
microplaca diferente (PEREIRA et al., 2011; GHASEMI et al., 2017).

Para a quantificacdo da adesao bacteriana por meio de contagem de células
totais usando densidade ética (DO), apds o periodo de incubagéao (8h ou 24h), cada
braquete foi cuidadosamente removido do pogo e gentilmente transferido para um novo
poco limpo e seco, onde foram entdo lavados duas vezes com tampao fosfato PBS, pH
7, 0,01M e deixados secar no ambiente do fluxo laminar. As células aderidas foram
entdo coradas com 200yl de solugdo de cristal violeta (0,1 % solugdo aquosa) por 15
minutos. As amostras foram novamente lavadas duas vezes com PBS 0,1M e secas.
Posteriormente o corante foi solubilizado com uma mistura de 80:20 de alcool:acetona
por agitagcao a temperatura ambiente por 20 minutos e a absorbancia a 595nm foi lida
no aparelho Zenyth 3100 (Alfagene, Wals-Siezenheim, Austria), procedendo-se a trés
ciclos de leitura. Como controle negativo de crescimento bacteriano (controle de
contaminagao microbiana) um braquete de cada grupo foi processado de forma igual
aos demais utilizando-se meio de cultura sem inéculo (PEREIRA et al., 2011).

Para a quantificagao celular viavel de S. mutans, foi realizada a contagem de
Unidades Formadoras de Colénia (UFC). Apds a incubacgao (8h ou 24h), os braquetes
foram lavados duas vezes com PBS para remocgao das células livres e transferidos
assepticamente para tubo de microcentrifuga contendo 1ml de PBS e 2 pérolas de

vidro. Posteriormente submetidos a agitagdo magnética por 30 segundos para liberagao
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das células aderidas, formando assim uma suspensdo. Para cada suspensao foram
preparadas diferentes diluicdes (até 10°) que foram semeadas (0,1ml) em Agar Mitis
Salivarius Sacarosado suplementado com telurito de potassio. Para cada diluicdo foram
semeadas trés placas. As placas foram incubadas em microaerofilia a 37°C por 48
horas para posterior contagem de UFC. Para o calculo do valor final de UFC nos
braquetes foi utilizada a seguinte férmula: numero de UFC contadas x fator de diluigédo x
10 / area. Como controle negativo de crescimento bacteriano (controle de contaminacgéo
microbiana) um braquete de cada grupo foi processado de forma igual aos demais
utilizando-se meio de cultura sem indculo.

Para visualizagdo da adesdo de S. mutans na superficie dos braquetes foi
utilizada a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Apds incubagao, os braquetes
foram fixados em glutaraldeido a 2,5%, lavados em tampéao cacodilato e desidratados
em solugdo alcool, secos em ponto critico e metalizados com cobertura de ouro
(RADHAKRISHNAN, VARMA e AJITH, 2017). Posteriormente foram analisados em
microscoépio 15KV JEOL-JSM — 6390LV (JEOL BRASIL Instrumentos Cientificos Ltda,
SP, Brasil).

A distribuicdo normal dos valores de rugosidade superficial foi confirmada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov, seguido de analise de variancia (ANOVA One Way) para
determinacgao dos valores médios e post hoc de Tukey para comparagdes multiplas dos
diferentes grupos. Para UFC e DO utilizou-se Kruskal Wallis. Em todo o estudo, o nivel
de significancia empregado foi 0,05. Os dados foram analisados utilizando o programa
SPSS 21.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA).

RESULTADOS
As areas de superficies totais dos braquetes foram 0,46 cm? e 0,59 cm? e 0,42

cm? respectivamente para os grupos, MSL, C e CM. Os braquetes ceramicos

apresentaram uma rugosidade significativamente maior que CM e MSL (Tabela 1).



Tabela 1 — Valores médios das variaveis analisadas e a comparagéo entre 0os grupos.

MSL C CM P valor

Média / DP Média / DP Média / DP -
Rugosidade Superficial 0.067° £0.01  0.304® £0.07 0.090°+0.03 0.001*
Densidade Otica 8h 2.91 £0.05 2.08 £0.34 2.04 +£1.15 0.174*
Densidade Otica 24h 2.96 £ 0.87 3.791+0.14 3.21£0.54 0.155**
Log UFC/cm?8h 5.87 £0.82 5.56 £ 0.30 4.84 +0.23 0.740™
Log UFC/cm? 24h 5.856+1,49 544 +1.73 6.28 +1.74 0.554**

30

* Anova

Tukey — letras iguais indicam diferenca significativa.

** Kruskal Wallis

MSL — Autoligado metalico / C — Ceramico / CM — Metélico convencional.

Fonte: elaborado pela autora.

Considerando a avaliagdo bacteriolégica por quantificagdo microbiana in vitro,
nao foi possivel determinar, nos tempos analisados, diferenca estatistica entre os tipos
de braquetes estudados utilizando-se a bactéria S. mutans. A distribuicdo de adesao
microbiana tanto pela avaliagdo de células totais (densidade 6ptica), quanto por células
viaveis (UFC), ndo apresentou diferenca significante entre os grupos de braquetes
(Tabela 1 e Figura 2 e 3).

Figura 2 - Grafico Densidade Otica de 8h e 24
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 3 - Grafico Unidade Formadora de Colonia 8h e 24
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Fonte: elaborado pela autora.

A Figura 4 ilustra os braquetes em seus respectivos grupos MSL, C, CM em

imagens determinadas através de MEV.

Figura 4 — Imagens dos braquetes MSL, C e CM em MEV no aumento de 10x

Fonte: Autoria prépria.

A observacdo da superficie dos braquetes em MEV revelou uma boa
regularidade de superficie do MSL. Ja as imagens obtidas de C demonstram uma

deposicao de cristais que aparenta uma superficie irregular com visualizagao de muitos
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sitios de colonizagdo bacteriana. Ainda pela analise visual, as imagens obtidas no
grupo CM demonstraram uma superficie mais irregular que MSL e menos que C.

As imagens da Figura 5 comparam os achados de MEV em 8h e 24h, em que
pode-se observar um biofilme mais maduro em 24h com numero maior de colbnias, o

grupo C apresentou visualmente mais adeséao.

Figura 5 — Imagens dos respectivos grupos MSL, C e CM em 8h e 24h

Fonte: Autoria propria.

DISCUSSAO

Sob condigbes clinicas, a rugosidade superficial de qualquer material colocado
na cavidade oral € a propriedade mais relevante considerando-se a ades&o bacteriana
e formagao de biofiime (REN et al., 2014). Portanto, este trabalho teve como hipotese
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nula que a rugosidade da superficie de diferentes tipos de braquetes ortoddnticos nao
teria influéncia na adesao bacteriana.

A determinacao da area dos braquetes foi feita a fim de minimizar diferencas de
adesao/viabilidade bacteriana associada a maior superficie. Destaca-se que a repeticao
dos testes em dias diferentes e com indculos diferentes permitiu uma avaliagdo mais
confiavel (YU et al.,, 2016). O presente estudo utilizou diferentes estratégias
metodoldgicas para determinagdo da adesdo apresentando trés diferentes avaliagdes
com resultados semelhantes, enquanto estudos anteriores utilizaram apenas um tipo de
analise (GASTEL et al.,, 2009; JUNG et al., 2016; PAPAIOANNOU et al., 2007;
TUPINAMBA et al., 2017;).

A avaliagdo da densidade Optica é baseada no fato de as células microbianas
dispersarem a luz, ainda que mortas ou fragmentadas, podendo assim, ser detectadas,
por medicdo da absorvancia em um espectrofotdbmetro determinando o valor total de
células, diferente da analise de contagem de unidades formadoras de colénia (UFC)
que é uma medida utilizada para estimar o numero de bactérias viaveis, ou seja, com
metabolismo ativo e capacidade de multiplicagdo expressa como o logaritmo do numero
de bactérias (KRZYSCIAK et al., 2014).

A rugosidade pode ser definida como a existéncia de irregularidades na
superficie de um material, e quando igual ou superior a 0,2um, pode conduzir a maior
retencdo de placa bacteriana (AGARWAL et al.,, 2016), sendo desejavel que a
superficie seja lisa (CARRION-VILCHES, BERMUDEZ e FRUCTUOSO, 2015). Os
resultados deste estudo em relagdo a rugosidade superficial em MSL (autoligados
metalicos) corroboram aos de estudo Brandao et al (2015), que afirmaram que os
braquetes autoligados geraram menos atrito que os convencionais, o que segundo o
autor, estaria relacionado a superficie mais lisa do slot dos autoligados que os demais
braquetes avaliados (BRANDAO et al., 2015).

O desempenho clinico dos braquetes autoligados pode ser prejudicado pelo
acumulo de calculo sobre o mecanismo de fechamento do slot (JUNG et al., 2016).
Nestes braquetes, a presenca de um clipe de NiTi como elemento de ligagao implica na
presenca de um tunel interno longitudinal, o que resulta em um local adicional para a

ades3o bacteriana e proliferacdo (TUPINAMBA et al., 2017). Nossos achados estéo de
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acordo com essas afirmativas, embora a superficie desses braquetes tenham se
mostrado significativamente menos rugosa que o braquete cerdmico, nao foi observado
significancia estatistica quando comparado ao grupo metalico convencional.

Braquetes ceramicos policristalinos sdo compostos por particulas de 6xido de
aluminio e aglutinantes, sdo moldados e cortados para que se obtenham o formato
desejado do braquetes, posteriormente é feita a queima da ceramica (MALTAGLIATI et
al., 2006). Esse método de fabricagdo pode produzir poros, imperfeicbes, além de
favorecer trincas e fraturas (GASTEL et al., 2009; VIDOR et al., 2015). A rugosidade
superficial dos braquetes ceramicos significativamente maior que os braquetes
metalicos encontrada em nosso trabalho pode ser explicada por esse motivo. Além
disso, pela analise do MEV, foi possivel observar mais irregularidades de superficie no
braquete cerdamico em relagdo aos demais. Porém, a maior rugosidade nao foi
relacionada a maior adesao bacteriana de forma significativa. Isso pode ser justificado
pela presenca do 6xido de aluminio utilizado para o tratamento de superficie que possui
atividade antibacteriana (GHASEMI et al. 2017; VIDOR et., 2015). Dessa forma o
braquete cerdmico apresentou dificuldade de manutencdo das células de bactérias
viaveis, o que pode ter provocado inibicdo da formacédo de biofiime nas primeiras 8
horas de contato microbiano (até 24 h).

Estudos apontaram que braquetes ceramicos mostraram alta ades&o microbiana
(GASTEL et al., 2009; BRUSCA et al., 2007), contudo, Eliades, Eliades e Brantley
(1995) encontraram que o ago inoxidavel apresentou a maior tensao superficial critica
de adesao, indicando um alto potencial para fixagdo de microrganismos em braquetes
metalicos. Esse potencial de adesdo em braquetes metalicos provavelmente foi
compensado em nosso estudo pela maior rugosidade dos braquetes ceramicos, nao
sendo possivel, portanto perceber diferenga significativa na adesao de S. mutans entre
os grupos. Além disso, nossos dados estdo em concordancia com o estudo de Anhoury
et al (2002) no qual nao foi detectado diferenca significativa entre braquetes metalicos e
ceramicos em relagcédo a adesao bacteriana.

Com o objetivo de corroborar a avaliagao da adesao bacteriana, a microscopia
eletrbnica de varredura também foi utilizada, por analise qualitativa por MEV em

diferentes campos dos braquetes. Embora na analise de UFC os diferentes braquetes
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nao tenham apresentado resultados significantes, os resultados obtidos por DO para 24
horas, que representa para S. mutans um biofilme ja estabelecido, corroboram as
observacoes feitas ao MEV, em que a adesao microbiana foi menor nos braquetes
autoligados. Os resultados encontrados na avaliagado visual pelo MEV nesse estudo
concordam com os achados dos estudos de Radhakrishnan, Varma e Ajith (2017) que
afirmaram que braquetes ceramicos apresentaram maior quantidade de rugosidade da
superficie enquanto autoligados apresentaram irregularidade superficial minima.

Uma revisdo sistematica buscou estabelecer se o design dos braquetes
(convencionais ou autoligados) apresentaria influéncia na adesdo e formacédo de
colénias de S. mutans e relataram que outros fatores como caracteristicas dos tipos de
braquetes, o nivel de higiene bucal individual, colagem e idade dos individuos, podem
ter maior influéncia (NASCIMENTO et al., 2014).

Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significantes de crescimento
bacteriano entre os dois tempos de incubagéo testados (8h e 24 h) assim como no
estudo realizado por Jung et al (2016) com braquetes ceramicos e autoligados.
Entretanto no presente estudo, observou-se maior taxa de adesdo, embora n&o

significativa, do S. mutans aos braquetes estéticos ceramicos.

CONCLUSAO

Nao houve diferenga significante nos niveis de adesdo bacteriana entre os
braquetes autoligados metalicos, ceramicos e convencionais metalicos, nos dois
tempos de incubacdo de 8h e 24h. O braquete ceradmico apresentou rugosidade
superficial significativamente maior que os demais braquetes avaliados, entretanto,

essa diferenga na rugosidade nao foi relacionada ao aumento da adesao bacteriana.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significantes de crescimento
bacteriano entre os dois tempos de incubagédo das amostras (8h e 24 h). Entretanto no
presente estudo, observou-se uma maior taxa, embora nédo significativa (p> 0,05), do S.
mutans nos braquetes estéticos ceramicos. Fato que corrobora com os achados da
avaliacdo da rugosidade superficial dos braquetes ceramicos que foram
estatisticamente significantes maiores que os demais braquetes avaliados, assim como
na avaliacdo do MEV, onde observou-se visualmente mais irregularidades de
superficie.

Com base nos resultados obtidos pelo presente estudo € possivel concluir que
nao houve diferenga significante nos niveis de adesao bacteriana entre os braquetes
estudados. ndo houve diferenga significante nos niveis de adesao bacteriana entre os
braquetes autoligados metalicos, ceramicos e convencionais metalicos, nos dois
tempos de incubacdo de 8h e 24h. O braquete ceramico apresentou rugosidade
superficial significativamente maior que os demais braquetes avaliados, entretanto,

essa diferenga na rugosidade nao foi relacionada ao aumento da adesao bacteriana.
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