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RESUMO 

 
Mira, PCS. Colonização de bactérias periodontopatogênicas associadas ao aparelho 

ortodôntico fixo, em adolescentes [Dissertação]. Ribeirão Preto: Faculdade de 
Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo; 2020. 
 

 
Introdução: O surgimento de alterações periodontais ainda é uma problemática, durante o 
tratamento ortodôntico e podem alterar a microbiota bucal qualitativa e quantitativamente. 

Objetivo: Avaliar as alterações nos níveis de diferentes microrganismos envolvidos, direta ou 
indiretamente, na doença periodontal, por meio da saliva de pacientes adolescentes sob 
tratamento ortodôntico. Materiais e Método: Amostras de saliva foram coletadas antes e 

quinze dias após a instalação de aparelho fixo em 21 pacientes sob tratamento ortodôntico. 
Foi avaliado nos níveis salivares de 40 espécies de microrganismos dos complexos roxo, verde, 
laranja, vermelho e “outras espécies”, por meio da técnica de biologia molecular checkerboard 

DNA-DNA hybridization. Os resultados foram submetidos aos testes de Wald-Type Statistic 
(WTS) e ANOVA-Type Statistic (ATS), e as diferenças foram consideradas significantes para 
valores de p <0,05. Resultados: 37 das 40 espécies investigadas foram encontradas em 

quantidade significativamente após 15 dias da instalação do aparelho ortodôntico. 
Conclusão: O aparelho ortodôntico fixo aumentou, significativamente, os níveis salivares 
totais de microrganismos, após 15 dias da instalação, dentre eles bactérias envolvidas direta 

ou indiretamente com a doença periodontal. 
 
Palavras-chave: Microbiota bucal, Tratamento ortodôntico, Aparelho fixo ortodôntico, 

Adolescentes, Doença periodontal 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 



 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 



 

ABSTRACT 

 
Mira PCS. Periodontal pathogen bacterial colonization with fixed orthodhontic 
appliances, in adolescents [dissertation]. Ribeirão Preto: School of Dentistry of Ribeirão 

Preto at University of São Paulo; 2020. 
 
 

Introduction: The appearance of periodontal changes is still a problem, during orthodontic 
treatment and can change the oral microbiota qualitatively and quantitatively. Objective: To 
analyse the changes in the levels of different microorganisms involved, directly or indirectly, 

in periodontal disease, through the saliva of adolescent patients undergoing orthodontic 
treatment. Materials and Method: Saliva samples were collected before and fifteen days 
after the installation of a fixed appliance, in 21 patients undergoing orthodontic treatment. It 

was evaluated at the salivary levels of 40 species of microorganisms from the purple, green, 
orange, red and “other species” complexes, using the DNA-DNA hybridization checkerboard 
molecular biology technique. The results were submitted to Wald-Type Statistic (WTS) and 

ANOVA-Type Statistic (ATS) tests, and the differences were considered significant for p values 
<0.05. Results: 37 of the 40 species investigated were found in significant numbers 15 days 
after the installation of the orthodontic appliance. Conclusion: The fixed orthodontic 
appliance significantly increased the total salivary levels of microorganisms, 15 days after 

installation, including bacteria directly or indirectly involved with periodontal disease. 
 
Keywords: Oral microbiota, Orthodontic treatment, Fixed orthodontic appliance, Adolescents, 

Periodontal disease 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A ortodontia é uma especialidade odontológica que tem como princípio básico 

a movimentação dentária, oriunda da utilização de aparelhos ortodônticos, que liberam 

forças sobre componentes do sistema estomatognático: dentes, ligamento periodontal, 

ossos e músculos (Moyers,1991). 

Sabe-se que, apesar de todos os benefícios que o tratamento ortodôntico pode 

proporcionar ao paciente, existem limitações que ainda são enfrentadas pela 

especialidade mesmo com os avanços técnico-científicos já alcançados. Dentre essas 

limitações está o maior risco a doença cárie e doença periodontal, proporcionado pela 

presença dos dispositivos ortodônticos (Lovrov et al., 2007; Gomes et al., 2007; 

Chapman et al., 2010; Kim et al., 2010; Akin et al., 2013; Ren et al., 2014; Cerroni et 

al., 2018; Mei et al., 2019; Voinea-Georgescu et al., 2020), especialmente no período 

da adolescência, no qual ocorrem diversas alterações fisiológicas, físicas e psicossociais 

(Martínez et al., 2000; Soares et al., 2009). Dentre elas, a diminuição de autocuidados 

relacionados à higiene, bem como à escovação dental, em especial em adolescentes 

insatisfeitos com sua autoimagem (Soares et al., 2009; Garbin et al., 2009; Barreto et 

al., 2016; Marín et al., 2016; Pedrosa et al., 2019). 

As maloclusões afetam o indivíduo, não apenas devido às limitações 

funcionais, mas, principalmente, pelo impacto estético que o desequilíbrio dentário é 

capaz de gerar (Feu et al. 2008). Estudos mostram que, durante a adolescência, a 

frustração com o sorriso por maloclusões de diversas classes pode gerar impacto 

emocional e psicossocial maior até mesmo do que os impactos gerados pela obesidade, 

o que justifica a alta procura pelos especialistas durante esse período (Marque et al., 

2006; Peres et al., 2008; Borges et al., 2010; De Lira e De Souza, 2020; Atik et al., 

2020). 

A resposta biológica apresentada após a aplicação de força ortodôntica sobre 

elementos dentários é caracterizada por uma reação inflamatória aguda não 

patológica, nos tecidos priodontais (Garlet et al., 2007). Desta forma, essa reposta 

expressa pela inflamação é capaz de gerar alterações vasculares e promover a síntese 

e liberação de mediadores pró-inflamatórios que atuam sobre células mesenquimais 

indiferenciadas, diferenciando-as em osteoclastos e osteoblastos, os quais norteiam o 
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processo de reabsorção e aposição óssea, em áreas de compressão e de tração do 

ligamento periodontal (Hughes, 2000; Ehrlich e Lanyon, 2002). 

O sistema RANK-RANKL-OPG (Receptor do fator nuclear kappa B – RANK 

ligante – Osteoprotegerina) é um importante regulador do processo de 

osteoclastogênese e osteogênese. Quando RANKL se liga a RANK, há um estímulo que 

gera diferenciação de células hematopoiéticas em osteoclastos. Quando a OPG está 

presente, esse processo é inibido, configurando, assim, equilíbrio do sistema (Boyle et 

al., 2003). Ressalta-se que esses eventos, presentes no processo de remodelação 

óssea, não só ocorrem durante o tratamento ortodôntico. O desequilíbrio na tríade 

RANK/RANKL/OPG pode ser verificado em doenças como artrite, osteoporose, lesões 

fibro-ósseas e doença periodontal (Boyle et al., 2003; Amorim et al., 2008, Elias et al., 

2010; Gibertoni et al., 2017). 

Devido ao potencial de remodelação óssea, a terapia ortodôntica para 

pacientes com doença periodontal estabilizada pode ser uma grande aliada, pois com 

a deposição de osso alveolar em áreas de tração do ligamento periodontal, há maior 

possibilidade de reparo ósseo das bolsas provenientes de periodontites (Berglundh et 

al., 1991; Petti et al., 1997; Aimetti et al., 2020). 

No entanto, em pacientes periodontalmente saudáveis, existe possibilidade do 

tratamento ortodôntico ocasionar surgimento de condições que oferecem maiores 

riscos à saúde periodontal, tais como alterações do tecido de proteção, inflamação 

patológica, sangramento gengival, aumento de volume e recessão gengival (Richter et 

al., 2011; Akin et al., 2013; Gomes et al., 2017; Mota e Morais, 2017; Maringolo, 2018; 

Binda, 2019; Dicu et al., 2020; Voinea-Georgescu et al., 2020). Ademais, a 

exacerbação de processos inflamatórios, na região sob forças mecânicas, pode 

comprometer o equilíbrio dos eventos celulares presentes nos tecidos periodontais, 

durante a movimentação dentária (Garlet et al., 2007).  

Em razão disso, parece claro que a manutenção da saúde dos tecidos 

periodontais de pacientes ortodônticos é fundamental para o êxito do tratamento 

(Bardal et al., 2011; Talic et al., 2011). Apesar dessa premissa, esse é um desafio 

ainda enfrentado pela especialidade e, desde a década de 40, o controle de biofilme 

tem sido discutido como um ponto demasiadamente crítico a ser considerado pelo 

ortodontista (Gibbin, 1937; Box, 1940). 
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A relação da utilização de diferentes dispositivos como anéis, bráquetes e até 

mesmo o uso de resina composta para fixação dos acessórios ortodônticos constituem 

fatores de risco adicionais à doença periodontal, de forma diretamente proporcional a 

quantidade de acessórios utilizados. Tal fato acontece especialmente pelos dispositivos 

dificultarem a adequada higienização bucal, assim como suas superfícies serem mais 

propensas ao acúmulo de biofilme (Noyes, 1937; Uetanabaro et al., 1984; Rosenbloom 

e Tinanoff, 1991). 

O biofilme é constituído de material orgânico e proteico, substratos de 

microrganismos, que, por meio de sua metabolização e sem adequado controle, 

corresponde a significativo fator etiológico para a manifestação de doenças (Löe, 

Theilade & Jensen, 1965; Bastos, Henriques e Olympio, 2006).  

A aparelhagem fixa, principalmente, pode modificar a composição em relação 

à morfologia, composição e atividade metabólica do biofilme (Adams, 1967, 

Balenseifen e Madonia, 1970; Friedman, 1985; Diamanti-Kipioti et al., 1987; 

Paolantonio et al., 1997; Chang et al., 1999; Campbel, 2001; Sukontapatipark et al., 

2001; Hagg, 2004; Chin et al., 2006). Desta forma, com o uso de aparelhos 

ortodônticos fixos pode ocorrer desequilíbrio na simbiose da microbiota bucal, elevação 

da quantidade de microrganismos patogênicos e interações microbianas supra e 

subgengival que comprometem a saúde periodontal do indivíduo, e, 

consequentemente as respostas dos tecidos periodontais a aplicação de forças 

ortodônticas (Löe et al., 1965; Zachrisson e Zachrisson, 1972; Gorelic et al.,1982; 

Rosenbloom e Tinanoff, 1991; Lascala et al., 1996; Paolantonio et al., 1997; Chang et 

al., 1999; Campbel, 2001; Rezende et al., 2001; Sukontapatipark et al., 2001; Hagg, 

2004; Bretas et al., 2005; Kupietzky et al., 2005; Naranjo et al., 2006; Chin et al., 

2006;  Olympio et al., 2006, Thornberg et al., 2009; Ristic et al., 2007; Freitas , 2012;  

Andrucioli et al., 2018; Binda, 2019; Jing et al., 2019; Shirozaki et al, 2020).  

A biologia molecular trouxe grandes avanços em diversas áreas de pesquisas 

e na Odontologia não foi diferente. Dentro do campo microbiológico, a técnica de 

hibridização de DNA-DNA (checkerboard) possibilita a detecção e contagem de 

diferentes cepas bacterianas por meio da coleta de fluidos, como a saliva, constituindo-

se em uma inovadora ferramenta que permite análises não invasivas, rápidas e mais 

adequadas do que o cultivo de células (do Nascimento, et al., 2010). 
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Nas últimas décadas, essa técnica de diagnóstico molecular com utilização de 

sondas de DNA para a detecção de espécies microbianas tem sido muito utilizada para 

avaliação microbiológica em pacientes que fazem uso de aparelhos ortodônticos e 

auxiliado na melhor compreensão da dinâmica de doenças que têm microrganismos 

como fatores etiológicos (Olmedo, 2009; Perdiza, 2009; Kim et al., 2010; Andrucioli, 

2012; Morelli, 2016; Bergamo et al., 2019; Gujar et al., 2020). No entanto, os estudos 

que avaliaram espécies microbianas, relacionadas à doença periodontal em 

adolescentes sob tratamento ortodôntico, tiveram como tempo experimental períodos 

após a instalação de aparelhos fixos ou removíveis que variaram prioritariamente entre 

30, 60, 90, 180 dias. (Pandis, 2010; Nelson-Filho, et al., 2011a; Nelson-Filho, et al., 

2011b;  Topaloglu-Ak et al., 2011; Nelson-Filho et al., 2012; Andrucioli et al., 2018; 

Bergamo et al., 2019; Binda, 2019; Cardoso et al., 2019; Jing et al., 2019; Shirozaki 

et al, 2020; Vincent-Bugnas et al., 2020; Zhao et al, 2020). Desse modo, não foi 

elucidada a dinâmica microbiológica do processo de desenvolvimento da doença 

periodontal nessas condições nos primeiros dias após a instalação de aparelhos 

ortodônticos. 

É importante ressaltar que, de acordo com o Ministério da Saúde, a doença 

periodontal é um dos principais agravos bucais no Brasil (SB Brasil, 2010), 

constituindo-se em problema de saúde pública. Quando tem início durante a 

adolescência, sem corretos diagnóstico e tratamento, pode progredir ao longo da vida 

e tornar-se doença crônica (Loos e Van Dyke, 2020). Adicionalmente, apesar da 

importância de todos os estudos já realizados para a compreensão do impacto gerado 

pelos dispositivos utilizados durante e após o tratamento ortodôntico (Freitas et al., 

2014) é imprescindível ressaltar que alterações podem ocorrer entre 10 a 20 dias após 

a instalação de aparelhos fixos, compatíveis com o estágio inicial da doença 

periodontal, como sangramento gengival, alteração de contorno e volume gengival 

(Bortoluzzi et al., 2013).  

Desse modo, contribuir para melhor compreensão da dinâmica microbiológica 

da doença periodontal em adolescentes sob tratamento ortodôntico, previamente ao 

aparecimento de sinais clínicos, se faz importante dentro da perspectiva da prevenção, 

detecção precoce de alterações e estabelecimento de abordagens mais adequadas. 

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito inicial da terapia ortodôntica sobre 

a microbiota bucal de adolescentes, em condição de saúde periodontal, por meio da 

técnica de hibridização DNA-DNA (checkerboard). 
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2. PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivo Geral 

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alterações nos níveis de diferentes 

microrganismos envolvidos, direta ou indiretamente, na doença periodontal, por meio 

da saliva de pacientes adolescentes, após a montagem do aparelho ortodôntico.  

 

2.2 Objetivo específico 

Avaliar nos níveis salivares 40 espécies de microrganismos dos complexos 

roxo, verde, laranja, vermelho e “outras espécies”, durante o período inicial de 

alinhamento dentário, por meio da técnica de biologia molecular checkerboard DNA-

DNA hybridization.  
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3. MATERIAIS E MÉTODO 

 

3.1 Seleção da amostra 

Este estudo foi conduzido em parceria com o Curso de Especialização em 

Ortodontia da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto e Departamento de Clínica 

Infantil FORP-USP. 

Os participantes do estudo foram informados sobre os propósitos e etapas da 

pesquisa, seus riscos e benefícios, incluindo os tipos de coletas e tratamento. Os 

pacientes que concordaram em participar do estudo assinaram um Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido, respondendo a um questionário de saúde/anamnese 

e receberam o tratamento ortodôntico gratuitamente, estando de acordo com as 

diretrizes e normas do Conselho Nacional de Saúde (Resoluçãon°466/2012). O projeto 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da 

Universidade de São Paulo – Campus de Ribeirão Preto FORP-USP, sob número de 

protocolo CAAE 31442820.8.0000.5419.  

A amostra desse estudo clínico prospectivo foi coletada de acordo com a 

matrícula dos indivíduos nas Clínicas de Ortodontia. O cálculo do tamanho da amostra 

(n) para a diferença de duas médias foi realizado considerando o poder do teste de 

80% e o coeficiente de confiança de 95%. O resultado mostrou que eram necessários, 

no mínimo, 20 arcos. Porém, a amostra deste estudo prospectivo foi constituída de 21 

pacientes que apresentavam dentição permanente completa, 11 a 16 anos de idade.  

A seleção da amostra foi realizada por um único profissional treinado e foi 

composta por pacientes que necessitavam de tratamento ortodôntico corretivo. O 

diagnóstico e planejamento ortodôntico foram realizados de acordo com o preconizado 

pela Disciplina de Ortodontia da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo.  

Os critérios de inclusão para a seleção da amostra foram: pacientes entre 11 a 

16 anos de idade, de ambos os sexos; com presença de todos os dentes permanentes 

já irrompidos, ausência de doença periodontal ou doença cárie ativa e que necessitavam 

de tratamento ortodôntico normalização da oclusão. 

Os critérios de exclusão foram: história de doença sistêmica (diabetes, 

deficiências imunológicas, hipertensão, síndromes, etc.) que comprometesse a resposta 
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do hospedeiro ou uso de medicamentos como antibióticos, imunossupressores, 

anticoagulantes ou antinflamatórios nos últimos três meses; gravidez; histórico de uso 

contínuo de enxaguatórios bucais nos últimos três meses; história de tratamento 

ortodôntico corretivo prévio; presença de lesões periapicais. 

Previamente ao início do tratamento, os pacientes com presença de gengivite 

e/ou cálculo supragengival receberam profilaxia e/ou raspagem e alisamento radicular, 

a fim de controlar os problemas periodontais presentes, e receberam instrução 

padronizadas de higienização bucal (escovação e uso de fio dental).  

 

3.2 Delineamento experimental 

No início deste estudo todos os indivíduos foram submetidos à anamnese e 

exame clínico e documentação ortodôntica inicial. A movimentação dentária ocorrerá 

até a normalização da oclusão e finalização do caso clínico, porém as coletas de saliva 

foram realizadas no tempo 0 (antes da instalação de bráquetes e arco) e ao final de 15 

dias após instalação do arco de NiTi 0,016” (Morelli®), correspondendo ao período de 

alinhamento/nivelamento. O seguinte desenho experimental foi proposto neste estudo: 

A. Seleção dos pacientes 

B. Anamnese e exame clínico 

C. Orientação de higiene oral 

D. Solicitação da documentação ortodôntica inicial 

E. Coleta de saliva 

F. Profilaxia para a colagem de bráquetes no arco inferior e instalação do arco 

inicial de alinhamento /nivelamento 

G. Coleta de saliva 

H. Continuidade do tratamento 

I. Remoção do aparelho após a movimentação dentária necessária 

J. Exame ortodôntico final 

 

 

 

 

-15 dias 0 15 15+ 

A,B,C,D E, F G H, I, J 
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3.3 Documentação ortodôntica 

A documentação ortodôntica foi solicitada incluindo as fotos extrabucais (frente, 

perfil e sorrindo) e intrabucais (frontal, oclusal superior, ocusal inferior, direita, 

esquerda), telerradiografia lateral, radiografia panorâmica, modelos (superior e inferior) 

e pasta de documentação. 

 

3.4 Instalação do aparelho 

Previamente à instalação dos dispositivos ortodônticos, os pacientes receberam 

instruções específicas para higienização bucal durante todo período de utilização do 

aparelho, bem como foi enfatizada a necessidade de retornos periódicos para 

monitoramento da saúde bucal e continuidade do tratamento ortodôntico.  

Após coleta de saliva inicial, foi realizada profilaxia dental com pedra pomes e 

água, lavagem, secagem e isolamento relativo dos dentes (33, 32, 31, 41, 42, 43) sobre 

os quais os bráquetes de prescrição Roth, slot 0,022’’x0,028’’ (Morelli®; Sorocaba, SP, 

Brasil) foram fixados. A superfície vestibular do esmalte dos dentes envolvidos foi 

condicionada com ácido fosfórico em gel a 37% (3M do Brasil Ltda Produtos Dentários, 

Sumaré, SP), seguido pela lavagem e secagem. Em seguida, foi aplicado o sistema 

adesivo (Single Bond; 3M do Brasil Ltda Produtos Dentários, Sumaré, SP) com 

fotopolimerização por 15 segundos. Após o adequado posicionamento do bráquete com 

resina fotopolimerizável (Bioplic; Biodinâmica, Ibiporã, PR, Brasil), em superfície de 

contato com o dente e remoção cuidadosa de excessos de resina, a fotopolimerização 

foi realizada por 20 segundos em cada superfície do bráquete, de acordo com as 

instruções do fabricante.  

 

3.5 Alinhamento/nivelamento 

Após coleta inicial de saliva e colagem de bráquetes, foi instalado o arco com 

fio NiTi de 0,016” (Morelli®) fixado por alastics individuais (Morelli®) aos bráquetes, 

configurando ativação do processo de alinhamento e nivelamento inicial no arco 

dentário.  

 

3.6 Coleta de saliva  

Amostras de saliva total não estimulada foram coletadas de cada paciente, de 
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acordo com trabalhos anteriores (Navazesh, 1993; Taba et al, 2005) em tubos estéreis 

no início (dia 0) e ao final do período experimental (dia 15), constituindo desse modo 

dois tempos experimentais (T1 e T2). Os pacientes foram orientados a não ingerirem 

alimentos, beberem ou realizarem higiene oral por, pelo menos, 1 hora antes da coleta 

da saliva.  

Primeiramente, os pacientes foram orientados a depositarem no tubo 1,5 ml de 

saliva. Após isso, foi realizado bochecho com solução fisiológica, a qual foi expelida 

dentro do tubo até seu completo preenchimento, totalizando em 15 ml (Figura 1). As 

amostras de saliva foram imersas imediatamente no gelo e congeladas sob temperatura 

de -30ºC. 

 
Figura 1: Representação gráfica da coleta salivar. A: Tubo de 
ensaio de 15 ml vazio. B: Tubo de ensaio preenchido 
inicialmente por saliva. C: Tubo de ensaio preenchido 
completamente após bochecho com soro fisiológico.  

 
 

3.7 Preparo das amostras de saliva  

Os tubos contendo as amostras de saliva nos dois tempos amostrais foram 

descongelados em temperatura ambiente. Após o descongelamento, as amostras foram 

centrifugadas por 30 segundos e 30 µL foram transferidos para os microtubos 

(Eppendorf AG Barkhausenweg 1 22339 - Hamburgo, Alemanha). Posteriormente as 

amostras foram homogeneizadas por 4 minutos utilizando um agitador de tubos e os 

microtubos foram fervidos a 95°C por 5 minutos para a desnaturação das fitas de DNA. 

Após isso, os microtubos foram resfriados em gelo por 5 minutos.  

Em seguida, as amostras foram neutralizadas com a adição de 800 μL de 

acetato de amônio 5M e, concomitantemente, dois microtubos contendo a quantidade 

de 105 e 106 células de cada uma das 40 cepas bacterianas investigadas foram 

processados seguindo o mesmo protocolo, para serem utilizados como padrões após o 
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processo de hibridização e comparação entre amostras e sondas.  

Todos os procedimento laboratoriais foram realizados no laboratório de 

microbiologia da Universidade de Guarulhos, São Paulo.  

 

3.8 Cepas bacterianas e condições de crescimento  

As cepas bacterianas foram adquiridas liofilizadas da American Type Culture 

Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) e do Forsyth Institute (Boston, MA, USA). O caldo 

para crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) foi utilizado 

para o processo de reidratação do conteúdo liofilizado, o qual foi cultivado em ágar 

triptose de soja contendo 5% de sangue de ovelha desfibrinado (BBL, Baltimore 

Biological Laboratories, Cockeysville, MD, USA)  a 35º C, em condição de anaerobiose 

(80% N2, 10% CO2, 10%H2). Para o enriquecimento do ágar triptose de soja com 5% 

de sangue de ovelha desfibrinado, foi realizada a adição de 10 µg/ml de ácido Nacetil 

murâmico (NAM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA); 0,3µg/ml de menadiona 

(Sigma) e 5µg/ml de hemina (Sigma), de acordo com as necessidades nutricionais de 

cada cepa bacteriana. No caso das bactérias T. denticola e T. socranskii, o caldo para 

crescimento utilizado para o cultivo foi o de Mycoplasma (Difco) suplementado com 

1mg/ml de glicose, 400µg/ml de niaciamida, 150µg/ml 32 espermina tetraidroclorídrica, 

20µg/ml de isobutirato de Na, 1mg/ml de L-cisteína, 5µg/ml de tiamina pirofosfato e 

0,5% de soro bovino.  

 

3.9 Isolamento do DNA e preparo das sondas  

As cepas bacterianas foram cultivadas dentro de uma cabine de anaerobiose 

em ágar-sangue contido em placas de Petri. Apenas duas espécies de espiroquetas 

foram cultivadas em caldo de cultura, durante 3 a 7 dias.  

Após o cultivo, as colônias foram raspadas e alocadas em tubos de 

microcentrífuga de 1,5ml contendo 1ml de solução TE (10 mM Tris-HCl, 0,1mM EDTA, 

pH 7,6). As células foram lavadas duas vezes, utilizando-se de centrifugação na solução-

tampão de TE a 3.500 gp por 10 minutos. Em seguida, as células das cepas Gram-

negativas foram suspensas e lisadas com SDS (dodecilsulfato de sódio, C12H25NaO4S) 

a 10% e proteinase K em uma concentração de 20mg/ml (Sigma). As cepas Gram-

positivas foram lisadas em 150µl de uma mistura enzimática contendo 15mg/ml de 



38 | Materiais e Método 

 

lisozima (Sigma) e 5mg/ml de acromopeptidase (Sigma) em solução tampão de TE (pH 

8,0). Após esses procedimentos, o DNA isolado e purificado foi obtido, como descrito 

por Smith et al. (1989).  

Para cada uma das espécies a serem avaliadas, foram preparadas sondas 

multigenômicas (whole-genomic) pela marcação de 1µg do DNA bacteriano com 

digoxigenina, por meio do random primer digoxigenin labeling kit (Boehringer 

Mannheim, Indianapolis, IN, USA), de acordo com o método descrito por Feinberg e 

Vogelstein (1983).  

As espécies bacterianas avaliadas foram selecionadas segundo sua associação 

com diferentes tipos de doenças ou saúde periodontal (Haffajee; Socransky, 1994). As 

espécies avaliadas constam na Tabela 1.   
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Tabela 1: Bactérias investigadas divididas em grupos e complexos (a: American Type Culture 
Collection; b: Forsyth Institute). 

 
 

3.10 Hibridização do DNA 

As suspensões de células bacterianas contidas nos tubos foram fervidas, em 

banho-maria, por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adição de 0,8 ml de 

acetato de amônia. Cada suspensão contendo o DNA livre foi depositada em uma das 

canaletas do Minislot (Immunetics, Cambridge, MA, USA), desse modo, concentrando-

se em uma membrana de nylon (15 x 15cm) com carga positiva (Boehringer 



40 | Materiais e Método 

 

Mannheim).  

Os controles contendo uma mistura do DNA das espécies de microrganismos 

investigadas pelas sondas foram depositados nas duas últimas canaletas do Minislot 

(Immunetics), nas concentrações correspondentes a 105 e 106 células, ou seja, 1ng e 

10ng de DNA de cada espécie, respectivamente (Socransky et al., 1994; Haffajee et al., 

1997a, b). Após o preenchimento das canaletas, a membrana foi removida do Minislot 

(Immunetics) e aquecida em forno a 120º C por 20 minutos para a fixação do DNA. 

 
Figura 2: Representação gráfica do Minislot (Immunetics, Cambridge, MA, USA). 

 

 

A pré-hibridização da membrana foi realizada a 42º C, por 1 hora, em uma 

solução contendo 50% de formamida, 1% de caseína (Sigma), 5% standard saline 

citrate SSC (1 x SSC = 150mM NaCl, 15mM de citrato de sódio, pH 7,0), 25 mM de 

fosfato de sódio (pH 6,5) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura (Boehringer Mannheim). 

Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter (Immunetics, Figura 

3) com as linhas de DNA posicionadas perpendicularmente às canaletas. Em cada 

canaleta do Miniblotter (Immunetics) foi adicionada uma sonda de DNA (diluída a 

aproximadamente 20ng/ml) em 130 µl de uma solução de hibridização composta de 

45% de formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sódio (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA 

de levedura (Boehringer Mannheim), 10% de sulfato de dextrano e 1% de caseína 

(Sigma). A hibridização ocorreu por um período de 20 horas, a 42º C.   
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Figura 3: Representação gráfica do Miniblotter (Immunetics, Cambridge, MA, USA). 

 

 

3.11 Detecção das espécies 

Após a hibridização, a membrana foi removida do Miniblotter (Immunetics) e 

lavada por 40 minutos, a 65ºC numa solução adstringente composta de 1% de SDS, 

1mM de EDTA e 20mM de Na2HPO4, a fim de remover as sondas não hibridizadas 

completamente. Cada membrana foi imersa por 1 hora em uma solução contendo 1% 

de ácido maleico (C4H4O4), 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20, 0,5% 

de caseína, pH 8,0, e, logo após, por 30 minutos, na mesma solução contendo o 

anticorpo anti-digoxigenina conjugado à fosfatase alcalina em uma concentração de 

1:10.000. Em seguida a membrana foi lavada 2 vezes, por 20 minutos, em uma solução 

de 0,1 M de ácido maleico, 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0, 

e 1 vez, por 5 minutos, em uma solução de 0,1 M de Tris HCl, 0,1M de NaCl, 50 mM 

de MgCl2, pH 9,5.  

Em seguida, as membranas foram incubadas por 45 minutos a 37ºC em uma 

solução detectora à base de fosfatase alcalina, CDP-StarTM Detection Reagent 

(Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, England, UK). Após a 

incubação, cada membrana foi colocada em um chassi Radiográfico 30x40cm (Konex, 

Ind. Bras., SP, Brasil), sob um filme radiográfico de marca KodakX-Omat K, 18x24cm 

(Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, São José dos Campos, SP, BR) por 40 minutos. 

Posteriormente, os filmes foram revelados manualmente pelo método convencional 

temperatura-tempo, de acordo com orientações do fabricante. As soluções utilizadas 
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foram da marca Kodak (São José dos Campos, São Paulo), sempre mantidas à 

temperatura de 20ºC. 

 
Figura 4: Representação gráfica da hibridização entre as bactérias 
presentes nas amostras e as sondas de DNA de cada espécie 
bacteriana.  

 
 
 

3.12 Leitura dos filmes autorradiográficos 

A interpretação dos sinais de hibridização obtidos sobre os filmes 

autorradiográficos foi realizada após a fotografia desses filmes e análise das imagens 

por meio do software CLIQS 1D® (Totallab, Newcastle, Inglaterra) (Figura 5). 

Esse software possibilitou a determinação do número aproximado de células 

microbianas presentes em cada amostra avaliada nos diferentes tempos amostrais. Essa 

detecção e quantificação foi realizada por meio da comparação da intensidade dos sinais 

obtidos em pontos de intersecção das amostras contra as sondas, tendo como base a 

intensidade de contraste apresentada pelos controles, os quais continham 105 e 106 

células de cada uma das 40 espécies-alvo. 
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Figura 5: A. Fotografia de uma das membranas reveladas em filme radiográfico. B. Demarcação, por 
meio do programa CLIQ 1D® (Totallab, Newcastle, Inglaterra), dos pontos de intersecção entre cada 
sonda investigada e amostra hibridizada.  

 

 

3.13 Método estatístico 

Os dados microbiológicos obtidos por meio das amostras coletadas nos dois 

tempos experimentais propostos nesse projeto submetidos à análise estatística 

descritiva.  

Para verificar a distribuição dos dados do estudo foi realizado o teste de 

significância de Shapiro-Wilk, o qual confirmou que a distribuição não correspondeu a 

um padrão de normalidade, com p < 2,2x10-6. 

A contagem total de espécies foi analisada por meio do teste não-paramétrico 

de Brunner and Langer (Non-parametric analysis of longitudinal data in factorial 

experiments) para a análise de inferência dos tempos (T1 e T2) sobre a contagem dos 

microrganismos total, com intervalo de confiança de 95%.  

Em função da ausência de padrão de normalidade, foram utilizados métodos 

não-paramétricos para as análises de inferência. Desta forma, os dados apresentados 

serão resumidos em medianas, intervalos interquartis (1º e 3º quartis), valores 

máximos e mínimos, e médias. As significâncias foram obtidas em torno dos valores 

das medianas. 

Para testar a hipótese de ausência de interação do fator tempo entre o tempo 

inicial e final em relação à contagem dos microrganismos total, os testes Wald-Type 

Statistic (WTS) e ANOVA-Type Statistic (ATS) foram aplicados. Os mesmos testes 
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foram aplicados para avaliar a hipótese de ausência de interação dos fatores tempo e 

espécies.  

Diferenças foram consideradas significantes para valores de p <0,05. Os dados 

foram analisados utilizando o software estatístico R (R. software 3.1.0; R Foundation 

for Statistical Computing, Viena, Áustria). 
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4. RESULTADOS 

 

A amostra desse estudo foi constituída de 21 pacientes, sendo 10 do sexo 

feminino e 11 do sexo masculino, com idades variando entre 11 a 16 anos, com idade 

média de 13,1 anos.  

Após o processamento laboratorial das coletas realizadas pela pesquisadora 

principal e análise das imagens radiográficas por meio de software pela mesma 

pesquisadora após treinamento e calibração, os dados foram submetidos para análise 

estatística.  

Para verificar a distribuição dos dados do estudo, duas análises foram 

realizadas, por meio do teste de Shapiro-Wilk, e foi possível observar que a distribuição 

não correspondeu a um padrão de normalidade (Figura 6). Em razão da distribuição 

dos dados sem um padrão de normalidade, foram utilizados métodos não-paramétricos 

para as análises de inferência, com significâncias obtidas em torno da mediana. 

 
Figura 6: A. Gráfico de densidade. B. Gráfico de linha. O teste de significância de Shapiro-Wilk 
confirmou que a distribuição foi não-normal, com p < 2,2x10-6. 

   

 

Em função da ausência de padrão de normalidade, os dados utilizados para 

avaliação estatística nao paramétrica e foram resumidos em medianas, intervalos 

interquartis (1º e 3º quartis). O T1 representou as amostras coletas previamente a 

instalação dos bráquetes ortodônticos, e, desse modo, o T2 representou as coletas 

realizadas após 15 dias (Tabela 2). A significância foi obtida em torno dos valores das 

medianas.  

 



48 | Resultados 

Tabela 2: Avaliação estatística não paramétria em torno dos valores das medianas (M: Mediana, Q1-
Q3: intervalos interquartis).  

Contagem total das espécies T 1 T 2 p 

M 
(Q1-Q3) 

280902 
(155116 – 512823) 

319708 
(1906556 – 562442) 

<0,05 

 

De acordo com o teste não-paramétrico de Brunner and Langer (Non-

parametric analysis of longitudinal data in factorial experiments), utilizado para a 

análise de inferência dos tratamentos sobre a contagem dos micro-organismos de 

uma forma total, sem discriminação entre as espécies investigadas, foi possível 

observar diferença estatisticamente significante entre T1 e T2 (Figura 7 e 8). 

 

Figura 7: Gráfico do tipo Box Plot onde estão presentes os valores das 
medidas descritivas dos valores mínimo, 1o quartil, mediana, 3o quartil e valor 
máximo de contagem microbiana total para cada tempo. 
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Figura 8: Intervalo de confiança de 95% para o efeito relativo 
do fator tempo sobre a contagem de contagem de micro-
organismos (Figura 2), confirmando o resultado do Box Plot. 

 
 

Para testar a hipótese de ausência de interação do fator tempo (T1 e T2), 

Wald-Type Statistic (WTS) e ANOVA-Type Statistic (ATS) foram aplicados, conforme 

a tabela abaixo. A hipótese de ausência de interação foi rejeitada, uma vez que tanto 

WTS quanto ATS resultaram em valores de p < 0,05 (1,02x10-5). Ou seja, o fator 

tempo foi significativo na contagem dos micro-organismos, que se apresentou 

aumentada no T2 (15 dias após a instalação do aparelho ortodôntico). 

 

Tabela 3: Diferença estatística identificada por meio dos testes de Wald-Type Statistic (WTS) e ANOVA-
Type Statistic (ATS), demonstrando que a contagem total de espécies no segundo tempo experimental 

foi significativamente maior.  

 Contagem total das espécies WTS e ATS (valor de p)  

T 1 809.781 
1,02E-05  

T 2 871.219 

 

 A análise multifatorial realizada por meio do teste GEE (Generalized Estimating 

Equations) entre tempo e espécies mostrou resultado bastante significativo, no qual 

37 das 40 espécies investigadas foram encontradas em quantidade significativamente 

maior no T2, ou seja, após 15 dias da instalação do aparelho ortodôntico no arco 

inferior. Apenas as espécies Eubacterium nodatum (complexo laranja), Veillonella 

parvula (complexo roxo) e Staphylococcus intermedius (complexo amarelo) não se 
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apresentaram em maior quantidade após 15 dias de tratamento ortodôntico. Todas as 

demais espécies apresentaram-se mais predominantes sem alteração de significância 

entre si, exceto pelas espécies Treponema socranskii (outras espécies) e 

Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum (complexo laranja) (Figura 9 e Tabela 4). 

 
Figura 9: Gráfico Box Plot da análise individual das espécies. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T1                                                       T2 
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Tabela 4: Resultado da análise multifatorial para a comparação das espécies nos dois períodos, por 
meio do teste GEE (Generalized Estimating Equations). Códigos de significância: 0 '**** 0.001 '**' 0.01 
'*' 0.05 '.' 0.1. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Apesar de todos os esforços de pesquisadores para minimizar os riscos de 

desenvolvimento de doenças durante o tratamento ortodôntico corretivo com 

aparelhagem fixa (desenvolvimento de novas técnicas e dispositivos, otimização de 

materiais de colagem e cimentação de acessórios), o surgimento de alterações 

periodontais como inflamação e sangramento gengival, aumento de volume e recessão 

gengival, comumente encontradas em pacientes adolescentes  ainda é uma 

problemática e diversos estudos demonstram que os diferentes dispositivos 

ortodônticos podem alterar a microbiota bucal qualitativa e quantitativamente (Lovrov 

et al., 2007; Gomes et al., 2007; Chapman et al., 2010; Kin et al., 2010; Ren et al., 

2014; Cerroni et al., 2018; Mei et al., 2019; Voinea-Georgescu et al., 2020). 

No entanto, com todos os estudos microbiológicos entorno da utilização de 

aparelhagem fixa em adolescentes após diferentes períodos, não parece estar 

elucidado quais são as alterações presentes na microbiota oral de pacientes 

adolescentes no início do tratamento ortodôntico, mesmo diante de adequadas 

orientações de higiene bucal.  

Por essa razão, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito inicial da 

instalação de aparelhagem fixa sobre a microbiota oral de adolescentes em condição 

de saúde periodontal por meio da técnica de hibridização DNA-DNA (checkerboard), 

tendo dois tempos como período experimental para coleta salivar: previamente à 

instalação de bráquetes convencionais e após quinze dias do início do tratamento 

ortodôntico.  

Foi confirmada hipótese de que a microbiota bucal seria modificada, visto que 

após quinze dias de utilização de aparelho ortodôntico fixo, a microbiota bucal dos 

adolescentes sob tratamento ortodôntico foi alterada e bactérias envolvidas na 

patogênese da doença periodontal se encontraram em maiores quantidades, o que 

corrobora com outros estudos que também verificaram essa alteração em períodos 

maiores de observação (Olmedo, 2009;  Perdiza, 2009; Andrucioli, 2009; Kim et al., 

2010; Morelli, 2016; Shirozaki et al, 2017; Andrucioli et al., 2018; Bergamo et al., 

2018; Bergamo et al., 2019; Jing et al., 2019; Shirozaki et al, 2020; Gujar et al., 2020). 

Desde a década de 40 já havia sido observado que após a utilização de bandas 
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ortodônticas, bactérias acidófilas tinham sua população aumentada no meio bucal em 

relação a demais bactérias, demonstrando alteração na composição do biofilme, sendo 

também observado o aumento de lactobacilos e estafilococos durante a utilização de 

dispositivos fixos, especialmente em adolescentes (Dikeman, 1962). Ainda, diversas 

outras alterações relacionadas ao biofilme foram observadas por pesquisadores ao 

longo dos anos: a utilização de aparelhos fixos inferindo no aumento da contagem 

total de lactobacilos presente na microbiota bucal; a diminuição de contagem total de 

microrganismos após a remoção desses aparelhos; a relação direta da quantidade de 

dispositivos ortodônticos empregados com a alteração da microbiota bucal; o aumento 

de bactérias envolvidas na patogênese da doença cárie e doença periodontal após 

diferentes períodos de utilização de aparelhos fixos (Adams, 1967, Balenseifen, 1970; 

Friedman, 1985; Diamanti-Kipioti et al., 1987; Paolantonio et al., 1997; Chang et al., 

1999; Sukontapatipark et al., 2001; Hagg, 2004; Chin et al., 2006). 

Recentemente, diversos estudos foram publicados e confirmaram a alteração 

microbiológica da microbiota bucal após a instalação de dispositivos ortodônticos fixos 

a curto e longo prazo, no entanto, os avanços científicos alcançados nas últimas 

décadas proporcionam que novas metodologias sejam empregadas para ampla 

investigação microbiológica de amostras e, com isso, essa linha de pesquisa passou a 

contar com a análise microbiológica por meio da técnica de hibridização de DNA-DNA 

Checkerboard, como realizado nesse estudo (Olmedo, 2009;  Perdiza, 2009; Andrucioli, 

2009; Kim et al., 2010;  Lemos, 2014; Morelli, 2016; Shirozaki et al, 2017; Andrucioli 

et al., 2018; Bergamo et al., 2018; Bergamo et al., 2019; Binda, 2019; Jing et al., 

2019; Shirozaki et al, 2020; Gujar et al., 2020). 

A escolha dessa ferramenta de análise para a detecção das espécies 

bacterianas investigadas nesse trabalho se deu justamente pela tentativa de agregar 

um diferencial ao tema de acordo com o tempo experimental adotado nesse estudo, e 

porque sua utilização traz vantagens já destacadas por outros autores (Olmedo, 2009;  

Perdiza, 2009; Andrucioli, 2009; Kim et al., 2010; Nelson-Filho, 2011; Nelson-Filho, 

2012; Nelson-filho, 2018), quando comparada ao método convencional de cultura de 

células, rt-PCR e r-RNA,  utilizados por muitos autores para avaliações microbiológicas 

(Gastel et al., 2007; Gerzson et al., 2015; Shirozaki et al, 2017; Aithal et al., 2019; 

Bajracharya et al., 2019).  
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Dentre essas vantagens, ressalta-se a rapidez com a qual a técnica pode ser 

realizada, possibilidade de se trabalhar com maior quantidade de microrganismos 

sobre uma mesma amostra, facilidade para utilização e detecção de microrganismos 

de difícil cultivo, padronização celular dos controles e maior eficiência na quantificação 

dos dados por meio da utilização de software para a leitura dos filmes radiográficos 

(do Nascimento, et al., 2010). 

É importante frisar que a saliva é uma amostra abundante e de fácil acesso 

dentro da prática ortodôntica e que o potencial de amostras retiradas da placa dental 

e saliva em refletir o meio bucal é 2 vezes maior quando comparado a remoção de 

dispositivos presentes na cavidade bucal, sendo a saliva uma matéria-prima de estudo 

que pode trazer importantes informações sobre a microbiota bucal (Yang et al., 2012; 

Zhang et al., 2016; Gao et al., 2016).  

No entanto, a técnica de hibridização DNA-DNA Checkerboard também 

apresenta suas dificuldades, principalmente relacionadas ao custo elevado das sondas 

bacterianas e a necessidade de treinamento técnico para seu correto desenvolvimento 

e leitura dos resultados (do Nascimento, et al., 2010). Por essa razão, todo o 

processamento laboratorial das amostras coletadas até a revelação dos filmes com os 

resultados pós hibridização, foram realizadas por uma única profissional técnica com 

ampla experiência em hibridização DNA-DNA Checkerboard.  

Atualmente, existe na literatura poucos estudos nos quais o atendimento 

clínico de todos os participantes foi realizado por um único profissional (Artun e Urbye, 

1988; Lemos, 2015). Sabe-se que estudos clínicos prospectivos podem apresentar 

dificuldades em relação ao estabelecimento de protocolos de tratamento, visto que a 

participação de mais de um profissional para o atendimento de todos os participantes 

selecionados pode ser um fator de confusão importante (Boyd et al., 1989; Sallum et 

al., 2004; Speer et al., 2004; Naranjo et al., 2006; Gong et al., 2011; Baka et al., 

2013). Nesse estudo, os participantes foram atendidos por seis alunos do segundo ano 

do curso de Especialização em Ortodontia da Faculdade de Odontologia de Ribeirão 

Preto, no entanto, sob supervisão de um único orientador e com padronização dos 

materiais utilizados, bem como a coleta de saliva, que foi realizada por um único 

profissional.  

Também para a minimização de interferências no estudo, houve padronização 



58 | Discussão 

da instrução de higiene oral fornecida a todos os participantes, sendo realizada pela 

pesquisadora responsável previamente ao início do tratamento ortodôntico, visto que 

diversos estudos apontam para o fato de que a orientação em relação aos cuidados 

de higiene necessários para a manutenção de saúde bucal durante a utilização de 

aparelho fixo é extremamente importante para a redução do risco de desenvolvimento 

de doenças durante o tratamento, especialmente nas fases de pré-adolescência e 

adolescência, pois alguns autores identificaram que a puberdade é um crítico período 

para alterações gengivais e doença cárie (Bach, 1953; Bussadori et al., 2005; Chapman 

et al., 2010; Saiani et al., 2018) e que durante esse período os adolescentes podem 

apresentar menor interesse por autocuidado em saúde, principalmente quando a 

insatisfação com a aparência física está presente, como é o caso de muitos pacientes 

que buscam por tratamento ortodôntico corretivo nesse período (Souza, 1998; 

Marques et al., 2006; Peres et al., 2008; Borges, Peres, Peres, 2010;  De Lira e De 

Souza, 2020; Atik et al., 2020). 

Ações preventivas, educacionais e motivacionais durante o tratamento 

ortodôntico podem apresentar efeitos significativos de melhora na saúde oral de 

pacientes ortodônticos (Bardal et al., 2011; Talic et al., 2011). No entanto, nesse 

estudo as orientações realizadas em relação a higiene bucal necessária após a 

instalação do aparelho fixo não pareceu ser suficiente para o controle do biofilme, visto 

que 37 das 40 espécies investigadas apresentaram-se elevada após o período de 15 

dias.  

Atualmente, temos uma vasta literatura, com estudos antigos e recentes, que 

torna consistente a associação entre o uso de dispositivos ortodônticos, higienização 

precária e alteração quantitativa do biofilme dentário. Ainda, é bastante explorada  que 

as alterações presentes no biofilme podem estar relacionadas a sua morfologia, 

composição e atividade metabólica (Adams, 1967, Balenseifen e Madonia, 1970; 

Friedman, 1985; Diamanti-Kipioti et al., 1987; Paolantonio et al., 1997; Chang et al., 

1999; Campbel, 2001; Sukontapatipark et al., 2001; Hagg, 2004; Chin et al., 2006; 

Thornberg et al., 2009; Ristic et al., 2007; Freitas, 2012;  Andrucioli et al., 2018; Binda, 

2019; Jing et al., 2019; Shirozaki et al., 2020). 

Estudos que também envolveram análise salivar, observaram que  

determinadas espécies de microorganismos se sobressaíram sobre outras após o 
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tratamento ortodôntico, especialmente, S. mutans, S. sobrinus, L. casei and L. 

acidophilus, Prevotella nigrescens, Pseudomonas putida, Fusobacterium 

periodonticum, Pseudomonas aeruginosa, Peptostreptococcus anaerobius,  Tanerella 

forsythia, Porphyromonas gingivalis (Pandis, 2010; Nelson-Filho, 2011; Nelson-Filho 

2012; Bergamo et al., 2019; Jing et al., 2019), o que corrobora com a revisão de 

literatura realizada por Freitas (2012), na qual conclui-se que a presença de aparelhos 

fixos e sua interferência na quantidade e qualidade da microbiota bucal é 

moderadamente evidenciada pela literatura.  

Desse modo, a elevação na contagem microbiológica total observada neste 

estudo após 15 dias da instalação de aparelho ortodôntico fixo não surpreendeu, em 

relação ao conhecimento trazido pelos estudos previamente existentes. No entanto, 

esse estudo buscou não apenas avaliar a contagem total de microrganismos, mas 

quais, dentre as espécies investigadas sofreriam alterações nesse período inicial, visto 

que diversos autores sugerem a necessidade de maiores estudos acerca das alterações 

presentes na microbiota oral após a instalação de aparelhos fixos e que muitos dos 

estudos microbiológicos presentes na literatura não utilizaram a metodologia de 

hibridização DNA-DNA checkerboard para investigação (Gastel et al., 2007; Liu et al., 

2011; Freitas et al, 2012; Gerzson et al., 2015; Shirozaki et al, 2017; Aithal et al., 

2019; Bajracharya et al., 2019; Jing et al., 2019). 

É importante ressaltar que mesmo os estudos recentes que utilizaram da 

técnica de hibridização DNA-DNA checkerboard para a análise microbiológica, 

utilizaram períodos experimentais bastante diferentes do adotado nesta pesquisa, na 

maioria das vezes, realizando coletas após 30, 60, 90 ou 180 dias (Olmedo, 2009;  

Perdiza, 2009; Andrucioli, 2009; Kim et al., 2010; Morelli, 2016; Shirozaki et al, 2017; 

Andrucioli et al., 2018; Bergamo et al., 2018; Bergamo et al., 2019; Jing et al., 2019; 

Shirozaki et al, 2020; Gujar et al., 2020). Desse modo, as alterações microbiológicas 

significantes observadas nesse estudo, mesmo dentro de um período curto de 

observação, podem representar um alerta para a prática clínica do ortodontista, pois 

ainda que manifestações clínicas não estejam presentes, a doença periodontal pode já 

estar se desenvolvendo.  

Desta forma, os ortodontistas devem controlar a higiene do paciente desde o 

início do tratamento pois, o aparecimento de doenças periodontais pode iniciar assim 
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que o aparelho fixo for instalado, e devem compreender que essa é uma problemática 

que merece atenção constante, em todas as faixas etárias, não apenas durante 

tratamento de pacientes adultos. Principalmente, porque dentro da perspectiva da 

prevenção de doenças e promoção de saúde, não se deve esperar pelo 

estabelecimento de sinais clínicos evidentes, mas compreender que a dificuldade de 

higienização bucal após a instalação de dispositivos ortodônticos é capaz de alterar 

precocemente o nível de microrganismos patogênicos na microbiota bucal do 

hospedeiro, o que configura o início da doença que posteriormente é observada pelos 

sinais clínicos. 

Em 2018 e 2019, Bergamo et al. utilizou a técnica de checkerboard para avaliar 

se a presença de bráquetes modifica a microbiota bucal aumentando o risco à doença 

cárie e doença periodontal e se o design dos bráquetes influenciava no acúmulo do 

biofilme, respectivamente. Em 2018, concluiu que pacientes adolescentes que não 

estavam sob o protocolo de prevenção estabelecido no estudo apresentaram aumento 

significativo de Prevotella nigrescens, Pseudomonas putida, Fusobacterium 

periodonticum, Pseudomonas aeruginosa, Peptostreptococcus anaerobius, e Tanerella 

forsythia. E que, sob o uso de bochechos com clorexidina, apenas a Porphyromonas 

gingivalis apresentou-se elevada após o período de 60 e 90 dias. Em 2019, concluiu 

também que o design do bráquete autoligado tornava a colonização por bactérias do 

complexo vermelho mais comum. Nesse trabalho, bactérias de todos os complexos 

encontraram-se elevadas, no entanto, todas as bactérias do complexo vermelho 

apresentaram aumento bastante significativo.  

Estudos que demonstraram que o uso do sistema autoligado pode oferecer 

maiores riscos ao paciente em relação a doença periodontal (Gastel et al., 2007; Gastel 

et al., 2008; Bajracharya et al., 2019). Nesta pesquisa, o bráquete utilizado para o 

tratamento ortodôntico foi o convencional, especialmente por não haver na literatura 

indicação de um modelo fixo que não ofereça o risco de maior adesão microbiana e 

por esse ser o modelo ainda mais utilizado na ortodontia. 

Apesar de alguns estudos utilizarem tempos experimentais maiores do que o 

proposto nesse projeto, em geral, realizando coletas após 30, 60, 90 ou 180 dias 

(Olmedo, 2009;  Perdiza, 2009; Andrucioli, 2009; Kim et al., 2010; Morelli, 2016; 

Shirozaki et al, 2017; Andrucioli et al., 2018; Bergamo et al., 2018; Bergamo et al., 
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2019; Jing et al., 2019; Shirozaki et al, 2020; Gujar et al., 2020). Estudos com 

parâmetros clínicos observaram alterações compatíveis com o estágio inicial de 

gengivite após 7, 10 e 20 dias da instalação de dispositivos ortodônticos (Bergamo et 

al., 2019; Gökçe et al., 2019; Shirozaki et al, 2020).  

Ou seja, tomando como base que as bactérias são essenciais para o 

desenvolvimento da doença periodontal, ainda que fatores relacionados a 

características individuais, sistêmicas, sociais, comportamentais e fatores psicológicos 

exerçam uma influência na extenção e severidade da doença (Diamanti‐kipioti et al., 

1987; Soares et al., 2009; Ghijselings, et al., 2014),  alterações microbiológicas devem 

ocorrer antes do período de 30 dias, como observado nesta pesquisa. Desta forma, os 

ortodontistas devem se atentar precocemente quanto ao aparecimento de doenças 

periodontais e compreender que essa é uma problemática que merece atenção 

constante, e não apenas durante tratamento de pacientes adultos. 

Nesse estudo, 37 das 40 espécies investigadas apresentaram-se aumentadas 

após o período de 15 dias de tratamento ortodôntico com bráquetes convencionais, e 

dentre essas espécies, bactérias pertencentes ao complexo vermelho e laranja. É 

importante enfatizar que, apesar das instruções de higiene oral, os participantes do 

estudo não estavam sob uso de clorexidina e que, de acordo com a literatura, essa 

utilização poderia impactar nos resultados encontrados por meio da redução de 

microrganismos (Perdiza, 2009; Olmedo, 2009). 

Alguns estudos recentes que tiveram a mesma temática abordada em suas 

buscas, também encontraram algumas espécies bacterianas elevadas após a utilização 

de aparelho fixo, como S. mutans, S. sanguinis, S. orallis e S. gordinii, P. nigrescens, 

P. putida, F. periodonticum, P. aeruginosa, P.anaerobius, e T. forsythia (Bergamo et 

al., 2018; Bergamo et al., 2019). No entanto, a diferença em relação a quantidade de 

espécies que se encontraram elevadas pode estar associado aos diferentes métodos 

de análises utilizados e até mesmo à limitação em relação a quantidade de espécies 

utilizadas, visto que o grande diferencial que a técnica de hibridização DNA-DNA 

Checkerboard oferece é a possibilidade de investigação de um maior número de 

microrganismos sobre uma mesma amostra.  

Em 2009, um estudo realizado por Perdiza et al. utilizou o mesmo período 

experimental proposto nesse trabalho e, do mesmo modo, por meio da técnica de 
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checkerboard identificou que a maioria das sondas utilizadas estavam presentes em 

aparelhos removíveis que não estavam sob o protocolo de desinfecção com clorexidina. 

Mas, além da diferença entre o tipo de aparelho utilizado, os participantes desse estudo 

eram crianças e mesmo com o protocolo de desinfecção estabelecido, S. sanguinis, S. 

orallis e S. gordinii se apresentaram elevadas em todas as amostras coletadas, o que 

pode indicar aumento na quantidade de biofilme, mas não necessariamente ao risco 

de doenças periodontais.  

A dificuldade em discutir os resultados encontrados com estudos que tiveram 

participantes crianças e adultos, mesmo com a utilização da técnica de checkerboard, 

é justamente porque alguns autores observaram que adolescentes em tratamento 

ortodôntico apresentaram maior risco de desenvolver essas alterações quando 

comparados aos pacientes que iniciaram o tratamento mais tardiamente (Bach, 1953; 

Chapman et al., 2010). 

Estudos investigaram alterações microbiológica e parâmetros clínicos 

precocemente, com tempos experimentais de 3 e 7 dias, e demonstraram que após a 

instalação de aparelhos fixos em adultos jovens, a formação de colônias de bactérias 

anaeróbias e aeróbias esteve presente em ambos tempos, e em maior quantidade 

após 7 dias, bem como a presença de sangramento gengival (Gastel et al., 2007; 

Gökçe e Kaya, 2019). Mas é válido ressaltar que a técnica de hibridização DNA-DNA 

não foi realizada e que os microrganismos presentes não foram especificados. 

Portanto, torna-se difícil o embasamento dos resultados encontrados aqui com base 

em modelos de estudo tão diferentes.  

No último ano, alguns estudos foram publicados sobre essa temática e 

verificaram aumento de espécies bacterianas após o início do tratamento ortodôntico 

com aparelhagem fixa, no entanto, novamente as diferenças entre número amostral, 

metodologia de análise e tempo experimental estão presentes (Reichardt et al., 2019; 

Gujar et al., 2020; Voinea-Georgescu et al., 2020; Adams et al., 2020) 

A decisão de explorar o período inicial da terapia ortodôntica com aparelho 

fixo foi tomada justamente porque estudos envolvendo parâmetros clínicos apontam 

para o fato de que as alterações iniciais podem ser observadas após 3, 7, 10 e 20 dias 

do uso do aparelho fixo ortodôntico (Gastel et al., 2007; Bortoluzzi et al., 2013; Gökçe 

e Kaya, 2019), ou seja, o período de 30 dias adotado em muitos estudos para a 
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primeira coleta salivar engloba um período em que a doença, ainda que aguda, já se 

encontra instalada e o interesse deste estudo foi justamente poder contribuir com a 

avaliação previamente ao estabelecimento clínico da gengivite. 

No entanto, apesar dos resultados serem claros ao apontar o aumento 

significativo de bactérias após 15 dias de tratamento ortodôntico, não é possível 

afirmar, com bases nos dados, que o risco para o desenvolvimento de doença 

periodontal foi, também, aumentado. Isso porque as bactérias selecionadas para a 

investigação nesse estudo englobaram todos os complexos bacterianos e espécies 

comumente encontradas no meio bucal. O aumento detectado pela maioria das sondas 

envolveu espécies distribuídas em todos os complexos. Desse modo,  bactérias 

associadas a doença periodontal como Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium 

nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, 

Prevotella nigrescens, Tannerella forsythia e Treponema denticola (Page et al., 1987; 

Socransky et al., 2005; Marsh et al., 2011; Meyle et al., 2015) se encontrarem elevadas 

no segundo tempo experimental, bem como bactérias dos complexos amarelo, verde, 

roxo e também se elevaram e pouca diferença estatística entre as espécies foi 

evidenciada.  

Apenas as bactérias Eubacterium nodatum (complexo laranja), Veillonella 

parvula (complexo roxo) e Staphylococcus intermedius (complexo amarelo) não se 

apresentaram elevadas no segundo tempo de coleta e entre as bactérias que 

apresentaram aumento significante, apenas Treponema socranskii (outras espécies) e 

Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum (complexo laranja) apresentaram 

significância menor quando comparadas as demais.  

Sobre esses resultados, é importante ressaltar que, apesar de Veillonella 

parvula ser observada em condição de gengivite e periodontite crônica, essa espécie 

também se encontra presente em condição de saúde periodontal (Abusleme et al., 

2013; Hong et al., 2015; Curtis et al., 2020), bem como as espécies Eubacterium 

nodatum e Staphylococcus intermedius, que também não apresentaram aumento 

significante nesse estudo. Esses achados podem apontar para um desequilíbrio na 

homeostase da microbiota bucal, visto que, corroborando outros estudos, bactérias 

associadas a gengivite (Abusleme et al., 2013; Hong et al., 2015; Curtis et al., 2020) 

apresentaram aumento significativo como Fusobacterium nucleatum ss. polymorphum, 
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Aggregatibacter actinomyces, sp. Fusobacterium nucleatum ss vincentii, Streptococcus 

sanguinis, F. periodonticum, Capnocytophaga gengivalis; bem como bactérias 

associadas a doença periodontal (Abusleme et al., 2013; Hong et al., 2015; Curtis et 

al., 2020), como Prevotella nigrescens, Prevotella melaninogenica,  Porphyromonas 

gengivalis, Treponema denticula, Tannerella forsythia  e Fusobacterium nucleatum ss 

Vincentii. 

Essas observações corroboram com outros estudos já realizados, que 

identificaram a presença de bactérias não patogênicas presentes após a instalação de 

aparelhos fixos (Lemos, 2014; Gerzson et al., 2015; Gujal et al., 2020). Mas, levando-

se em conta que a doença surge da quebra da ruptura na homeostase microbiana da 

cavidade oral (Bergamo et al.,  2019) é possível inferir o risco aumentado para a 

doença periodontal diante da perspectiva qualitativa e quantitativa do biofilme, visto 

que todos os complexos apresentaram-se aumentados no T2. 

Ainda que autores (Boyd et al., 1989; Ristic et al., 2007)  afirmem que em 

algum momento do tratamento ortodôntico pacientes tendam a vivenciar alguma 

patologia gengival, a literatura presente até esse momento parece apontar para uma 

lacuna de conhecimento em relação as alterações iniciais na microbiota bucal após o 

início do tratamento ortodôntico, o que poderia trazer importantes informações para o 

estabelecimento de protocolo de prevenção em relação ao momento mais oportuno 

para sua aplicação, visto que o início do tratamento também pode representar o 

período de adaptação do paciente quanto a higienização bucal com a presença de 

novos dispositivos em seu meio e que a prevenção, detecção precoce e controle 

precoce pode resultar em uma população adulta mais saudável do ponto de vista da 

saúde oral (Soares et al.; 2009). 

Portanto, por meio desse estudo clínico prospectivo é possível destacar a 

importância de mais investigações acerca da temática abordada, com desenhos de 

estudos que possam explorar de forma mais profunda as alterações qualitativas da 

microbiota bucal e como elas se relacionam com o aparecimento de sinais clínicos 

iniciais de alterações periodontais.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos no presente 

estudo em adolescentes, pôde-se concluir que a montagem do aparelho ortodôntico 

fixo foi capaz de aumentar, significativamente, os níveis salivares totais de 

microrganismos após 15 dias da instalação deste aparelho, dentre eles bactérias 

envolvidas direta ou indiretamente com a doença periodontal.  
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