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Resumo: O tratamento ortodôntico pode ser um fator predisponente para o desenvolvimento de placa 

dentária formada por biofilme multiespécies, causando assim lesões de mancha branca e, consequente-

mente, cáries. O desenvolvimento de novos biomateriais pode ajudar a minimizar essa condição. Este 

estudo teve como objetivo avaliar a capacidade inibitória da formação de biofilme por meio da modifi-

cação de um sistema adesivo ortodôntico (SA) com a inserção de compostos com atividade antimicro-

biana. Cloreto de cetilpiridínio (CPC), sal de imidazol (IMS), clorexidina (CHG), triclosano ou cloramina 

T foram incorporados ao SA Transbond® XT. Os SAs foram testados ex vivo para verificar a proteção 

contra Streptococcus mutans e Candida albicans em corpos de prova estruturados a partir de dentes 

bovinos e bráquetes metálicos. Os SAs modificados com CPC, IMS ou CHG apresentaram atividade anti-

biofilme satisfatória. Os SAs modificados não demonstraram efeito irritante no teste da membrana co-

rioalantóide, e os testes de resistência ao cisalhamento e de microdureza não mostraram diferença sig-

nificativa entre o SA na composição original e os SAs modificados. A adição de CPC, IMS ou CHG à for-

mulação do SA ortodôntico mostra-se promissora na prevenção da formação de biofilme, mantendo a 

força de adesão e sem causar danos teciduais, sugerindo potencial aplicabilidade na odontologia. 

Palavras-chave: Agentes anti-infecciosos; Materiais biocompatíveis; Biofilmes; Candida; Streptococ-

cus. 

 

1. Introdução 

A microbiota da cavidade oral é caracterizada por uma grande diversidade de 
microrganismos em estado de simbiose. No entanto, diversos fatores podem causar 
um desequilíbrio nessa condição. A principal doença relacionada a esse desequilíbrio 
é a cárie dentária, de natureza multifatorial, resultante da formação da placa bacte-
riana, originada de um biofilme multiespécies. Esse biofilme surge a partir da intera-
ção dinâmica entre microrganismos e componentes da dieta, formando estruturas 
complexas de alta eficiência metabólica e um sofisticado sistema de quorum sensing. 
Destaca-se a interação entre Candida albicans e Streptococcus mutans na cavidade 
oral, que favorece mutuamente sua colonização e presença em biofilmes e placas [1, 
2, 3]. O uso de aparelhos ortodônticos também pode ser um fator de colonização por 
esses dois patógenos, devido à dificuldade de higienização do dispositivo. 

Têm sido realizados esforços para reduzir os fatores que favorecem o desenvol-
vimento de cáries associadas ao tratamento ortodôntico por meio da incorporação 
de compostos com efeitos anticariogênicos em sistemas adesivos (ASs). Esses com-
postos incluem o cloreto de cetilpiridínio (CPC), um composto de amônio quaterná-
rio que afeta o equilíbrio elétrico da membrana; sais de imidazol (IMS), que apresen-
tam atividade antimicrobiana e antifúngica por meio da alteração da permeabilidade 
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da membrana e inibição do sistema enzimático citocromo P450; digluconato de clo-
rexidina (CHG), um bisbiguanida que altera a permeabilidade da membrana; triclo-
san (TCL), uma molécula não iônica que inibe a síntese de ácidos graxos e altera a 
permeabilidade da membrana; e a cloramina T (CAT), um composto à base de cloro 
que promove reações oxidativas e consequente hidrólise de proteínas [4, 5, 6, 7]. Es-
sas modificações estruturais envolvem uma ampla faixa de concentrações, com al-
guns compostos sendo ativos em concentrações muito baixas, enquanto outros re-
querem níveis potencialmente tóxicos para alcançar eficácia. 

Notavelmente, a modificação estrutural de um cimento de ionômero de vidro 
comercialmente disponível pela incorporação do sal de imidazólio 1-n-hexadecil-3-
metilimidazólio cloreto (C16MImCl) a uma concentração de 10 ppm resultou no de-
senvolvimento de um novo biomaterial com atividade antifúngica contra biofilme e 
sem toxicidade detectável [8]. De forma semelhante, IMS à base de esteroides de-
monstraram atividade de amplo espectro contra patógenos humanos e ausência de 
efeitos citotóxicos dentro da faixa de concentração de 5–100 µg/mL [9]. Para preen-
cher essa lacuna, o objetivo deste estudo foi avaliar a inibição da formação de bio-
filme por meio da modificação de um sistema adesivo ortodôntico comercialmente 
disponível. Essa modificação envolveu a incorporação de cinco compostos com ativi-
dades antibacteriana e antifúngica previamente descritas, visando ao desenvolvi-
mento de um novo biomaterial considerando a relação entre o tratamento ortodôn-
tico e o desenvolvimento de cáries. 

2. Materiais e Métodos 

2.1 Dentes bovinos 

Foram utilizados 120 dentes bovinos no experimento. Esses dentes apresenta-
vam coroas íntegras e sem defeitos de esmalte na superfície vestibular. Utilizando 
um disco de diamante de baixa rotação (KG Sorensen, Brasil) com refrigeração in-
tensa, as raízes e as superfícies lingual/palatina e incisal/oclusal de 72 dentes foram 
removidas, utilizando-se a parte central da superfície vestibular dos dentes incisivos 
(10 mm x 10 mm). Dos 48 dentes restantes, apenas as raízes foram removidas, pre-
servando-se toda a coroa dentária. Após os preparos iniciais, os dentes foram imer-
sos em solução de NaCl a 0,9% e esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos 
[10]. 

2.2 Sistemas adesivos e bráquetes 

O sistema adesivo ortodôntico fotopolimerizável utilizado foi o Transbond™ XT 
(3M Unitek, Califórnia, EUA). O ácido fosfórico a 37% foi obtido da Fusion Duralink - 
Angelus® (Londrina, Brasil), e os bráquetes metálicos tradicionais com malha de re-
tenção mecânica para incisivos centrais 11-21 foram adquiridos da Abzil® (São José 
do Rio Preto, Brasil). Cinco modificações do AS original foram preparadas por meio 
da incorporação de CPC (C21H38CIN, Labsynth) (AS1); IMS (1-hexadecil-3-metilimi-
dazólio - C16MImCl, Iolitec) (AS2); CHG (C20H30Cl2N10, Sigma-Aldrich) (AS3); TCL 
(C12H7Cl3O2, Sigma-Aldrich) (AS4); ou CAT hidratada (CH3C6H4SO2NClNa, Acros) 
(AS5). Um sistema adesivo não modificado foi utilizado como controle (AS6). Cada 
composto (pureza >95%) foi incorporado à resina em 1000 ppm (p/p) e espatulado 
até obter uma consistência uniforme. Nenhuma mudança visível de cor foi observada 
nos ASs modificados. 

2.3 Cepas e teste de formação de biofilme 

Foram utilizadas as cepas S. mutans ATCC 25175® e C. albicans ATCC 10321®. A 
cepa de C. albicans foi cultivada em ágar HiCrome Candida por 24 h a 37 °C, e a cepa 
de S. mutans foi cultivada em ágar Mitis Salivarius por 48 h a 35 °C em ambiente mi-
croaerofílico. Após o crescimento inicial, colônias jovens de cada cultura foram adi-
cionadas a uma solução estéril de NaCl 0,9% para obtenção de um inóculo padrão 
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contendo 1,5x10⁸ células/mL. Esse procedimento foi repetido semanalmente para 
garantir a viabilidade das cepas utilizadas. As suspensões bacterianas e fúngicas para 
os testes foram preparadas com 0,1 mL do inóculo padrão de C. albicans ou S. mutans, 
2 mL de caldo tripticase de soja, 0,5 mL de solução estéril de sacarose a 5% e 2,4 mL 
de solução salina a 0,9%. 

A formação de biofilme foi avaliada segundo metodologia previamente descrita 
[8], com modificações. Os corpos de prova (TS1-TS6) foram confeccionados utili-
zando os AS1-AS6, respectivamente, juntamente com dentes bovinos (12 para cada 
AS) e bráquetes. As superfícies dentárias preparadas foram secas em capela de fluxo 
laminar. Em seguida, realizou-se o condicionamento ácido com ácido fosfórico a 37% 
por 30 segundos, seguido por lavagem com água destilada, secagem com ar compri-
mido e colagem dos bráquetes utilizando o AS por fotopolimerização. A ativação da 
luz foi realizada por 40 segundos com uma unidade LED RadiiCal (SDI, Bayswater, 
VIC, Austrália). 

Cada TS foi subdividido aleatoriamente nos grupos A, B e C, e colocado em tubos 
Falcon contendo as suspensões previamente preparadas: o grupo A recebeu suspen-
são de S. mutans, o grupo B recebeu C. albicans, e o grupo C uma suspensão mista 
de S. mutans e C. albicans. Os tubos foram incubados em estufa bacteriológica a 35 °C. 
As suspensões bacterianas e fúngicas foram trocadas semanalmente durante um pe-
ríodo de quatro semanas, com verificação de crescimento nos meios utilizados. Após 
o período de incubação, os TSs foram lavados três vezes com solução salina estéril a 
0,9%, colocados em tubos de ensaio com 5 mL de água peptonada e submetidos à 
ultrassonicação a 40 kHz por 10 minutos (Quimis, Brasil) para remoção das células 
sésseis. Após esse procedimento, foram realizadas diluições seriadas (10⁻¹, 10⁻², 
10⁻³), e 20 µL de cada diluição foram incubados conforme os procedimentos iniciais. 
A inibição do crescimento foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura por 
emissão de campo com aumento de 2.000x em toda a área do TS, utilizando o micros-
cópio eletrônico de varredura FEI Inspect S50. 

2.4 Avaliação da resistência adesiva ao cisalhamento 

O teste de resistência adesiva ao cisalhamento foi realizado com adaptações [11] 
e de acordo com o protocolo ISO/TS 1140518, utilizando uma máquina de ensaio 
universal (Odeme Dental Research Corporation, EUA) com célula de carga de 500 N. 
Os 48 dentes, dos quais as raízes haviam sido previamente removidas, foram posici-
onados em uma estrutura circular de policloreto de vinila com 25 mm de diâmetro. 
Essa estrutura foi preenchida com resina acrílica (Clássico, Jet, Brasil), deixando a 
face vestibular exposta para colagem ortodôntica direta. Os TSs foram preparados 
com secagem das superfícies dentárias em capela de fluxo laminar. Em seguida, rea-
lizou-se o condicionamento ácido com ácido fosfórico a 37%. Os bráquetes foram co-
lados utilizando o AS proposto por fotopolimerização, conforme instruções do fabri-
cante. 

2.5 Avaliação da deformação plástica (microdureza) 

Doze TSs de cada AS foram preparados a partir de um molde com dimensões de 
5 mm de diâmetro por 3 mm de altura. Após o processo de fotopolimerização, foram 
embutidos em base epóxi plana (Poxipol, Uruguai). Em cada espécime, foram feitas 
cinco indentações, analisadas em triplicata, utilizando um microdurômetro Vickers 
da Shimadzu (modelo HMV-G 20ST), com carga de 200 gf por 15 segundos, conforme 
adaptações da American Society for Testing and Materials [12]. 

2.6 Avaliação de hipoalergenicidade – Teste HET-CAM 

A avaliação da biocompatibilidade dos ASs propostos foi realizada por meio do 
teste HET-CAM, baseado na análise do desenvolvimento de reações irritativas na 
membrana corioalantóica (CAM). No 10º dia de incubação, a casca dos ovos na região 
da câmara de ar foi cuidadosamente removida. Em seguida, a CAM foi exposta a 300 



Biofuncionalização e Aumento da Atividade Anticariogênica em um Sistema Adesivo para Uso Ortodôntico 4 de 8 
  

 

 

mg do AS em forma de pó, obtido por abrasão com broca diamantada após a fotopo-
limerização. Controles negativo e positivo foram avaliados com adição de 300 µL de 
solução salina a 0,9% e solução de NaOH 0,1 M (padronizada com C8H5KO4). Foram 
observados os sinais de hemorragia, vasoconstrição e coagulação em cada grupo 
para determinação do índice de irritação (IS), conforme Luepke (1985) [13], sendo 
classificados como: não irritante [0–0,9]; levemente irritante [1,0–4,9]; moderada-
mente irritante [5–8,9]; e extremamente irritante [9–21]. Todos os procedimentos 
foram conduzidos conforme as diretrizes da ISO 10993 para avaliação biológica de 
dispositivos médicos. 

2.7 Análise estatística 

Para avaliar a resistência adesiva ao cisalhamento e a deformação plástica dos 
ASs, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise 
de variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Dunnett para comparação 
das médias dos ASs modificados com o controle. O software GraphPad Prism versão 
8.0 (Boston, EUA) foi utilizado para a análise. 

3. Resultados 

3.1 Teste de formação de biofilme 

Os sistemas adesivos (ASs) modificados com CPC (AS1), IMS (AS2) e CHG (AS3) 
mostraram-se eficazes na inibição da formação de biofilme. No entanto, AS4 e AS5, 
modificados com TCL e CAT, respectivamente, assim como o AS6 (controle não mo-
dificado), não foram capazes de inibir a formação de biofilme nas condições propos-
tas durante o período de incubação de quatro semanas (Tabela 1). Esse resultado foi 
confirmado por microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo (Figura 
1A), revelando inibição completa da formação de biofilme em TS1. Em contraste, TS5 
demonstrou a presença de pseudohifas e blastoconídios de C. albicans, bem como cé-
lulas de S. mutans, confirmando a formação de uma matriz extracelular (Figura 1B). 

3.2 Avaliação da resistência adesiva ao cisalhamento 

Os testes para avaliação da resistência adesiva ao cisalhamento e da deformação 
plástica foram realizados apenas nos ASs modificados que apresentaram inibição sa-
tisfatória da formação de biofilme, bem como no controle. Os resultados referentes à 
carga aplicada nos corpos de prova (TSs) não apresentaram alterações significativas 
quando comparados entre si ou ao AS original (Figura 1C). 

Figura 1: Microscopia eletrônica de varredura (aumento de 2000x) indicando a su-
perfície do corpo de prova (TS) – sistema adesivo (AS) (seta azul) e dente bovino 
(seta amarela). A. visualização da superfície do AS e do dente em TS1 com inibição 
total da formação de biofilme; B. visualização da formação de biofilme misto 
de Streptococcus mutans (vermelho), Candida albicans (verde) e matriz extracelu-
lar/biofilme (seta branca) em TS6; C. resultados obtidos do teste de resistência ade-
siva ao cisalhamento. Os dados são apresentados como média ± DP. Não houve dife-
rença significativa entre os grupos (ANOVA de uma via; p = 0,65). 
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3.3 Avaliação da deformação plástica (microdureza) 

Ao comparar os resultados médios das três análises obtidas no teste de micro-
dureza, não houve diferença na deformação da estrutura dos ASs modificados em 
relação ao AS6 (não modificado) (Tabela 1). 

Tabela 1: Resultados dos ensaios de formação/inibição de biofilme e do teste de mi-
crodureza (média ± DP). 

Corpo de 

prova 

Biofilme A   Biofilme B   Biofilm eC   

Microdureza (Vickers) 
S. mutans   C. albicans   S. mutans + C. albicans   

 
10-1 10-2 10-3  10-1 10-2 10-3  10-1 10-2 10-3  - 

TS1 - - -  - - -  - - -  46.29 ± 0.74 

TS2 - - -  - - -  - - -  43.83 ± 1.3 

TS3 - - -  - - -  - - -  47.17 ± 2.29 

TS4 +++ +++ +++  +++ +++ +++  +++ +++ +++  NA 

TS5 +++ +++ +++  +++ +++ +++  +++ +++ +++  NA 

TS6 +++ +++ +++   +++ +++ +++   +++ +++ +++   NA 
Legenda: – crescimento negativo; +++ crescimento > 5 colônias. 

3. Discussão e Conclusão 

Nesta pesquisa, avaliamos a incorporação de diferentes compostos com ativi-
dade antibacteriana e antifúngica em um sistema adesivo (SA) comercial ampla-
mente utilizado na odontologia, explorando o potencial para o desenvolvimento de 
novos biomateriais com atividade antibiofilme. No campo do desenvolvimento de bi-
omateriais odontológicos, além da melhoria da função básica de um SA, têm sido re-
alizados esforços para reduzir efetivamente a formação de biofilme por meio da in-
corporação de diversos compostos visando o desenvolvimento de novas formulações 
biocompatíveis. Nossos resultados demonstraram um efeito inibitório distinto na 
formação de biofilme, com inibição completa dos biofilmes formados por S. mutans e 
C. albicans, bem como inibição do biofilme misto desses dois microrganismos pelos 
SA1 contendo CPC, SA2 contendo IMS e SA3 contendo CHG. 

A presença de S. mutans, associada a variações individuais nas condições saliva-
res, está bem descrita na patogênese da cárie dentária, sendo atribuída à formação 
de biofilmes e placa dentária. SAs têm sido relatados como ineficazes na inibição da 
formação de biofilmes [14]. Além do S. mutans, o tratamento ortodôntico pode levar 
a uma alteração na microbiota oral, resultando em um aumento na taxa de coloniza-
ção por espécies de Candida, especialmente C. albicans [15]. Um outro estudo de-
monstrou que crianças de 4 a 10 anos apresentavam uma prevalência de 8,3% de 
colonização por C. albicans no início do tratamento ortodôntico [16]. Quando reava-
liadas após seis meses, essa prevalência aumentou para 18,4%. Uma meta-análise 
avaliando o perfil de resistência de C. albicans isolada da cavidade oral mostrou baixa 
resistência a antifúngicos, exceto em pacientes com comorbidades [17]. No entanto, 
não há estudos que avaliem o perfil de resistência em pacientes durante o tratamento 
ortodôntico. Todos esses achados reforçam a relevância desse microrganismo no 
processo patogênico da cárie. 

O CPC e a CHG são amplamente utilizados na odontologia com finalidades profi-
láticas ou terapêuticas [3]. Diversos estudos demonstraram a eficácia do CPC na ini-
bição de biofilme causado por S. mutans quando incorporado a SAs. Um estudo de-
monstrou a eficácia do CPC incorporado ao SA Transbond™ XT na inibição de S. mu-
tans por até 180 dias, sem comprometer a resistência à tração do composto [18]. O 
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CPC também apresenta atividade inibitória eficaz contra C. albicans, mas principal-
mente quando associado a formulações de enxaguantes bucais. Uma solução con-
tendo 0,05% de CPC e 0,12% de CHG mostrou-se eficiente como agente descontami-
nante por meio de experimentos em próteses removíveis, inibindo o crescimento de 
C. albicans [5]. Modificações em SAs ortodônticos com a inserção de CHG encapsulada 
em nanopartículas de sílica indicaram eficácia na inibição de biofilme de S. mutans 
[19], no entanto, em concentrações mais elevadas (5%) do que as utilizadas em nosso 
estudo (0,1%). Não foram encontrados relatos na literatura sobre a inserção de CPC 
em SA fotopolimerizável contra C. albicans, o que torna os resultados encontrados 
neste estudo promissores como possibilidade de desenvolvimento de um novo bio-
material. 

Líquidos iônicos apresentam ampla variação estrutural, o que garante um vasto 
espectro de aplicações com ação eficaz contra fungos e bactérias. A atividade anti-
Candida do IMS já foi previamente demonstrada quando inserido no cimento de 
ionômero de vidro Ketac® Cem Easymix em proporção de 10 ppm [8]. O IMS avaliado, 
agora na forma de enxaguante bucal, demonstrou efeito inibitório sobre C. albicans 
[6]. Além disso, estudos demonstraram a possibilidade de inserção do composto em 
questão no polietileno de alta densidade usado como biomaterial na área médica, 
mais especificamente na regeneração óssea [7]. Um IMS derivado de ácido litólico 
demonstrou, além de atividade inibitória contra bactérias e C. albicans, efeito inibi-
tório sobre fungos filamentosos patogênicos [9]. Uma modificação estrutural nas ca-
deias laterais do IMS também apresentou resultado promissor devido à ação inibitó-
ria eficaz in vitro contra biofilmes dentários bacterianos mono e multiespécies [20]. 
Nossos achados são promissores, pois o efeito inibitório do C16MImCl contra S. mu-
tans, bem como sua incorporação em sistemas adesivos ortodônticos, ainda não ha-
via sido previamente relatado. 

O SA4, com inclusão de TCL, SA5 com CT, e SA6 (sem modificações), não apre-
sentaram capacidade de inibir nenhum dos três biofilmes propostos nas concentra-
ções testadas e, portanto, não foram incluídos nos ensaios subsequentes. O teste de 
cisalhamento, que avalia a força por unidade de área necessária para romper uma 
união adesiva com falha ocorrendo na interface adesiva ou adjacente a ela, indicou 
que as modificações propostas nos SAs não causaram alterações nessa propriedade. 
Além disso, a avaliação da deformação plástica não mostrou variação entre o SA co-
mercial (SA6) e os SAs modificados, indicando que a concentração proposta de 1000 
ppm não alterou sua estrutura física. A ação antibacteriana da CHG foi previamente 
avaliada com a inserção do composto em forma líquida, em concentração de 18%, na 
estrutura do cimento de ionômero de vidro de cura química Ketac® Cem Easymix 
[21]. Essa modificação estrutural foi capaz de inibir a microbiota residente sem com-
prometer as características físico-químicas do composto. Por fim, os resultados do 
teste da membrana corioalantóide (CAM), que é uma excelente alternativa para ava-
liar o potencial dos biomateriais em causar dano celular e/ou tecidual, demonstra-
ram que os SAs modificados não apresentaram toxicidade, uma vez que não houve 
alterações na CAM que indicassem hemólise, lise celular ou coagulação. 

Em resumo, a adição de CPC, IMS ou CHG à formulação do adesivo ortodôntico 
demonstrou potencial promissor na prevenção da formação de biofilmes por pató-
genos de relevância clínica, como S. mutans e C. albicans, e, consequentemente, na 
redução do risco de lesões de mancha branca e cáries associadas ao tratamento or-
todôntico. Outro aspecto favorável foi a manutenção das propriedades físicas dos SAs 
modificados, bem como a ausência de evidências de danos celulares e/ou teciduais. 
No entanto, apesar desses resultados promissores, este estudo possui limitações que 
devem ser reconhecidas. O delineamento experimental baseou-se em modelos ex 
vivo, que, embora úteis para triagem inicial e avaliação de biocompatibilidade, não 
reproduzem completamente as condições biológicas complexas da cavidade oral, 
como variações no fluxo salivar, pH, dieta e interações microbianas. Além disso, a 
avaliação da inibição do biofilme foi limitada a modelos específicos mono e duais de 
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espécies, o que pode não refletir toda a diversidade microbiana presente in vivo. Por-
tanto, são necessários estudos adicionais, incluindo ensaios in vivo de longo prazo 
em pacientes ortodônticos, para confirmar a eficácia clínica, segurança e durabili-
dade desses sistemas adesivos modificados em condições reais. 
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