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RESUMO 
 

Valdez, RMA. Detecção de microrganismos periodontopatogênicos Gram-negativos e 
quantificação de endotoxina em bráquetes metálicos, com ou sem utilização de agente 
antimicrobiano – Estudo in vivo. [dissertação]. Ribeirão Preto: FORP – Universidade de 
São Paulo; 2009. 
 
Empregando a técnica de biologia molecular Checkerboard DNA-DNA Hybridization e o 
teste Limulus Amebocyte Lysate, os objetivos do presente estudo clínico randomizado 
in vivo foram avaliar, em bráquetes ortodônticos metálicos: 1) A presença de 16 
espécies de microrganismos periodontopatogênicos Gram-negativos pertencentes aos 
complexos laranja e vermelho, por meio de sondas de DNA; 2) A quantidade de 
endotoxina bacteriana presente; e 3) A eficácia da utilização do gluconato de 
clorexidina a 0,12%, sob a forma de bochechos, na redução da contaminação pelas 16 
espécies de microrganismos periodontopatogênicos Gram-negativos e na redução da 
quantidade de endotoxina bacteriana. Participaram do estudo 33 pacientes de 11 a 33 
anos de idade, em tratamento com aparelho ortodôntico fixo, nos quais foram 
colocados randomicamente 3 bráquetes metálicos novos nos pré-molares. Os pacientes 
do Grupo Controle (n=17) fizeram 2 bochechos semanais com solução placebo, 
durante 30 dias. Os pacientes do Grupo Experimental (n=16) fizeram bochechos com 
solução à base de gluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®), da mesma forma 
que o grupo Controle. Decorridos 30 dias, os 3 bráquetes foram removidos de cada 
paciente e processados para a detecção dos microrganismos, pela técnica 
Checkerboard DNA-DNA Hybridization, e para a quantificação da endotoxina bacteriana 
por meio do teste Limulus Amebocyte Lysate. Os resultados obtidos foram analisados 
por meio dos testes não-paramétricos de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e pós-teste de 
Dunn, utilizando os softwares SAS e Graphpad Prism. O nível de significância adotado 
foi de 5%. De acordo com os resultados obtidos, observou-se que todos os bráquetes 
dos pacientes do Grupo Controle encontravam-se densamente contaminados pelos 
microrganismos avaliados. Nesse grupo, as espécies bacterianas do complexo laranja 
apresentaram-se em maiores quantidades, em relação às espécies do complexo 
vermelho (p<0,01). A mediana da quantidade de endotoxina para este grupo foi de 
0,6673 EU/ml. Quando comparado ao grupo Controle, observou-se que o número total 
de microrganismos no grupo Experimental foi estatisticamente menor, com mediana de 
29.150.000 no grupo Controle e de 13.130.000 no grupo Experimental (p=0,01). 
Quando os microrganismos foram avaliados por complexos, foi observada diferença 
estatisticamente significante entre os grupos Controle e Experimental para o complexo 
laranja (p=0,04), com contagens menores de bactérias após os bochechos com 
clorexidina. Por outro lado, observou-se que a quantidade de endotoxina no grupo 
Experimental foi maior, com mediana de 1,2199 EU/ml (p=0,02). Concluiu-se que os 
bochechos com solução de gluconato de clorexidina a 0,12% podem ser úteis, na 
prática clínica, com a finalidade de reduzir os níveis de microrganismos 
periodontopatogênicos Gram-negativos, em pacientes portadores de aparelhos 
ortodônticos fixos. No entanto, em função do aumento da quantidade de endotoxina 
bacteriana após o uso dos bochechos com clorexidina, estudos adicionais são 
necessários com a finalidade de desenvolver procedimentos clínicos ou agentes 
antimicrobianos que tenham ação sobre a endotoxina presente nos bráquetes 
metálicos. 



ABSTRACT 

Valdez, RMA. Detection of Gram-negative periodontopathogenic microorganisms and 
quantification of endotoxin in orthodontic metallic brackets, with or without use of an 
antimicrobial agent – An in vivo study. [dissertação]. Ribeirão Preto: FORP – 
Universidade de São Paulo; 2009. 
 
Using the biomolecular technique Checkerboard DNA-DNA Hybridization and the 
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) assay, the purposes of the present randomized 
clinical study were to evaluate in orthodontic metallic brackets: 1) The presence of 16 
Gram-negative periodontopathogenic microbial species of the orange and red 
complexes by using DNA probes; 2) The amount of bacterial endotoxin; and 3) The 
efficacy of 0.12% chlorhexidine gluconate mouthwashes in reducing the contamination 
by the evaluated microbial species and the amount of bacterial endotoxin. Thirty-three 
11-33-year-old patients undergoing orthodontic treatment with fixed appliances were 
enrolled in the study and all subjects had 3 new metallic brackets bonded to different 
premolars in a randomized manner. The patients in the Control group (n=17) were 
instructed to use a placebo mouthwash twice a week, while those in the Experimental 
group (n=16) were instructed to use a 0.12% chlorhexidine gluconate mouthwash 
(Periogard®) in the same way. After 30 days, the 3 brackets were removed from each 
patient and processed for detection of the microorganisms by the Checkerboard DNA-
DNA hybridization technique, and for quantification of bacterial endotoxin by the LAL 
assay. The data were analyzed statistically by the non-parametric Mann-Whitney, 
Kruskal-Wallis and Dunn’s post tests using SAS and GraphPad Prism softwares. A 
significance level of 5% was set for all analyses. The brackets of the patients in the 
Control group were densely contaminated by the evaluated microbial species. In this 
group, the number of bacterial species of the orange complex was larger compared to 
the number of bacterial species of the red complex (p<0.01). The median of the 
amount of bacterial endotoxin for this group was 0.6673 EU/ml. The Experimental 
group had a significantly smaller number of microorganisms than the Control group 
(median 13,130,000 versus 29,150,000; p=0.01). When the microorganisms were 
analyzed by complex, there was statistically significant difference between the Control 
and Experimental groups for the orange complex (p=0.04) with smaller counts of 
bacteria after use of chlorhexidine oral rinses. On the other hand, there was a greater 
amount of bacterial endotoxin in the Experimental (median of 1,2199 EU/ml; p=0.02). 
In conclusion, 0.12% chlorhexidine oral rinse can be useful in the clinical practice to 
reduce the levels of Gram-negative periodontopathogenic microorganisms in patients 
with fixed orthodontic appliances. Considering the increase in the amount of bacterial 
endotoxin after use of chlorhexidine oral rinses, further research is necessary to 
develop clinical procedures or antimicrobial agents with action against the endotoxin in 
the metallic brackets.  
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INTRODUÇÃO 

 

O meio ambiente bucal oferece condições ideais para a 

colonização das partes anatômicas que o compõem por uma microbiota 

bastante complexa, que coexiste em homeostase com o hospedeiro (Fejerskov 

e Kidd, 2005). No entanto, quando ocorrem modificações nesse ambiente, a 

microbiota também sofre alterações, resultando em desequilíbrio e possibilidade 

do desenvolvimento de doenças (Marsh, 2006).  

O tratamento ortodôntico por meio do uso de aparelhos fixos 

ocasiona alterações específicas no meio bucal (Anhoury et al., 2002; Lee e al., 

2005; Brusca et al., 2007), pois os aparelhos ortodônticos são compostos por 

uma variedade de materiais sólidos e elásticos (Steinberg e Eyal, 2004), com 

superfícies irregulares incluindo bráquetes, acrílico, bandas, fios e outros 

acessórios, as quais funcionam como áreas de retenção de biofilme bacteriano 

(Leung et al., 2006; Lessa et al., 2007; Ahn et al., 2007; Magno et al., 2008). 

Além disso, dificultam a higienização (Olympio et al., 2006; Faltermeier et al., 

2008) e limitam a ocorrência da auto-limpeza mecânica ocasionada pela saliva 

e pela movimentação da musculatura (Rosenbloon e Tinanoff, 1991).  

O maior acúmulo de microrganismos e a elevação dos seus níveis 

salivares, após instalação de aparelhos ortodônticos, implicam no aumento do 

risco a doenças, como a cárie dental e a doença periodontal (Ärtun e 

Brobakken, 1986; Anhoury et al., 2002; Naranjo et al., 2006; Sudjalim et al., 

2007; Consolaro e Consolaro, 2008; Lo et al., 2008).  

Em Ortodontia, a contaminação microbiana da superfície de 

componentes específicos de aparelhos ortodônticos fixos e removíveis tem sido 

avaliada empregando, na maioria das vezes, técnicas de cultura microbiana 

(Brêtas et al., 2005; Papaioannou et al., 2007; Lessa et al., 2007; Brusca et al., 
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2008; Magno et al. 2008; Maruo et al., 2008). Além disso, os estudos têm 

enfocado, particularmente, os microrganismos cariogênicos (Steinberg e Eyal, 

2004; Brêtas et al., 2005; Ahn et al., 2007; Lessa et al., 2007; Lim et al., 2008; 

Magno et al., 2008; Faltermeier et al., 2008). 

No entanto, alguns autores têm relatado que o uso de aparelhos 

ortodônticos promove, também, o aumento de patógenos periodontais no 

biofilme supra (Sallum et al., 2004) e subgengival (Sallum et al., 2004; Lee et 

al., 2005; Thornberg et al., 2009), os quais estão diretamente relacionados com 

a inflamação gengival que observada durante o tratamento ortodôntico (Sallum 

et al., 2004, Lee et al., 2005).  

Há possibilidade, também, da ocorrência de alterações 

inflamatórias na mucosa, particularmente do palato (Martins-Ortiz et al., 2004) 

e invasão de células da mucosa por microrganismos (Leung et al., 2006). 

Muitas vezes, mesmo os pacientes com higiene bucal mecânica satisfatória 

apresentam desenvolvimento de gengivite moderada, principalmente nos 

primeiros meses após a colocação do aparelho (Zachrisson e Zachrisson, 1972). 

Essa microbiota supra e subgengival periodontopatogênica é 

composta predominantemente por microrganismos anaeróbios (Huser et al., 

1990; Albandar e Rams, 2000; Jenkins e Papapanou, 2000), com níveis 

elevados de bactérias fusiformes e espiroquetas (Atack et al., 1996), 

semelhante à de pacientes sem aparelho ortodôntico portadores de alterações 

gengivais (Syed e Loesche, 1978).  

Com o advento das novas técnicas de biologia molecular, avanços 

ocorreram na área da Microbiologia, tornando possível a identificação de 

espécies bacterianas de maneira mais confiável, por meio de sondas de DNA. 

Dentre as técnicas de biologia molecular encontra-se a técnica Checkerboard 

DNA-DNA Hybridization, preconizada por Socransky, em 1994, e empregada em 

Odontologia nas áreas de Periodontia (Matarazzo et al., 2008; Teles et al., 

2008; Ioannou et al., 2009; Adriaens et al., 2009), Endodontia (Vianna et al., 

2008; Siqueira e Rôças, 2009), Implantodontia (Máximo et al., 2009; 

Nascimento et al., 2009), Odontopediatria (Ruviére et al., 2007; Youravong et 
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al., 2007; Gizani et al., 2009) e Cariologia (Filoche et al., 2008; Papaioannou et 

al., 2009), entre outras.  

Empregando a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, 

Haffajee et al. (2008) dividiram os microrganismos encontrados na placa 

supragengival nos chamados “complexos microbianos” vermelho, laranja, 

amarelo, verde e roxo, e grupo dos Actinomyces. De acordo com esses autores, 

os microrganismos pertencentes aos complexos vermelho e laranja estão 

altamente associados com a doença periodontal. 

Em Ortodontia, a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization foi 

empregada até o momento em apenas um estudo piloto efetuado por Anhoury 

et al. (2002), para avaliar a contaminação por diferente microrganismos, 

incluindo alguns periodontopatogênicos, em bráquetes metálicos e cerâmicos, 

após períodos não padronizados de manutenção na cavidade bucal. 

Outro aspecto também relevante é que os microrganismos Gram-

negativos, além de gerarem produtos e subprodutos tóxicos aos tecidos, 

contêm a endotoxina em sua parede celular. Esse conhecimento é 

particularmente importante, uma vez que a endotoxina, também conhecida 

como LPS em função de sua natureza lipopolissacarídica, é liberada durante a 

multiplicação ou morte bacteriana, exercendo uma série de efeitos biológicos 

importantes (Rietschel e Brade, 1992; Leonardo et al., 2004) que conduzem à 

ocorrência de reação inflamatória e reabsorção óssea (Daly et al., 1980; 

Ishihara et al., 1991; Rietschel e Brade, 1992; Antal-Szalmas et al., 1997; 

Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Jiang et al., 2003; Mochizuki et al., 

2004; Ren et al., 2005; Doucet e Lowestein, 2006; Rogers et al., 2007; Silva et 

al., 2008; Sosroseno et al., 2009). 

Sabe-se que a doença periodontal, em humanos, é caracterizada 

pela destruição das estruturas de suporte do elemento dental (McDevitt et al., 

2000), iniciada pela interação de microrganismos periodontopatogênicos com as 

células do hospedeiro (Sheikhi et al., 2000). A endotoxina bacteriana constitui 

um dos maiores fatores de virulência da superfície de microrganismos Gram-

negativos, atuando como um potente estímulo para uma grande variedade de 
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células do hospedeiro via receptores, como a proteína ligante da endotoxina 

(LBP), CD14 e “toll-like receptors” (TLRs) 2 e 4 (Ren et al., 2005), o que resulta 

na expressão de citocinas pró-inflamatórias e amplificação da resposta imune 

do hospedeiro (Antal-Szalmas et al., 1997).  

A endotoxina bacteriana pode ultrapassar o epitélio sulcular 

(Rizzo, 1968; Schwartz et al., 1972) e contribuir com a instalação de resposta 

inflamatória. Clinicamente, a perda de adesão periodontal e recessão gengival 

podem estar associadas com elevações nas concentrações de endotoxina no 

fluido crevicular (Maidwell-Smith et al., 1987). 

A endotoxina induz a produção de óxido nítrico (Sosroseno et al., 

2009), ativa o sistema complemento (Morrison e Kline, 1977) e, no interior dos 

tecidos periodontais e fluido gengival crevicular, ativa monócitos, macrófagos e 

fibroblastos a produzirem citocinas pró-inflamatórias clássicas, como a IL-1 

beta, TNF-alfa, IL-6 (Lee et al., 1995; Tsai et al., 1995; Leng e Elias, 1997), 

induzindo inflamação. Essas citocinas estimulam as metaloproteinases da matriz 

como as colagenases, que destroem os tecidos devido à degradação dos 

componentes da matriz extracelular. Além disso, a IL-1 e o TNF-alfa induzem a 

reabsorção óssea, indiretamente, estimulando a IL-6 ou indiretamente 

estimulando efetores associados com a osteoclastogênese, como o receptor 

ativador do fator ligante nuclear – kappa B (RANKL). A endotoxina por si só 

pode conduzir ao aumento da expressão osteoblástica de prostaglandina E2, 

RANKL, IL-1 e TNF-alfa (Roux e Orcel, 2000) e inibir diretamente a osteogênese 

(Loomer et al., 1995). Distúrbios na homeostasia do metabolismo do colágeno 

no interior do tecido gengival podem também ser ocasionados pela endotoxina 

(Takahashi et al., 2008).  

O rompimento vascular e sangramento que ocorrem em pacientes 

com periodontite elevam os níveis de hemoglobina no fluido crevicular gengival. 

Essa hemoglobina e a endotoxina oriunda de microrganismos 

periodontopatogênicos Gram-negativos atuam sinergicamente, amplificando a 

resposta inflamatória (Bodet et al., 2007). 
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Do ponto de vista ortodôntico, em 1999 Knoernschild et al. 

avaliaram a afinidade da endotoxina bacteriana de P. gingivalis e de E. coli a 

bráquetes metálicos, in vitro, por meio de espectrometria. De acordo com os 

resultados obtidos, observaram que a endotoxina de ambos os microrganismos 

se aderiram aos bráquetes, evidenciando que, in vivo, essa afinidade poderia 

afetar a concentração de endotoxina no sulco gengival, contribuindo para a 

inflamação dos tecidos adjacentes.  

Por outro lado, para a prevenção e controle da instalação de 

processos patológicos na cavidade bucal, embora os métodos de higiene bucal 

nos pacientes portadores de aparelhos ortodônticos devam ser enfatizados 

(Naranjo et al., 2006; Lim et al., 2008), em crianças, jovens e idosos a destreza 

manual e o cuidado com a higiene bucal, na maior parte das vezes, são fatores 

que comprometem o controle mecânico do biofilme (Dills et al., 1988). 

Adicionalmente, segundo Diedrich (1989), a escovação é ineficaz na remoção 

de microrganismos das áreas retentivas dos aparelhos.  

Em função disso, vários autores têm preconizado diferentes 

protocolos de uso de agentes antimicrobianos, particularmente a clorexidina, 

principalmente sob a forma de bochechos, sprays ou vernizes, como 

coadjuvantes no controle do biofilme dental e do biofilme dos aparelhos 

ortodônticos (Fardal e Turnbull, 1986; Brightman et al., 1991; Peixoto, 2007; 

Sari e Birinci, 2007; Lessa et al., 2007; Bagatin-Rossi, 2007; Maruo et al., 2008; 

Alves et al., 2008; Derks et al., 2008). Um enfoque especial tem sido dado à 

clorexidina, pois esta é considerada o antimicrobiano “padrão ouro”, quando 

comparada aos demais agentes disponíveis no comércio especializado (Mosrefi, 

2002).  

Pelo exposto, justifica-se a necessidade de estudos sobre a 

detecção de microrganismos periodontopatogênicos Gram-negativos por meio 

de técnicas de biologia molecular e quantificação de endotoxina, em bráquetes 

ortodônticos, com o objetivo de desenvolver terapêuticas clínicas para o seu 

controle e/ou eliminação. 
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PROPOSIÇÃO 

 

Empregando a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization e o 

teste Limulus Amebocyte Lysate, o objetivo desse estudo clínico randomizado in 

vivo foi avaliar, em bráquetes ortodônticos metálicos: 

− A presença de 16 espécies de microrganismos periodontopatogênicos 

Gram-negativos pertencentes aos complexos laranja e vermelho, por 

meio de sondas de DNA. 

− A quantidade de endotoxina bacteriana presente.  

− A eficácia da utilização do gluconato de clorexidina a 0,12%, sob a forma 

de bochechos, na redução da contaminação pelos microrganismos 

avaliados e na redução da quantidade de endotoxina bacteriana. 
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MATERIAL E MÉTODO 

 

Seleção da amostra 

Após a aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

envolvendo Seres Humanos, da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo – FORP/USP (processo no 2008.1.163.58.8 – Anexo 

1), foi obtido o consentimento livre e esclarecido dos pacientes (ou 

responsáveis) que fizeram parte da pesquisa. Foram selecionados 33 pacientes 

de 11 a 33 anos de idade, de ambos os gêneros, com dentição permanente 

completa, em tratamento com aparelho ortodôntico fixo no Departamento de 

Clínica Infantil, Odontologia Preventiva e Social da FORP/USP, por um tempo 

máximo de 16 meses.  

Esses indivíduos não poderiam ter feito uso de antibióticos e/ou 

bochechos com soluções antimicrobianas por um período mínimo de 3 meses, 

previamente ao início da pesquisa. Além disso, deveriam ter boa saúde geral, 

verificada por meio de anamnese detalhada, não devendo apresentar, no 

momento da realização da pesquisa, alterações sistêmicas significativas que 

pudessem interferir na realização do estudo. 

 

Instalação dos aparelhos e divisão dos grupos (randomização) 

Uma semana antes do início do experimento foi efetuada a 

avaliação do índice de placa (biofilme dental), como preconizado por Silness e 

Loe (1964), por um único operador, seguida de rigorosa profilaxia com pedra-

pomes e água após evidenciação do biofilme dental com solução de fucsina 

básica (Replak, Dentsply, Catanduva, SP, Brasil). Em seguida, cada paciente 

recebeu uma escova dental Professional® (Colgate-Palmolive Indústria e 

Comércio Ltda, SP, Brasil) e dentifrício fluoretado Colgate Máxima Proteção 
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Anticáries® (Colgate-Palmolive Indústria e Comércio Ltda, SP, Brasil) e 

instruções de higiene bucal individualmente, sendo orientados a escovar os 

dentes 3 vezes ao dia, durante o período do experimento. 

Os 33 pacientes selecionados foram aleatoriamente divididos em 

dois grupos (Controle e Experimental) com o auxílio do programa SAS 

(Statistical Analysis System) for Windows versão 9.1.3 (SAS Institute Inc, Cary, 

NC, USA), de acordo com o gênero. Posteriormente, foi efetuada nova 

aleatorização dentro de cada grupo, para determinar quais dentes seriam 

utilizados (14, 15, 24, 25, 34, 35, 44 ou 45). Cada paciente recebeu três novos 

bráquetes metálicos com slot 0.022” x 0.028” e prescrição Edgewise (Generus; 

GAC International Inc, Bohemia, NY), previamente autoclavados, nos 3 pré-

molares previamente determinados e fixados com adesivo ortodôntico 

fotopolimerizável (Sistema Transbond XT; 3M Unitek, Monrovia, Ca, USA), 

seguindo as instruções do fabricante.  

Os pacientes do Grupo Controle (n=17) foram orientados a 

fazer bochechos com solução placebo manipulada (Farmácia de manipulação 

Doce Erva, Ribeirão Preto, SP, Brasil) com cor, sabor e composição semelhantes 

ao Periogard® (glicerina 10%, polissorbarto 0,5%, essência de menta 0,05%, 

sacarina 0,05%, corante azul 1 x 0,25% e água destilada qsp 1000 ml), porém 

sem adição de clorexidina em sua composição. Foram efetuados 2 bochechos 

por semana com 10 ml da solução, por 30 segundos, durante 30 dias. Em cada 

semana, um dos bochechos foi realizado na clínica da FORP/USP, sob 

supervisão profissional, enquanto que o outro bochecho foi realizado à noite, no 

domicílio do paciente, no mínimo 1 hora após a escovação dental, como 

sugerido por Bagatin-Rossi (2007). 

Os pacientes do Grupo Experimental (n=16) foram orientados 

a fazer bochechos com solução antimicrobiana à base de gluconato de 

clorexidina a 0,12% (Periogard® – Colgate-Palmolive Indústria e Comércio Ltda, 

SP, Brasil), da mesma forma anteriormente descrita para o grupo Controle.  

As soluções empregadas para a realização dos bochechos nos 

grupos Controle e Experimental foram acondicionadas em frascos de plástico de 
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120 ml e fornecidas aos pacientes no mesmo dia da colocação dos bráquetes, 

na semana seguinte à profilaxia. Os pacientes não tiveram conhecimento de 

qual das duas soluções (placebo ou antimicrobiana) estavam utilizando nos 

bochechos diários. 

Todos os procedimentos clínicos foram realizados por um único 

operador (cirurgião-dentista). 

 

Processamento das amostras dos bráquetes 

Decorridos 30 dias, os três bráquetes foram removidos de cada 

paciente, de ambos os grupos, com alicate ortodôntico (How reto – TP 

Orthodontics, Inc, La Porte, IN, USA).  

Após a remoção, um dos bráquetes foi colocado em tubo plástico 

para microcentrífuga (Eppendorf AG Barkhausenweg 1 22339, Hamburg, 

Germany) de 1,5 ml, apirogênico, contendo 100 µl de água livre de pirogênio. 

Em seguida, cada frasco foi codificado e agitado vigorosamente em aparelho 

Mixtron (Toptronix, São Paulo, SP, Brasil), em velocidade máxima, durante 30 

segundos, para dessorção do material. Os bráquetes foram então removidos 

com pinça esterilizada e os tubos plásticos contendo a suspensão bacteriana 

foram congelados a -20oC, para, posteriormente, serem submetidos à 

quantificação de endotoxina bacteriana por meio do teste Limulus Amebocyte 

Lysate. 

Os outros dois bráquetes (sendo sempre um do lado direito e 

outro do lado esquerdo) foram colocados individualmente em tubos plásticos 

para microcentrífuga contendo 150 µl de solução tampão TE (pH 7,6) e 100 µl 

de NaOH a 0,5 M. A seguir, cada tubo foi codificado e agitado vigorosamente 

em aparelho Mixtron (Toptronix, São Paulo, SP, Brasil), em velocidade máxima, 

durante 30 segundos, para dessorção do material. Os bráquetes foram 

removidos com pinça clínica esterilizada e os tubos contendo as suspensões 

bacterianas foram também congelados a -20ºC, para que as amostras fossem 

submetidas oportunamente à técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization. 
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AVALIAÇÃO DA CONTAMINAÇÃO BACTERIANA POR MICRORGANISMOS 

PERIODONTOPATOGÊNICOS GRAM-NEGATIVOS, EMPREGANDO A TÉCNICA 

CHECKERBOARD DNA-DNA HYBRIDIZATION 

 

Cepas bacterianas e condições de crescimento 

O processamento/análise das amostras foi realizado no 

Laboratório de Pesquisa em Odontologia II, Microbiologia, Imunologia e 

Biologia Molecular da Universidade de Guarulhos – SP.  

A relação das 16 cepas bacterianas de microrganismos Gram-

Negativos utilizadas neste estudo para o preparo das sondas de DNA está 

apresentada na Tabela 1. As espécies foram agrupadas de acordo com os 

complexos microbianos do biofilme supra-gengival, descritos por Haffajee et al. 

(2008), sendo escolhidas espécies Gram-negativas pertencentes aos complexos 

laranja e vermelho, que são patógenos associados com a doença periodontal. 

 

Tabela 1- Cepas bacterianas empregadas para a obtenção das sondas de DNA 

Microrganismo Cepa 

Complexo laranja  
Campylobacter gracilis 33236 a 
Campylobacter rectus 33238 a 
Campylobacter showae 51146 a 
Capnocytophaga ochracea 33596 a 
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum 25586 a 
Fusobacterium nucleatum ss vincentii 49256 a 
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum 10953 a 
Fusobacterium periodonticum 33693 a 
Prevotella intermedia 25611 a 
Prevotella melaninogenica 25845 a 
Prevotella nigrescens 33563 a 
Selenomonas noxia 43541 a 

Complexo vermelho  
Porphyromonas gingivalis 33277 a 
Tannerela forsythia 43037 a 
Treponema denticola B1 b 
Treponema socranskii  S1 b 

a ATCC (American Type Culture Collection). 
b Forsyth Institute, Boston, MA. 
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Isolamento do DNA e preparo das sondas 

As cepas bacterianas foram cultivadas em anaerobiose na 

superfície do meio ágar-sangue, por 3 a 7 dias. As colônias foram raspadas e 

depositadas em tubos plásticos para microcentrífuga de 1,5 ml contendo 1 ml 

de solução TE (pH 7,6). As células foram lavadas 2 vezes por centrifugação na 

solução-tampão de TE por 10 minutos. Em seguida, o sedimento bacteriano foi 

lisado em 150 µl de uma mistura enzimática contendo 15 mg/ml de lisozima 

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

8,0). O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et al. (1989). As 

sondas genômicas foram preparadas para cada uma das 16 espécies pela 

marcação de 1 μg do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do Random 

primer digoxigenin labeling kit (Roche Diagnostics, Indianápolis, IN, EUA), de 

acordo com o método descrito por Feinberg e Vogelstein (1983).  

 

Checkerboard DNA-DNA Hybridization 

As amostras oriundas dos bráquetes foram avaliadas utilizando-se 

a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, preconizada por Socransky et 

al., em 1994. As suspensões contidas nos tubos plásticos foram fervidas em 

banho-maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adição de 800 μl 

de acetato de amônia a 5 M. Cada suspensão contendo o DNA livre das 

bactérias presentes nas amostras dos bráquetes foi depositada em uma das 

canaletas do aparelho Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA – Figura 

1) e transferida para uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva 

(Boehringer Mannheim, Indianápolis, IN, USA). As duas últimas das 30 

canaletas horizontais do Minislot foram usadas para a colocação dos controles, 

contendo uma mistura das espécies de microrganismos investigados pelas 

sondas, nas concentrações correspondentes a 105 e 106 células, ou seja, 1 ng e 

10 ng de DNA de cada espécie, respectivamente. A membrana foi então 

removida do Minislot 30 e o DNA nela concentrado foi fixado por aquecimento 

em forno a 120°C por 20 minutos. 
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Canaleta 
aberta

Canaleta Canaleta 
abertaaberta

Membrana de 
nylon

Membrana de Membrana de 
nylonnylon

FiltroFiltroFiltro

Colocar amostra em
150µl solução tampão TE pH 7,6

Colocar amostra emColocar amostra em
150150µµl solul soluçção tampão TE pH 7,6ão tampão TE pH 7,6

Ferver durante 10 minutosFerver durante 10 minutosFerver durante 10 minutos

Adicionar 100µl NaOH 0,5MAdicionar 100Adicionar 100µµl NaOH 0,5Ml NaOH 0,5M

Adicionar 800µl Acetato de 
Amônia 5M

Adicionar 800Adicionar 800µµl Acetato de l Acetato de 
Amônia 5MAmônia 5M

Depositar amostras nas 
canaletas do MiniSlot 30

Depositar amostras nas Depositar amostras nas 
canaletas do canaletas do MiniSlotMiniSlot 3030

Fixar DNA na  membrana a 120° C 
por 20 min

Fixar DNA na  membrana a 120Fixar DNA na  membrana a 120°° C C 
por 20 minpor 20 min

 

Figura 1- Representação esquemática do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) 
e resumo da preparação e colocação das amostras na membrana de nylon 
(técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization). 

 

A membrana foi pré-hibridada a 42°C, por 1 hora, em uma 

solução contendo 50% formamida (Vetec Química Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil), 1% caseína (Vetec), 5 x solução salina citratada (SSC) [1 x SSC= 150 

mM NaCl (Vetec), 15 M de citrato de sódio (J.T. Baker, Edo. de Méx., México), 

pH 7,0], 25 mM de fosfato de sódio (Na2HPO4, Labsynth) pH 6,5 e 0,5 mg/ml 

de RNA de levedura (Sigma). 

Em seguida a membrana foi posicionada no Miniblotter 45 

(Immunetics, Cambridge, MA, EUA – Figura 2) com as linhas contendo o DNA 

das amostras e dos controles posicionadas perpendicularmente às canaletas do 

aparato. Em cada canaleta do Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA, 

diluída a aproximadamente 20 ηg/ml, em 130 μl de solução de hibridação 

composta de 45% formamida, 5 x SSC, 20 mM de Na2HPO4 (pH 6,5), 0,2 mg/ml 

de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham) e 1% de caseína. 

Para a hibridação, aguardou-se um período mínimo de 20 horas, a 42°C. 
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Canaletas de 
hibridização

Canaletas de Canaletas de 
hibridizahibridizaççãoão

Membrana de nylonMembrana de Membrana de nylonnylon

Lavagem de alta adstringência em 
solução tampão SSC 0.4M a  65°C por 

40 min

Lavagem de alta adstringência em Lavagem de alta adstringência em 
solusoluçção tampão SSC 0.4M a  65ão tampão SSC 0.4M a  65°°C por C por 

40 min40 min

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado
à fosfatase alcalina 1:10.000

Anticorpo Anticorpo antianti--digoxigeninadigoxigenina conjugado conjugado 
àà fosfatase alcalina 1:10.000fosfatase alcalina 1:10.000

Pré-hibridização a 42°C 1 hrPrPréé--hibridizahibridizaçção a 42ão a 42°°C 1 hrC 1 hr

Girar membrana 90°Girar membrana 90Girar membrana 90°°

Hibridização em buffer de 
formamida a 42°C 20 hrs

HibridizaHibridizaçção em ão em bufferbuffer de de 
formamida a 42formamida a 42°°C 20 C 20 hrshrs

Detecção por quimioluminescência com 
CDP-Star™ Detection Reagent

DetecDetecçção por ão por quimioluminescênciaquimioluminescência com com 
CDPCDP--StarStar™ ™ DetectionDetection ReagentReagent

Sondas de DNA genômicas marcadas 
com digoxigenina

Sondas de DNA Sondas de DNA genômicasgenômicas marcadas marcadas 
com com digoxigeninadigoxigenina

 
Figura 2- Representação esquemática do Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA, 

EUA) e resumo das etapas de hibridação e detecção das espécies bacterianas 
presentes nas amostras (técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization). 

 

Detecção das espécies 

Após o período de hibridação, a membrana foi removida do 

Miniblotter 45, lavada por 40 minutos a 65ºC numa solução de alta 

adstringência (solução tampão SSC a 0,4 M) composta por 1% de SDS, 1 mM 

de EDTA e 20 mM de Na2HPO4, a fim de remover sondas que não hibridaram 

completamente. Em seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em uma 

solução contendo 1% de ácido maléico (C4H4O4, Vetec), 3 M NaCl, 0,2 M NaOH 

(Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec), 0,5% caseína, pH 8,0, e, em seguida, por 

30 minutos, na mesma solução contendo o anticorpo anti-digoxigenina 

conjugado à fosfatase alcalina (Roche) em uma concentração de 1:10.000. A 

membrana foi, então, lavada 2 vezes, por 20 minutos, em uma solução de 0,1 

M de ácido maléico, 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 e 0,1 M de NaCl, 

pH 9,5.  
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Para a detecção dos sinais de quimioluminiscência a membrana foi 

incubada por 45 minutos a 37°C em uma solução detectora contendo substrato 

para fosfatase alcalina, CDP-Star™ Detection Reagent (Amersham). Em 

seguida, a membrana foi colocada em um cassete de autoradiografia (Chassi 

Radiográfico 30 x 40 cm, Konex, São Paulo, SP, Brasil), sobre um filme 

radiográfico de 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por, aproximadamente, 

40 minutos. O filme foi revelado manualmente pelo método convencional 

tempo-temperatura, de acordo com orientações do fabricante, empregando 

soluções Kodak (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, São José dos Campos, SP, 

Brasil), mantidas à temperatura de 20ºC. 

Desta forma, foi obtido um filme radiográfico com os sinais de 

quimioluminiscência detectados pelas sondas de DNA, onde as linhas 

horizontais representam as amostras e as verticais as sondas de DNA, 

propiciando um formato de “tabuleiro de xadrez” (Figura 3). 

 

 
Figura 3- Representação esquemática do padrão de hibridação entre as bactérias presentes 

nas amostras e as sondas de DNA (Técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization). 

 A leitura dos filmes radiográficos foi realizada por um único 

examinador calibrado (Kappa > 0,8) e cego com relação aos grupos avaliados. 

A leitura foi realizada 2 vezes, em dias diferentes, para conferência dos 

resultados. Quando as leituras não foram coincidentes, foi realizada uma 

terceira leitura dos resultados para aquela amostra. A intensidade de cada sinal 

produzido por uma determinada sonda na suspensão microbiana oriunda dos 

Amostras 
Clínicas 

Sondas de DNA 

Identificação 
positiva 

Sondas de DNA 

Amostras dos 
braquetes 
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bráquetes foi comparada ao sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas de 

controles contendo 105 e 106 bactérias. A sensibilidade foi ajustada para 

permitir a detecção de 104 células das espécies que estavam sendo avaliadas 

pelo ajuste da concentração das sondas de DNA. 

A fim de facilitar a anotação dos resultados em fichas elaboradas 

especificamente para esse fim, foram empregados os seguintes escores: 

- Escore 0: registrado quando não houve detecção de sinal de 

quimioluminiscência;  

- Escore 1: quando observou-se um sinal menos intenso que o 

controle de 105 células;  

- Escore 2: sinal equivalente a 105 células;  

- Escore 3: sinal entre 105 e 106 células;  

- Escore 4: sinal equivalente a 106 células; e 

- Escore 5 : sinal equivalente a mais de 106 células.  

A análise estatística foi efetuada convertendo-se os escores em 

valores numéricos originais (Tabela 2). Tendo em vista que foram removidos 2 

bráquetes de cada paciente, foi efetuada a soma dos 2 valores obtidos. Estes 

registros foram utilizados para determinar os níveis das diferentes espécies 

investigadas nas diferentes amostras.  

 
Tabela 2- Conversão dos escores em valores numéricos originais, para cada microrganismo 

avaliado nas suspensões microbianas oriundas de bráquetes metálicos, in vivo, pela 
técnica Checkerboard DND-DNA Hybridization 

Escore Nível de detecção do microrganismo Número de 
microrganismos 

0 Não detectado 0 

1 Menos de 105 células 10.000 (1X104) 

2 Aproximadamente 105 células 100.000 (1X105) 

3 Entre 105 e 106 células 500.000 (5X105) 

4 Aproximadamente 106 células 1.000.000 (1X106) 

5 Mais de 106 células 10.000.000 (1X107) 
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QUANTIFICAÇÃO DA ENDOTOXINA BACTERIANA (LPS) POR MEIO DO TESTE LIMULUS 

AMEBOCYTE LYSATE 

 

A quantificação da endotoxina presente nos bráquetes metálicos, 

expressa em EU/ml (Unidades de Endotoxina por mililitro), foi efetuada por 

meio do teste Limulus Amebocyte Lysate – LAL (QCL-1000® - Cambrex Bio 

Science Walkersville Inc., MD, USA), seguindo as instruções do fabricante. 

Uma curva padrão com quantidades conhecidas de endotoxina foi 

utilizada para determinar a concentração de endotoxina nas amostras. Em uma 

placa de poliestireno de 96 poços apirogênica (96 Wells Cell Culture Cluster – 

non pyrogenic – Corning Incorporated – USA) foram pipetados, em duplicata, 

50 µl das soluções preparadas de cada concentração de padrão conhecido (1,0 

UE/ml; 0,5 UE/ml; 0,25 UE/ml; 0,1 UE/ml) e 50 µl de controle negativo (água 

apirogênica), também em duplicata. Nos demais poços da placa foram 

pipetados 50 µl de cada amostra obtida dos bráquetes, descongeladas e 

diluídas em água apirogênica, em uma proporção de 1:50.000, baseada na 

padronização obtida em estudo piloto prévio. Durante todo o período reacional 

as placas com as amostras e os reagentes foram incubadas em estufa, a 37ºC. 

Posteriormente, em cada um dos poços foram acrescentados 50 μl 

do Limulus Amebocyte Lysate (LAL), utilizando uma pipeta multicanal, seguido 

de agitação por 15 segundos e incubação por 10 minutos. Todos os tempos das 

adições de reagente e incubação foram idênticos. A seguir, foram adicionados 

nos poços 100 μl do substrato cromogênico pré-aquecido a 37 ºC, seguido de 

agitação e incubação por mais 6 minutos em ausência de luz, seguindo o 

mesmo esquema de pipetação anterior e mantendo uma taxa de pipetação 

constante. Posteriormente, foram acrescentados 100 μl de reagente de parada 

(25% v/v de ácido acético glacial em água), a fim de interromper a reação. 

As absorbâncias de cada amostra foram obtidas em um leitor de 

ELISA (Bio-Rad 450, Ultramark, Japan) a 410 nm, sabendo-se que a 
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absorbância é diretamente proporcional à quantidade de endotoxina presente 

nos poços e sua correlação com a concentração de endotoxina é linear, na faixa 

de 0,1 - 1,0 EU/mL. 

A concentração de endotoxina em cada amostra, em EU/ml, foi 

calculada a partir dos valores de absorbância das soluções contendo 

quantidades conhecidas de endotoxina (padrão), multiplicados pelo fator de 

diluição. 

 

 

Análise Estatística 

A fim de verificar se a aleatorização dos indivíduos nos grupos 

Controle e Experimental foi adequada, foram empregados os testes de qui-

quadrado para comparação da proporção dos gêneros, teste t para comparação 

das médias das idades e teste de Kruskal-Wallis para distribuição da quantidade 

de biofilme dental.  

 Os resultados obtidos com relação à detecção de microrganismos 

periodontopatogênicos Gram-negativos e à quantificação de endotoxina foram 

tabulados e analisados por meio dos testes não-paramétricos de Mann-Whitney, 

Kruskal-Wallis e o pós-teste de Dunn, utilizando os softwares SAS (Statistical 

Analysis System) for Windows versão 9.1.3 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA) e 

Graphpad Prism for Windows versão 5.0 (Graphpad Software Inc., San Diego, 

CA, USA).  

O nível de significância adotado foi de 5%. 
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RESULTADOS 

 

 

Os 33 pacientes (100%) selecionados para o estudo participaram 

do mesmo até a sua conclusão. 

Os resultados da análise da aleatorização dos indivíduos nos 

grupos Controle e Experimental encontram-se na Tabela 3. Com relação à 

idade, foram observados maiores valores de mediana para o grupo 

Experimental (p=0,03), em comparação ao Controle. No entanto, não houve 

diferença estatisticamente significante entre os indivíduos dos 2 grupos, com 

relação à quantidade de biofilme dental (p=0,66) e ao gênero (p=0,22). No 

grupo Controle 58,8% dos indivíduos eram do gênero masculino e 41,2% do 

gênero feminino, enquanto que no grupo Experimental 37,5% eram do gênero 

masculino e 62,5 do gênero feminino. 

 

 

Tabela 3 – Caracterização comparativa dos indivíduos dos grupos Controle (uso de bochechos 
com solução placebo) e Experimental (uso de bochechos com gluconato de 
clorexidina a 0,12%) 

Variável Grupo Controle Grupo Experimental P 

 M(Q1-Q3) M(Q1-Q3)  

 

Idade 

 

13 (12 – 16) 

 

19,5 (13,5 – 27,5) 

 

0,03* 

 

Quantidade de 

biofilme dental† 

 

1,8 (0,9 – 2,1) 

 

1,4 (1,0 – 2,0) 

 

0,66** 

†: Quantidade de biofilme dental obtida por meio da avaliação do índice de placa (Silness e Loe, 1964). 
*: valor de p para o teste t. 
**: valor de p para o teste de Kruskal-Wallis. 
Os valores encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= mediana, Q1= primeiro quartil e Q3= terceiro quartil. 
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Grupo Controle 

(Uso de bochechos com solução placebo) 

 

Todos os bráquetes oriundos dos pacientes desse grupo 

encontravam-se contaminados por pelo menos um dos microrganismos 

periodontopatogênicos Gram-negativos avaliados. A maioria das 16 espécies de 

microrganismos avaliados (81,25%) estava presente em 100% dos pacientes 

do grupo Controle. Dos 17 pacientes, 16 (94,12%) apresentaram-se 

contaminados por C. rectus e T. forsythia. O microrganismo menos prevalente 

nesse grupo foi o T. denticola, encontrado em 13 pacientes (76,47%). 

Com relação à análise semi-quantitativa, o número total de 

microrganismos das 16 espécies periodontopatogênicas dos complexos 

vermelho e laranja nos indivíduos do grupo Controle variou de 6.350.000 a 

141.100.000, com mediana de 29.150.000. 

Nesse grupo, as espécies bacterianas do complexo laranja 

apresentaram-se em maiores quantidades, em relação às espécies do complexo 

vermelho (p<0,01). 

Todas as espécies do complexo laranja foram encontradas em 

quantidades elevadas nos indivíduos avaliados, sem diferença significante entre 

elas (p>0,05), com exceção de P. intermedia, C. gracilis e C. rectus. Com 

relação ao complexo vermelho, as bactérias detectadas em maiores 

quantidades foram T. socranskii, T. forsythia e P. gingivalis (p<0,05).  

A quantificação de endotoxina para este grupo evidenciou valores 

que variaram de 0,09136 EU/ml a valores superiores a 1,9000 EU/ml, com 

mediana de 0,6673 EU/ml. 
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Grupo Experimental 

(Uso de bochechos com gluconato de clorexidina a 0,12%) 

 

Todos os bráquetes oriundos dos pacientes desse grupo 

encontravam-se contaminados por pelo menos um dos microrganismos 

periodontopatogênicos Gram-negativos avaliados. No grupo Experimental, das 

16 espécies avaliadas, 10 (62,5%) estavam presentes em 100% dos pacientes 

(C. showae, F. nucleatum ss nucleatum, F. periodonticum, F. nucleatum ss 

polymorphum, P. intermedia, P. nigrescens, P. melaninogenica, C. gracilis, S. 

noxia e C. ochracea). 

Dos 16 pacientes, 15 (93,75%) apresentaram-se contaminados por 

F. nucleatum ss vicentii ou P. gingivalis. Os microrganismos T. socranskii e T. 

forsythia estavam presentes em 14 indivíduos (87,5%) e C. rectus, em 13 

(81,25%). Da mesma forma que no grupo Controle, T. denticola também foi o 

microrganismo menos prevalente nesse grupo, tendo sido encontrado em 

apenas 10 indivíduos (62,5%). 

Com relação à análise semi-quantitativa, o número total de 

microrganismos das 16 espécies periodontopatogênicas dos complexos 

vermelho e laranja nos indivíduos do grupo Experimental variou de 4.030.000 a 

55.900.000, com mediana de 13.130.000.  

Quando comparado ao grupo Controle, observou-se que o número 

total de microrganismos no grupo Experimental foi menor. A mediana do total 

de microrganismos foi de 29.150.000 no grupo Controle e de 13.130.000 no 

grupo Experimental, sendo essa diferença estatisticamente significante 

(p=0,01), evidenciando a eficácia dos bochechos com solução à base de 

clorexidina. 

Considerando as espécies bacterianas isoladamente, C. rectus, F. 

nucleatum ss nucleatum, F. nucleatum ss vicentii, F. nucleatum ss 

polymorphum, F. periodonticum, P. intermedia, P. gingivalis e T. forsythia 

apresentaram diferença estatisticamente significante, quando os dois grupos 

foram comparados (p<0,05), com menores quantidades de microrganismos 
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após o bochecho com solução de gluconato de clorexidina a 0,12%. As demais 

espécies avaliadas não apresentaram diferença estatisticamente significante em 

relação ao grupo Controle (p>0,05).  

Quando os microrganismos foram avaliados por complexos, foi 

observada diferença estatisticamente significante entre os grupos Controle e 

Experimental para o complexo laranja (p=0,04), com contagens menores de 

bactérias após o bochecho com solução de gluconato de clorexidina a 0,12% 

(Figura 4). 

 
Figura 4- Comparação do número total de microrganismos entre os grupos Controle 

(bochechos com solução placebo) e Experimental (bochechos com solução de 
gluconato de clorexidina a 0,12%), para os complexos microbianos laranja e 
vermelho. 
 

 

O resultado das comparações entre os grupos Controle e 

Experimental, com relação à detecção das espécies bacterianas avaliadas, pode 

ser evidenciado nas Tabelas 4 e 5. 
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Tabela 4 – Detecção de microrganismos dos complexos laranja e vermelho nos grupos 
Controle (uso de bochechos com solução placebo) e Experimental (uso de 
bochechos com gluconato de clorexidina a 0,12%) 

Microrganismo Grupo Controle Grupo Experimental p* 

 M(Q1-Q3) M(Q1-Q3)  

Complexo laranja    

C. gracilis 
1.000.000 

(600.000 – 1.000.000) 

600.000 

(355.000– 1.000.000) 
0,16 

C. rectus 
600.000 

(200.000 – 1.000.000) 

60.000 

(15.000 – 400.000) 
0,01 

C. showae 
1.000.000 

(600.000 – 1.500.000) 

800.000 

(200.000 – 1.000.000) 
0,05 

C. ochracea 
1.000.000 

(600.000 – 1.500.000) 

1.000.000 

(600.000 – 1.500.000) 
0,45 

F. nucleatum ss 

nucleatum 

1.500.000 

(1.100.000 – 2.000.000) 

1.000.000 

(600.000 – 1.500.000) 
0,01 

F. nucleatum ss vincentii 
1.000.000 

(1.000.000 – 1.500.000) 

800.000 

(350.000 – 1.000.000) 
0,02 

F. nucleatum ss 

polymorphum 

1.500.000 

(1.000.000 – 1.500.000) 

1.000.000 

(200.000 – 1.500.000) 
0,04 

F. periodonticum 
1.500.000 

(1.500.000 – 2.000.000) 

1.000.000 

(200.000 – 1.050.000) 
<0,01 

P. intermedia 
1.000.000 

(500.000 – 1.000.000) 

600.000 

(20.000 – 800.000) 
0,03 

P. melaninogenica 
2.000.000 

(1.500.000 – 20.000.000) 

2.000.000 

(1.500.000 – 10.500.000) 
0,70 

P. nigrescens 
1.000.000 

(1.000.000 – 1.500.000) 

1.000.000 

(1.000.000 – 1.000.000) 
0,49 

S. noxia 
1.000.000 

(600.000 – 1.500.000) 

1.000.000 

(555.000 – 1.250.000) 
0,47 

Complexo vermelho    

P. gingivalis 
200.000 

(110.000 – 200.000) 

65.000 

(20.000 – 200.000) 
0,02 

T. forsythia  
200.000 

(200.000 – 1.000.000) 

155.000 

(100.000 – 200.000) 
0,03 

T. denticola 
100.000 

(10.000 – 200.000) 

15.000 

(0 – 100.000) 
0,20 

T. socranskii  
600.000 

(510.000 - 1.500.000) 

600.000 

(550.000 - 1.050.000) 
0,74 

*: valor de p para o teste de Mann-Whitney.  
Os valores encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= mediana, Q1= primeiro quartil e Q3= terceiro quartil. 
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Tabela 5 – Resultados das comparações entre os grupos Controle (uso de bochechos com 

solução placebo) e Experimental (uso de bochechos com gluconato de clorexidina 

a 0,12%), com relação ao total de microrganismos detectados e à detecção de 

microrganismos dos complexos laranja e vermelho 

Microrganismos Grupo Controle Grupo Experimental p* 

 M(Q1-Q3) M(Q1-Q3)  

Total de 

microrganismos 

(Complexos laranja 

+ vermelho) 

 

29.150.000 

(16.500.000-39.900.000) 

 

 

13.130.000 

(10.270.000-19.850.000) 

0,01 

 

Complexo laranja  

 

17.200.000 

(12.500.000-38.900.000) 

 

 

12.460.000 

(8.995.000-18.325.000) 

 

0,04 

 

Complexo vermelho 

 

1.900.000 

(910.000-3.200.000) 

 

1.065.000 

(610.000-1.460.000) 

 

0,06 

*: valor de p para o teste de Mann-Whitney. 

Os valores encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M= mediana, Q1= primeiro quartil e Q3= terceiro quartil. 
 

 

Com relação à quantificação da endotoxina bacteriana, observou-se 

que no grupo Experimental os valores variaram de 0,3386 EU/ml a valores 

superiores a 1,9000 EU/ml, com mediana de 1,2199 EU/ml. Quando comparada 

ao grupo Controle (mediana de 0,6673 EU/ml), a quantidade de endotoxina no 

grupo Experimental foi maior, sendo essa diferença estatisticamente 

significante (p=0,02). 
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DISCUSSÃO 

 

 

 

Da Metodologia 

 

Haffajee et al., em 2008, avaliaram as relações entre as espécies 

microbianas da placa supragengival, utilizando a técnica Checkerboard DNA-

DNA Hybridization. A partir daí definiram os chamados “complexos microbianos” 

vermelho, laranja, amarelo, verde e roxo, e grupo dos Actinomyces, ou seja, 

grupos de microrganismos que ocorriam em associação. 

No presente estudo em bráquetes metálicos foram avaliadas as 

bactérias dos complexos laranja e vermelho, uma vez que as espécies que se 

encontram em maiores números adjacente às áreas de inflamação gengival 

pertencem a esses complexos (Haffajee et al., 2008). 

A técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, amplamente 

utilizada em Periodontia (Matarazzo et al., 2008; Teles et al., 2008; Ioannou et 

al., 2009; Adriaens et al., 2009), foi empregada nesse estudo como método 

para a detecção de microrganismos em bráquetes ortodônticos in vivo. A 

técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, preconizada por Sockransky et 

al., em 1994, é um método de diagnóstico que também oferece vantagens em 

relação aos métodos tradicionais de cultura microbiana, incluindo a detecção de 

microrganismos de desenvolvimento lento, nutricionalmente exigentes, além da 

detecção da microbiota não cultivável. Também, é um método preciso e mais 

rápido que o empregado na técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR), 

pois utiliza várias sondas de DNA de uma única vez, podendo as amostras ser 

estocadas por longos períodos (Siqueira et al., 2000; Moraes et al., 2002). 
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Outras vantagens da técnica incluem: permitir a avaliação de 

várias espécies bacterianas em um grande número de amostras de uma única 

vez; permitir a detecção de microrganismos menos comuns, não identificáveis 

por técnicas de cultura microbiana e apresentar alta especificidade (92%); e 

permitir a detecção sem a necessidade de amplificação. Entretanto, apresenta 

algumas limitações como a sensibilidade, não sendo uma técnica tão sensível 

quanto o PCR por permitir a detecção de um número a partir de 104 células, 

sendo por isso um método semi-quantitativo, além de detectar apenas espécies 

cujas sondas foram previamente selecionadas (Socransky et al., 1998; 

Socransky et al., 2004). 

No presente estudo, foram selecionados apenas microrganismos 

Gram-negativos, tendo em vista que esses apresentam a endotoxina bacteriana 

em sua parede celular (Rietschel e Brade, 1992). 

Para a avaliação da presença ou da ausência de endotoxina em 

soluções ou instrumentos utilizados em humanos, tem sido recomendado o 

emprego de testes formulados a partir do extrato aquoso de células 

(amebócitos) do sangue do caranguejo Limulus polyphemus, denominados de 

testes Limulus Amebocyte Lysate (LAL), em substituição ao teste pirogênico, 

que se baseia na injeção intravenosa das referidas soluções em coelhos (Poole, 

1991). O teste LAL vem sendo amplamente empregado para a detecção de 

endotoxina em diferentes áreas da Odontologia, (Silva et al., 2007; Goteiner et 

al., 2008; Martinho e Gomes, 2008; Dutil t al., 2009). 

De acordo com o fabricante, o teste LAL é um teste cromogênico, 

utilizado para a determinação da quantidade de endotoxina presente em uma 

solução, por meio da alteração de cor da amostra testada. Na presença de 

endotoxina, os componentes do LAL são ativados por uma cascata de proteínas 

que resultam na clivagem de um substrato incolor presente no reagente do 

teste, com a liberação de p-nitroanilina (pNA), a qual apresenta coloração 

amarelada. A liberação de pNA é medida espectrofotometricamente a 405-410 

nm, após a interrupção da reação por um reagente de parada.  
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Vários autores têm avaliado métodos de recuperação da 

endotoxina aderida a dispositivos médicos como implantes ou cateteres (Ludwig 

e Avis, 1989; Novitsky et al., 1986; Twohy e Duran, 1986). Segundo a 

Farmacopéia dos Estados Unidos (United States Pharmacopeia, 1995) e a 

Farmacopéia Brasileira (1988), o processo de recuperação da endotoxina 

aderida a qualquer dispositivo deverá ser realizada pela combinação de 

métodos mecânicos (agitação e utilização de ultra-som) e químicos (água livre 

de pirogênio). Tendo como base as Farmacopéias dos Estados Unidos e do 

Brasil, no presente estudo foi realizada a recuperação da endotoxina presente 

nos bráquetes metálicos por meio da associação dos métodos mecânico (uso de 

agitador mecânico) e químico (utilização de água livre de pirogênio como 

solução de recuperação). 

O presente estudo foi clínico randomizado, cujo tipo de 

amostragem tem como objetivo minimizar a incorporação de vieses, os quais 

poderiam atuar como fatores de confusão, interferindo nos resultados obtidos. 

Optou-se pela realização de um estudo clínico randomizado, pois esse 

representa o “padrão ouro” (delineamento ideal) das pesquisas que avaliam a 

eficácia clínica de materiais e técnicas de tratamento (Fletcher et al., 2002). 

Todos os elementos da população têm igual probabilidade de pertencer à 

amostra, e todas as possíveis amostras têm também igual probabilidade de 

ocorrer (Costa Neto, 2002).  

No presente estudo, de acordo com a análise estatística da 

aleatorização dos indivíduos que participaram dos grupos Controle e 

Experimental, foram observados maiores valores de mediana de idade no grupo 

Experimental (p=0,03). No entanto, não houve diferença entre os 2 grupos, 

com relação ao gênero (p=0,22) e à quantidade de biofilme dental inicial 

(p=0,66). Ressalta-se que, para o presente estudo, o fato dos grupos Controle 

e Experimental apresentarem quantidades de biofilme dental inicialmente 

semelhantes foi importante para a confiabilidade dos resultados relativos à 

eficácia dos bochechos com clorexidina. 
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A fim de minimizar ainda mais os possíveis fatores de confusão 

que pudessem interferir nos resultados, após a fixação dos bráquetes, o 

material para higiene (escova e dentifrício padronizados) e anti-sepsia (frascos 

plásticos com solução placebo ou experimental) foi entregue aos indivíduos 

participantes do estudo, que receberam de um mesmo profissional as 

orientações com relação à maneira e freqüência da escovação e de uso dos 

bochechos, de acordo com cada grupo. Saienta-se que os indivíduos não 

tinham conhecimento de qual solução (placebo ou com clorexidina) estavam 

utilizando nos bochechos. 

Apesar desses cuidados acreditamos que, assim como em 

qualquer pesquisa clínica, alguns fatores inerentes à colaboração e dedicação 

por parte dos indivíduos que participaram do estudo possam ter apresentado 

alguma influência nos resultados. Como relatado por Featherstone (2006), a 

eficácia do uso domiciliar da clorexidina pode ter seu potencial subestimado, 

tendo em vista a necessidade da colaboração do paciente, para obter o 

resultado esperado. 

A substância ideal para desinfecção de aparelhos ortodônticos 

deveria ser bactericida e apresentar um amplo espectro de ação, ser atóxica, 

não carcinogênica e não irritante. Além disso, deveria ser de fácil uso, eficaz na 

remoção do biofilme sem provocar danos ao aparelho, quimicamente estável, 

não deveria conter álcool e deveria apresentar baixo custo (Kolstad e Petit, 

1983).  

Tendo em vista que não há um agente antimicrobiano que reúna 

todos os requisitos da substância ideal, concordamos com Moshrefi (2002) 

quando relatou que a clorexidina ainda é considerada o antimicrobiano “padrão 

ouro”, quando comparada aos demais agentes utilizados para controle do 

biofilme dental. Assim, no presente estudo foi utilizado o Periogard® no grupo 

Experimental, sob a forma de bochechos, após a escovação do aparelho, que é 

uma solução à base de gluconato de clorexidina a 0,12%, disponível no 

comércio e amplamente utilizada na prática odontológica, com finalidades 

diversas (Denton, 1991). 
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O protocolo de uso (2 bochechos por semana) foi baseado nos 

estudos de Peixoto (2007) e de Bagatin-Rossi (2007) que observaram, por meio 

de cultura microbiana e microscopia eletrônica de varredura, a eficácia desse 

protocolo sobre estreptococos do grupo mutans, em aparelhos removíveis de 

acrílico e em disjuntores de Haas. 

 

 

Dos Resultados do Grupo Controle 

(Uso de bochechos com solução placebo) 

 

Um dos problemas clínicos mais freqüentes durante o tratamento 

ortodôntico é a ocorrência de alterações inflamatórias nos tecidos gengivais, 

incluindo a gengivite (Zachrisson e Zachrisson, 1972; Sallum et al., 2004). As 

alterações locais que ocorrem apos a instalação de aparelhos ortodônticos fixos 

elevam a prevalência de microrganismos periodontopatogênicos no biofilme 

dental, exacerbando a gengivite em pacientes portadores de bráquetes (Sallum 

et al., 2004; Lee et al., 2005).  

Como salientado anteriormente, as espécies do complexo 

vermelho e laranja estão altamente relacionadas com a presença de inflamação 

gengival e doença periodontal crônica (Socransky et al., 1998; Socransky e 

Haffajee, 2005; Haffajee et al., 2008). 

De acordo com os resultados do presente estudo, empregando a 

técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, verificou-se que os bráquetes 

também podem atuar como nichos para a colonização por microrganismos 

periodontopatogênicos Gram-negativos dos complexos laranja e vermelho 

podendo favorecer, assim, a inflamação gengival, pois muita vezes estão 

situados em íntima proximidade com o sulco gengival. 

Empregando outras técnicas de biologia molecular, como o PCR, 

alguns estudos também têm relatado a presença de patógenos periodontais no 

biofilme supra e subgengival, durante o tratamento ortodôntico (Sallum et al., 

2004; Lee et al., 2005; Thornberg et al., 2009). 
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No presente estudo, observamos que os bráquetes metálicos 

encontravam-se contaminados por elevadas quantidades de microrganismos 

periodontopatogênicos Gram-negativos dos complexos laranja e vermelho 

(mediana de 29.150.000), com maiores níveis para os microrganismos do 

complexo laranja. Assim, verifica-se que esses periodontopatógenos podem ser 

considerados componentes importantes da microbiota de indivíduos com 

aparelhos ortodônticos fixos.  

Com a finalidade de avaliar a contaminação microbiana de 

bráquetes ortodônticos, verificou-se que até o momento apenas um estudo 

empregou a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization. Anhoury et al. 

(2002) compararam a contagem de microrganismos em 32 bráquetes metálicos 

e 16 cerâmicos, após períodos não relatados de permanência na cavidade 

bucal. De acordo com os resultados obtidos, relataram que o tipo de bráquete 

não influenciou na contagem para a maioria dos microrganismos 

periodontopatogênicos, exceto para T. denticola, F. nucleatum ss vicentii e E. 

nodatum, que apresentaram-se em maior número, com diferença 

estatisticamente significante nos bráquetes metálicos. Além disso, as espécies 

do complexo laranja foram observadas em maiores quantidades que as 

espécies do complexo vermelho, o que está de acordo com os resultados do 

presente estudo clínico randomizado, após um tempo padronizado de 

permanência dos bráquetes na cavidade bucal de 30 dias. 

Deve-se ressaltar que, em pacientes portadores de aparelhos 

ortodônticos fixos, os quais não podem ser removidos da boca para serem 

higienizados, o controle da contaminação microbiana é de fundamental 

relevância, não apenas para reduzir o risco de doenças prevalentes como cárie 

dental e doença periodontal, mas também para preservar a saúde geral do 

paciente. Conforme salientado por Martins-Ortiz et al. (2004), no consultório 

odontológico não são tratados apenas pacientes sistemicamente saudáveis, mas 

também cardiopatas, diabéticos e imunodeprimidos, entre outros, justificando a 

necessidade de cuidados adicionais para o controle da contaminação 

microbiana nas partes que compõem os aparelhos ortodônticos. 
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Um outro aspecto relevante é que os microrganismos Gram-

negativos contêm a endotoxina em sua parede celular, a qual é liberada 

durante a multiplicação ou morte bacteriana, exercendo uma série de efeitos 

biológicos importantes que conduzem à reação inflamatória e reabsorção óssea 

(Daly et al., 1980; Ishihara et al., 1991; Rietschel e Brade, 1992; Antal-Szalmas 

et al., 1997; Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Jiang et al., 2003; 

Mochizuki et al., 2004; Ren et al., 2005; Doucet e Lowestein, 2006; Rogers et 

al., 2007; Silva et al., 2008; Sosroseno et al., 2009). 

De acordo com a literatura específica, a endotoxina bacteriana 

liberada pela lise dos microrganismos Gram-negativos pode aderir-se à 

superfície radicular (Aleo et al., 1974; McCoy et al., 1987) e a materiais como 

ligas metálicas (Knoernschild et al., 1997), implantes (Nelson et al., 1997), 

resinas (Knoernschild et al., 1996) e cerâmicas (Robinson et al., 1996).  

A afinidade da endotoxina a bráquetes metálicos foi relatada in 

vitro em 1999, por Knoernschild et al. Esses autores expuseram bráquetes 

metálicos à endotoxina purificada de P. gingivalis e de E. coli, por 24 horas. A 

seguir, os bráquetes foram colocados em frascos contendo água livre de 

endotoxina, por períodos de 24 a 96 horas. Decorridos esses períodos, foi 

efetuada a quantificação da endotoxina na solução, por meio de espectrometria 

de cintilação, demonstrando que a endotoxina bacteriana de microrganismos 

Gram-negativos apresentou alta afinidade in vitro por bráquetes metálicos.  

Nossos resultados demonstraram que a endotoxina se liga aos 

bráquetes metálicos, também in vivo.  

Concordamos com Knoernschild et al. (1999) quando relataram 

que, embora as respostas do tecido gengival ao tratamento ortodôntico possam 

ser atribuídas em parte à conformação dos acessórios ortodônticos, que 

favorece a retenção de microrganismos, a aderência da endotoxina aos 

bráquetes também é um fator importante.  

Quando o bráquete é colocado em proximidade com os tecidos 

gengivais, a endotoxina aderida a ele poderia ser liberada continuamente, 

contribuindo com a inflamação gengival. Embora a atração da endotoxina aos 
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bráquetes metálicos seja bastante estável (Knoernschild et al., 1999), essa 

liberação pode ocorrer pois a endotoxina possivelmente apresenta uma baixa 

energia de superfície (Gagnon et al., 1994; Nelson et al., 1997), enquanto que 

os bráquetes metálicos apresentam uma elevada energia de superfície (Eliades 

et al. 1995).  

No entanto, a relação específica entre a endotoxina bacteriana 

aderida aos bráquetes e a resposta biológica dos tecidos frente à liberação 

contínua de endotoxina desses sítios, ainda é desconhecida.  

Segundo Knoernschild et al. (1999), a variedade de efeitos da 

endotoxina presente na região crevicular sugere que esse seja um importante 

fator envolvido na inflamação dos tecidos periodontais. Tendo em vista que os 

bráquetes são muitas vezes colocados próximos da região crevicular, a 

afinidade com a adesão da endotoxina pode aumentar sua concentração no 

sulco gengival e continuamente expor os tecidos à endotoxina, predispondo 

essas regiões à inflamação. 

Esse fato poderia explicar, em parte, porque mesmo pacientes 

com higiene bucal satisfatória apresentam, algumas vezes, inflamação 

persistente nos tecidos gengivais. 

 

 

Dos Resultados do Grupo Experimental 

(Uso de bochechos com gluconato de clorexidina a 0,12%) 

 

Em Ortodontia, observa-se que a clorexidina vem sendo 

empregada para redução dos níveis de microrganismos cariogênicos na 

cavidade bucal, sob a forma de bochecho, por vários autores (Amitha e Munshi, 

1995; Gehlen et al., 2000; Auschill et al., 2005; Lessa et al., 2007; Maruo et al. 

2008). Os resultados desses estudos, realizados com o emprego da técnica de 

cultura microbiana, evidenciaram a eficácia desse agente antimicrobiano, em 

diferentes protocolos de aplicação sob a forma de bochechos. Entretanto, a 

eficácia deste agente antimicrobiano sobre os patógenos periodontais, na 

clínica ortodôntica, ainda não tinha sido verificada por meio de técnicas 

moleculares. 
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A clorexidina é uma biguanida (Hidalgo e Dominguez, 2001), 

descoberta na década de 40 por pesquisadores que buscavam desenvolver 

agentes antimalária (Parson, 1974). Embora nunca tenha sido utilizada no 

tratamento da malária, este agente antimicrobiano é amplamente utilizado na 

área médica, para o tratamento de queimaduras e anti-sepsia da pele, mãos e 

braços (Hidalgo e Dominguez, 2001), entre outras utilizações. A clorexidina tem 

sido empregada topicamente para o controle do biofilme dental desde 1959, 

porém foi a partir do estudo clássico de Loe et al., em 1976, que o seu uso se 

popularizou na Odontologia, particularmente em função do seu amplo espectro 

de ação, ou seja, sua eficácia contra microrganismos gram-positivos, gram-

negativos, aeróbios, anaeróbios facultativos, leveduras e vírus (Hidalgo e 

Dominguez, 2001). 

A atividade antimicrobiana da clorexidina origina-se de sua carga 

positiva em pH fisiológico, facilitando sua adesão de forma não específica à 

parede bacteriana, carregada negativamente. Esta interação ocasiona uma 

alteração no equilíbrio osmótico bacteriano, com extravasamento de potássio e 

fósforo e precipitação do citoplasma, com conseqüente morte da bactéria 

(Hidalgo e Dominguez, 2001). Adicionalmente, a adesão deste agente 

antimicrobiano à bactéria e às glicoproteínas salivares interfere na formação da 

película adquirida e na adsorção bacteriana ao dente (Rolla e Melsen, 1975).  

A atividade antimicrobiana da clorexidina, in vivo, em parte é 

decorrente do seu efeito prolongado (substantividade), que é a propriedade de 

se adsorver, reversivelmente, à mucosa bucal, película adquirida, proteínas 

salivares e hidroxiapatita (Rolla et al., 1971), sendo lentamente liberada na 

cavidade bucal por até 24 horas (Gjermo et al., 1974). Quando utilizada 

topicamente, a clorexidina é uma substância segura, com baixo potencial de 

toxicidade (Loe et al., 1976; Fardal e Turnbull, 1986; Thylstrup e Fejerskov, 

2001), não ocasionando alterações nas bactérias nem induzindo a seleção de 

cepas mutantes resistentes (Sreenivasan e Gaffar, 2002).  

Por outro lado, o uso prolongado da clorexidina pode ocasionar 

efeitos colaterais, como pigmentação marrom-amarelada da estrutura dental e 
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restaurações, alterações na sensação gustativa (Fardal e Turnbull, 1986), sabor 

amargo e pigmentação do dorso da língua, entre outros (Fardal e Turnbull, 

1986; Thylstrup e Fejerskov, 2001).  

Em 1997, Anderson et al. compararam clinicamente o efeito de 

bochechos com gluconato de clorexidina a 0,12%, 2 vezes ao dia, por 1, 2 e 3 

meses, em 30 adolescentes sob tratamento ortodôntico. Após 3 meses, o índice 

de descoloração apresentou maiores escores no grupo que empregou os 

bochechos com clorexidina, no entanto, sem diferença estatisticamente 

significante com relação ao grupo controle (bochechos com solução placebo). 

Os autores concluíram que o uso da clorexidina sob a forma de bochechos, em 

adição à higiene bucal mecânica, foi eficaz na redução do biofilme dental e da 

gengivite, em adolescentes sob tratamento ortodôntico.  

No presente estudo, não foram relatados efeitos colaterais 

significativos após o uso do gluconato de clorexidina a 0,12% no grupo 

Experimental, por 30 dias, exceto a observação de uma ligeira pigmentação da 

superfície dos elementos dentais, a qual não interferiu negativamente na 

estética, segundo relato de alguns pacientes. Possivelmente, isso ocorreu em 

função da baixa concentração e do período de tempo relativamente reduzido de 

uso da clorexidina. Estudos adicionais são necessários, a fim de avaliar se o uso 

desse protocolo, por longos períodos, não ocasionaria efeitos colaterais 

adicionais. 

O protocolo de utilização do gluconato de clorexidina a 0,12%, 

sob a forma de 2 bochechos diários de 30 segundos, por 30 dias, empregado 

no presente estudo, ocasionou uma redução estatisticamente significante 

(p=0,01) na contagem total de microrganismos, evidenciando a eficácia dos 

bochechos com solução à base de clorexidina na redução de microrganismos 

periodontopatogênicos Gram-negativos em bráquetes metálicos in vivo. 

Quando os microrganismos foram avaliados por complexos, 

observou-se no presente estudo que após a realização dos bochechos com 

gluconato de clorexidina a 0,12% no grupo Experimental, a redução no número 

de microrganismos do complexo laranja foi estatisticamente significante 
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(p=0,04). Esse fato é relevante pois, de acordo com Sockransky et al. (1998), 

alterações provocadas no complexo laranja poderiam prevenir uma colonização 

subseqüente por microrganismos do complexo vermelho, que são patógenos 

periodontais mais agressivos. Concordamos com Featherstone (2006), quando 

afirmou que com o uso da clorexidina as bactérias podem não ser eliminadas, 

mas sim reduzidas, confirmando os resultados desse estudo. 

Acreditamos que a falta de evidência estatística na redução de 

alguns microrganismos possa ter sofrido também a influência da localização 

geográfica desses microrganismos na estrutura do bráquete, incluindo 

saliências e reentrâncias, tornado-os de certa forma menos acessíveis à ação da 

solução antimicrobiana.  

Por outro lado, embora o número de microrganismos tenha 

sofrido redução significativa após o uso dos bochechos com clorexidina, a 

quantidade de endotoxina detectada nos bráquetes sofreu elevação significativa 

após esse procedimento. Quando comparada ao grupo Controle (mediana de 

0,6673 EU/ml) a quantidade de endotoxina no grupo Experimental foi maior 

(mediana de 1,2199 EU/ml), sendo essa diferença estatisticamente significante 

(p=0,02). 

Em 2008, Lee et al. avaliaram o efeito do uso de solução de 

clorexidina a 0,02% como irrigante durante o debridamento ultra-sônico, em 

pacientes com periodontite. Observaram que a instrumentação ultra-sônica 

elevou os níveis de endotoxina circulante, após 5 minutos, independente do uso 

da clorexidina. 

A elevação dos níveis de endotoxina nos bráquetes, após o uso da 

clorexidina, pode ser explicada pelo fato de que os bochechos com essa solução 

antimicrobiana ocasionou a morte de microrganismos Gram-negativos. Com a 

morte desses microrganismos, houve liberação de grande quantidade de 

endotoxina nas proximidades dos bráquetes. Como já observado por 

Knoernschild et al. (1999), a endotoxina bacteriana de microrganismos Gram-

negativos apresenta alta afinidade por bráquetes metálicos, ligando-se a eles. 
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Esse fato apresenta relevância, pois pode também explicar, em 

parte, a observação de inflamação gengival mesmo em pacientes que estão 

fazendo uso de agentes antimicrobianos, para o controle químico do biofilme 

dental. Até o momento, não há trabalhos publicados avaliando as repercussões 

clínicas desse conhecimento, nem avaliando possíveis métodos para remoção 

ou inativação da endotoxina presente em bráquetes ortodônticos. 

Tendo em vista a observação de uma alta prevalência de 

patógenos periodontais na microbiota de bráquetes metálicos, estudos 

adicionais são necessários, envolvendo o uso de técnicas de biologia molecular 

e diferentes protocolos de uso da clorexidina, variando-se a concentração e 

forma de aplicação, com acompanhamento por períodos mais longos. Esses 

estudos podem conduzir a um controle clínico adequado dos microrganismos 

periodontopatogênicos, em pacientes portadores de aparelho ortodôntico fixo. 

Além disso, o desenvolvimento de procedimentos clínicos ou agentes 

antimicrobianos que apresentem ação sobre a endotoxina bacteriana torna-se 

necessário, em função de que, após o uso dos bochechos, houve aumento da 

quantidade de endotoxina nos bráquetes metálicos. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Considerando as condições específicas deste trabalho, com base nos 

resultados obtidos no estudo clínico randomizado com o uso da técnica 

Checkerboard DNA-DNA Hybridization e do teste Limulus Amebocyte Lysate, 

pôde-se concluir que: 

- Os bráquetes metálicos dos pacientes do grupo Controle 

encontravam-se contaminados com elevadas quantidades de microrganismos 

periodontopatogênicos Gram-negativos dos complexos laranja e vermelho, com 

maiores níveis para os microrganismos do complexo laranja. Assim, essas 

espécies podem se consideradas componentes importantes da microbiota de 

indivíduos com aparelhos ortodônticos fixos. 

- O número total de microrganismos e o número de microrganismos 

do complexo laranja foram estatisticamente menores no grupo Experimental, 

em comparação ao Controle, o que evidenciou a eficácia dos bochechos com 

solução à base de clorexidina. 

- Quando comparada ao grupo Controle, a quantidade de endotoxina 

no grupo Experimental foi estatisticamente maior. 

- Os bochechos com solução de gluconato de clorexidina a 0,12% 

podem ser úteis, na prática clínica, com a finalidade de reduzir os níveis de 

microrganismos periodontopatogênicos Gram-negativos, em pacientes 

portadores de aparelhos ortodônticos fixos. No entanto, em função do aumento 

da quantidade de endotoxina nos bráquetes após o uso dos bochechos, estudos 

adicionais são necessários com a finalidade de desenvolver procedimentos 

clínicos ou agentes antimicrobianos que tenham ação sobre a endotoxina 

presente nos bráquetes metálicos.  
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