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RESUMO

O acumulo de biofilmes sobre as superficies dentais pode levar a processos de
desmineralizacdo dentaria, bem como o surgimento de doencas periodontais, por meio da
formacdo de biofilmes. O uso do aparelho ortoddntico, por fornecer areas retentivas, pode
contribuir para um maior acumulo de biofilmes. Varios modelos e materiais dos braquetes
vem sendo desenvolvidos para a reducdo deste acumulo microbiano, no entanto, ha
necessidade de se investigar a diversidade microbiana associadas aos diferentes tipos de
braquetes. Os objetivos do presente estudo, foram o de comparar a formagdo de biofilme de
Streptococcus mutans in vitro em braquetes ceramicos e metélicos (autoligados e
convencionais), e também o de detectar e comparar a presenca de S. mutans, Porphyromonas
gingivalis e Prevotella intermedia em biofilmes coletados de usuarios de aparelhos
ortodénticos metalicos (autoligados e convencionais) com idades entre 18 e 45 anos, com boa
salde geral e sem uso de medicamentos. Para o estudo in vivo foram incluidos 26 voluntarios,
sendo 10 usuarios de braquetes metalicos convencionais e 16 com autoligados. Na avaliacédo
in vitro, os diferentes tipos de braquetes (n=10 de cada) foram esterilizados e imersos em
culturas de S. mutans para proliferacdo de biofilmes e posterior contagem do nimero de
unidades formados de colénias (UFC). Os voluntarios foram examinados oralmente e em
seguida, amostras de biofilmes, adjacentes aos braquetes foram coletadas. Este material foi
encaminhado para extracdo de DNA e em seguida submetidos ao PCR em tempo real com
primers especificos para as espécies bacteriana testadas. Os resultados mostraram que 0sS
braquetes ceramicos permitiram uma maior adesdo de S. mutans, visto pelo maior nimero de
UFCs (379,5 + 192,41) quando comparados aos braquetes metalicos (8,7 £ 9,3 e 0,5+ 1,5
UFC, respectivamente para autoligados e convencionais metalicos) (p<0.05). A maioria das
amostras de biofilme apresentou S. mutans e P. intermedia, enquanto P. gingivalis nédo foi
frequentemente detectado. Nao houve diferencas estatisticamente significantes na deteccéo e
quantidade das bactérias testadas entre os individuos que usavam braguetes autoligados ou
convencionais (p>0.05). Lesdes de manchas brancas e gengivites foram mais frequentemente
detectadas na interface dente/braquete de pacientes com o autoligados (p<0.05). Em
conclusdo, os braquetes ceramicos permitem uma maior adesdo de S. mutans seguido pelos
braguetes metalicos autoligados. N@o ha diferencas na presenca das bactérias testadas nos

biofilmes coletados em braquetes metalicos convencionais ou autoligados.

Descritores: Braquetes autoligados, Convencionais, Ortodontia, Microorganismos
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ABSTRACT

The accumulation of biofilms on dental surfaces can lead to dental demineralization
processes, as well as the appearance of periodontal diseases, through the formation of
biofilms. The use of the orthodontic appliance, by providing retentive areas, can contribute to
a greater accumulation of biofilms. Several models and materials of brackets have been
developed to reduce this microbial accumulation, however, there is a need to investigate the
microbial diversity associated with different types of brackets. The objectives of the present
study were to compare the biofilm formation of Streptococcus mutans in vitro in ceramic and
metallic brackets (self-ligating and conventional), and also to detect and compare the presence
of S. mutans, Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia in biofilms collected from
users of metallic orthodontic appliances (self-ligating and conventional) aged between 18 and
45 years, with good general health and without the use of medication. 26 volunteers were
included, 10 users of conventional metal brackets and 16 with self-ligating brackets. In the in
vitro evaluation, the different types of brackets (n = 10 of each) were sterilized and immersed
in cultures of S. mutans for proliferation of biofilms and later counting the number of units
formed by colonies (CFU). The volunteers were examined orally and then samples of
biofilms, adjacent to the brackets were collected. This material was sent for DNA extraction
and then submitted to real time PCR with specific primers for the bacterial species tested. The
results showed that the ceramic brackets allowed a greater adhesion of S. mutans, seen by the
greater number of UFCs (379.5 £ 192.41) when compared to the metallic brackets (8.7 £ 9.3
and 0.5 + 1.5 UFC, respectively for self-ligating and conventional metallic) (p <0.05). Most
of the biofilm samples had S. mutans and P. intermedia, while P. gingivalis was not
frequently detected. There were no statistically significant differences in the detection and
quantity of the tested bacteria between individuals who used self-ligating or conventional
brackets (p>0.05). Lesions of white spots and gingivitis were most frequently detected at the
tooth / bracket interface of patients with self-ligating (p <0.05). In conclusion, the ceramic
brackets allow a greater adhesion of S. mutans followed by the self-ligating metal brackets.
There are no differences in the presence of the bacteria tested in biofilms collected in

conventional or self-ligating metal brackets.

Descriptors: Self-ligating Brackets, Conventional brackets, Orthodontics, Microorganisms.
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1. INTRODUCAO

O ambiente bucal & composto por inumeros micro-organismos, componentes
bioquimicos e imunolégicos que estdo em harmonia, determinado o estado saudavel do
hospedeiro. O tratamento ortoddntico € uma terapia largamente utilizada para correcdo da
estética e da ma oclusdo, que traz varias alteracGes neste ambiente bucal sendo algumas
benéficas, como por exemplo, na correcdo de um apinhamento severo, como também pode
trazer problemas para o paciente, devido a dificuldade de higienizacdo alterando o estado
periodontal do paciente. (KIM et al., 2012).

O desequilibrio microbioldgico do hospedeiro, devido ao aumento e modificacdo da
colonizacdo microbiana, estd amplamente relacionado a etiologia das gengivites e
periodontites (KIM et al., 2012) e a céarie dentaria. Como a composicdo microbioldgica dos
biofilmes sobre as superficies dos dentes estd intimamente ligada a satde oral, os efeitos dos
aparelhos ortodonticos fixos sobre a microflora supra/subgengival, o estado periodontal,
dentario e imunoldgico precisam ser investigados e constantemente monitorados.

Biofilmes sdo derivados microbioldgicos de comunidades sésseis caracterizados por
células que estdo irreversivelmente ligadas a um substrato ou uma interface ou uma a outra
(ZIINGE et al., 2010) contendo uma ampla variedade de espécies que interagem entre si
(SHIRTLIFF et al.,, 2009; THEIN et al., 2009) e sdo incorporados em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares (DONLAN; COSTERTON, 2002). A cavidade bucal é
colonizada por diferentes espécies microbianas que se encontram organizadas em biofilmes
(JAROSZ et al., 2009).

O aparelho ortodontico altera o ambiente microbiano subgengival aumentando o
acumulo de biofilme e aprofundando o sulco gengival (NARANJO et al., 2006; PEREZ et al.,
2014). Isto por que a movimentagdo dentéria ortodontica, incluindo intrusdo e inclinagdo,
pode mover a placa supragengival para o sulco gengival e, assim, afetar a colonizacéo
microbiana desta regido (GONG et al., 2014).

Aparelhos ortodonticos geralmente aumentam os niveis de periodontopatdogenos em
biofilmes subgengivais (LU et al., 2010; REGO et al., 2010). Os periodontopatégenos mais
comuns que estdo altamente relacionados as doencas periodontais nos tratamentos
ortodbnticos sdo Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e Fusobacterium nucleatum (GUO et al., 2017).
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E a Porphyromonas gingivalis fimbriae (gendtipos especificos fimA) foi intimamente
relacionado com a gengivite ortodontica (PAN et al., 2017).

Embora seja indiscutivel que os componentes do aparelho ortodontico fornecam areas
retentivas para o acumulo de micro-organismos; propiciando um ambiente adequado para o
desenvolvimento de uma infecgdo oral (SUN et al., 2018); o tratamento ortoddntico também
pode beneficiar as condigOes periodontais a longo prazo, pois o alinhamento dos dentes pode
facilitar a higiene oral e aliviar uma oclusao traumatica (BOLLEN 2008; GUO et al., 2017).

O tratamento ortodontico, recomendado para pacientes com periodontite, pode
restaurar a funcao estética e mastigatéria ndo agravando a inflamacg&o e a reabsorcdo Gssea
alveolar dos incisivos (SHEN et al., 2017) e ainda, pode diminuir a gravidade da periodontite
(SIM et al.,, 2017). Qutros relatos mostraram que o tratamento ortodéntico-periodontal
combinado estabilizou ou diminuiu os parametros periodontais clinicos como a profundidade
de sondagem, mobilidade dentéria, indice de placa, nivel de inser¢do clinica e indice de
sangramento do sulco (ZHAN et al., 2017; CARVALHO et al., 2018).

Existem claras evidéncias sobre a inter-relacdo entre o biofilme dentario e a doenca
periodontal, sendo possivel entender que a inflamagdo gengival em pacientes que fazem
tratamento ortodontico, advém da dificuldade de higienizacdo. Além disso, 0 uso de
acessorios ortodénticos permite o acumulo de residuos alimentares, proporcionando aumento
no crescimento bacteriano sobre a superficie dentéria e consequente desenvolvimento de
alteracdes nos tecidos gengivais. (DAVIS et al., 2014).

Os dispositivos utilizados em aparelhos ortodonticos (bandas, fios, ligaduras ou
braguetes) também podem promover 0 aumento da adesdo de bactérias cariogénicas, como
Streptococcus mutans e Lactobacillus (FOSBERG et al., 1991; AHN et al.,, 2007,
PELLEGRINI et al., 2009; VANISHREE et al., 2017) o que leva, dentro de 6 meses da
colocacgédo dos aparelhos (TUFECKIT et al., 2011), o aumento do risco de desmineralizagéo
do esmalte (FALTERMEIR et al., 2008) e desenvolvimento de lesdes de mancha branca
descalcificadas que podem progredir para cavitacdo (VAN DER VEEN et al., 2010). As
lesbes de mancha branca normalmente sdo resultado do aumento do acimulo de placa na
superficie do dente, devido a higiene bucal inadequada em torno dos aparelhos ortodénticos
(CHAPMAN et al., 2010) e que pode também se associar com o desenvolvimento de
gengivite (REGO et al., 2010); o que vem sendo uma situacdo de confusdo para a
determinacdo das etiologias microbianas destas doencas (TANNER et al, 2012). De acordo
com Rosentritt (2008) e Lim. et al., (2008) a desmineralizacdo do esmalte decorrente da

doenca carie, aparece em 50% dos pacientes que usam aparelho ortodéntico fixo,
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demonstrando a suscetibilidade do surgimento de lesdo de mancha branca em pacientes que
fazem o tratamento ortodontico.

Diante do reconhecimento do acimulo microbiano e das doencas orais recorrentes ao
uso de aparelhos ortoddnticos fixos, 0s avancos cientificos e tecnologicos da Ortodontia vém
focando para a construcédo de aparelhos mais precisos no controle da forga, menos retentivos e
removiveis, permitindo assim melhores condi¢Ges para uma boa higiene bucal e uma menor
agressividade ao periodonto. Os aparelhos ortodénticos fixos mais comuns se baseiam na
instalacdo de braquetes e acessorios na superficie dentéria, a fim de que os dentes possam se
movimentar e alcancar a posicdo correta e restabelecer a ocluséo e as fungdes
estomatognaticas ideais. Existem variados tipos de sistemas sendo que braguetes mais comum
sdo os de aco inoxidavel. Em decorréncia da busca de tratamentos ortodonticos mais estéticos,
surgiram os braquetes construidos com materiais ceramicos, que sdo a base de oOxido de
aluminio (AI203), também chamado de alumina, e esse material tem como principal
vantagem a facilidade de ser moldados em braquetes, porém esse processo pode gerar falhas e
porosidade na sua composi¢do. (SIFAKAKIS et al., 2018; SWARTZ ML et al., 1988).

Os braguetes convencionais estdo associados ao uso de ligaduras elastoméricas ou de
aco inoxidavel para manter o fio ortoddntico dentro do slot (FORSBERG et al., 1991). O
tratamento ortoddntico com este tipo de braquetes geralmente apresenta alteracGes
periodontais, como efeitos colaterais causados pela dificuldade na higiene periodontal e
também pelo maior acimulo e alteracdo qualitativa do biofilme (FORSBERG et al., 1991). Ja
0s braquetes ortodbnticos autoligaveis possuem um mecanismo proprio para abertura e
fechamento do slot e ndo necessitam de ligadura metalica ou elastomérica como método de
ligadura do fio (CACCIASFESTA et al., 2003), apresentando vantagens em relacdo a
retencdo do biofilme, devido a auséncia destas ligaduras e, também, a sua forma que permite
uma melhor higienizagdo (PELLEGRINI et al., 2009).

No entanto, ainda ha inimeras controvérsias a respeito desta menor adesé@o microbiana
nos autoligaveis, e a prescricdo destes bragquetes ao invés dos convencionais, baseada na
melhora o acimulo de biofilme, ainda ndo pode ser aplicado, devido a falta de evidéncias
cientificas (PEJDA et al., 2013; DO NASCIMENTO et al., 2014). Também néo ha evidéncias
de uma possivel influéncia do desenho dos braquetes (convencionais ou autoligaveis) sobre a
formacéo de colbnias e a adesdo de S. mutans (PANDIS et al., 2010; DO NASCIMENTO et
al., 2014).

De modo geral, mesmo com as mudangas nos tipos modernos de braquetes e

aparelhos, o problema do acimulo de micro-organismos, associados ao tratamento
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ortodéntico ainda € persistente na pratica ortoddntica diéria. Para tanto, o presente estudo
analisa a adeséo de Streptococcus mutans, atraves de um estudo in vitro em aparelhos fixos
ceramicos, autoligados e convencionais metalicos e observa a adesdo de Streptococcus
mutans, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia em biofilmes formados em
aparelhos ortodénticos fixos autoligados e convencionais metalicos de pacientes que fazem o
uso aparelho ha mais de seis meses através do PCR (reacdo em cadeia da polimerase) pois é
um estudo preciso e seguro, que permite a visualizacdo dos micro-organismos nos pares de
base do DNA, através de primers especificos (OLIVEIRA et. al., 2007).

2. HIPOTESE

Os braquetes autoligados metalicos permitem uma menor adesdo de bactérias em
comparagao com os demais braquetes testados, sendo o convencional e autoligados metalico e
0 ceramico convencional, o que pode determinar uma menor colecdo clinica de biofilmes

aderidos.

3. OBJETIVO

Avaliar a presenca de bactérias orais de acordo com o tipo de braquetes fixos, sendo

que os objetivos especificos incluem:

- Avaliar a adesdo in vitro de S. mutans em diferentes braquetes ortodénticos:
autoligados, ceramicos e convencionais;

- Detectar a presenca de S. mutans, P. gingivalis e P. intermedia em amostras de
biofilme coletadas de pacientes que estdo em tratamento ortodéntico com aparelhos fixos
metalicos convencionais e autoligados.

- Comparar a presenca de alteragfes bucais (mancha branca e gengivite) de acordo

com o tipo de braguete.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Estudo in vitro do acimulo de S. mutans em diferentes tipos de braquetes

4.1.1. Selegéo da Cepa Microbiana e Meios de Cultura
O quadro a seguir indica a cepa, seu registro de ATCC (American Type Culture

Collection), e os meios de cultura utilizado para obtencéo do indculo para os testes realizados:

Tabela 1. Selecdo da Cepa e Meios de Cultura

Micro-organismo Numero ATCC Meio de cultura
Streptococcus BHI (Brian Heart Infusion)
25175
mutans com 5% de sacarose

4.1.2. Ensaios de formacdo in vitro de biofilme de S. mutans nos braquetes
4.1.2.1. Preparagéo do meio de cultura e Cultivo microbiano

Foi utilizado o meio de cultura Brian Heart Infusion (BHI; Difco Laboratories, Detroit,
MI) diluido em agua deionizada e posteriormente autoclavado em tubos de 25 mL. A cepa de
S. mutans foi crescida em BHI durante 24 h em microaerofilia a 37° C. Ap0s atingir uma
absorbancia de 1 apds a mensuracdo a 600 nm em Espectrofotémetro (Thermo Plate TP-
Reader), a cultura microbiana foi utilizada para a formacéo de biofilme.

4.1.2.2. Formacdao de biofilme

Foram utilizadas dez repeticdes em placas estéreis de 24 pocos de microtitulagdo com
fundo plano de poliestireno (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Foram utilizados braquetes
Metalicos (aco inoxidavel) convencionais (Max) e autoligados (SLI), ceramico (policristalino
alumina) da marca Morelli (Sorocaba - SP) do incisivo central inferior. Todos os braquetes
tinham um Slot de 0,022 polegadas. Dez braquetes de cada tipo foram previamente
autoclavados e colocados em pogos individuais de uma placa de cultura (Costar) de 24 pocos.
Uma suspensdo de 150 uL da cultura de S. mutans e 1 mL do meio BHI. Apds 24 horas de
incubacdo a 37° C em microaerofilia, os braquetes foram removidos com pingas estéreis e
lavados para remocéo das bactérias ndo aderentes, em seguida foram imersos em uma solucéo
de 2 mL de PBS estéril. Ap6s a lavagem com PBS, os braquetes com suas bactérias aderentes
de cada poco foram tratados com 2 mL de 0,25% de tripsina EDTA por 45 minutos em
condicdes aerdbicas a 37°C, para descolamento das bactérias aderentes. Cem microlitros deste

diluido foi inoculado em meio BHI com sacarose e ap0s 48 horas de incubacdo em jarra de
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microaerofilia a 37°C, o numero total de Unidades Formados de Coldnia (UFC) foi

determinado.

4.2. Estudo in vivo da deteccdo de S. mutans, P. gingivalis e P. intermedia em amostras de

biofilmes aderidos a braquetes metalicos autoligados e convencionais por PCR.

4.2.1. Selecdo e Colecao amostral

Vinte e seis pacientes atendidos na Clinica de Especializacdo da UNIUBE foram
incluidos no presente estudo. Dentre os voluntérios, 10 usavam aparelho fixo metélico
convencional e 16, metalico autoligado (ambos da marca Morelli, modelos: Max e SLlI,
respectivamente). Estes voluntarios foram elegiveis, pois faziam uso de aparelho ha mais de 6
meses, ndo eram: fumantes, etilistas, usuarios de antibidticos ou outros medicamentos nos
ultimos 30 dias e apresentavam uma boa salde geral. O projeto foi aprovado pelo comité de
ética de Universidade de Uberaba sob o protocolo ndmero (16594919.2.0000.5145). Os
voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para
participacdo no projeto. Aos voluntarios foi garantido o sigilo dos seus dados e foram
utilizados apenas para fins cientificos.

Apds assinatura do TCLE, os pacientes foram submetidos a um exame clinico oral
realizado por um unico cirurgido-dentista. Durante a inspecdo clinica foi realizada a deteccéo
de alteracOes dentarias como cérie, manchas brancas e doencas gengivais. E para a verificacdo
de manchas brancas adjacentes aos braquetes colados foi feito por visualizacdo direta com
aumento de 2 vezes e de fotografias intra-orais.

No exame da condicdo periodontal foram medidas: profundidade de sondagem de
sulco/bolsa, recesséo gengival e obtidos os valores de nivel/perda de insercdo clinica. Tais
observagdes foram procedidas e registradas em seis diferentes locais (disto-vestibular, médio-
vestibular, mesio-vestibular, disto-lingual, médio-lingual, mesio-lingual) para cada dente com
excecdo dos terceiros molares, com a sonda periodontal Carolina do Norte (PCP-UNC 15,
Hu-Friedy Manufacturing Inc., Chicago, EUA). A gengivite foi considerada positiva quando
havia presenca de 25% ou mais de sitios com sangramento a sondagem e nenhum sitio com
perda de inserc¢do clinica > 2 mm (GOMES-FILHO et al., 2007). Uma vez detectadas as
doencas bucais, os pacientes foram encaminhados para tratamento na Clinica Getulio Vargas
da UNIUBE.

Em seguida, foram coletadas amostras de biofilmes com auxilio de um fio ortodéntico

pré contornado e esterilizado conforme mostrado na Figura 1, da face vestibular dos incisivos
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inferiores, pois é uma regido que os pacientes apresentam maior dificuldade de higienizag&o,
devido ao braquete ser grande para um dente pequeno.

L7 =
Figura 1. Coleta da amostra do biofilme com auxilio de um fio ortoddntico pré-contornado na regido dos incisivos inferior
com uso do aparelho autoligado.

Os biofilmes foram depositados em solugéo de PBS 1X e encaminhados em gelo para
o0 Laboratdrio de Biopatologia da UNIUBE para realiza¢éo dos ensaios de PCR, como mostra
na figura 1.1 e 1.2. No final dos exames laboratoriais, as amostras foram autoclavadas para

descontaminacdo e posteriormente descartadas, conforme o comité de ética preconiza.

v\ il
Figura 1.1 Amostra preservada no gelo. Figura 1.2 Amostra estéril para descarte.
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4.2.2. DETECCAO DAS BACTERIAS NAS AMOSTRAS

Para deteccdo de DNA bacteriano nas amostras coletadas foram realizadas as
extracOes de material genético, seguida pela realizacdo de ensaios de PCR em Tempo Real.
As extragdes de DNA cromossomal das amostras foram realizadas de acordo com o protocolo
do fabricante do kit PowerLyzer® PowerSoil DNA Isolation, (Carlsbad, CA) conforme

esquematizado abaixo na Figura 2.
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10000G. 1 min. R 20 - 24°C
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| : i

- 4 < | r M < — — -
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Figura 2. Representacdo esquematica do processo de extracdo do DNA cromossomal.

SRS R

Posteriormente, foi realizada a mensuracdo da quantidade de material genético
extraido bem como seu grau de pureza das extracdes através do NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, Wilmingtong, DE, EUA). A pureza das extracOes das amostras em questdo foi
considerada adequadas, quando as mesmas apresentarem razdo A260nm/A280 nm entre 1,8 e

2,0. Para o procedimento de mensuracdo, as amostras foram padronizadas, por meio de
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diluicho do DNA em &gua ultrapura, obtendo-se ao final, uma concentracdo de 15ng/ul.
Como controle positivo foram realizados PCR com as bactérias e negativo, com agua.

Em seguida, o DNA extraido foi submetido ao PCR em tempo real. Para os
experimentos foram utilizados primers de oligonucleotideos para amplificar pares de base de
DNA da sequéncia listadas na tabela abaixo (Exxtend Biotecnologia Ltda). Os primers foram
previamente dissolvidos em tampéo TE 1X [10 mM tris-Hcl, EDTA 1mM (pH 7,5-8,0)].

Tabela 2. Primers de oligonucleotideos

Primer Sequéncia F Sequéncia R
Streptococcus mutans TCGCGAAAAAGATAAACAAACA CCCCTTCACAGTTGGTTAG
Porphyromonas gingivalis| TACCCATCGTCGCCTTGGT CGGACTAAAACCGCATACACTTG
Prevotella intermedia AATACCGATGTTGTCCACA AAGCTTATTCCTGGCCGATT

O termociclador utilizado na realizacdo da técnica foi programado para obter uma
desnaturacdo do DNA a uma temperatura de 95°C por um periodo de 10 minutos, o
anelamento a 62°C por 20 segundos e o0 processo de extensdo a 68°C por 40 segundos. Todo o
processo de termociclagem se deu em 40 ciclos consecutivos sendo que o ciclo final
compreendeu em média o intervalo entre 75°C a 85°C. Foram obtidas curvas de MELT, bem
como as concentracfes de DNA de bactérias obtidos em cada amostra. Para primeira analise
dos dados obtidos por meio dos testes de q-PCR, considerou-se o limiar do Ciclo do threshold
(Ct), como sendo o ciclo em que a fluorescéncia emitida pelo 1X SYBR GREEN foi
detectada sobrepondo-se ao background.

Os sinais de fluorescéncias, expressos em Unidades de Fluorescéncia, emitidos pelo
Sybr Green a medida que o produto € amplificado, foram expressos graficamente (sinais de
fluorescéncia versus namero de ciclos), permitindo monitorar em tempo real através do
Software StepOne®, a cinética e a amplificagdo, baseada na quantidade de material genético

detectado de cada amostra.
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5.ANALISE ESTATISTICA

Todas as anédlises estatisticas foram realizadas utilizando BioSTAT. Anélise de
variancia unidirecional (ANOVA) e pos teste de Bonferroni foi utilizado para comparar a
média do nimero de UFC de acordo tipo de braquetes e a intensidade de fluorescéncia
emitida. Os dados de frequéncia de deteccdo bacterianas e dados clinicos foram comparados
entre 0s pacientes com braquetes convencionais e autoligados pelo Teste Exato de Fisher e

Qui-quadrado. Para todas as analises, considerou-se p<0.05 estatisticamente significante.

6. RESULTADOS
Os resultados do estudo in vitro mostraram que houve crescimento de coldnias de S.

mutans em diferentes quantidades de acordo com os tipos de braquetes (Figura 3).

Figura 3. Culturas contendo coldnias de S. mutans crescida apds o contato com braquetes ceramicos (CER), Autoligado (SLI)
e Convencional (MAX).

Um total médio de UFC 379,5 + 192,41 para o ceramicos; 8,7 + 9,3 para 0s
autoligados metalicos e 0,5 £ 1,5 para os convencionais metalicos (Figura 4). Foram
encontradas diferengas significativas na adesdo de S. mutans nos diferentes tipos de braquetes
(Figura 4), visto que o numero de UFC foi estatisticamente maior e significantes nos
braquetes ceramicos do que nos metalicos (p<0.0001).
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Figura 4, Valores médios de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de S. mutans aderidos aos braquetes ceramicos,
autoligados e convencionais (ANOVA p<0.05).

Houve também uma diferenca estatisticamente significante entre os braquetes de ago
inoxidavel (Figura 5, p=0.016), em que os autoligados aderiram mais micro-organismos que o
convencional. Todos os braquetes autoligados apresentam pelo menos 1 UFC (n=2),

enguanto, apenas 1 convencional apresentou 5 UFCs.

32 4
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Figura 4. Namero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de S. mutans aderidos aos 10
braquetes autoligados e convencionais. (ANOVA p<0.05).

A frequéncia de deteccdo de S. mutans, P. intermedia e P. gingivalis nos biofilmes dos
pacientes com diferentes tipos de braquetes estd representado na Tabela 3. S. mutans e P.

intermedia foram detectados na maioria dos aparelhos autoligados, sendo que, oito pacientes
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apresentaram as duas bactérias a0 mesmo tempo. Embora os aparelhos autoligados
apresentem uma maior detecgdo bacteriana, ndo houve diferengas estatisticamente

significantes na frequéncia de deteccdo dos aparelhos convencionais (Tabela 3, p>0.05).

Tabela 3. Deteccdo de S. mutans, P. gingivalis e P. intermedia em amostras de biofilmes coletadas de pacientes com
braquetes convencionais e autoligados de pacientes. (QUI-QUADRADO, p>0.05)

Tipos de braquetes

Detepc_;éo das  Autoligados Convencional P
bactérias: n=16 n=10
S. mutans
Sim 10 (62.5%) 5 (50%) 0.44
Né&o 6 (37.5%) 5 (50%)
P. gingivalis
Sim 6 (37.5%) 3 (30%) 1.00
Né&o 10 (62.5%) 7 (70%)
P. intermedia
Sim 10 (62.5%) 5 (50%) 0.44
Né&o 6 (37.5%) 5 (50%)

As médias de intensidade de fluorescéncia emitidas pelo PCR, para cada bactéria e
tipo de aparelho estdo representadas na Figura 6. De modo geral, as fluorescéncias
encontradas para S. mutans e P. intermedia foram superiores das encontradas para P.
gingivalis (Figura 6). Também ndo houve diferencas estatisticamente significantes nos niveis

fluorescéncias entre os diferentes tipos de braquetes (Figura 6, p>0.05).
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Figura 5. Médias de intensidade de fluorescéncia emitidas pela detec¢do de S. mutans, P. gingivalis e P. intermedia em
amostras de biofilmes obtidas de pacientes com aparelhos autoligado (n=16) e convencional (n=10). (ANOVA, p>0.05)

Os dados dos exames clinicos intra-orais mostraram que as lesdes de manchas brancas

foram mais frequentemente detectadas na interface dente/braquete de pacientes com o

autoligados, embora ndo tenha sido diferente estatisticamente dos pacientes com aparelho

convencional (p=0.05). As gengivites também foram detectadas em muitos pacientes,

especialmente nos pacientes com autoligados, ja que todos apresentavam a doenca e foram

significantemente mais frequentes do que nos pacientes com aparelho convencional (p<0.05).

Tabela 4. Frequéncia de deteccéo de alteragdes orais detectadas em exame clinico de pacientes com braquetes convencionais
e autoligados. (QUI-QUADRADO, p>0.05)

Tipos de bragquetes

Exame Clinico Autoligados Convencional P
n=16 n=10

Manchas brancas
Sim 11 (68.8%) 3 (30%) 0.05
Nao 5 (31.2%) 7 (70%)

Gengivite
Sim 16 (100 %) 7 (70%) 0.04
Néo 0 (0 %) 3 (30%)
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6.DISCUSSAO

O presente estudo permitiu observar a adesao de S. mutans in vitro e a presenca de P.
gingivalis, P. intermedia e S. mutans em biofilmes coletados de voluntarios de acordo com
diferentes tipos de braquetes. A obtencdo da média das contagens do nimero de coldnia nos
meios de cultura permitiu dimensionar a quantidade de bactérias aderidas em biofilmes nos
braguetes. A formacdo de biofilmes ocasionado pelo préprio ambiente bucal, rico em
bactérias e substratos para o seu desenvolvimento, é um processo comum sobre as superficies
dentérias e partes moles da cavidade bucal, e que deve ser removido com as técnicas de
higiene oral.

E esperado que, em presenca de mais areas retentivas e ndo descamativas, ocasionadas
pelo uso do aparelho ortodontico, haja uma maior adesdo e acimulo de biofilmes sobre os
dentes, especialmente devido as dificuldades de se ter medidas eficazes de higiene dental. A
permanéncia e formagdo de biofilme dentario causam, desde manifestacdes inflamatorias
periodontais, até a desmineralizacdo do esmalte dentario. Aparelhos ortodonticos fixos em
geral, apresentam rugosidade na superficie, o que facilita o acimulo de biofilme e
consequentemente ocasiona mudancas patolégicas nos tecidos gengivais e/ou na
microbiologia oral, portanto a hiperplasia gengival e a doenca periodontal sdo respostas destas
alteracbes (GONG et al., 2011). Além das caracteristicas do desenho dos braquetes
ortoddnticos, ha relatos de que pode haver uma irritacdo quimica durante a cimentacdo de
bandas, criando assim espacos subgengivais propicios para o acumulo de biofilmes
(KLOEHN et al., 2014).

Embora existam varias medidas preventivas de controle da formacéo deste biofilme
durante o tratamento ortodontico, ndo h& ainda uma solucdo concreta para se evitar 0 seu
desenvolvimento (OAAGARD, 2008). Uma destas medidas esta relacionada ao desenho do
braguete, numa tentativa de se evitar a ancoragem microbiana. O marketing dos braquetes
autoligados anunciam uma melhor eficacia no controle da acumulacdo bacteriana em sua
superficie, devido a eliminacdo das ligaduras de ago inoxidavel ou elésticas. Isto por que
estudos que comparam a influéncia de autoligados e braguetes convencionais na saude
periodontal associam a formacao de biofilme ao uso da ligadura elastomérica (PELLEGRINI
et al., 2009), embora tenha sido demonstrado que estas ligaduras representem um material
bio-hostil para a sobrevida microbiana (GAMEIRO et al., 2009, PELLEGRINI et al., 2009).

No entanto, nossos achados permitiram observar uma pequena diferenga no nimero de

colbnias obtidas nas culturas provenientes de biofilmes obtidos de braquetes metalicos
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convencionais e autoligados. Os autoligados tiveram um maior nimero de col6nias, enquanto
apenas uma amostra do convencional teve S. mutans detectavel, corroborando com os dados
revisados por NASCIMENTO e colaboradores (2014), em que concluiu que ndo ha evidéncias
de uma possivel influéncia do desenho de braquetes (convencionais ou autoligaveis) sobre a
formacé&o de col6nias e a adesdo de Streptococcus mutans.

Os resultados mostraram grandes diferencas na contagem de S. mutans nos braquetes
ceramicos em comparagdo com os metalicos, o que foi encontrado também por FOUMIER et
al, (1998); PAPAIOANNOU et al., (2007); CAMEIRO et al., (2018), discordando de AHN et
al., (2002) que constatou que 0 ago inoxidavel teve a maior adesdo microbiana. Por outro
lado, a avaliacdo da adesdo do S. mutans em amostras de braquetes estéticos convencionais e
autoligados por microscopia eletronica de varredura ndo ha diferenca na adesao do S. mutans
entre os aparelhos (DO NASCIMENTO et al., 2014). A composi¢do molecular e elementar da
superficie do biomaterial € considerada como fator determinante da resposta precoce do
ambiente bioldgico. A natureza polar ou ndo polar, a ligacdo de hidrogénio capacidade, e do
potencial doador ou aceitador de elétrons, parecem controlar o carater hidrofilico ou
hidrofobico e o estado energético das superficies (PAPAIOANNOU et al, 2007).

As coletas de biofilmes foram realizadas em pacientes de um Unico ortodontista em
que os braquetes foram colados por pelo menos 0,5 mm da gengiva livre, na face vestibular
dos incisivos inferiores, sem excesso de resina na interface e que recebiam as mesmas
instrucdes de higiene bucal, escova dental e dentifricio. A maioria das amostras de biofilme
analisadas apresentaram S. mutans em niveis detectaveis ratificando a sua participacdo na
formacdo de biofilmes supragengivais. N&o foram encontradas diferengas na deteccdo e
quantificacdo de S. mutans entre os braquetes autoligados e convencionais. A literatura é
muito controversa a respeito das diferencas de colonizagcdo microbiana nos diversos tipos de
braquetes metalicos disponiveis no mercado. Alguns estudos relatam que os braquetes
autoligados sdo menos suscetiveis a colonizagéo bacteriana devido a sua forma, além da falta
de ligaduras metalicas ou elastoméricas (PELLEGRINI et al., 2009; PADUANO et al., 2008;
YU; QIAN, 2007; FERNANDES; ALMEIDA, 2008, TURKKAHRAMAN et al., 2005).
Outros estudos ndo foram unanimes em relatar uma possivel influéncia do desenho de
bragquetes (convencional ou autoligante) sobre a adesao e formacao de col6nias de S. mutans
(PHITON et al., 2011; PEDJA et al., 2013, PANDIS et al., 2010). A analise quantitativa de
S. mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus e Lactobacillus acidophilus, atraveés do PCR
também ndo encontrou diferencas estatisticamente entre os braquetes autoligados e
convencionais (BAKA et al., 2013).
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A maioria dos estudos apontam para variagdes dos niveis de periodontopatdgenos nos
biofilmes de pacientes em tratamento ortodontico, tais alteracbes nos biofilmes subgengivais
podem ser transitdrias (revisado por GUO et al., 2017). Ha evidéncias de que Prevotella
intermedia aumentam no inicio do tratamento, mas retornam aos niveis de pré-tratamento
varios meses depois da remogdo do aparelho (RISTIC et al., 2008; THOMBERG et al., 2009;
GUO et al., 2017). P. intermedia foi frequentemente detectada das amostras analisadas,
enquanto P. gingivalis foi encontrado em uma minoria. Nao houve diferencas na deteccédo
destes periodontopatdgenos entre os tipos de braquetes analisados. PEDJA et al. (2013)
também ndo encontraram diferencas na deteccdo periodontopatégenos em diferentes tipos de
braquetes de aco inoxidavel (convencional e autoligado). Por um lado, GARCEZ et al.,
(2011) e PITHON et al., (2011) mostraram uma menor formacdo de biofilmes de
periodontopatdgenos nos braquetes de aco inoxidavel convencionais ligados com ligadura do
que em autoligados. Ademais, através de estudo in vivo PELLEGRINI et al., (2009) sugerem
maior retencdo de bactérias nos bragquetes convencionais ligados com ligadura elastomérica
do que em autoligados.

Os estudos mostram que a maior adesdo de micro-organismos nos aparelhos
convencionais pode estar relacionada com a necessidade de uso de ligaduras elasticas
(SOUZA et al., 2008; GARCEZ, et al., 2011) e os braquetes autoligados, que ndo necessita de
ligaduras, possui um complexo mecanismo de abertura e fechamento através de um clipe
metalico que também pode favorecer o acimulo de biofilme e a aderéncia bacteriana (JUNG
et al., 2016). Diante do exposto, os braquetes metalicos permitiram uma menor adesdo de S.
mutans do que os ceramicos. A presenca de mais area retentiva dos desenhos dos braquetes
autoligados poderia compensar a adesdo microbiana das ligaduras nos braguetes

convencionais in vivo.

CONCLUSOES

Diante dos resultados podemos concluir que:

- Os braquetes cerdmicos permitem uma maior adesdo de S. mutans, seguido pelos
bragquetes metalicos autoligados;

-S. mutans e P. intermedia foram frequentemente detectados nas amostras de biofilme;

- Néo houve diferencas na presenca e quantidade de bactérias testadas entre braquetes

autoligados e convencionais metalicos.
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Apresentagéo do Projeto:

Retira-se da proposta a seguinte apresentagao:"Aparelhos ortodénticos podem estar associados a efeitos
adversos intra-orais sobre os dentes e o periodonto, pois fornecem um ambiente adequado para que
microorganismos se acumulem em biofilmes e estimulem uma resposta imune do hospedeiro. O acimulo de
biofilmes sobre as superficies dentais pode levar a processos de desmineralizagao dentaria, bem como o
surgimento de doencgas periodontais, por meio da formacgao de biofilmes subgengivais. Se por um lado, o
tratamento ortoddntico pode contribuir para a ancoragem microbiana, por outro, o alinhamento dentario pode
ajudar na higiene, restaurar a estética, a fungdo mastigatéria e a boa oclusdo. Varios modelos de aparelhos
ortoddnticos vem sendo indicados pelos profissionais, a fim de reduzir o acimulo microbiano ocasionados
pelos aparelhos convencionais, como por exemplo os sistemas auto-ligados e os alinhadores
termoplasticos. Ha controvérsias e pouca informagao sobre a diversidade microbiana dos biofiimes formados
durante o tratamento ortoddntico, especialmente sobre o envolvimento dos micro-organismos recentemente
associados a carie precoce. Diante disto, sao objetivos do estudo avaliar a presenca de micro-organismos
orais em biofilmes supra e subgengivais, quantificar mediadores inflamat6rios e componentes salivares e
comparar dados clinicos, como presenca de manchas brancas e doencgas periodontais em pacientes
tratados ortodonticamente com aparelhos convencionais, auto-ligados e alinhadores termoplasticos. Para
isto, serao avaliados 100pacientes, sendo 50 entre 12 a 45 anos com indicagao para tratamento ortodéntico
(G1) e 50 pacientes com
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tratamento ja iniciado por 6 meses (G2). Serdo examinados clinicamente e divididos em grupos, de acorde
com as condigdes periodontais, presenca de lesdes de céries e tipo de aparelho ortoddntico indicado para
correcdo da ma oclusdo. Serdo coletadas amostras de fluido crevicular gengival da regido dos incisivos
inferiores, amostras salivares nao estimuladas e biofiimes nos molares. Estas amostras serac
encaminhadas para analise dos niveis de mediadores pro-inflamatérias através de Ensaios Elisa e a
diversidade microbiana por ensaios de PCR quantitativo. Os resultados elucidardo os efeitos dos diversos
tipos de aparelhos ortodbnticos na colonizagao oral, na resposta do hospedeiro e evolugao clinica”.

Objetivo da Pesquisa:

A proposta descreve os seguintes objetivos priméarios: "O objetivo geral do estudo é o de avaliar as
modificagbes microbiolégicas, bioquimicas e imunolégicas do ambiente oral em decorréncia do tratamentc
ortoddntico de diferentes tipos de brackets. Os objetivos especificos incluem analisar a presenga de micro-
organismos orais em biofilmes supra e subgengivais e mediadores inflamatorios em pacientes com doenga
periodontal e lesdes cariosas incipientes tratados ortodonticamente com aparelhos convencionais, auto-
ligados e alinhadores termoplasticos e observar os efeitos clinicos do tratamento ortodéntico nc
restabelecimento das doengas associadas. Além de divulgar e publicar os resultados encontrados em
revistas de bom impacto, formar alunos de mestrado e doutorado em varias areas de conhecimento

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

A proposta descreve 0s seguintes riscos e beneficios:

"Riscos: O presente projeto ndo apresenta riscos aos participantes por se tratar de coletas seguras, nic
invasivas e indolores".

"Beneficios: Os beneficios aos participantes concentrar-se-ao nas instrugdes individuais realizadas pelos
pesquisadores sobre a prevenc¢do de doencga oral (carie e doengas periodontais) durante o tratamentc
ortoddntico. Apos a realizagdo das coletas sera realizado profilaxia e adequagao do meio bucal, com auxilic
de tacas de borracha e pasta dentaria fluoretada. Os pacientes que apresentarem carie ou doenga
periodontal durante o exame clinico serdo encaminhados para tratamento na Clinica Integrada da
Universidade de Uberaba".

Foi solicitado no Glitimo parecer que os autores se atentassem para complementar as informagdes dos riscos
e dos beneficios com dados sobre o risco da perda de confidencialidadee sobre o beneficio indireto da
proposta.
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Nessa Gltima versdo do PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1389701, estas informagdes
continuam ausentes. Tais informacdes foram cormrigidas/adicionadas apenas nos seguintes documentos: 1-
TCLE(TERMO_DE_CONSENTIMENTO_ORTOCORRIGIDO), 2- Projeto completo
(Projeto_ORTO _corrigido) e 3- Carta de reposta ao CEP-UNIUBE
(carta_resposta_CEP_UNIUBE_2019_ORTO);

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

No presente projeto, os autores visam a realizacao de um estudo laboratorial, do tipo experimental, de
natureza qualitativa, com finalidade aplicada, e com temporalidade transversal. Afim de avaliar a presenga
de micro-organismos orais em biofilmes supra e subgengivais, quantificar mediadores inflamatérios e
componentes salivares e comparar dados clinicos, como presen¢a de manchas brancas e doengas
periodontais em pacientes tratados ortodonticamente com aparelhos convencionais, auto-ligados e
alinhadores termoplasticos.

Apos andlise dos documentos enviados, constata-se que o presente projeto de pesquisa apresenta todos os
componentes necessarios, tendo objetivos, metodologia, hipdteses e justificativas pertinentes a pergunta/
problema de pesquisa. Dessa forma, o presente projeto esta de acordo com todos os quesitos legislados
pela Resolugdo 466/12.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Os autores apresentam os seguintes documentos:

1- Projeto preenchido na Plataforma Brasil (PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_1389701);
2- Projeto Detalhado / Brochura Investigador (Projeto_ ORTO_corrigido.doc);

3 - TCLE/Termos de Assentimento/Justificativa de Auséncia(Projeto_ORTO_corrigido.doc) ;

4- Carta de autorizagao assinada pelos Coordenadores Clinicos da Policlinica Getilio
Vargas(carta_autorizacao_orto.pdf);

5- Declaragdo do conhecimento e anuéncia a Resolugdo 466/12(DECLARAcaoOORTO pdf);

6- Folha de rosto - Plataforma Brasil assinada pelo Pro-Reitor de Pesquisa e Pés-Graduacdo da UNIUBE
(pagina_rosto.jpeg):

7- Carta de Resposta ao CEP-UNIUBE (carta_resposta_CEP_UNIUBE_2019_ORTO.pdf).
Recomendacoes:

Nada digno de nota.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Salvo melhor entendimento dos componentes desta Plenaria, o presente projeto pode ser aprovado em
razdo que nesta versao foi apresentada todas as corregdes sugeridas anteriormente. Nesta verséo, o
presente projeto esta de acordo com todos os quesitos legislados pela Resolugao 466/12.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Em 22/08/2019, a plenaria votou de acordo com o relator, pela aprovagdo da proposta. O CEP-UNIUBE
lembra o pesquisador responsavel pelo projeto do seu compromisso com a Resolugao 466/12,
especialmente no tocante a protecdo do participante da pesquisa e da entrega do relatorio parcial/final
através de Emenda, na Plataforma Brasil

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[ Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situaga

Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 30/07/2019 Aceito

do Projeto ROJETO_1389701 pdf 14:3021 |

Outros carta_resposta_CEP_UNIUBE_2019_0O | 30/07/2019 |Ruchele Dias Aceito
RTO.pdf 14:29:53 | Nogueira

Projeto Detalhado / |Projeto_ORTO_corrigido.docx 30/07/2019 |Ruchele Dias Aceito

Brochura 14:29:34 |Nogueira

Investigador

TCLE/ Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_ORT | 30/07/2019 |Ruchele Dias Aceito

Assentimento / OCORRIGIDO.doc 14:28.06 |Nogueira

Justificativa de

| Auséncia " e , ;

Declaracao de DECLARAcaoOORTO pdi 01/07/2019 |Ruchele Dias Aceito

Pesquisadores 11:54:54 | Nogqueira

Declaragao de carta_autorizacao_orto.jpeg 01/07/2019 |Ruchele Dias Aceito

Instituigdo e 11:49339 |Nogueira

Infraestrutura I -

Folha de Rosto pagina_rosto.pdf 01/07/2019 |Ruchele Dias Aceito

11:48:04 | Nogueira

Situa¢ao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
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