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Cavichioli EAM. Fototerapia com luz azul combinada a aplicacéo de clorexidina 0,12%
em um modelo ortoddntico com biofilme cariogénico [dissertacdo de mestrado].
Faculdade de Odontologia de Araraquara - Unesp; 2020.

RESUMO

Aparelhos ortodénticos fixos criam areas de estagnacéo para biofilmes dentérios e
dificultam a limpeza dos dentes; portanto, existe o risco de desenvolver lesbes
incipientes de carie durante o tratamento ortoddntico. O objetivo deste estudo é
verificar se a aplicagdo de luz azul antes da clorexidina 0,12% no esmalte, braquete e
elastico ortoddntico reduziria ou inibiria os biofilmes maduros de Streptococcus
mutans e seu crescimento nesses substratos 24 horas ap6s a aplicacdo dos
tratamentos; e se esse tratamento interfere na adesdo do braquete ao esmalte.
Biofilmes de S. mutans UA159 foram formados por 5 dias sobre amostras compostas
por esmalte bovino, braquete ortodéntico e elastico ortodéntico. Em seguida, as
amostras foram tratadas com NaCl 0,89% por 1 minuto (NaCl), luz azul por 12 minutos
(BL), clorexidina 0,12% por 1 minuto (CHX) e luz azul por 12 minutos seguido da
aplicacdo de clorexidina 0,12% por 1 minuto (BL+CHX). O acumulo de biofilme
imediatamente apds os tratamentos e 24 horas apds os tratamentos foram avaliados
por unidades formadoras de colbnias (CFU) e peso seco (DW). O pH do meio foi
medido no quinto dia e sexto dia. A formacdo de biofiime nas amostras apos os
tratamentos (Imediato) e no recrescimento (Regrowth) foi avaliada visualmente por
microscopia confocal de varredura a laser (CLSM). O teste de adeséo (SBS) entre o
braguete e o esmalte foi feito apds as amostras serem termocicladas por 500 ciclos
(5°C e 55°C), tratadas e termocicladas novamente nas mesmas condicdes. O teste de
adesao (N/mma2) foi feito com uma maquina de teste universal com uma velocidade de
1 mm/min. Apés 5 dias de formacédo do biofilme, o tratamento com BL+CHX reduziu
significativamente a viabilidade bacteriana no esmalte em comparagéo com o NaCl (p
= 0,004) e BL (p = 0,014). Para o braquete e o elastico, todos os tratamentos
resultaram em viabilidade bacteriana semelhante (p=0,081). No recrescimento, CHX
e BL+CHX reduziram significativamente a viabilidade bacteriana no esmalte em
comparagao com o NaCl (p<0,015) e BL (p=<0,013). Para o braquete, BL+CHX reduziu
significativamente a viabilidade bacteriana em comparacédo com NaCl (p = 0,008) e BL
(p =0,009). Para o elastico, BL+CHX eliminou o biofilme do substrato. CHX e BL+CHX
reduziram significativamente a viabilidade bacteriana 24 horas apds o tratamento para
todos os substratos (p<0,05). O pH do meio aumentou significativamente quando as
amostras foram tratadas com CHX e BL+CHX (p<0,001). Imagens da CLSM
mostraram maior quantidade de células mortas nas amostras tratadas com BL+CHX.
Nao houve diferenga no SBS entre os tratamentos (p=0,932). A associacdo entre
BL+CHX reduziu o biofime de S. mutans e seu recrescimento em um modelo
ortodéntico in vitro e ndo influenciou na resisténcia de adesédo entre braquete e
esmalte.

Palavras chave: Ortodontia. Fototerapia. Streptococcus mutans.



Cavichioli EAM. Blue-light phototherapy combined with 0.12% chlorhexidine on an
orthodontic cariogenic biofilm model [disserta¢cédo]. Faculdade de Odontologia de
Araraquara - Unesp; 2020.

ABSTRACT

Fixed orthodontic appliances create areas of stagnation for dental biofilms and make
it difficult to clean the teeth; therefore, there is a risk of developing incipient lesions of
caries during the orthodontic treatment. The objective of this study is to verify if the
application of blue light prior to 0.12% chlorhexidine (CHX) on enamel, orthodontic
brackets and elastics would reduce or inhibit mature Streptococcus mutans biofilms
and their regrowth on these substrates 24 h after the application of the treatment; and
if this treatment would interfere with bracket adhesion to the enamel. Biofilms of S.
mutans UA159 were formed for 5-days over samples composed by a bovine enamel,
an orthodontic bracket and an orthodontic elastic. Then, the samples were treated with
0.89% NacCl for 1 minute (NaCl), blue light for 12 minutes (BL), 0.12% chlorhexidine
for 1 minute (CHX) and BL for 12 min + 0.12% CHX for 1 min (BL+CHX). Biofilm
accumulation immediately after treatments and 24-h after treatments (regrowth) were
evaluated by colonies forming units (CFU) and dry weight (DW). The pH of the spent
media was measured on the 5th and 6th day. Biofilm formation on the samples after
the treatments and on the regrowth was visually evaluated by confocal laser scanning
microscopy (CLSM). Shear bond strength (SBS) between bracket and enamel was
evaluated after specimens were thermocycled for 500 cycles (5° and 55 °C), treated
and thermocycled again in the same conditions. Shear forces (N/mm?) were applied to
the specimens with a universal testing machine at a crosshead speed of 1 mm/min.
After 5 days of biofilm formation BL+CHX significantly reduced the bacterial viability on
Enamel compared to NaCl (p=0.004) and BL (p=0.014). For Bracket and Elastic, all
the treatments resulted in similar bacterial viability (p=0.081). In the regrowth, CHX and
BL+CHX significantly reduced the bacterial viability in the Enamel compared to the
NaCl (p<0.015) and BL (p<0.013). For Bracket, BL+CHX significantly reduced the
bacterial viability compared to NaCl (p=0.008) and BL (p=0.009). For the Elastic,
BL+CHX eliminated the biofilms from the substrate. CHX and BL+CHX significantly
reduced the bacterial viability 24 h after treatment for all substrates (p<0.05). The
media pH significantly increased when samples were treated with CHX and BL+CHX
(p<0.001). CLSM images showed greater amount of dead cells in the samples treated
with BL+CHX. There was no difference on the SBS between the treatments (p=0.932).
The association between BL and CHX reduced S. mutans biofilm and its regrowth on
an in vitro orthodontic model and did not influence on the bonding strength between
bracket and enamel.

Keywords: Orthodontics. Phototherapy. Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

Varias doencas em humanos sdo causadas por biofilmes, incluindo aquelas
gue ocorrem na boca. Entre elas, a carie continua sendo uma das doencas orais mais
presentes que comprometem a salde e o bem-estar de criancas e adultos®. Esta
doenca resulta de interacbes complexas entre microrganismos orais especificos,
fatores do hospedeiro e dieta, que promovem o estabelecimento de biofiime
cariogénico na superficie dos dentes?3. Os aparelhos ortoddnticos criam areas de
estagnacédo para o biofilme dental e dificultam a limpeza dos dentes. As superficies
irregulares dos braquetes ortoddnticos limitam o mecanismo natural de autolimpeza
feitos pela musculatura oral e saliva*. A diversidade de dispositivos utilizados em
aparelhos ortodonticos pode promover alteracdes especificas no ambiente bucal,
como pH acido, aumento da adesdo de microrganimos e desenvolvimento de
biofiime®>6. O aumento da proliferacdo de bactérias facultativas, incluindo o
Streptococcus mutans, leva a uma diminuicAo do pH que inclina o equilibrio
desmineralizacdo-remineralizacdo em direcdo a perda mineral que, por sua vez, pode
levar ao desenvolvimento de lesGes de mancha branca e, eventualmente, a carie com
cavitacédo’?2.

O risco de desenvolver lesbes cariosas incipientes durante o tratamento
ortoddntico ndo deve ser subestimado pelos ortodontistas®. Com base em registros
fotograficos antes e apds o tratamento ortoddntico, um estudo mostrou uma alta
incidéncia de lesbes de mancha branca em pacientes apds o tratamento ortodéntico
(72,9%), e a incidéncia de lesdes cavitadas nessa populacéo foi de 2,3%°. Sexo, idade
e higiene bucal no inicio do tratamento ndo foram associados ao desenvolvimento da
lesdo, mas uma associacao significativa foi evidenciada com o aumento da duracéo
do tratamento®. O problema do desenvolvimento de lesdes de mancha branca é um
desafio alarmante e merece atencéo significativa de pacientes e profissionais, o que
deve resultar em maior énfase na prevencéo eficaz da céarie®. Os métodos preventivos
de carie incluem instru¢des sobre higiene bucal e habitos alimentares, bem como a
prescricdo de dentifricios com flior (= 1000 ppm) e enxaguatoérios bucais'®. No
entanto, € necessario implementar um programa preventivo de higiene bucal para
pacientes ortodonticos, pois a higiene bucal é mais dificil de manter quando ha
braquetes, fios e outros acessorios!!12, Nesse contexto, o controle efetivo do biofilme

dental por métodos mecéanicos sofre algumas limitac6es em pacientes com aparelhos



ortoddnticos fixos314. Assim, deve ser considerado o importante papel dos agentes
quimicos utilizados para melhorar a saude bucal dos pacientes em tratamento
ortoddntico'®.

A clorexidina (CHX) tem sido amplamente utilizada como agente topico na
descontaminacédo de caries e mucosa bucal devido seus excelentes resultados contra
muitas bactérias orais'®, sendo considerada padrdo ouro no controle quimico dessas
bactérias!’. No entanto, a eficacia da CHX é reduzida contra bactérias organizadas
em biofilmes!®1°. Isso pode ocorrer devido a interagGes i6nicas entre a matriz de
exopolissacarideos (EPS) carregada negativamente, que compreende a maior parte
do volume do biofilme e as moléculas de CHX carregadas positivamente!8, A medida
gue a CHX catibnica interage com a matriz de EPS anibnica, a carga da matriz torna-
se neutra, reduzindo as forcas de repulséo entre as partes carregadas e permitindo
maiores aproximacdes entre as cadeias poliméricas, o que leva a reducéo do volume
ocupado pelo biofilme'®. Uma matriz mais compacta pode inibir a difusdo de solutos
no biofilme, incluindo a prépria CHX1,

A terapia antimicrobiana fotodinamica tem sido indicada como uma alternativa
as terapias convencionais para o tratamento de doencas bucais de origem microbiana.
Essa terapia € baseada no uso de fotosensibilizadores que iniciam uma resposta
fotoquimica quando expostos a luz de um comprimento de onda especifico. Em um
estudo que investigou os efeitos antimicrobianos das luzes azul (400-440 nm) e
vermelha (570-690 nm) em combinagdo com fotossensibilizadores curcumina e azul
de toluidina em S. mutans, observou que as luzes em combinacdo com o0s
fotossensibilizadores promoveram a inativacdo das células planctdnicas e S. mutas
em tempos de iluminagdo muito curtos?®. No entanto, a principal limitacdo da terapia
fotodindmica antimicrobiana é o desafio do fotossensibilizador de penetrar na
profundidade do biofilme?°. Estudos que avaliam a eficacia da terapia fotodinamica
antimicrobiana em S. mutans sugerem que a terapia é eficaz e promove a erradicacao
dos microrganismos em sua forma plancténica?’; no entanto, a erradicacdo de
microrganismos organizados em biofilmes ainda n&o foi observada. Provavelmente,
isso se deve ao efeito protetor da matriz de EPS, que dificulta a acdo do agente
fotossensibilizador. Assim, a fototerapia com luz azul sem a presenca de um
fotossensibilizador parece ser uma alternativa promissora a terapia fotodinamica
antimicrobiana para superar esse problema??. A fototerapia sem fotossensibilizadores

exdgenos demonstrou que S. mutans perderam a capacidade de se reorganizar em
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biofilme apds exposicédo a luz azul (68-680 J/cm?; 400 a 500 nm)?3. Além disso, foi
demonstrado que a aplicacdo de luz azul (72 J/cm?; 400-440 nm) duas vezes ao dia
impedia o desenvolvimento a matriz de EPS nos biofilmes de S. mutans?2. Assim,
pode-se hipotetizar que a associacdo da luz azul, que reduz significativamente a
matriz de EPS do biofilme de S. mutans, possa facilitar a penetracdo da CHX.

Uma forca de adesdo confiavel entre braquete e dente € essencial para o
sucesso do tratamento ortodontico?*. Reynolds?® descobriu que uma forca de adeséo
entre 5,9 e 7,8 Mpa é adequada para manter a adeséo do braquete ao dente. A queda
dos braquetes ortodonticos pode frustar o clinico, afetar significativamente a eficiéncia
do tratamento e ter um impacto financeiro no tratamento?® e, portanto, devemos fazer
0 possivel para evita-lo. Os efeitos das aplicacées de CHX na adeséo dos braquetes
aos dentes foi avaliado anteriormente?”-28, mostrando que a CHX ndo interfere na
adesdao. Por outro lado, foi demonstrado que a aplicacdo de Laser de Diodo (445 nm)
por 15 segundos na base do braquete reduziu significativamente os valores de SBS?°.
No entando, até onde sabemos, nenhum estudo avaliou os efeitos da luz azul
combinada com clorexidina no SBS dos braquetes ortodénticos.

A pratica clinica requer uma alternativa facil, rapida e eficaz para reduzir o
biofiime de S. mutans em pacientes em tratamento ortodéntico com aparelhos fixos.
A aplicacdo de luz azul antes da aplicacdo de clorexidina 0,12% na reducao do
biofiime de S. mutans nos dentes, braquetes ortoddnticos e elasticos ainda néo foi
estudada. Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar o acimulo de biofilme de S.
mutans no esmalte, braquete e elastico para verificar se a aplicacédo de luz azul antes
da clorexidina 0,12% reduz ou inibie a formacao do biofiime e seu recrescimento
nesses substratos apds 24 horas. Além disso, objetivamos analisar se a aplicacao
desses tratamentos interferiria na adesao do braquete ao esmalte. Os resultados
deste estudo podem ajudar os ortodontistas a prevenir lesbes de carie em seus
pacientes, principalmente naqueles com maior risco de desenvolvimento de carie.
Além disso, os resultados obtidos com a aplicacdo da luz azul associada a clorexidina
0,12% nos braquetes e elasticos podem representar uma alternativa promissora,
pratica e rapida de ser realizada no consultério odontolégico para redugédo de S.

mutans nos pacientes durante o tratamento ortodontico.
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4 CONCLUSAO

Como o tratamento ortoddntico € uma fase critica para alguns pacientes com
dificuldade no controle da higiene bucal e considerando os bons resultados imediatos
e prolongados obtidos neste estudo, o tratamento com BL+CHX pode ser considerado
uma alternativa aos métodos tradicionais, a fim de reduzir o risco de manchas brancas
devido a desmineralizagdo do esmalte. No entanto, evidéncias derivadas de
observacdes clinicas sdo necessarias para confirmar nossos achados. Em concluséao,
a associacao entre luz azul e clorexidina reduziu o biofilme de Streptococcus mutans
e seu recrescimento em um modelo ortoddntico in vitro e n&do influenciou na forca de

adesao entre braquete e esmalte.
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