Universidade do Estado do Rio de Janeiro

2N 2
% UEWRJ ; Centro Biomédico
o -
? estape O Faculdade de Odontologia
L]

Rhita Cristina Cunha Almeida

Efeito do movimento dentario nos niveis de metaloproteinases da matriz no

fluido gengival de pacientes com periodontite controlada

Rio de Janeiro
2012



Rhita Cristina Cunha Almeida

Efeito do movimento dentario nos niveis de metaloproteinases da matriz no fluido

gengival de pacientes com periodontite controlada

Tese apresentada, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Doutor, ao Programa de
Pds-Graduacéo em Odontologia, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Area
de concentracdo: Ortodontia.

Orientadores: Prof. Dr. Jonas Capelli Junior

Prof. Dr. Ricardo Palmier Teles

Rio de Janeiro
2012



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/CBB

A447 Almeida, Rhita Cristina Cunha.
Efeito do movimento dentario nos niveis de metaloproteinases no fluido
gengival de pacientes com doenca periodontal controlada / Rhita Cristina
Cunha Almeida. — 2012.
92 f.

Orientadores: Jonas Capelli Junior, Ricardo Palmier Teles.
Tese (doutorado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Faculdade de Odontologia.

1. Metaloproteinases. 2. Dentes — Mobilidade. 3. Liquido do sulco
gengival. 4. Doenca periodontal. 1. Capelli Junior, Jonas. Il. Teles, Ricardo
Palmier. I1l. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Faculdade de
Odontologia. IV. Titulo.

CDU
616.314

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou parcial desta tese,

desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Rhita Cristina Cunha Almeida

Efeito do movimento dentario nos niveis de metaloproteinases da matriz no fluido

gengival de pacientes com doenca periodontal controlada

Tese apresentada, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Doutor, ao Programa de
Pds-Graduagéo em Odontologia, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Area
de concentracdo: Ortodontia.

Aprovada em 26 de junho de 2012.

Orientadores:

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Jonas Capelli Junior
Faculdade de Odontologia - UERJ
Prof. Dr. Ricardo Palmier Teles
Instituto Forsyth

Prof.2 Dra. Flavia Raposo Gebara Artese
Faculdade de Odontologia - UERJ

Prof. Dr. Ricardo Guimarées Fischer
Faculdade de Odontologia - UERJ

Prof. Dr. Raphael Hirata Junior
Faculdade de Odontologia - UERJ

Prof.2 Dra. Telma Martins de Araujo
Faculdade de Odontologia - UFBA

Prof. Dr. José Nelson Mucha
Faculdade de Odontologia - UFF

Rio de Janeiro
2012



DEDICATORIA

Ao Felipe, meu grande amor;
A Laura, minha maior alegria;

A0S meus pais, meu porto seguro.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, professor Jonas Capelli Junior, pelos ensinamentos, pela confianca
e amizade. Tudo fica mais facil quando lidamos com pessoas competentes, compreensivas,
atenciosas, amigas e bem humoradas como vocé. Estes anos de convivio foram maravilhosos
e s6 me fizeram crescer. Muito obrigada!

Ao meu orientador, professor Ricardo Palmier Teles, por me receber em Boston, pela
forma calma que foi me instruindo sobre cada etapa laboratorial e escrita deste trabalho e por
estar presente na minha defesa de tese mesmo com seu cronograma tao apertado. Apesar de
terem sido periodos curtos de convivio, o tempo passado no Forsyth foi de grande
aprendizado e extremamente produtivo. Obrigada!

Agradeco ao meu marido, Felipe, por todos esses anos de sonhos compartilhados e de
conquistas a dois. Agradeco por seu apoio, incentivo, ensinamentos, mas, principalmente, por
seu amor, carinho, amizade e paciéncia. Como é bom viver a vida com vocé.

Agradeco ao meu pai, Marco Antonio, por ser este grande exemplo de profissional e
de ser humano. Mesmo com sua jornada de trabalho sendo extremamente atribulada, sempre
colocou a nossa familia em primeiro lugar, nunca permitindo que o trabalho interferisse no
seu papel de pai. Obrigada pelo apoio incondicional, por acreditar em mim, pelos incentivos
constantes e por participar intensamente no meu dia a dia, sonhando e lutando junto comigo.

A minha mée, Maria Helena, por nunca medir esforcos para me ajudar em tudo. Por se
dedicar a nossa familia e ao nosso bem estar integralmente. Saber que posso contar contigo ja
me tranquiliza para enfrentar qualquer desafio, pois com sua garra e seu bom humor a vida
fica muito mais facil. Vocé é minha melhor amiga! Espero poder representar para a Laura o
que VOCeé representa para mim.

Agradeco ao Rhubens, Izabella, meus avos Amélia e Manecéo, Aladir e Antonio (em
memoria) e a toda minha familia, por torcerem por mim e por serem uma familia
extremamente unida que vibra com cada conquista. Espero que nossas agendas continuem
sempre lotadas de eventos e comemorag0es familiares que tanto me fazem bem.

Agradeco a Conceicédo por ficar com a Laura para que eu pudesse terminar esta tese e
por trata-la da mesma forma calma e carinhosa que sempre me tratou.

Aos meus sogros Paulo Mauricio e Rosane por valorizarem nosso esforco em
completar mais esta etapa e estarem sempre por perto dispostos a ajudar. A Clarisse e André

pelo carinho e amizade.



Aos demais professores do curso de Ortodontia da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), Dr. Antonio Carlos Peixoto da Silva, nosso chefe, Dr. Alvaro de Moraes
Mendes, Dr. Alvaro Francisco Carriello Fernandes, Dra. Cétia Cardoso Abdo Quintdo, Dra.
Flavia Raposo Gebara Artese, Dra. lone Helena Vieira Portella Brunharo, Dr. Jose Augusto
Mendes Miguel, Dra. Maria das Gragas Carlini, Dra. Maria Teresa de Andrade Goldner e Dra.
Vera Lacia Cosendey Corte-Real pelos ensinamentos compartilhados, pela paciéncia e
dedicacdo sempre.

A amiga Cristiane Canavarro pela parceria dentro e fora da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ).

Aos professores e alunos do curso de especializacdo em Periodontia da UERJ e aos
professores da Universidade Estacio de Sa Bruno Rescala e Wilson Rosalem pela ajuda na
selecdo da amostra.

Aos amigos do Forsyth Institute, Luciana Almeida, Ana Paula e Marcelo Oliveira e
Raquel Assed por todo o apoio, ajuda, ensinamentos e paciéncia comigo.

A Vania, Gilberto, Lucas e Nicolas pela hospedagem carinhosa em Boston.

Aos meus queridos colegas Daniel e Gisele Fernandes pelas ajudas constantes com
horarios e prazos e pelo convivio sempre agradavel.

Aos alunos da especializacdo, mestrado e doutorado, sempre buscando manter um
clima agradavel e produtivo dentro da Ortodontia.

A todos os demais alunos que convivem no dia-a-dia da UERJ e aos que conviveram e
deixaram saudades.

A Mbnica Marques pela paciéncia, pelos biscoitinhos e pelo carinho de sempre.

A Fernanda pelo bom humor diério e bom convivio.

A Denise, Renata e todos os funcionarios da UERJ que facilitam nosso dia a dia e
estdo sempre dispostos a ajudar.

Principalmente, agradeco a Deus, por tornar este sonho possivel.



Antes que vocé possa alcancar o topo de uma arvore e entender os brotos e as flores,
voceé tera de ir fundo nas raizes, porque o segredo esta la. E, quanto mais fundo véo as raizes,
mais alto vai a arvore.

Nietzsche



RESUMO

ALMEIDA, Rhita Cristina Cunha. Efeito do movimento dentario nos niveis de
metaloproteinases da matriz no fluido gengival de pacientes com periodontite controlada.
2012. 92f. Tese (Doutorado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

O objetivo deste trabalho foi examinar o impacto da movimentagédo dentéria de dentes
periodontalmente comprometidos no volume do fluido gengival crevicular (FGC) e nos niveis
de expressdo das metaloproteinases de matriz (MMPs) -1, -2, -3, -7, -8, -12 e -13 no FGC.
Dez pacientes periodontalmente controlados (8 do sexo feminino e 2 do sexo masculino,
média de idade de 46,2 + 10,4 anos) com incisivos projetados labialmente foram submetidos a
tratamento ortod6ntico. Uma arcada dentéria foi submetida a movimentacéo ortodontica e a
arcada oposta foi usada como controle. Amostras de FGC foram coletadas da face lingual de
dois incisivos do lado movimento e dois do lado controle uma semana antes da ativacao
ortodontica (-7d), imediatamente apds a ativacao ortodontica, e apdés 1 h, 24 h, e 7, 14 e 21
dias. A coleta do FGC foi feita utilizando-se tiras de papel absorvente e o volume foi
calculado através do uso do Periotron. Todos os pacientes receberam orientacdes de higiene
bucal e um kit contendo escova de dente, pasta de dente e bochecho de Chlorexidina 0,12%
para ser usado durante todo o experimento. A técnica da multianalise imunoenzimatica com
microesferas foi usada para medir as MMPs no FGC. Os dados foram analisados utilizando-se
0s testes estatisticos Friedman e Mann-Whitney. Ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas no volume do FGC. Em relacdo aos niveis de MMPs, a Unica
diferencga estatisticamente significativa encontrada no decorrer do tempo foi nos niveis de
MMP-1 no grupo movimento (p<0,05). Quando os dois grupos foram comparados apos a
ativacdo, a Unica diferenca estatisticamente significativa encontrada foi nos niveis de MMP-
12 24 horas ap06s a ativacao (p<0,05). Estes achados sugerem que o volume de FGC néo sofre
alteracdo relacionada ao movimento dentario ortodéntico e que 0 movimento ortoddntico de
dentes periodontalmente comprometidos ndo resultou em mudancas significativas nos niveis
de MMPs no FGC.

Palavras-chave: Metaloproteinases da matriz. Movimentagdo dentaria. Liquido do sulco

gengival.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether orthodontic tooth movement of
periodontally compromised teeth would result in detectable changes in gingival crevicular
fluid (GCF) volume and in the levels of matrix metalloproteinases (MMP) -1, -2, -3, -7, -8, -
12 and -13 in the GCF. Ten controlled periodontitis subjects (8 females and 2 males, mean
age of 46.2 + 10.4 years) with flared incisors were submitted to orthodontic treatment. One
dental arch was subjected to orthodontic movement, and teeth in the opposite arch were used
as controls. GCF samples were collected from the lingual sites of two test and two control
incisors one week before orthodontic activation (-7d), immediately after orthodontic
activation, and after 1 h, 24 h, and 7, 14 and 21 days. Filter paper strips were used in
combination with a Periotron for GCF volume measurements. All patients received hygiene
instructions and a kit containing toothbrush, fluoride dentifrice and gluconate chlorexidine
0.12% mouthwash to be used during all experiment. Multiplexed bead immunoassay was used
to measure MMPs in GCF. Data were analyzed using Friedman and Mann-Whitney statistical
tests. There were no statistically significant differences over time in the GCF volume for any
of the two groups. Regarding the MMPs levels, the only significant change found over time
was in the levels of MMP-1 in the movement group (p<0.05). When the two groups were
compared after activation, the only statistically significant difference found was in levels of
MMP-12 24 h after activation (p<0.05). This findings suggested that the GCF volume could
not be associated to orthodontic movement and that the orthodontic movement of
periodontally compromised teeth did not result in significant changes in the GCF levels of
MMPs.

Keywords: Matrix metalloproteinases. Tooth movement. Gingival crevicular fluid.
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17

INTRODUCAO

O volume do fluido gengival crevicular (FGC) vem sendo apontado por estudos
prévios como um indicador da presenca de gengivite e periodontite e j& foi inclusive sugerido
ser um melhor indicador de inflamac&o gengival do que as analises clinicas usuais.1? O fluxo
de FGC pode aumentar cerca de 30 vezes na periodontite quando comparado a sulcos
saudaveis.3 Os estudos que buscaram associar os efeitos do movimento dentario ortodontico
com alteragdes no volume do FGC encontraram resultados contrastantes. Alguns observaram
aumento do volume4™ e outros ndo constataram mudangas significativas, apenas oscilagdes
ao longo do tempo de analise.8™° Esta oscilacdo do volume do fluido gengival em dentes sob
estresse mecanico seria uma alteracdo associada ao inicio de um processo inflamatdrio
subsequente. Processo inflamatorio que estaria envolvido na cascata de eventos necessarios ao
movimento dentério ortodontico.

A remodelacdo da matriz extracelular (ECM) é um passo critico em diversos processos
biolégicos, tais como reparo tecidual, remodelacdo tecidual e movimento dentario
ortoddntico. Durante 0 movimento dentario ortodontico h4 um delicado e bem balanceado
processo de remodelacdo da ECM no periodonto adjacente, com objetivo de permitir o
movimento do dente, enquanto mantém-se a integridade funcional do periodonto. As células
mais abundantes no periodonto sdo os fibroblastos e estas células produzem as
metaloproteinases de matriz (MMPS) e os inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPS)
e, ainda, parecem desempenhar um papel importante na manutencao da integridade funcional
da ECM periodontal. As MMPs sdo uma familia de enzimas matriz degradantes que estdo
implicadas na remodelagdo do ligamento periodontal, tanto em condi¢es fisioldgicas como
patolégicas.'' Acredita-se que as metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo os principais
mediadores endégenos da destruicdo tecidual patolégica na doenca periodontal.*>** Os niveis

14-15 117 tém sido extensamente

de MMPs no fluido gengival crevicular (FGC)™ e na saliva
estudados e as pesquisas tem demonstrado um aumento nos niveis de MMPs na periodontite
quando comparado a pacientes com periodonto saudavel. Além disso, o tratamento da doenca
periodontal resultou em diminuigdo nos niveis de MMPs no FGC.*® Niveis elevados de MMP-
81%% MMP-3%' e MMP-13%2 no FGC foram associados a progressdo da doenca periodontal.
Ja a inibicdo de MMPs utilizando doxiciclina de baixa dosagem tem sido utilizado como

auxiliar no tratamento da periodontite.?*°
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As metaloproteinases de matriz também participam ativamente na remodela¢do do

12" encontraram

ligamento periodontal durante 0 movimento dentario ortodontico. Redlich et a
um aumento nos niveis de RNAmM e na atividade de MMP-1 no lado pressdo durante o
movimento dentario ortodéntico em cdes. Um aumento na expressdo de RNAmM de MMP-8,
MMP-9 e MMP-13 no ligamento periodontal de ratos durante o movimento dentario
ortoddntico também ja foi demonstrado.”®* O movimento dentario ortoddntico em ratos ou
camundongos pode ser retardado ou até impedido utilizando-se inibidores de MMPs.**3!
Alguns estudos em humanos quantificaram a presenca de MMPs no FGC durante o
movimento dentério ortodéntico e reportaram mudangas em seus niveis durante a aplicacéo de
forga.6' *** Além disso, foi encontrado uma atividade dez vezes mais alta de colagenase total
no FGC de pacientes ortodbnticos tratados com aparelhagem fixa comparados ao grupo
controle.*

Embora a localizagdo de citocinas e mediadores inflamatorios no ligamento
periodontal de animais possa ser acompanhada por técnicas de imuno-histoquimica, em
humanos é necessario o emprego de um método ndo invasivo. Portanto, 0s niveis destas
moléculas quantificadas no fluido gengival, proporcionam uma medicdo indireta das
mudancas que ocorrem nos tecidos periodontais, durante a movimentacao ortodontica.™®

Como as MMPs estdo envolvidas tanto na destruicdo da matriz coldgena na etiologia
da doenca periodontal, como na remodelacdo do ligamento periodontal (LP) na
movimentacdo dentaria ortoddntica, é de grande importancia analisar a expressdo destas
enzimas em pacientes periodontais submetidos a movimentacdo dentaria, ja que estariam
reunidas no mesmo paciente duas varidveis que interferem na expressio de MMPs. E
importante considerar que sitios clinicamente saudaveis de individuos com periodontite tém
niveis mais elevados de biomarcadores do FGC e patdgenos periodontais, que sitios
clinicamente saudaveis de individuos periodontalmente saudaveis' e o movimento dentério

ortodontico p estar envolvido no aumento da expressao destes biomarcadores.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Doenca periodontal

A patogénese da doenca periodontal possui complexas interacdes, ndo totalmente
compreendidas, entre a microflora periodontal e os sistemas de defesa do organismo. Existe
uma variedade de fatores sisttémicos e individuais que s&o influenciados por fatores locais que
podem aumentar, para um paciente ou sitio especifico, o risco de destruicdo do complexo
periodontal.*®

A defesa do hospedeiro contra a placa bacteriana envolve interacGes complexas entre o
endotélio vascular, elementos celulares e elementos que compdem o fluido das respostas
inflamatorias e imunes, e uma vasta rede de mediadores inflamatorios e mensageiros quimicos
denominados citocinas.*

As células do epitélio oral sdo fortemente ligadas umas as outras e impermeaveis aos
elementos microbianos celulares e do FGC. O epitélio queratinizado, estratificado, escamoso
ndo s cria uma barreira fisica contra a entrada de toxinas bacterianas e material antigénico
como previne a saida de material de defesa do hospedeiro potencialmente danoso. As células
do epitélio juncional (EJ), por sua vez, apresentam uma ligacao fraca, com grandes espacos
intercelulares que permitem a entrada de produtos bacterianos e saida de FGC e elementos
celulares do sistema de defesa do sulco gengival do hospedeiro. A perda de insergédo
periodontal inicia-se com a migracdo apical das células terminais do EJ. Os queratindcitos do
EJ produzem a interleucina 1 (IL-1) que, entre outras acdes, estimula a resposta inflamatoria.
Entdo, as enzimas e toxinas bacterianas iniciam a destrui¢do do tecido conjuntivo. Durante as
fases de inflamacdo aguda, micro ulceragdes do EJ podem ocorrer causando enfragquecimento
do epitélio e tendéncia de sangramento a sondagem. O metabolismo do EJ é maior do que o
de qualquer outro epitélio oral.*” Os leucécitos polimorfonucleares (LPMNSs) séo,
provavelmente, as células mais importantes que atuam na defesa do organismo contra a placa
bacteriana. Estes estdo envolvidos, inicialmente, nas respostas inflamatdrias ndo-especificas,
que precedem a resposta imune e, ainda, quando a resposta imune especifica € ativada. Os
LPMNs sdo células fagocitarias que sdo atraidas para a placa bacteriana durante a resposta
inflamatdria inicial, direcionadas pelos produtos da placa, sistema complemento ou por uma

variedade de produtos gerados pela destruicdo tecidual. Os LPMNs também estdo envolvidos
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no processo tardio de defesa imunoldgica mediados pela imunoglobulina G (IgG) ou pelo
sistema complemento. O processo de atracdo dos LPMNs para o sitio de infecgdo ou dano
tecidual é denominado quimiotaxia e as moléculas que atraem os LPMNSs sdo as quimiocinas.
Quando chegam ao sitio de infecgdo, os LPMNSs estdo aptos a combater as bactérias intra e
extra-celularmente.

Na destruigdo intra-celular, as bactérias séo envolvidas em um fagossoma derivado da
membrana celular. Granulos (ou lisossomas) primarios ou secundarios gque se encontram
dentro dos LPMNs fusionam, entdo, com este fagossoma, formando um fagolisossoma, como
parte de um processo denominado degranulacdo. Uma variedade de enzimas degrada a
estrutura bacteriana em moléculas menores que séo expelidas dos fagdcitos por um processo
de fagocitose reversa, denominado exocitose. Os granulos primarios sdo 0S maiores
responsaveis pela destruicdo bacteriana intra-celular. Estes granulos contém enzimas que
incluem colagenase, hialuronidase, catepsina-G, catepsina-D, elastase, acido fosfatase e
mieloperoxidase.*

O macréfago é uma celula fagocitaria derivada da estimulacdo antigénica dos
monacitos sanguineos. Sua fungdo é fundamental no preenchimento do gap entre a resposta
imune e inflamatéria pela apresentacdo do antigeno aos linfécitos T e B. O macréfago
também libera citocinas como a IL-1 e fator de necrose tumoral (TNF) que afetam o endotélio
vascular, estimulam LPMNs a penetrar nos tecidos e influenciam células B e T.*®

Os linfécitos T sdo células fundamentais do sistema imune e estdo envolvidos na
producdo de linfocinas (citocinas de origem linfocitaria), as quais atraem LPMNs e
influenciam outras funcdes celulares.*

As prostaglandinas e leucotrienos sdo derivados do &cido aracddnico, os quais sdo
liberados das membranas fosfolipidicas pelas fosfolipases. Este processo ocorre em varias
células, particularmente, nos LPMNSs, macréfagos, mastocitos e plaguetas. As prostaglandinas
sdo derivadas da acdo da ciclooxigenase sob o acido aracdonico e os leucotrienos pela acao da
lipooxigenase.*®

As prostaglandinas, especialmente a prostaglandina E, (PGE;), possuem diversas
funcbes nos efeitos pré-inflamatdrios.®® A PGE, parece ser um dos estimuladores de
reabsorcdo Ossea mais potentes, mas também pode induzir vasodilatacdo e aumentar a
permeabilidade capilar assim como varios outros processos pré-inflamatérios.*

As citocinas pro-inflamatorias sdo proteinas (linfocinas, interleucinas, interferons)
produzidas por uma variedade de células. Elas sdo vitais na media¢do das respostas imune e

inflamatdria contra patdgenos bacterianos. A citocina mais pesquisada em estudos de doencas
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periodontais é a IL-1p, originalmente conhecida como fator de ativag&o osteoclastica.”® A IL-
1B afeta 0 metabolismo 6sseo através da regulacéo das atividades osteobléstica e osteoclastica
e, também, pelo seu efeito sob a secrecdo de prostaglandina E, (PGE;) pelos fibroblastos
periodontais e sob a formacdo de PGE; pelo metabolismo do 4cido aracdénico.*® A IL-1p foi
descrita como sendo significativamente mais potente do que a IL-1a na mediacdo de efeitos
catabolicos, especialmente na reabsorcéo éssea na periodontite.* ** A IL-1p pode aumentar a
expressao e producdo de Metaloproteinases de Matriz, incluindo MMP-1, MMP-3, e MMP-8
e pode estimular a producdo de ativadores de plasminogénios.***® Em retorno, MMPs ativas
regulam a atividade da IL-1p.*” Além disso, IL-1f foi descrita como um dos mais potentes
indutores de desmineralizagdo 6ssea na periodontite.* Na doenca periodontal, o fator de
necrose tumoral-a. (TNF-a), Interleucina-1p (IL-1p) e Interleucina-6 (IL-6) foram descritos
como as principais citocinas pré-inflamatorias, que em conjunto com outras quimiocinas e
prostaglandinas, participam da cascata da destruicao tecidual >*4249>1

O fator de necrose tumoral-o. (TNF-ot) pode induzir a producdo de outras citocinas ou
guimiocinas pré-inflamatorias como IL-1a, -1, -6, e -8. Em niveis celulares, TNF-a. e IL-1
aumentam a adesdo de leucécitos polimorfonucleares (LPMNS), linfécitos e macré6fagos ao
endotélio vascular, resultando em aumento da sua migracdo nos sitios de inflamac&o.* TNF-a
também pode estimular a expressdo de Metaloproteinases de Matriz, incluindo a MMP-1,°%
MMP-8>* e MMP-13,> além de Prostaglandinas E,.>®>'Além disso, TNF-a e IL-1 junto com
RANK-L (ligante ativador do receptor de fator nuclear kB) sdo mediadores chaves e
estimuladores de destruicdo 6ssea local.>**®>°

A Interleucina-6 parece ter mdultiplas atividades bioldgicas tanto na defesa do
hospedeiro quanto nos processos inflamatorios. Ela participa na reabsor¢do 6ssea inibindo a
formacao 6ssea.*>® Entretanto, o papel exato da IL-6 como um mediador pré-inflamatério na
periodontite ndo esta completamente esclarecido.

Metaloproteinases da matriz formam uma familia de proteases caracterizadas por um
sitio de ligacdo ao Zn™" no dominio catalitico (proteinases ligadas a metal) e pelo fato de
serem secretadas como pro-enzimas, as quais requerem processos adicionais para se tornarem
ativas. Estas proteases sdo, em conjunto, responsaveis pela degradacdo de todos os
componentes da matriz extracelular, ndo apenas durante a remodelacgdo do tecido conjuntivo,
mas também em varios processos patolgicos associados & destruicio tecidual.®* A principal
fonte destas enzimas sdo os fibroblastos e, durante a inflamacéo, células infiltrantes. Todos 0s

colagenos fibrilares (colagenos tipos I, Il e 111) podem ser degradados por metaloproteinases
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de matriz como MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18 (também conhecidas como
colagenases 1, 2, 3 e 4, respectivamente).®?

Metaloproteinases de matriz geralmente sdo classificadas em diferentes subgrupos,
que incluem as gelatinases (MMP-2 e MMP-9), colagenases (MMP-1, MMP-8, e MMP-13),
estromelisinas (MMP-3, MMP-10, e MMP-11), matrilisinas (MMP-7 e MMP-26), MMPs
associadas & membrana (MT1-6 MMPs), e outros tipos.®® Os niveis de expressdo destas
MMPs séo regulados pelos mediadores pré-inflamatorios, tais como as prostaglandinas (PGs)
e as interleucinas (ILs).*

A metaloproteinase de matriz -1 € uma colagenase que degrada principalmente o
colageno tipo 11, é secretada por fibroblastos, células endoteliais, mondcitos, macrofagos,
osteoblastos e células tumorais.*® A MMP-8 degrada principalmente colagenos dos tipos I e 11
e é a proteinase mais eficiente na degradacdo do colageno tipo |. E secretada principalmente
por neutrofilos, mas também por fibroblastos gengivais e periodontais, células endoteliais,
odontoblastos e células de carcinoma oral e é a forma predominante de colagenase na doenga
periodontal.** A MMP-13 é uma colagenase dez vezes mais eficiente que as outras na
degradacdo do colageno tipo 11.%

Entre as gelatinases, a MMP-2 é produzida predominantemente por fibroblastos e
outras células do tecido conectivo e a MMP-9 é produzida principalmente por neutréfilos.*
Ambas aparecem aumentadas na presenca de doenca periodontal %%

O grupo das estromelisinas (MMP-3, -10, -11, -12) degrada varios componentes da
matriz extracelular e pode ativar outros proMMPs como proMMP-1, -8, -9 e -13. A MMP-3
ainda pode interferir no processo inflamatério processando citocinas como IL-1p e TNF-a.%%
70

No grupo das matrilisinas, a MMP-7 degrada componentes da matriz e pode ativar
aumento de TNF-a, proMMP-2, proMMP-9 e proMMP-8. Além disso, a MMP-7 parece ter
participacdo na defesa do hospedeiro ativando peptideos antibacterianos.”* "

As quimiocinas estdo estruturalmente relacionadas a citocinas pro-inflamatorias e séo
capazes de recrutar e ativar células inflamatérias de forma seletiva.”* Quimiocinas incluem
Interleucina-8 (IL-8), proteina quimiotatica para mondcitos (MCP) e citocina regulada sob
ativacdo, liberada e regulada por células T normais (RANTES).

Em todos os campos da medicina, pesquisadores estdo buscando marcadores
bioldgicos que facilitem o diagnostico das diversas doencas. Um marcador bioldgico ideal

deve indicar a presenga de uma doenca antes de ocorrerem danos clinicos extensos. O
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marcador deve ter alta especificidade e sensibilidade e deve poder ser usado de forma facil em
testes de cadeira ou domiciliais.”

1.1.1 Diagnéstico

A identificacdo de apenas um marcador diagndstico para todas as formas de doenca
periodontal é impossivel, diante da complexidade da periodontite. Entretanto, pesquisadores
tém buscado marcadores fidedignos da periodontite no fluido gengival crevicular com o
objetivo de desenvolver um teste simples, que possa ser usado no consultorio, para determinar
se 0 paciente tem um quadro de periodontite e precisa de tratamento ou apenas possui uma
gengivite sem maior gravidade.”

O indicador mais utilizado é o de sangramento a sondagem, entretanto, os sinais
clinicos de doenca periodontal ndo sdo capazes de revelar o verdadeiro grau de atividade da
doenca. MensuracGes de sangramento a sondagem e supuracao sdo indicativos da presenca de
inflamacéo. Entretanto, elas representam baixos valores preditivos positivos para a progressao
da doenca, tanto para os niveis relacionados ao individuo como para os sitios. Estas limitacGes
podem resultar em sobre tratamento de sitios saudaveis baseados na presenca de inflamacgéo
clinica e uma falta de tratamento em sitios com risco de progresséo.*®

Assim, sdo necessarios testes de diagnostico baseados na identificacdo de grupos
especificos de bactérias em placas subgengivais, deteccdo de mediadores imunoinflamatdrios
da doenca e produtos de colapso tecidual e celular. Um teste bacteriano especifico seria um
teste imunoldgico que detecta antigenos de superficie de trés espécies de bactérias associadas
com a doenca periodontal: Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis
e Prevotella intermedia.®

A aplicacdo da biologia molecular no diagndstico periodontal levou ao
desenvolvimento de sondas de DNA e RNA que identificam sequéncias de nucleotideos de
organismos causadores de doenca periodontal *® A vantagem de testes microbiolégicos é a
habilidade de detectar a presenca de patdgenos conhecidos, entretanto a complexidade da
doenca periodontal sugere que a identificagdo de apenas um numero limitado de espécies nao
pode ser visto como um pré-determinante da atividade da doenca. Mesmo assim, esses testes

fornecem informagdes Uteis sobre re-infecges.*
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Mediadores imunoinflamatérios e produtos de células e tecidos destruidos podem ser
detectados no fluido gengival, sendo coletados por tiras de papel absorvente posicionadas no
sulco gengival. Enzimas que sdo liberadas por leucécitos polimorfonucleares durante a reacao
inflamatdria, incluem B-glucuronidase, elastase e proteases neutrais nao-especificas, todas ja

bastante estudadas e incorporadas em testes de diagnéstico.*®

1.2 Fluido gengival crevicular

Embora a existéncia do fluido gengival crevicular seja conhecida por mais de 100
anos, a natureza exata deste fluido, sua origem e composicéo tem gerado controvérsias.’

O fluido gengival crevicular (FGC) emerge entre a superficie dentaria e a camada
externa do epitélio juncional. Em saude, representa um fluido intersticial que aparece no sulco
como um resultado de um gradiente osmaético e é considerado um transudato. Com o acumulo
de placa ocorre uma resposta inflamatoéria no tecido gengival, resultando em um aumento de
permeabilidade nos capilares e uma elevagdo do fluxo do FGC. Neste estagio, o FGC torna-se
um verdadeiro exsudato, com uma concentracdo de proteinas similar & do soro.”” Durante a
passagem do tecido gengival para o sulco, este exsudato carrega varios componentes celulares
e moleculares da resposta imunoldgica presentes no soro, assim como mediadores e produtos
da destruico tecidual gerados nos tecidos.’

O fluido gengival crevicular é uma mistura complexa de substancias como leucocitos,
celulas estruturais do periodonto e bactérias orais. Essas substancias tem alto potencial para
indicar a presenca de atividade da doenca periodontal e cura apds terapia.3 Pesquisas
tém sugerido que o aumento no volume de fluido gengival crevicular pode ser um sinal de
inflamacgdo subclinica e sitios classificados como saudaveis por critérios clinicos teriam
possivelmente variacdes no grau de inflamacéo subclinica.1*"® Esta explicacdo é suportada
por achados histolégicos que mostram que tecido gengival totalmente livre de células
inflamatorias provavelmente ndo existe. Estendendo este argumento para a producao de fluido
gengival crevicular, todos os sitios teriam o fluido, mesmo os classificados como saudaveis

por critérios clinicos.”
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1.2.1 Métodos de coleta e medicdo do volume do fluido gengival crevicular

No método de lavagem gengival, é colocada solucdo isoténica no creviculo gengival,
normalmente com um volume pré-determinado. O fluido coletado posteriormente representa
uma diluicdo do fluido crevicular e contém células e constituintes sollveis como proteinas de
plasma.’

No método de micropipetas, o sitio € isolado e seco, tubos capilares com diametros
internos previamente conhecidos sdo inseridos na entrada do sulco gengival. O fluido migra
para o tubo por acdo capilar e pelo fato do didmetro do tubo ser conhecido, o volume do
fluido pode ser determinado medindo a distancia que o fluido migrou. Esta técnica é favoravel
pois fornece uma amostra ndo diluida e o volume pode ser medido com precisdo. Entretanto, é
um método demorado, em sitios saudaveis pode ser impossivel obter um volume adequado, e
é dificil a remocéo da amostra de dentro do tubo.”

Existe ainda o método de tiras de papel absorventes. As vantagens desta técnica sao
ser rapida e facil, poder ser aplicada a sitios individuais e ser a menos traumatica. A principio,
0 propdsito das pesquisas era determinar apenas se havia ou ndo fluido gengival num
determinado lugar. A quantidade de fluido colhido na tira era definida pela distancia que o
fluido migrou na tira.”

Com a introducdo do Periotron (aparato eletrébnico de medicdo) tornou-se possivel
determinar precisamente o volume do fluido presente na tira de papel e possibilitou
investigacBes laboratoriais subsequentes. Este instrumento mede o efeito na corrente elétrica
da tira de papel molhada. Ele tem duas pontas metalicas que agem como platés de um
condensador elétrico. Se uma tira seca for colocada entre essas pontas o circuito elétrico
registra zero no leitor digital. A tira molhada ira entdo aumentar a capacitancia em proporgdo
ao volume do fluido e a medida é mostrada no leitor digital. A técnica € rapida e ndo altera a
amostra de fluido.”

Existem limitagdes na coleta e interpretacdo de dados do fluido gengival crevicular e
um deles é a contaminacao. As principais formas de contaminagdo sdo com saliva, sangue ou
placa. A presenca de placa altera o volume do fluido e por isso toda a placa deve ser removida
antes da coleta do material. O sitio deve ser adequadamente isolado com rolos de algod&o
para minimizar a contaminagdo por saliva. Qualquer amostra contaminada deve ser

descartada.”
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1.3 Achados utilizando o FGC relacionados a doenca periodontal

Estudos tém procurado uma associacao entre a quantidade total ou a concentracdo de
diferentes constituintes do FGC e o status de satde periodontal.”® Visto que a resposta do
hospedeiro € um determinante critico na patogénese da periodontite, a mensuracdo dos niveis
dos mediadores inflamatorios tem sido usada para avaliacdo de risco. Este risco pode estar
relacionado diretamente a chance de um sitio perder insercdo clinica ou a possibilidade do
individuo vir a desenvolver doenca periodontal.”

Colagenases ativas, que estdo envolvidas na colagendlise durante a doenca
periodontal, tém sido identificadas no fluido do sulco gengival. Seus niveis enzimaticos
parecem aumentar linearmente com a intensidade da inflamago gengival 2%

Duas das MMPs mais estudadas no FGC s&o a colagenase 2 (MMP-8) e a gelatinase B
(MMP-9), ambas produzidas por neutréfilos.?® Estas sao as principais enzimas que degradam
colageno no FGC e saliva, e sdo consideradas as principais responsaveis pela quebra de
colageno durante a gengivite e a periodontite cronica.®* Altos niveis de MMP-8 foram achados

66, 84-85

no FGC de pacientes com periodontite e tem sido sugerido como um marcador viavel

para monitoracéo da condicdo periodontal.**®” Outros trabalhos mostraram que o tratamento

periodontal resultou em uma reducéo dos niveis de MMP-8 no FGC. 308389

Em um estudo de Nomura et al.,*

ndo foram encontradas diferencas nos niveis de
atividade da MMP-8 entre pacientes com periodontite e gengivite. Este resultado sugere que a
MMP-8 se eleva devido a processos inflamatérios, ndo necessariamente relacionados a
doenca periodontal. Entretanto, Mancini et al.®* propuseram o uso dos niveis de MMP-8 no
fluido gengival crevicular como um teste para detectar destruicdo periodontal ativa e
encontraram que 0s hiveis estavam 18 vezes maiores na periodontite progressiva do que na
periodontite controlada. Em um estudo longitudinal com pacientes com gengivite,

periodontite controlada e periodontite ativa, Lee et al.®

estimaram que a atividade
colagenolitica total (provavelmente com predominio de atividade de MMP-8) era 50% mais
alta no grupo com doenca ativa.

A presenca de MMP-8 no fluido gengival crevicular pode ter um valor diagndstico
como marcador de periodontite, mas a associagdo do mesmo com a doenca periodontal ainda
ndo é evidente. Isso ocorre porque a MMP-8 tem uma forma latente e uma forma ativa. A
enzima latente pode estar presente na gengivite e a forma ativa na periodontite e assim o0s

niveis de atividade da MMP-8 ¢é que poderiam discriminar entre estas duas formas de doenca.
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Devido ao potencial destrutivo destas proteases, sua atividade é estritamente regulada por
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Estas moléculas funcionam através da
formacédo de complexos ndo-covalentes de alta afinidade, virtualmente irreversiveis, com as
formas ativas de metaloproteinases. A presenca de baixos niveis de TIMP-1 no FGC de
pacientes com periodontite cronica, tem sido apontada como uma justificativa para o uso de
inibidores de colagenases como uma abordagem terapéutica no tratamento da doenca
periodontal, de fato, niveis farmacologicos de doxiciclina podem diretamente inibir MMPs
derivadas de polimorfonucleares infiltrantes.?*°"8392

As concentracdes de TNF-o também foram pesquisadas no FGC de pacientes com
periodontite e embora ela tenha sido descrita como uma das principais citocinas pro-
inflamatérias que atuam na destruicdo tecidual, a concentragdo encontrada no FGC foi
relativamente baixa.>* Os tecidos periodontais que foram removidos dos mesmos sitios da
coleta do FGC demonstraram niveis significativamente mais altos de TNF-a do que no FGC.

A IL-1f ¢ um dos mediadores mais investigados no FGC.**% Em modelos de
gengivite experimental os niveis desta citocina apresentam elevacdo com o passar do

106-107

tempo; apresentam-se elevados em pacientes com periodontite quando comparados com

1011081%9%st50 em niveis mais elevados em sitios ativos

93,96,99,101,110-111

controles saudaveis e com gengivite;
versus inativos®™ e apresentam declinio ap6s tratamento.
Niveis elevados de IL-1a também ja foi detectado no fluido gengival crevicular de
pacientes com doenca periodontal.*%3**2
Diversos estudos também ja descreveram aumento da expressdo de I1L-6 no FGC e nos

tecidos gengivais de pacientes com periodontite;**%*!311> entretanto, existem outros

trabalhos que contradizem este fato. 3!

Alguns estudos sugerem uma relacdo entre os niveis de IL-8 e atividade de doenga
periodontal. Foi demonstrado que a quantidade total de IL-8 estava significativamente
aumentada no FGC de sitios doentes de pacientes com periodontite crbénica quando
comparadas com sitios saudaveis ou com gengivite de pacientes controles.?*!%1%°" Gamonal
et al.®® encontraram niveis mais elevados deste mediador em pacientes com periodontite
(316,7 ng/ml), comparado a individuos saudaveis (188,9 ng/ml). Cabe ressaltar que no mesmo
grupo de pacientes, sitios ativos apresentavam maiores concentragdes de IL-8 (247,1 ng/ml)
se comparados a sitios estaveis (163,6 ng/ml). A reducdo dos niveis de IL-8 apds terapia
periodontal também foi relatada. Entretanto, outros trabalhos mostraram uma relagdo inversa

entre 1L-8 e atividade de doenca.*****° Jin et al.**® demonstraram que depois de um més de
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raspagem e alisamento radicular, os niveis de IL-8 diminuiram em 16 individuos com
periodontite cronica, principalmente nos sitios com gengivite. Surpreendentemente, 0 mesmo
grupo encontrou que 0s niveis de IL-8 apresentavam uma correlagdo inversa com a severidade
da doenca. Um més ap0s o tratamento, sitios saudaveis ainda apresentavam uma concentracao
elevada (224,3 pg/ul) quando comparados com sitios com gengivite (46,5 pg/ul) e sitios com
periodontite (81,0 pg/pl). O mesmo grupo relatou dados similares em um trabalho anterior,
onde individuos controles apresentavam uma média na concentracdo de IL-8 de 3671,54
po/ul; sitios saudaveis de pacientes com periodontite apresentavam 339,16 pg/ul; sitios com
gengivite apresentavam 213,52 pg/ul e; sitios com perda de insercdo apresentavam 128,61
pg/ul.*™® Chung et al.*® encontraram menores concentracdes de IL-8 em pacientes com
periodontite antes do tratamento, no entanto, os valores totais desta citocina ndo diferiam dos
controles.

Niveis elevados de PGE, também ja foram detectados no FGC de adultos com

121-122

periodontite e é considerada um dos mais importantes mediadores pro-inflamatorios da

periodontite.

1.4 Movimento dentario ortodéntico

O tratamento ortoddntico em pacientes adultos estd cada vez mais comum. Embora
idade ndo seja uma contraindicacdo para o tratamento ortodontico, com o passar dos anos, a
atividade celular diminui e os tecidos se tornam mais ricos em colageno.'?® Assim, a resposta
tecidual as forcas ortodonticas, incluindo tanto mobilizacdo celular quanto conversdo de fibras
colagenas, € bem mais lenta no adulto do que na crianga e no adolescente.*?

O movimento dentério € o resultado do efeito da mecéano-transducéo na expressao de
numerosos genes que regulam a remodelacao dos tecidos periodontais. Esse processo € muito
complexo, com numerosas moléculas agindo em varios tecidos resultando em sua inibigéo ou
estimulo. Assim, o controle do ganho ou perda de massa Gssea se baseia fundamentalmente na
osteoclastogénese e em trés moleculas reguladoras da osteoclastogénese, que sdo a
Osteoprotegerina (OPG) sintetizada por pre-osteoblastos e osteoblastos, RANK Ligante
(RANK-L — Fator nuclear ativador-receptor kappa p ligante) e o seu receptor RANK (Fator

nuclear ativador-receptor kappa ), expresso nos precursores osteoclasticos.'?**#
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1.4.1 Osteoblastos

O osso é formado pelos osteoblastos que derivam de células mesenquimais primitivas,
chamadas células osteoprogenitoras e que ocupam todos os locais ativos da formacéo 6ssea.'?®

As funcbes primérias dos osteoblastos sdo sintetizar a parte organica da matriz 6ssea e
participar na formacdo da matriz inorganica. A matriz 0ssea consiste em 35% de material
organico, dos quais grande parte corresponde ao colageno tipo I, ao lado de outras
macromoléculas, como proteoglicanos, proteinas envolvidas na mineralizacdo, proteinas
ligantes de célcio, proteinas de adeséo celular, citocinas, fatores de crescimento e enzimas,
além da agua. A matriz organica € permeada por cristais de hidroxiapatita que perfazem os
65% remanescentes do tecido 6sseo.'?” Os osteoblastos também secretam metaloproteinases
da matriz (MMPs) dentro da matriz 6ssea extracelular, em uma forma inativa, junto com
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs).'?

Em adicdo a sua funcdo primaria, que é a producdo de matriz dssea, os osteoblastos
também liberamm fatores de crescimento e citocinas que agem de modo autdcrino para
regular a atividade osteobléastica e de modo paracrino para influenciar outras células,
principalmente os osteoclastos. Os indutores da reabsorcdo Gssea, como o0 paratorménio
(PHT), a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF), apresentam efeitos diretos
minimos ou nulos sobre os osteoclastos. Na verdade, 0s receptores para essas substancias sao
encontrados nos osteoblastos.™* Os osteoblastos regulam ndo somente a formacéo 6ssea, mas
também a reabsorcdo dssea por meio da sinalizacdo que controla a geracdo e atividade dos
osteoclastos.**® Os osteoblastos também promovem a formacdo de novos vasos sanguineos,

que sdo essenciais para a nova formagéo dssea e para reparar o defeito 6sse0. '3

1.4.2 Osteoclastos

Os osteoclastos sdo celulas gigantes multinucleadas, responsaveis pela reabsorcéo
0ssea, moveis, fagocitarias e encontradas ao longo da superficie endostea cortical e nas
lacunas de Howship (&reas de reabsorcdo). Originam-se das células do sistema
mondcitos/macrdfagos (sistema hematopoiético). A osteoclastogénese comeca com estimulo
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das células hematopoiéticas, que entdo se diferenciam em pré-osteoclastos que se fundem com
outras células semelhantes para formar um osteoclasto imaturo multinuclear, %% 128 132-133

Os osteoclastos apresentam como funcéo a reabsorcdo ativa do 0sso mineralizado,
participando, juntamente com os osteoblastos, do processo de remodelacéo constante do 0sso.
Quando em atividade, os osteoclastos maduros repousam sobre a superficie do 0sso e, através
de erosdo pela acdo enzimatica (proteases), formam uma depressdo pouco profunda conhecida
como Lacuna de Howship ou lacuna de reabsorcdo, criada pela propria atividade reabsortiva
desta célula.*® Devido ao seu tamanho e & atividade metabélica, um Gnico osteoclasto pode
reabsorver a matriz 6ssea depositada por 100 osteoblastos. Esse fendmeno justifica porque os
osteoclastos ndo sdo encontrados em grande nimero, mesmo em areas com intensa atividade
de reabsorcao.*

Na remodelacédo dssea a fase de reabsorcdo é seguida por uma fase de formacéo 0ssea.
A fase de reabsorcdo do ciclo de formacao-reabsorcdo do o0sso leva aproximadamente 8 a 10
dias. Este é o ciclo de vida dos osteoclastos multinucleares. Evidéncias morfoldgicas e
bioguimicas indicam que os osteoclastos velhos sofrem apoptose, um processo que envolve
condensacdo da cromatina e fragmentacdo de DNA.™°'*®A reabsorcdo dssea ocorre sob
osteoclastos estacionarios em regifes de células caracterizadas por intensa mobilidade
citoplasmatica e trafico vesicular. Ap6s a remoc¢do do 0sso e a criacdo de uma cavidade de
reabsorcéo os osteoclastos podem se mover lateralmente e comegar uma nova cavidade de

reabsorc&o.'?®

1.4.3 Fator de Necrose Tumoral

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é uma citocina pro-inflamatoria que
frequentemente é liberada em varias doengas inflamatorias tais como artrite reumatoide e
doenca periodontal. O TNF é produzido por muitas células cancerigenas assim como pelas
células dsseas. O TNF aumenta a proliferacdo e diferenciacdo de precursores de osteoclasto e
a atividade osteoclastica tanto pela acdo direta RANK/RANK-L como pelo aumento da
expressao de IL-6. Um membro da familia receptor do TNF, a osteoprotegerina (OPG),
bloqueia regulando a formacao de osteoclastos.**” Em contraste, a secrecdo do RANK-L pelos
osteoblastos em resposta ao estimulo pelo PHT e IL-1 aumenta a atividade osteoclastica.
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Estudos in vivo demonstraram que a TNF-o foi liberada no ligamento periodontal e 0sso

alveolar durante o movimento dentario ortodontico."****°

1.4.4 Fator de Necrose Tumoral e sistema RANK/RANK-L/OPG

O papel das citocinas do sistema RANK/RANK-L/OPG na inducdo da remodelacao
6ssea foi demonstrado por Theoleyre et al.”** O TNF relacionado a0 RANK-L e seus dois
receptores RANK e OPG estdo envolvidos no processo de remodelacio 6ssea.**® O RANK-L
¢ um regulador da formacdo e ativacdo de osteoclastos. No sistema 0sseo, 0 RANK-L €
expresso nas células da linhagem osteoblastica e exerce seus efeitos ligando ao receptor
RANK nas células da linhagem osteoclastica. Essa ligacdo leva a rdpida diferenciagdo dos
precursores osteoclasticos hematopoiéticos a osteoclastos maduros. A OPG é um receptor
produzido pelas células osteoblasticas, que compete com 0 RANK para se unir ao RANK-L.
O efeito bioldgico da OPG nas células 6sseas inclui inibicdo dos estagios terminais da
diferenciacdo osteoclastica, supressdo da ativacdo dos osteoclastos da matriz e inducdo da
apoptose. A remodelacdo 6ssea €, portanto, controlada pelo equilibrio entre a producdo de
RANK/RANK-L/OPG.*

1.4.5 RANK-L

Acronimo derivado da lingua inglesa que significa “receptor activator of nuclear
factor-kB ligand” o RANK-L é secretado pelos osteoblastos e regula positivamente a
osteoclastogénese, sendo uma das moléculas chave na formacéo dos osteoclastos. Ele se liga
ao seu receptor RANK, que é expresso na membrana dos precursores dos osteoclastos, de
maneira paracrina, ativando pré-osteoclastos e osteoclastos maduros para a remodelacéo 6ssea
em resposta aos estimulos mecanicos, tais como, a aplicagdo de forca ortodontica.™

A diferenciacdo osteoclastica pode ser inibida tanto in vivo como in vitro, quando a
ligagdo RANK-L com o RANK é impedida. Assim o RANK-L passa a ligar-se a outra
protefna circulante, a OPG.'*?
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1.4.6 Osteoprotegerina

A osteoprotegerina (OPG) é uma citocina pertencente a familia receptores do TNF. E
uma proteina circulante produzida pelos pré-osteoblastos e osteoblastos, em resposta aos
fatores osteotropicos ou citocinas, que inibem a formacdo de osteoclastos pela unido com o
RANK-L expresso em osteoblastos, regulando assim, negativamente a osteoclastogénese.**
A OPG é um antagonista do RANK, age como um receptor alvo sollvel, e se une ao
receptor do RANK (RANK-L) nos osteoblastos, bloqueando assim a ligacdo entre
RANK/RANK-L, entre osteoblastos e precursores dos osteoclastos, inibindo a diferenciacéo
do precursor do osteoclasto em osteoclasto maduro, prevenindo entdo a reabsor¢do

65383.125'145

1.4.7 RANK

Acronimo derivado da lingua inglesa que significa “receptor activator of nuclear
factor-xB” é uma proteina receptora para o RANK-L que é liberada por precursores de

osteoclésticos e por osteoclastos maduros, ativando a osteoclastogénese. ¢4

1.4.8 Citocinas

As citocinas estdo envolvidas em iniciar, ampliar, perpetuar e resolver a resposta
inflamatoria.'® As citocinas sio classificadas como pré-inflamatérias e anti-inflamatérias.

As citocinas induzem a proliferagdo celular, diferenciacdo e estimulo na remodelagdo
Ossea. Apesar de serem substancias osteoliticas, sdo 0s osteoblastos que possuem receptores
para esses fatores e também os produzem. Estudos prévios tém mostrado o envolvimento de
certas citocinas (IL-1 e IL-6) na remodelacdo 6ssea in vivo e in vitro.**

As citocinas que afetam o metabolismo 6sseo incluem IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-
8, IL-13, PGE e o Interferon Gama (IFNy), porém a principal citocina reguladora da
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reabsorcdo Ossea € a IL-1, que é uma estimuladora potente da atividade de osteoclastos

maduros, sendo inclusive chamada de fator de diferenciacio de osteoclastos.*****°

1.4.9 Interleucinas

As Interleucinas, uma familia de citocinas, sdo produzidas por muitos tipos de células,
mas principalmente pelos linfécitos, leucdcitos e macrofagos ativados. Regula a diferenciagéo
das células efetoras do sistema imune. Muitas células que ndo pertencem ao sistema imune,
tais como os fibroblastos e queratindcitos também sdo capazes de secretar interleucinas. Além
de seus efeitos reguladores nas células do sistema imune, as interleucinas influenciam na
atividade de uma grande variedade de células, incluindo aquelas do sistema esquelético. A
reabsorcao Ossea observada em locais de inflamacdo é provavelmente causada pela producgédo
local de interleucinas e prostaglandinas que agem na expressao da OPG e RANK/RANK-L,
alterando, deste modo, o equilibrio em favor da osteoclastogénese.'**

Entre as interleucinas, a IL-1 é a mais potente e estimula diretamente a funcdo dos
osteoclastos afetando todas as etapas da osteoclastogénese com um aumento da formacéo e a
atividade de osteoclastos. A secrecdo de IL-1 € ativada por varios estimulos, incluindo neuro-
transmissores, produtos bacterianos, outras citocinas e forcas mecanicas. A IL-1 aparece em
duas formas, alfa e beta, estas sdo de codigos genéticos diferentes, mas tém atividades
similares, como propriedades quimiotaxicas, regulacdo de metabolismo celular de tecidos
conectivos, estimulo de liberacdo de prostaglandinas por fibroblastos e aumento de reabsorcao
Ossea. A Interleucina-1a é primariamente associada a células e ndo é encontrada em fluidos
ou transudatos. A IL-1p é a principal forma envolvida no metabolismo dsseo, estimulando a
reabsorcéo e inibindo a formagdo 6ssea.”®**** A IL-1 B desempenha um papel importante no
processo inflamatdrio. Mondcitos ativados, macrofagos, células T, neutrofilos, fibroblastos e
células epiteliais produzem IL-1 durante a inflamagdo. Acredita-se que a producgdo local de
PGE, e IL-1 nos tecidos conjuntivos periodontais e gengiva inflamada estimulam a
reabsorcéo 0ssea, e que as interleucinas desempenham um papel importante na remodelacéo
do ligamento periodontal apés forca induzida mecanimanente. !>

Osteoblastos sdo as células alvo para IL-1 que em resposta envia mensagens para 0S
osteoclastos reabsorverem 0ss0.2®> A IL-1B pode agir em sinergia com 0 TNF-o como um

potente indutor da IL-6."° A IL-1p e TNF-o estdo envolvidas no estimulo da reabsorcdo
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6ssea, enquanto IL-4 e IL-3 sdo citocinas que inibem a reabsorcdo dssea.’®’ A reabsorcio
0ssea € inibida pelo aumento da expressdo de OPG diminuindo a ligacdo do RANK e RANK-
L, pelo estimulo a atividade dos osteoblastos e pela diminuic&o do nimero de osteoclastos.**®
A Interleucina-2 estimula a atividade osteoclastica indiretamente pelo aumento da
expressdo osteoblastica do Fator estimulante de coldnia de monécito (CSF-1) e 1L-6.**
A IL-6 é uma citocina multifuncional produzida por muitas células. Potencializa o
efeito de outros hormonios e participa da formacéo de osteoclasto in vitro. Os niveis de IL-1
e IL-6 estdo significativamente mais elevados na gengiva inflamada quando comparado ao
tecido gengival sadio em adultos jovens. A IL-6 promove a reabsor¢cdo Ossea através de um
aumento da proliferacéo de pré-osteoclastos. *®*%*
A IL-4, IL-10 e IL-13 diminuem a reabsor¢do 6ssea inibindo a formacdo e a ativacdo

de osteoclastos. 6163

1.4.10 Interferon Gama (IFNvy)

O Interferon Gama (IFNy) é outra citocina pré-inflamatéria associada com a
reabsorcdo éssea e, portanto, com o movimento dentario. O IFNy estimula diretamente a
diferenciacdo de progenitores de osteoclastos, € um marcador precoce da ativacdo imune da
inflamacdo, estimula a sintese de outras citocinas, tais como a IL-1 e o TNF e pode causar

reabsorcdo 6ssea durante o movimento dentario.5**

1.4.11 Prostaglandina (PGE)

A Prostaglandina (PGE) é liberada pelos osteoblastos em resposta a carga mecanica e

185 A PGE, ndo somente

estimula a formacdo 6ssea'® e a proliferacdo das células 6sseas.
estimula os osteoblastos existentes, mas também aumenta a producéo de osteoblastos através
do recrutamento e diferenciacéo de células precursoras em osteoblastos ativos.*®

A PGE, também estimula a atividade osteoclastica dependendo da concentracdo de
prostaglandina no local.™®® Tanto o nimero quanto o tamanho dos osteoclastos aumentam sob

a influéncia da PGE;, Estudos in vitro tém mostrado que o efeito estimulante dos osteoclastos



35

pela PGE;, é mediado pelos osteoblastos. Estes, quando estimulados pela PGE,, contraem e
expdem a superficie 6ssea aos pré-osteoclastos.'®” A reabsorcdo é bloqueada por anticorpos
direcionados contra a IL-1 sugerindo que a reabsorcdo Ossea osteoclastica estimulada pela
PGE, pode ser causada pelo aumento da producdo de IL-1. Como as prostaglandinas e
interleucinas tém um tempo de vida curto (2 a 3 minutos) seus efeitos séo locais e de agéo
curta,*®

Estudos foram feitos em animais experimentais a respeito do efeito das
prostaglandinas sobre a movimentacdo ortodontica. Todos sdo unanimes na conclusdo de que
a injecdo local dessa substancia no periodonto de dentes submetidos a for¢a ortoddntica induz
a uma rapida remodelacéo 6ssea e um aumento na velocidade do movimento dentario.**®%®
Porém, um grande problema da administracdo local das PGs é o desconforto, ja que as
prostaglandinas sdo mediadores da dor. A maioria dos estudos com prostaglandinas E, tem
demonstrado um aumento no risco de reabsor¢éo radicular proporcional ao aumento no ritmo

do movimento dentario.'%®

1.4.12 Metaloproteinases da Matriz

Durante 0 movimento dentario ortoddntico ha um delicado e bem balanceado processo
de remodelacdo da matriz extracelular no periodonto adjacente, com objetivo de permitir o
movimento do dente, enquanto mantém-se a integridade funcional do periodonto. As células
mais abundantes no periodonto sdo os fibroblastos e estas células produzem metaloproteinases
da matriz (MMPs) e inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) e parecem
desempenhar um papel importante na manutencdo da integridade funcional da matriz
extracelular periodontal. As MMPs sd@o uma familia de enzimas de degradacdo da matriz que
estdo implicadas na remodelacdo do ligamento periodontal, tanto em condi¢des fisiologicas
como patoldgicas.6"

A expressao dos niveis de MMP-8 e MMP-13 foi estudada por hibridizacdo in situ e
reacdo em cadeia da polimerase transcriptase (RT-PCR) no movimento dentario de ratos,
considerando lados de presséo e tensdo. Ambas metaloproteinases da matriz aumentaram
temporariamente seus niveis durante o movimento ativo, diferencialmente regulado por forgas
de pressdo e tensdo e pareceram desempenhar importante papel na remodelacdo do ligamento

periodontal.?®
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Através da técnica de hibridizacdo in situ foi analisada a expressdo dos niveis de
MMP-2, MMP-9 e TIMP-1-3 em dentes de ratos submetidos a movimentagdo. A expressdo
dos niveis destes genes esteve aumentada temporariamente em células do periodonto como
cementoblastos, fibroblastos, osteoblastos e osteoclastos, no lado de pressdo do dente sob
movimento. O aumento temporario da expressao dos genes no lado de tenséo foi limitado aos
osteoblastos e cementoblastos. Pode-se concluir que os niveis de MMP-2 e MMP-9 aumentam
temporariamente em ambos o0s lados, pressdo e tensdo, durante o movimento dentario
induzido, concomitante com o aumento dos genes para as TIMPs. A expressao dos niveis dos
genes que codificam MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3 aparecem para regular
diferencialmente as varias regides dos tecidos do ligamento periodontal sob tensdo e
compressdo. Estas diferencas no perfil de expressdo dos genes podem regular
combinatoriamente o ritmo e extensdo da remodelacdo do colageno da matriz extracelular do

ligamento periodontal durante o movimento dentério ortodontico.*

1.5 Achados utilizando o FGC relacionados a Ortodontia

Estudos prévios sugeriram que o fluxo do fluido gengival reflete as mudangas dos
tecidos periodontais mais profundos, como osso alveolar e ligamento periodontal, de dentes
sob a agdo do tratamento ortodontico.®***"1"12 O aumento do fluxo do fluido pode ser
constatado em dentes sob movimentagédo ortodéntica, assim como sua redugdo durante a fase
de contencdo do tratamento ortoddntico, quando os movimentos dentérios cessam.'”® Esta
oscilacdo do volume do fluido gengival em dentes sob estresse mecéanico seria uma alteragdo
associada ao inicio de um processo inflamatério subsequente. Processo inflamatério que
estaria envolvido na cascata de eventos necessarios ao movimento dentario

ortodontico 3147172

Drummond et al.}™

estudaram 16 pacientes com periodonto saudavel com necessidade
de retracdo dos caninos superiores apds extracdo dos primeiros pré-molares. Nao encontraram
diferencas estatisticamente significativas nas alteracbes do volume de fluido gengival

crevicular. J4 Capelli et al.,*"

que utilizaram metodologia semelhante, encontraram diferenca
no volume de FGC no lado de presséo (face distal) quando comparado ao lado de tensdo (face
mesial), considerando que este achado poderia estar relacionado a maior dificuldade de

higienizacdo da face distal dos caninos que estavam sendo movimentados.
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Na Odontologia, os marcadores biologicos vém sendo estudados com diferentes
objetivos, entre eles detectar pacientes com alto risco de apresentar doenca periodontal. Os
marcadores biologicos estdo presentes no FGC e aumentam significativamente durante o

movimento dentério ortodéntico,**"*"®

quando elevacGes significativas nas concentracGes
destes mediadores da inflamagdo, tais como as citocinas e prostaglandinas, ocorrem
temporariamente.'”’ Desta forma, tem sido o objetivo de inGmeros estudos buscar mais
conhecimento em fatores como a deteccdo precoce da propensao a reabsorcao radicular, ou se
0 movimento dentario estaria causando uma inflamacéo maior do que a considerada normal, e
ainda saber explicar de forma cientifica porque alguns pacientes apresentam uma maior
velocidade de movimentagéo do que outros.

Os constituintes do fluido gengival crevicular vém sendo estudados por ser uma forma
ndo invasiva de detectar mediadores inflamatorios, o que facilitaria a utilizacdo da técnica no
cotidiano do profissional. De acordo com a literatura, os marcadores biol6gicos que
apresentam maior potencial de serem utilizados no futuro no diagndstico do movimento
dentario ortoddntico sdo a Prostaglandina E2, a Interleucina-1p, Fator de Necrose Tumoral-a,
Metaloproteinases de Matriz como a MMP-8, Osteoprotegerina e fatores de reabsorcdo 6ssea
como RANK e RANKL.'"

Segundo Grieve et al.,'"

em um estudo feito com 10 pacientes ortodonticos, pode ser
constatado, através da técnica de ELISA, que os niveis de IL-1p e PGE, estiveram
aumentados no fluido gengival de dentes sob movimentacdo, 1 hora e 24 horas apo6s a
aplicacdo da forca. Apds sete dias 0s niveis retornaram aos valores iniciais. Estes resultados
demonstraram que os indutores de reabsorcdo 6ssea PGE, e IL-1B, produzidos dentro do
periodonto, sdo detectaveis no fluido gengival durante as fases iniciais do movimento dentario
e retornaram aos valores iniciais ap6s sete dias.'”* Dudic et al.*”” também buscaram quantificar
0s niveis de IL-1p e PGE; no fluido gengival apds a utilizacdo de elésticos de separacdo
colocados na mesial dos primeiros molares superiores e inferiores. O fluido gengival foi
coletado nos tempos -7 dias, 0, 1 minuto apos, 1 hora, 1 dia e 7 dias. Os resultados mostraram
que os niveis de IL-1p e PGE; estiveram aumentados, tanto no lado de tensdo como no de
pressdo, nos dentes com elastico. Nos dentes controle os niveis destes mediadores
mantiveram-se nos mesmos patamares durante todo o experimento.*’’

O efeito de forgas leves e continuas e forgas interrompidas sobre os niveis de IL-1p e
PGE, foi avaliado em 10 pacientes submetidos a extracdo dos primeiros pré-molares e
retracdo dos dentes caninos superiores. O fluido gengival foi coletado em 10 tempos durante

trés semanas. Os resultados mostraram que nos dentes que receberam forcas leves e continuas,
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os niveis de IL-1p e PGE, tiveram uma elevacao significativa 24 horas apds o inicio do
movimento e depois decresceram. Nos dentes submetidos a forca interrompida, mas que foi
reativada a cada semana, os niveis de IL-1p aumentaram 24 horas ap0s o inicio e houve
grande aumento 24 horas ap6s a primeira reativacdo. Os niveis de PGE, aumentaram
significativamente 24 horas ap0s e permaneceram altos por uma semana. A sinergia entre a
expressdo de PGE; e IL-1p e o tipo de forca aplicada ndo foi evidente apds uma semana do
ensaio. Ambos os lados, com diferentes tipos de forca, mostraram grande movimento
comparados ao lado controle e ndo houve diferenca entre os lados testados. Pode ser
concluido que uma mecéanica bem controlada, com reativacfes em tempos corretos, pode
regular a secre¢éo de IL-13, mas existem limitagdes no aumento destes mediadores em funcéo
de variacdes individuais.*™

Através da técnica de hibridizacdo in situ as expressdes do RNA mensageiro da I1L-1p,
IL-6 e TNF-a foram avaliadas ap6s 3, 7 e 10 dias da aplicacdo da forca ortodéntica. Pode ser
observado que o estimulo mecénico induziu a sintese de IL-1p e IL-6 com expressdo maxima
3 dias apds a aplicacdo da forca e, a partir dai, os valores declinaram. A expressdo do TNF-a
ndo foi detectada tanto nos dentes testes como nos dentes controle durante o periodo de
observago.'*°

Karacay et al.'” avaliaram os niveis de expressdo do TNF-a no fluido gengival de
dentes caninos sob duas diferentes técnicas de distalizacdo, com forcas continuas e com forcas
pesadas intermitentes. A analise do fluido gengival foi feita com ELISA e os resultados
demonstraram que a concentracdo de TNF-a teve um aumento néo significativo apos 24 horas
e declinou acentuadamente apds sete dias no grupo submetido a forca continua. A forca
pesada induziu rapida liberacdo de TNF-a e a resposta tecidual continuou por um periodo de
tempo mais longo. Foi considerado que a forga pesada deve ser cuidadosamente aplicada, para
se prevenir de eventuais efeitos indesejaveis da liberagdo excessiva deste mediador.

A quantificacdo de trés mediadores inflamatorios, prostaglandina PGE,, Interleucina
IL-6 e fator estimulador de col6nia granuldcito-macréfago (GM-CSF) foi realizada em
pacientes jovens e adultos sob movimentacdo ortododntica. Foi coletado fluido gengival de
incisivos laterais superiores submetidos ao movimento de inclinacdo labial com arco
ortodontico. A concentracdo de PGE, esteve significativamente elevada apds 24 horas da
aplicacdo da forca nos pacientes juvenis e nos adultos, enquanto que a concentracéo de IL-6 e
GM-CSF esteve aumentada apenas nos jovens. A quantidade total dos trés mediadores no
fluido gengival aumentou significativamente no tempo 24 horas nos dois grupos. Concluiu-se

que no inicio do movimento dentario nos jovens, os niveis dos mediadores expressam maior
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intensidade que nos adultos, o que estaria coerente com o fato de que o movimento dentério
nos jovens é mais rapido que nos adultos, e inicia-se sem demora.*®

As variaveis velocidade e inicio do movimento dentario, e a quantificacdo das
interleucinas IL-1B e IL-1RA foram estudadas em seis pacientes em crescimento e quatro
adultos. Os pacientes foram submetidos a exodontia de primeiros pré-molares e tiveram 0s
dentes caninos superiores retraidos com arco segmentado, com diferentes intensidades de
forca. Foram empregados 18, 60, 120 e 240 gramas de forca para retracdo dos caninos,
distribuidos aleatoriamente pelos diferentes pacientes. Foi observado que houve diferencas
entre os individuos na velocidade de translacdo dos caninos, mas ocorreu movimento com
intensidade de forca de 18 a 120 gramas. A demora na translacdo dentaria foi observada nos
caninos submetidos a 240 gramas de forca. A velocidade de translacdo dentaria foi
significativamente maior nos pacientes em crescimento e esteve associada ao aumento na
concentracdo de IL-1f e IL-1RA.*"

Os niveis de substancia P e IL-1B no fluido gengival foram quantificados, através de
ELISA, em nove pacientes submetidos a retracdo de dentes caninos. No experimento, foi
utilizada uma forca de 250 gramas derivada de elastico em cadeia. A coleta do FGC foi feita
nos lados de pressdo e tensdo, antes do inicio da aplicacdo da forca, ap6s 1 hora, 4 horas, 8
horas, 72 horas, 120 horas e 168 horas. Apds a ativacdo da forca foram encontradas diferencas
significativas entre os lados controle e teste. Os valores de substancia P e IL-1f estiveram
maiores ap6s 8, 24 e 72 horas. Entretanto, ndo houve diferenca entre os lados controle e
experimental no tempo 168 horas. Foi concluido que a substancia P e a IL-1B estariam
envolvidas na inflamagéo periodontal como resposta ao estresse mecanico.?

Doze pacientes ortodonticos com necessidade de extracdo dos primeiros pré-molares
tiveram os caninos retraidos com elasticos em cadeia, com 250 gramas de forca, e 0s niveis de
citocinas presentes no fluido gengival foram quantificados com ELISA. Os mediadores
estudados foram as Interleucinas IL-1p e IL-6, fator de necrose tumoral (TNF-a), fator de
crescimento epidermal (EGF), e B, microglobulina. A concentracdo de todos os mediadores
esteve aumentada 24 horas apés a aplicacdo da forga ortoddntica sugerindo que a alteracdo
nos niveis das citocinas esteve associada com o processo de remodelacdo 6ssea necesséria a
movimentacao dentéria.®

Os niveis de IL-8 foram avaliados durante a aplicacdo de forcas ortodénticas sobre
dentes caninos superiores e inferiores em casos tratados com extracdes de primeiros pré-
molares. Os dentes superiores foram retraidos com forca de 115 gramas e os inferiores com

90 gramas, com arcos segmentados. Os tempos de coleta do fluido gengival, nos lados de



40

tenséo e pressdo, foram imediatamente antes da aplicacdo da forga, uma hora apds a aplicagdo
da forca, 24 horas, 6 dias, 10 dias e 30 dias ap6s a aplicacdo da forca. Embora tenha havido
um aumento na concentracdo de IL-8, analisado com o ensaio de imunoabsorcdo ligado a
enzima (ELISA), no lado de tensdo apds 1 hora, 24 horas, 6 dias e 10 dias, um declinio foi
observado apds 30 dias. O lado de pressdo ndo demonstrou este aumento em qualquer
periodo, exceto no tempo 10 dias. A concentracéo de 1L-8, em ambos os lados, diminuiu e o0s
valores se aproximaram no tempo 30 dias. A resposta tecidual a forca ortodéntica parece
aumentar os niveis de IL-8 nos estagios iniciais da movimentacao.5

Os niveis no FGC de diversas enzimas também foram quantificados durante o
movimento dentario ortodéntico. Um aumento nos niveis de lactato dehidrogenase (LDH) no
fluido gengival de dentes sob movimentacdo ortoddntica quando comparados aos dentes
controle (sem movimentacdo) também foi relatado. Além disso, foram encontrados pequenos
aumentos nos niveis de aspartato aminotransferase.®*® A atividade da fosfatase alcalina
(ALP) no sulco gengival também pode ser afetada pelas forcas derivadas do tratamento
ortoddntico e, nos dentes sob movimento, os niveis estavam significativamente elevados no
lado de tensdo comparados com o lado de compressdo.®°

Ao empregar 100 gramas de forga para retragdo dos dentes caninos, em casos tratados
com extracdes de primeiros pré-molares, puderam ser verificadas mudancas nos niveis da
fosfatase alcalina no sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dias apds o inicio da retragdo.
O pico do aumento da atividade ocorreu no 14° dia, seguido de uma significativa queda,
especialmente no lado de tensdo.'®?

E preciso considerar o fato de que o paciente ao estar utilizando acessorios
ortodonticos pode contribuir para 0 aumento da placa bacteriana e inflamacéo gengival, que
estaria relacionado ao aumento da atividade enzimatica em todos os sitios.2*® A limpeza dos
dentes com aparelhagem ortodontica é dificultada e a escovacdo pode ser auxiliada, em
situacOes especiais como em pacientes que se submeteram a cirurgia ortognatica, com um
controle quimico da placa bacteriana. O melhor produto para controle da gengivite, em
pacientes ortodonticos, é a clorexidina. O gluconato de clorexidina a 0,12% é um importante
agente terapéutico no controle da inflamag&do, sangramento gengival e acimulo de placa em
pacientes ortodonticos. 884

Os niveis dos mediadores inflamatdrios interleucina-1p e da enzima B-glucuronidase
(BG) foram quantificados no fluido do sulco gengival de pacientes sob expanséo rdpida da
maxila. Quatro semanas antes da instalacdo do aparelho expansor Hyrax os pacientes

receberam profilaxia, instrucdes de higiene oral e iniciaram bochechos com clorexidina. Os
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pacientes foram observados antes da instalagcdo do Hyrax ainda com el&sticos de separacéo, a
cada sete dias durante o periodo de ativacdo (21 dias) e mais uma semana, na fase de
estabilizacdo. O estudo demonstrou que os niveis dos mediadores inflamatdrios diminuiram
apos o regime de controle de placa bacteriana e que forcas ortoddnticas leves (elasticos de
separagdo) e pesadas (expansor) induziram aumento nos niveis de IL-1p e BG no fluido
gengival. Os achados sustentam a hip6tese de que o estimulo mecénico causa uma reagao
inflamatdria dentro dos tecidos periodontais, que por sua vez dispara o processo bioldgico
associado com a remodelacao 6ssea.'®

Bildt et al.’® analisaram os niveis de diferentes MMPs em oito pacientes ortodonticos
entre 10 e 18 anos com boa salde periodontal. Dentes que ndo foram movimentados
ortodonticamente foram utilizados como controle. Foram coletados FGC nos lados de tenséo e
pressdo. O plano de tratamento ortoddntico foi especifico para cada paciente e assim o dente
coletado diferiu de caso para caso. As coletas foram feitas em uma visita normal de ativacédo
ortodéntica, quando todos os dentes ja estavam sob movimentacdo ortodontica por um tempo
médio de quatro semanas. As amostras foram analisadas utilizando-se a técnica de Western
Blotting. Foram encontradas quantidades significativamente aumentadas de MMP-2 ativa e
pro-MMP-2 nos dois lados experimentais quando comparados ao controle. Formas ativas de
MMP-9 também estavam aumentadas de forma significativa no lado pressdo em relagcdo ao
controle. MMP-1 também foi encontrada aumentada nos lados pressdo e tensdo em relagdo ao
controle. N&o foi possivel detectar as MMPs 8 e 13 pela técnica utilizada.

Cantarella et al.*?

utilizaram uma amostra de 11 pacientes ortoddnticos com periodonto
saudavel, com média de idade de 13,9 anos e com necessidade de tratamento com exodontia
de primeiros pré-molares. Todos os pacientes receberam instru¢fes de higiene oral antes da
montagem do aparelho ortodéntico. O canino superior esquerdo foi distalizado e utilizado
como dente teste e 0 seu antagonista, sem aparelhagem ortoddntica, foi usado como controle.
Foram feitas coletas de FGC na mesial e distal de cada dente teste e controle nos tempos 1
hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas e 8 horas apos aplicacdo da forga ortodéntica. A amostra foi
analisada pela técnica Western Blotting em busca de MMP-1 e MMP-2. Néo foi possivel
detectar MMP-1 no FGC dos dentes controle. No lado pressdo, foi encontrado aumento
significativo de MMP-1 apds uma hora que se manteve até trés horas da aplicacdo da forca,
desaparecendo depois disso. No lado tensdo também ocorreu aumento significativo de MMP-
1 apds uma hora e depois esses niveis foram caindo no decorrer do tempo. Os niveis de

MMP-2 foram aumentando significativamente no lado pressao no decorrer do tempo,
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chegando ao pico oito horas apds a aplicacdo da forgca. No lado tensdo os niveis de MMP-2
aumentaram significativamente apds uma hora e gradualmente retornaram aos niveis iniciais.

Em um outro estudo envolvendo cinco pacientes ortoddnticos com periodonto
saudével, Ingman et al.* coletaram FGC para analisar a presenca de MMP-1 e MMP-8. O
FGC foi coletado do incisivo central superior, incisivo central inferior ou do canino superior
imediatamente antes da ativacdo ortoddntica e a cada 24 horas apés a ativacdo ortodéntica por
um més. Como controle, foram coletados FGC de um incisivo central superior de trés
mulheres que ndo estavam sendo submetidas a tratamento ortodontico. Além disso, foram
coletados FGC de pacientes que apresentavam gengivite e periodontite. Foram feitas analises
de imunofluorometria e Western Blotting. A imunofluorometria revelou niveis de MMP-8 12
vezes mais altos em pacientes ortodonticos do que no controle, entretanto ainda mais baixos
do que nos pacientes com gengivite e periodontite. A analise de Western Blotting também
encontrou quantidade aumentada de MMP-8 no FGC dos pacientes ortoddnticos comparado
ao controle.

Este mesmo grupo de pesquisadores publicou um outro estudo® no qual
acompanharam 11 pacientes ortodénticos com periodonto saudavel para analisar as
concentragfes de MMP-1 e MMP-8. Foram coletados FGC do incisivo central superior,
incisivo central inferior ou do canino superior imediatamente antes da ativacéo ortodontica e a
cada hora por um periodo de 8 horas apds a aplicacdo da forca. Para o grupo controle, foram
utilizados 6 pacientes saudaveis que nao estavam sob tratamento ortodontico e que foram
submetidos a coletas de FGC do incisivo central superior a cada hora durante 8 horas. Foram
feitas andlises imunofluorométricas e Western Blotting. A concentragdo de MMP-8 no FGC
dos pacientes ortoddnticos estava significativamente mais alta entre 4 e 8 horas apos a
aplicacdo da forga do que antes da ativagdo e também quando comparadas ao grupo controle.
A MMP-1 ndo foi detectada pelas analises feitas.

Capelli et al.*

utilizaram uma amostra de 14 pacientes ortodénticos com periodonto
saudavel e com necessidade de tratamento com exodontia de primeiros pré-molares. Todos 0s
pacientes receberam instrucdes de higiene oral antes da montagem do aparelho ortodéntico e
fizeram uso de bochecho de clorexidina durante o estudo. Os caninos superiores foram
distalizados e utilizados como dentes testes. Como controle, foi utilizado apenas a medida
feita antes da movimentacgéo ser iniciada. As coletas de FGC foram feitas na mesial e distal
para representar os lados de presséo e tensdo. As coletas foram feitas uma semana antes da
movimentacdo, quando foi iniciado o uso do bochecho de clorexidina, no momento da

ativacdo, uma hora ap0s a mesma e 1, 7, 14 e 21 dias apds a ativacdo ortodontica. A amostra
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foi analisada pela técnica da multianalise imunoenziméatica com microesferas em busca de

MMP-3, -9 e -13 e foi encontrado mudangas significativas no lado presséo.

1.6 Inter-relacdo Ortodontia e Periodontia

O objetivo principal da terapia periodontal € restaurar e manter a saude e a integridade
do dente e do periodonto no qual ele se insere.'®” Em adultos, a perda de dentes ou do suporte
periodontal pode resultar em migracao patoldgica de um ou mais elementos dentarios.™®’ Isto
pode resultar no aparecimento de diastemas inter-incisais, espacamentos generalizados,
projecdo dos incisivos, rotacdo ou inclinacdo de pré-molares e molares com consequente
colapso da oclusédo posterior e perda da dimenséo vertical. A terapia ortodontica auxiliar ao
tratamento periodontal é necessaria para resolver estes problemas. A ortodontia pode facilitar
a reabilitacdo oral agindo sobre problemas como dentes fraturados, inclinados, espacamentos
excessivos, espaco para pontico inadequado, incisivos extruidos e diastemas.*®’

Quando um dente é movido ortodonticamente, todo o aparato periodontal, incluindo a
estrutura 6ssea, ligamento periodontal e os tecidos moles, se move junto a ele.'®® Brown'®
observou a influéncia de verticalizar molares no periodonto de quatro pacientes. Sete meses
apos o inicio do tratamento, as bolsas periodontais associadas aos molares verticalizados
tiveram uma reducdo de 2,5mm a mais do que os dentes controle. Também foi observado
melhora na gengiva e menor acimulo de placa. Outro estudo que acompanhou por 3,5 anos 22
pacientes que tiveram os molares inferiores verticalizados relatou que as bolsas na superficie

mesial estavam menores nos dentes verticalizados do que nos dentes controle.*®

Re et al.*®

acompanharam o tratamento ortodontico de 267 pacientes adultos afetados
por doenca periodontal severa e migracdo patologica dos dentes anteriores. Foi relatado que
apenas dois dentes foram extraidos durante o tratamento ortodontico devido ao
comprometimento periodontal, todos os pacientes terminaram com boa oclusdo, fungéo
mastigatoria restabelecida e melhora na estética devido ao realinhamento dos dentes
anteriores. Os autores sugerem que for¢a ortodontica e movimento dentario dentro dos limites
bioldgicos e em regides saudaveis com periodonto reduzido ndo causa colapso periodontal. Os
autores ainda afirmaram que o movimento de intrusdo em periodonto saudavel ndo resulta em

diminuicio das margens 6sseas desde que a inflamag&o gengival seja controlada. E indicado o
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uso de forgas leves e que a linha de acgdo das forcas passem perto do centro de resisténcia do
dente a ser movimentado.

O tratamento ortodontico de pacientes com doenca periodontal controlada pode ser
total ou parcial. O total é feito em apenas 10% dos adultos, seria um tratamento longo e com
objetivos proximos do ideal. O parcial seria um tratamento mais curto e direcionado,
buscando, por exemplo: facilitar o tratamento restaurador posicionando os dentes de forma a
permitir técnicas mais conservadoras, ideais e estéticas; melhorar a saude periodontal
eliminando areas de dificil higienizacdo; estabelecer proporcbes coroa/raiz favoraveis e
melhorar o posicionamento dentario para transmitir forcas oclusais na direcdo do longo
eixo.'%?

O planejamento ortodéntico com objetivos ideais frequentemente ndo se aplica a
pacientes com periodonto comprometido. Estes precisam de um tratamento objetivo e
direcionado a resolver o seu problema de forma répida e eficaz. Trés fatores devem ser
considerados neste momento:

a) simplificacdo, ou seja, buscar mecanicas que favorecam a higienizacdo pelo
paciente;

b) metas, ou seja, avaliar qual seria 0 melhor resultado possivel considerando
estética, estabilidade e oclusdo funcional. O paciente normalmente busca a
melhora na estética e isto nem sempre leva a um resultado estavel, devendo ser
discutido com o paciente para que ambas as partes assumam um compromisso
com o ponto onde pretendem chegar;

c) custo/risco-beneficio, conversar com o paciente sobre os beneficios do
tratamento. Os custos envolvem ndo apenas o valor financeiro, mas também
dor, desconforto, mobilidade dentaria, e o0s riscos sdo vistos como a
possibilidade de se criar um problema que ndo havia antes, como
descalcificacdo, reabsorcao radicular, problemas muco-gengivais e até mesmo
perdas dentarias. Neste momento deve-se relatar também o0s riscos que o
paciente corre caso escolha ndo fazer o tratamento.*®

Alguns fatores anatdmicos que favorecem a retengdo de placa como sulcos radiculares,
defeitos no cemento, dentina ou esmalte e diversos outros fatores podem desempenhar uma
importante funcdo no desequilibrio das atividades do hospedeiro e parasita em favor da
destruicdo periodontal em sitios especificos.*

A presenca dos dispositivos ortodonticos em proximidade com a gengiva favorece o

acumulo de placa e a dificuldade na higienizacdo, o que pode levar a um processo
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inflamatorio. Os efeitos vistos clinicamente podem contribuir para infeccdo cronica,
hiperplasia inflamatoria, recessdo gengival, perda irreversivel de inser¢do (perda dssea) e
acumulo excessivo de tecido. Entretanto, estes efeitos podem ser minimizados por um
planejamento correto e reforco na higiene.!*® Adolescentes com aparelho fixo que sdo
frequentemente cobrados em relagdo a escovacdo podem apresentar niveis de placa iguais ou
melhores do que adolescentes da mesma faixa etaria sem aparelhagem ortoddntica.'*

Movimentos de inclinagdo podem levar placa supragengival para subgengival podendo
resultar numa bolsa periodontal e defeito infra-6sseo.*®

O ortodontista deve se precaver quando a gengiva se mostra muito fina, pois existe o
risco de que movimentos labiais estejam associados com recessédo gengival. Os incisivos
inferiores sdo 0s mais sujeitos a recessdo devido a tabua 6ssea muito fina e devido ao
posicionamento labial destes. Forcas excessivas podem causar recessao localizada em dentes
com gengiva inserida inadequada, mas esta associagdo & imprevisivel e a relacdo causa-
consequéncia ainda é inconclusiva.'#**%

Trauma, inflamagdo gengival exacerbada ou deiscéncia do o0sso alveolar podem
resultar em recessdo gengival e perda de insercdo, gerando problemas na estética,
sensibilidade, perda de suporte periodontal, dificuldades em manter a higiene e aumento da
susceptibilidade a caries.'®®

As bandas ortoddnticas devem ser bem adaptadas e os braquetes colados com
cuidadosa remoc&o do excesso de resina. E preferivel a utilizacdo de aparelhos simples, faceis
de higienizar, para evitar que ocorra um crescimento da gengiva, mais comum nos dentes
posteriores, devido a irritacdo mecanica das bandas, irritacdo quimica produzida pelo cimento
usado nas bandas, impacc¢édo alimentar devido a proximidade do arco do tecido mole e devido
a higiene deficiente.'®

O fechamento dos espacos de extragdes frequentemente resulta em acimulo de tecido
gengival e aumento da papila interdental. Este acimulo tecidual pode resultar em dificuldade
de controle da placa e reabertura dos espacos.**

As causas da reabsor¢do radicular vém sendo exaustivamente estudadas e ainda néo se
tem uma resposta definida.’?"* Sabe-se que ndo se deve usar forcas excessivas e que é
importante ter sempre um controle radiografico das raizes no decorrer do tratamento. Em um
paciente com periodonto comprometido isto é ainda mais importante, pois pequenas
reabsorcdes em um periodonto saudavel podem ndo ser clinicamente significativas, mas
somadas a perda de insercdo devido ao processo inflamatério podem comprometer a

longevidade do dente.?%%2%



46

Durante o tratamento ortodontico de pacientes com histdria de doenca periodontal é
essencial que qualquer sinal de perda de insercdo seja diagnosticado e tratado imediatamente.
Alguns individuos podem ser afetados por uma doenca agressiva e perder até 5mm de
insercdo em apenas dois meses. E inegavel que danos irreversiveis podem ocorrer entre duas
consultas e assim a qualquer sinal de atividade de doenga periodontal persistente o tratamento
ortoddntico deve ser interrompido.

Entretanto, todas essas observacGes sobre o tratamento ortoddntico de pacientes
periodontais foram feitas a partir de observacdes clinicas e relatos de caso. N&o foi encontrado
nenhum estudo sobre a influéncia do tratamento ortoddéntico na patogénese da doenca
periodontal.
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2 PROPOSICAO

Este estudo tem como proposta analisar o fluido gengival crevicular de incisivos com
doenca periodontal controlada submetidos a movimentagdo ortodéntica, tendo como objetivos

especificos:

a) quantificar, em diferentes intervalos de tempo, as alteracdes no volume do
fluido gengival;

b) quantificar a presenca das metaloproteinases da matriz - MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-12 e MMP-13.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Selecdo da amostra

A amostra desta pesquisa constituiu-se de 10 pacientes com doenca periodontal
controlada oriundos da Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (FO-UERJ) e da Faculdade de Odontologia da Universidade Esticio de Sa. Estes
pacientes foram encaminhados para tratamento ortoddntico na clinica do curso de
especializacdo em Ortodontia da FO-UERJ. A amostra consistiu de oito mulheres e dois
homens, sendo oito melanodermas e dois caucasianos e a média de idade (+DP) foi de 46,2 +
10,4 anos.

Todos os participantes do estudo eram portadores de periodontite crénica ou agressiva
de acordo com a Academia Americana de Periodontia (AAP) de 1999, com pelo menos seis
sitios com profundidade de bolsa maior ou igual a 5mm antes do tratamento periodontal. Os
critérios de inclusdo foram estar com a doenca periodontal controlada com liberacdo do
periodontista para tratamento ortod6ntico, possuir um minimo de 15 dentes, apresentar
incisivos projetados com necessidade de retragdo ortoddntica e evidéncia radiografica de
perda Ossea (Figura 1). Os pacientes deveriam estar com boa salde geral e eram excluidos em
caso de serem fumantes ou se houvesse relato de alguma condicéo sistémica que influenciasse
no decorrer da doenca periodontal ou no tratamento da mesma. Pacientes que tivessem feito
uso de antibidticos ou anti-inflamatérios no més antecedente ao estudo ou que estivessem

gravidas ou amamentando também eram excluidos do estudo.®
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Figura 1 — Caracterizacdo da amostra utilizada no estudo
Nota: Fotos intraorais de trés pacientes com doenca periodontal controlada, incisivos
projetados labialmente com perda de insercao e espagamentos.

Este protocolo, incluindo os exames clinicos, o tratamento ortodontico e a coleta de
fluido gengival crevicular (FGC), foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (1949-CEP/HUPE - Anexo).Todos 0s participantes assinaram um

termo de consentimento informado antes do inicio do estudo.

3.2 Procedimentos clinicos

Sete dias antes do inicio do movimento ortoddntico, todos os pacientes receberam
instrucdes de higiene bucal demonstrando o correto uso da escova de dentes e do fio dental e
receberam um kit com dentifricio (Colgate Total® 12, Colgate-Palmolive, Sdo Paulo, SP,
Brasil), escova de dente (Oral B, Procter & Gamble, Sdo Paulo, SP, Brasil), fio dental e
bochecho de Gluconato de Clorexidina 0,12% (Noplak®, Daudt Oliveira Laboratory, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). Todos foram instruidos a bochechar duas vezes ao dia com 15ml da
solugéo por 30 segundos durante toda a duracdo do estudo (28 dias). Neste mesmo dia (dia -7)
foram instalados os brackets ortoddnticos na arcada superior de cinco pacientes e na arcada
inferior dos outros cinco pacientes para garantir uma distribuicdo igual de sitios movimento e
controle em ambas as arcadas. A escolha da arcada a ser movimentada e a arcada controle era
feita de acordo com o que a ma-oclusdo do paciente permitia. Amostras de fluido gengival
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crevicular foram coletadas nas faces palatinas/linguais de um incisivo central e um incisivo
lateral de cada arcada (preferencialmente dos elementos dentarios 11, 12, 41 e 42), resultando
em um total de quatro amostras por paciente. Estes sitios foram selecionados para representar
0 lado pressdo das forcas aplicadas (sitios movimento). As amostras obtidas da arcada sem
braquetes foram usadas como controle.

No dia 0, o aparelho ortodontico foi ativado para iniciar a retragdo dos incisivos
projetados. O plano de tratamento ortoddntico era especifico para cada paciente, mas todos
envolviam aparelho ortodéntico fixo e para iniciar o alinhamento foi utilizado um arco de acgo
multifilamentado de calibre 0,0155 (Highland Metals Inc. San Jose CA, USA) com dobras em
forma de 6megas amarradas em tie back, criando zonas de pressao na face palatina/lingual dos
incisivos e zonas de tensdo na face vestibular dos mesmos. Nova amostra de fluido gengival
crevicular foi coletada apds a ativacéo ortoddntica (tempo 0) e ap6s 1h, 24h, 7 dias, 14 dias e
21 dias da ativagéo ortodontica (visitas 1h, 24h, 7d, 14d e 21d respectivamente). A presenca
ou auséncia de placa (IP) e sangramento a sondagem (IS) foram avaliadas em 6 sitios por
dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual e distolingual) nas
visitas -7d, 0, 24h, 7d, 14d e 21d (Figura 2).
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Figura 2 — Desenho da sequencia do estudo

o1

Nota: Uma semana antes da movimentacao ortoddntica (-7d), foi coletado o fluido gengival
crevicular (FGC) de todos os pacientes da amostra; foi feito anélise do indice de placa
(IP) e sangramento a sondagem (IS); o aparelho ortodéntico fixo foi montado
(colagem); os pacientes foram instruidos sobre como proceder com a higiene oral
(HO); além da prescricdo do bochecho de Gluconato de Clorexidina 0,12% por 28 dias
(BGC). No dia 0, o aparelho ortodontico foi ativado, foi coletado novamente amostras
de FGC e analisados os parametros clinicos. Amostras de FGC foram coletadas 1 hora,
24 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias apds a ativacdo do aparelho ortoddntico (visitas 1h,
24h, 7d, 14d e 21d respectivamente). Os parametros clinicos também foram analisados
nas visitas 24h, 7d, 14d e 21d.

3.3 Coleta de fluido gengival crevicular

Antes da coleta do FGC, a placa supragengival era cuidadosamente removida, 0s sitios

a serem coletados eram isolados com roletes de algodao e secos com leves jatos de ar. As

coletas eram entdo feitas com o uso de tiras de papel absorventes (Periopaper®, Interstate

Drug Exchange, Amityville, NY, USA), que eram inseridas 1 a 2mm no creviculo gengival e

mantidas por 30 segundos (Figura 3). Amostras contaminadas com sangue eram descartadas e

nova coleta era feita alguns minutos depois no mesmo sitio. O volume de FGC em cada tira

era medido através de um medidor de FGC calibrado (Periotron 8000®, Oraflow Inc.,

Plainview, NY, USA), e cada tira era entdo transferida para um tubo plastico selado do tipo
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Eppendorf e armazenado a temperatura de -20°C até o envio ao laboratério de Periodontia do
Forsyth Institute, Boston, EUA onde foram armazenados a temperatura de -80°C até o ensaio.

Figura 3 — Técnica de coleta do FGC.

Legenda: A - Isolamento relativo com roletes de algoddo; B - secagem com leves jatos de ar;
C - insercdo da tira de papel absorvente com o uso de uma pin¢a de algoddo e; D -
manutenc¢&o desta tira no sulco gengival por 30 segundos.

3.4 Analise laboratorial

Niveis de MMP-1, -2, -3, -7, -8, -12 e -13 foram determinados através da técnica de
multianalise imunoenzimatica com microesferas e um kit disponivel comercialmente (Human
7-Plex MMP Fluorokine® MultiAnalyte Profiling [R&D Systems, Minneapolis, MN, USA]).
Antes do ensaio, o fluido gengival crevicular foi extraido da tira de papel absorvente através
da imerséo de cada tira em 60ul de solugdo tampéo fornecida pelo kit. As amostras eram
entdo postas em um agitador orbital, tipo Vortex, por 30 minutos, centrifugadas em 9.300g
por 10 minutos e todo o sobrenadante era usado no ensaio, representando o contetdo de 1
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sitio. O ensaio foi conduzido de acordo com as instrucfes do fabricante; placas com 96 pogos
com filtro foram pré-molhadas com solucdo tampao de lavagem e a solugéo foi aspirada dos
pocos usando uma bomba de vacuo (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).
Microesferas cobertas com anticorpos monoclonais contra os 7 alvos pesquisados foram
adicionadas aos pogos. As amostras e o padrdo foram pipetadas nos pocos e incubadas a 4°C
por 24 horas. Os limites superiores e inferiores das curvas padrdo variaram de acordo com as
diferentes MMPs sendo mensuradas, sendo que o limite mais baixo detectado foi de 11pg/ml
para MMP-1 e o mais alto foi de 74.500pg/ml para MMP-7. Os pocos foram lavados usando a
bomba a vacuo e uma mistura de anticorpos secundarios biotinilados foi adicionada. Apds
incubacdo por uma hora, foi adicionado Estreptavidina conjugada a proteina fluorescente, R-
phycoerythrin (Streptavidin-RPE) e foi incubada por mais 30 minutos. Ap6s nova lavagem
para remover reagentes nao ligados, foi adicionado fluido envolvente aos pocos e as
microesferas foram submetidas ao analisador de microesferas (Luminex 100™, Luminex®,
MiraiBio, Alameda, CA, USA). A concentracdo das amostras ndo conhecidas (antigenos das
amostras de FGC) foram estimadas das curvas padréo usando um software comercial (Prism 5
para Windows, versdo 5.04, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) e os niveis de MMP

foram expressos como a quantidade total (pg) por sitio.

3.5 Analise estatistica

Os dados disponiveis de cada paciente incluiam a presenca ou auséncia de placa e
sangramento a sondagem para todos os sitios presentes, volume de FGC em pl e 0s niveis
(pg/sitio) de MMP-1, -2, -3, -7, -8, -12, e -13 para 4 sitios por paciente (2 sitios movimento e
2 controle) para cada intervalo analisado (-7d, 0, 1h, 24h, 7d, 14d e 21d). Valores médios
foram calculados para cada paciente e somando todos os pacientes, para cada tempo analisado
e em cada grupo clinico separadamente. O teste de normalidade D’Agostino & Pearson foi
usado para determinar se os dados tinham distribuicdo normal e os resultados estdo expostos
nas tabelas 1 a 14. O teste ANOVA foi usado para avaliar se havia diferenca estatisticamente
significativa nas médias dos dados clinicos no decorrer dos tempos analisados. O teste de
Friedman foi usado para avaliar se havia diferenca estatisticamente significativa no volume de

FGC e nos niveis de MMPs no decorrer dos tempos em cada grupo separadamente. Além
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disso, para o volume de FGC e niveis de MMPs, foi usado o teste Mann-Whitney para avaliar
diferencas entre os grupos em cada intervalo analisado.
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4 RESULTADOS

4.1 Indice de placa e sangramento & sondagem durante 0 movimento dentario

ortodéntico

O Gréafico 1 mostra a média em porcentagem dos sitios positivos para placa e
sangramento & sondagem para toda a amostra em cada intervalo de tempo. Os resultados do
teste  ANOVA revelaram que ambos o0s parametros clinicos tiveram uma reducdo
estatisticamente significativa no decorrer do tempo (p<0,001), a média (+xDP) do indice de
placa reduziu de 48% + 17,3 para 17% + 10,2 do dia -7 ao dia 21. Este dado indica que o
controle de higiene oral foi capaz de reduzir o acumulo de placa e a inflamag&o gengival a

niveis minimos.
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Gréafico 1 — Médias das porcentagens dos sitios com sangramento a sondagem (IS) e placa
(IP) nos dias -7; no dia da ativagdo ortodontica; 24 horas; 7 dias; 14 dias; e 21
dias apos o inicio da movimentacdo ortodontica (visitas -7d, 0, 24h, 7d, 14d e
21d respectivamente)
Nota: Os circulos representam os valores médios e o0s tragos representam o desvio padrdo da
média. As diferencas significativas no decorrer do tempo foram calculadas usando o
teste ANOVA.
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4.2 Mudangcas no volume de FGC durante o movimento dentario ortodéntico

O Gréfico 2 apresenta a mediana e o intervalo interquartilico do volume de FGC (ul)
para os dois grupos clinicos em cada intervalo de tempo. N&o foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas no decorrer do tempo para nenhum dos grupos. Quando os dois
grupos foram comparados também n&o foram encontradas nenhuma diferenca estatisticamente

significativa nos tempos analisados.

@ Controle
¢ Movimento
os 1

Volume de FGC

o0

7d o i 24h 7d 14d 214

Visita

Gréfico 2 — Medianas e intervalos interquartilicos do volume de FGC nos dois grupos nos dias
-7; no dia da ativacdo do aparelho ortodéntico; 1 hora; 24 horas; 7 dias; 14 dias e
21 dias apds o inicio do movimento ortoddntico (visitas -7d, 0, 1h, 24h, 7d, 14d e
21d respectivamente)

Nota: Os circulos (vermelho simbolizando o grupo controle e branco o0 grupo movimento)
representam os valores medianos e 0s tragos representam os intervalos interquartilicos
de 25 e 75%. As diferencas significativas no decorrer do tempo foram calculadas
usando o teste de Friedman e as diferencas entre os grupos em cada intervalo de tempo
foram calculadas usando o teste de Mann-Whitney. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas no decorrer do tempo nem entre 0s grupos em nenhum
intervalo de tempo.
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4.3 Mudangas nos niveis de MMPs no FGC durante o movimento dentario ortodéntico

Um total de 280 amostras de FGC (10 pacientes x 4 sitios x 7 tempos) foram
analisadas para deteccdo dos niveis de 7 MMPs. A amplitude dindmica da técnica de
multiandlise imunoenzimatica com microesferas empregada neste estudo permitiu a
quantificacdo das MMPs analisadas na maioria das amostras testadas. As frequéncias de
deteccdo das MMPs -1, -2, -3, -7, -8, -12 e -13 foram de 93%, 98%, 99%, 76%, 100%, 100%
e 80% respectivamente.

A estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca e valores de p do teste de
normalidade D Agostino e Pearson referentes aos niveis de metaloproteinases de matriz nos
diferentes intervalos de tempo analisados nos grupos controle e movimento estdo expressos

nas Tabelas 1 a 14, a seguir.

Tabela 1 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo controle uma semana antes do inicio da ativacédo
ortodontica (dia -7)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N 10 10 10 10 10 10 10

Valor minimo 0,77 2,27 1,99 4,32 0,76 0,71 496,6
Valor maximo 19,46 28,27 47,82 47,94 6,93 14,31 4490
Mediana 2,76 10,04 9,44 14,66 1,83 4,58 2335
Percentil 25 1,40 3,69 4,16 7,50 1,02 2,29 1034
Percentil 75 7,31 24,49 17,01 25,54 2,70 8,07 3350
Média 5,36 13,57 13,41 18,03 2,28 5,48 2283
Desvio Padréo 5,93 9,95 13,83 13,07 1,82 4,33 1241
ICI 1,11 6,45 3,52 8,67 0,97 2,38 1395
ICS 9,60 20,69 23,31 27,38 3,58 8,58 3170

Valor de P 0,0069  0,2577 0,006 0,0445 0,0006 0,2778  0,9063
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Tabela 2 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianga com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo movimento uma semana antes do inicio da
ativacdo ortodontica (dia -7)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMP8

N 10 10 10 10 10 10 10

Valor minimo 0,27 1,22 1,45 1,10 0,69 0,47 378,30

Valor méaximo 7,98 14,73 30,49 92,17 65,00 23,00 3350

Mediana 1,24 3,73 3,83 14,73 1,94 3,09 1399

Percentil 25 0,52 1,47 1,87 4,96 0,83 1,12 486,50

Percentil 75 1,99 10,98 8,85 22,59 10,21 12,91 2821

Média 1,83 6,06 7,24 20,49 10,96 6,31 1604

Desvio Padrédo 2,25 5,20 8,75 26,58 21,19 7,56 1185

ICI 0,22 2,33 0,98 1,47 -4,20 0,89 756,30

ICS 3,44 9,78 13,51 39,50 26,12 11,72 2452

Valor de P <0.0001 0,2351 <0,0001 <0,0001 0,0003 0,0570  0,3457

Tabela 3 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo controle no dia da ativacdo do aparelho
ortodontico (dia 0)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMP8

N 10 10 10 10 10 10 10

Valor minimo
Valor maximo
Mediana
Percentil 25
Percentil 75
Média

Desvio Padrédo
ICI

ICS

Valor de P

0,51 1,18 2,08 2,53 0,28 0,19 129,6
6,09 19,91 38,90 30,01 4,87 20,06 4060

1,59 6,17 5,67 11,78 1,25 3,84 1785
0,78 3,32 3,71 5,01 0,46 1,85 1041
3,09 10,97 11,07 14,73 2,61 5,08 2806
2,18 7,59 9,97 11,87 1,72 4,92 1889
1,75 6,03 11,54 7,90 1,46 5,67 1153
0,92 3,28 1,71 6,21 0,68 0,86 1065
3,43 11,91 18,22 17,52 2,77 8,98 2714

0,0811 0,2146 0,0006 0,0478 0,1458 <0,0001 0,8083
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Tabela 4 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianga com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo movimento no dia da ativacdo do aparelho
ortodontico (dia 0)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N 10 10 10 10 10 10 10
Valor minimo 0,21 1,67 0,99 3,70 0,32 0,88 318,70
Valor maximo 7,69 38,93 18,61 86,36 18,39 38,55 3350
Mediana 1,74 9,84 4,63 10,59 1,61 2,69 1506
Percentil 25 0,74 4,44 2,40 6,00 0,60 2,13 778
Percentil 75 3,34 17,23 11,42 16,84 2,13 9,12 2587
Média 2,48 12,85 6,79 17,74 3,04 7,42 1702
Desvio Padréao 2,49 11,89 5,58 24,60 5,43 11,43 1093
ICI 0,70 4,34 2,79 0,14 -0,84 -0,75 919,9
ICS 4,26 21,35 10,78 35,34 6,92 15,59 2484
Valor de P 0,0506 0,0495 0,1954 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4969

Tabela 5 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo controle uma hora apds a ativacdo do aparelho
ortodéntico (1h)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N 10 10 10 10 10 10 10
Valor minimo 0,75 2,08 0,51 2,63 0,17 0,55 630,70
Valor maximo 5,14 11,54 34,00 24 53 4,79 29,69 3950

Mediana 2,25 5,75 2,95 9,98 1,52 3,13 1962
Percentil 25 0,82 2,53 2,25 6,61 0,81 1,26 750,90
Percentil 75 3,52 8,55 11,95 18,17 2,54 11,78 2729
Média 2,41 5,81 7,86 11,78 1,84 7,46 1961
Desvio Padrdo 1,58 3,32 10,62 6,76 1,48 9,08 1128
ICI 1,28 3,43 0,26 6,94 0,78 0,96 1154
ICS 3,54 8,18 15,46 16,62 2,90 13,96 2769

Valor de P 0,5146 05972 0,006 06139 0,1880 0,0033  0,7639




60

Tabela 6 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo movimento uma hora apos a ativacao do aparelho
ortodontico (1h)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N 10 10 10 10 10 10 10

Valor minimo 0,69 3,77 0,60 4,59 0,35 0,98 693,70
Valor maximo 4,20 21,06 16,98 48,94 14,83 31,69 3456
Mediana 1,71 8,01 2,08 10,70 0,98 5,08 2225
Percentil 25 0,92 5,64 1,56 8,06 0,76 1,75 1178
Percentil 75 2,25 11,85 3,39 13,52 2,90 7,62 3350
Média 1,84 9,49 3,66 13,94 2,91 7,24 2278
Desvio Padréao 1,05 5,27 4,76 12,80 4,60 9,05 1081
ICI 1,08 572 0,26 4,78 -0,37 0,76 1505
ICS 2,59 13,27 7,07 23,10 6,20 13,72 3052
Valor de P 0,0581 0,0602 <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 0,3287

Tabela 7 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo controle 24 horas apos a ativacdo do aparelho
ortodontico (24h)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N 10 10 10 10 10 10 10

Valor minimo 0,90 1,50 0,41 4,16 0,28 1,40 265,60
Valor maximo 24,09 29,45 29,91 45,25 28,88 33,80 3350
Mediana 4,54 6,77 5,60 12,85 4,67 3,97 1888
Percentil 25 1,98 4,35 1,82 5,25 0,83 1,80 846,90
Percentil 75 9,47 11,90 10,49 21,63 7,91 6,50 2621
Média 6,82 9,38 7,88 15,46 6,61 6,91 1769
Desvio Padrédo 7,01 8,13 8,87 12,62 8,50 9,69 1078
ICI 1,80 3,55 1,53 6,43 0,53 -0,02 997,50
ICS 11,84 15,20 14,23 24,49 12,69 13,85 2541

Valor de P 0,0027  0,0025 0,005 0,0121 0,0001 <0,0001 0,4375
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Tabela 8 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianga com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo movimento 24 horas apés a ativagdo do aparelho
ortodontico (24h)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N 10 10 10 10 10 10 10
Valor minimo 0,26 1,37 0,47 4,84 1,22 1,48 216,60
Valor maximo 25,98 26,22 19,23 80,56 29,30 51,10 3350
Mediana 5,52 16,90 3,72 10,73 1,67 4,69 2296
Percentil 25 1,58 13,19 1,95 7,46 1,29 2,47 948,30
Percentil 75 12,16 19,31 8,15 16,38 3,88 8,88 3108
Média 8,22 15,63 5,87 17,52 4,93 9,77 2050
Desvio Padréao 8,94 7,09 6,10 22,47 8,68 14,96 1188
ICI 1,82 10,56 1,50 1,44 -1,27 -0,93 1200
ICS 14,63 20,70 10,24 33,59 11,14 20,47 2900
Valor de P 0,1094 0,2192 0,0361 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4342

Tabela 9 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo controle uma semana apos a ativacao do aparelho
ortodontico (7d)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N 10 10 10 10 10 10 10

Valor minimo 0,57 1,60 2,69 5,59 0,37 0,85 413
Valor maximo 19,90 31,76 26,23 41,81 4,37 13,59 3887
Mediana 3,64 14,64 7,75 9,03 1,47 5,50 1675
Percentil 25 2,32 10,08 5,02 7,88 0,91 2,23 808,9
Percentil 75 14,59 15,34 14,56 32,30 3,38 8,75 2795
Média 7,53 13,84 10,07 16,74 2,09 6,05 1856
Desvio Padrédo 7,20 8,05 7,20 13,58 1,39 4,31 1183
ICI 2,38 8,08 4,91 7,02 1,09 2,96 1010
ICS 12,68 19,60 15,22 26,46 3,09 9,14 2702

Valor de P 0,3250 0,137 0,0412 0,2579 0,3477 05135 0,5699
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Tabela 10 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, meédia, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo movimento uma semana apds a ativacdo do
aparelho ortodéntico (7d)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMP8

N 10 10 10 10 10 10 10

Valor minimo 1,00 3,28 0,71 5,01 0,39 1,22 665,50

Valor maximo 16,65 31,16 22,76 94,06 39,03 11,30 3350

Mediana 3,99 6,48 4,32 10,23 1,15 4,23 1967

Percentil 25 1,74 4,42 1,64 5,28 0,72 2,65 803,30

Percentil 75 7,15 15,46 11,40 25,01 11,03 7,34 3350

Média 5,22 10,29 7,19 21,40 8,57 513 1996

Desvio Padrédo 4,77 9,28 7,76 28,61 15,43 3,25 1139

ICI 1,81 3,64 1,64 0,93 -2,46 2,81 1181

ICS 8,64 16,94 12,76 41,87 19,61 7,46 2811

Valor de P 0,0093 0,0230 0,0972 0,0004 0,0235 0,2934  0,1058

Tabela 11 - Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo controle duas semanas apds a ativacdo do
aparelho ortodontico (14d)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMP8

N 10 10 10 10 10 10 10

Valor minimo
Valor maximo
Mediana
Percentil 25
Percentil 75
Média

Desvio Padrédo
ICI

ICS

Valor de P

0,21 1,84 0,20 2,40 0,20 0,48 87,26
18,55 39,48 30,08 65,61 10,37 22,87 3350

7,03 14,91 7,21 15,08 1,79 5,54 1541
3,17 2,50 3,53 6,47 0,73 1,03 771,10
9,63 32,04 10,70 27,84 4,32 17,33 2647
6,97 16,79 8,87 19,82 3,02 8,05 1694
5,31 14,59 8,28 18,56 3,31 8,29 1115
3,16 6,35 2,94 6,54 0,65 2,11 896,80

10,77 27,22 14,80 33,10 5,39 13,99 2491
0,1768  0,2464  0,0005 0,0028 0,0323 0,3468  0,3247
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Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padréo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo movimento duas semanas ap0s a ativacdo do
aparelho ortodoéntico (14d)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N
Valor minimo
Valor méximo

10 10 10 10 10 10 10
0,24 1,07 0,17 2,83 0,41 0,98 219,20
14,12 25,83 14,45 58,68 33,66 33,66 3350

Mediana 3,32 9,36 3,95 8,28 1,99 2,62 1708
Percentil 25 0,98 2,20 0,75 5,12 0,71 1,38 486
Percentil 75 7,66 19,63 8,66 19,08 4,03 5,82 2611
Média 4,38 11,59 5,22 14,49 5,23 6,24 1608
Desvio Padrédo 4,41 9,29 4,93 16,66 10,11 10,03 1168
ICI 1,23 4,93 1,69 2,56 -1,99 -0,92 772,90
ICS 7,54 18,24 8,75 26,41 12,47 13,42 2444
Valor de P 0,0924 04991 0,3631 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3205
Tabela 13 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padrdo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo controle trés semanas apds a ativacdo do
aparelho ortodontico (21d)
MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMP8
N 10 10 10 10 10 10 10
Valor minimo 0,47 2,46 1,05 3,08 0,49 0,85 227

Valor maximo
Mediana
Percentil 25
Percentil 75
Média

Desvio Padrédo
ICI

ICS

Valor de P

11,94 35,21 21,07 36,13 9,49 12,11 3776
3,52 4,38 4,37 14,80 1,42 3,89 2583

1,30 3,65 3,20 6,25 0,90 1,37 513
5,41 18,69 11,25 20,58 1,98 5,51 3072
4,20 10,79 7,10 15,53 2,15 4,22 2135

3,61 10,66 6,20 10,06 2,63 3,32 1278
1,62 3,15 2,66 8,32 0,27 1,84 1221
6,78 18,42 11,54 22,72 4,04 6,60 3050
0,0777 0,0310 0,0456 0,3318 <0,0001 0,0131 0,4177
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Tabela 14 — Estatistica descritiva com valores minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média, desvio padréo, intervalo de confianca com limites
inferiores a 95% (ICI) e superiores a 95% (ICS) e valor de P dos niveis de
MMPs encontrados no grupo movimento trés semanas apés a ativacdo do
aparelho ortodéntico (21d)

MMP1 MMP12 MMP13 MMP2 MMP3 MMP7 MMPS8

N 10 10 10 10 10 10 10
Valor minimo 0,25 3,64 1,51 3,14 0,30 0,61 395,70
Valor maximo 9,48 28,41 21,07 84,68 48,60 18,70 3837
Mediana 3,25 6,72 5,16 11,06 0,98 3,59 2016
Percentil 25 0,89 4,38 1,94 5,25 0,54 1,23 892,90
Percentil 75 8,19 13,66 7,86 19,66 2,13 9,71 3351
Média 3,98 10,14 6,23 18,23 5,89 5,72 2122
Desvio Padréao 3,48 8,06 5,75 24,17 15,04 6,04 1278
ICI 1,48 4,36 2,12 0,93 -4,86 1,39 1207
ICS 6,47 15,90 10,36 35,52 16,65 10,05 3036
Valor de P 0,3381 0,0282 0,0004 <0,0001 <0,0001 0,0827 0,2009

O Gréfico 3 ilustra os valores medianos e intervalos interquartilicos para MMP-1, -2, -
3, -7, -8, -12 e -13 em ambos os grupos. Quando foram testadas se havia diferencas
estatisticamente significativas no decorrer dos tempos analisados, a Unica diferenca
significativa encontrada foi nos niveis de MMP-1 no grupo movimento (p<0,05). Quando os
dois grupos foram comparados em cada intervalo de tempo, as unicas diferencas
estatisticamente significativas encontradas foram nos niveis de MMP-1 no dia -7 (p<0,05) e
nos niveis de MMP-12 24 horas apds a ativacao ortododntica (p<0,05).
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Gréafico 3 — Medianas e intervalos interquartilicos dos niveis das MMPs -1, -2, -3, -7, -8, -12 e
-13 no FGC nos dois grupos nos dias -7; no dia da ativacdo do aparelho
ortoddntico; 1 hora; 24 horas; 7 dias; 14 dias; e 21 dias apds o inicio do
movimento ortodontico (visitas -7d, 0, 1h, 24h, 7d, 14d e 21d respectivamente)

Nota: Os circulos (vermelho para o grupo controle e branco para 0 grupo movimento)

representam os valores medianos e 0s tragos representam os intervalos interquartilicos
de 25 e 75%. As diferencas significativas no decorrer do tempo foram testadas
utilizando-se o teste de Friedman e as diferencas entre os grupos em cada intervalo de
tempo foi testada utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Apenas a MMP-1 apresentou
diferenca estatisticamente significativa no decorrer do tempo no grupo teste (p<0,05).
*p<0,05 utilizando o teste de Mann-Whitney.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas significativas nas alteracdes do
volume de fluido gengival crevicular relacionado ao movimento dentario ortodontico de
pacientes com doenga periodontal controlada. Estes achados estdo de acordo com alguns
estudos prévios que também ndo encontraram mudancas significativas no volume de fluido

6017418 mas véo de encontro com outros

relacionado ao movimento dentario ortodontico,
estudos que encontraram um aumento no volume de fluido.4>10:173:175:202-203

Entretanto, estes estudos prévios, até mesmo aqueles que estdo de acordo com o0s
achados do presente estudo, foram baseados em acompanhamentos por periodos de tempo

5-8,181

muito curtos como uma Semana, eram estudos transversais,9 ndo coletaram sitios

202 4,173,175

controle e teste no mesmo paciente” ou nao tinham grupo controle e nenhum deles
avaliou uma amostra com doenga periodontal controlada.

Foi utilizado Gluconato de Clorexidina 0,12% em conjunto com refor¢o nos habitos de
higiene oral e na técnica de escovacao durante todo o periodo do estudo (28 dias). Isto foi
feito para evitar acimulo de placa bacteriana que poderia indicar um processo inflamatério e
interferir no volume do FGC e nos niveis de MMPs. O paciente ortodéntico normalmente
apresenta um maior acimulo de placa e inflamacéo gengival que pode ser relacionado a uma
maior atividade enzimatica. Desta forma, observando os resultados apresentados no Grafico 1
(f. 55) com os indices de placa abaixo de 30% e sangramento a sondagem abaixo de 20%,
pode-se constatar que 0s pacientes estavam bem controlados e que ndo houve interferéncia da
ma higiene oral nos resultados encontrados.

A coleta do fluido gengival crevicular foi feita utilizando-se a técnica com o papel
absorvente por ser mais rapida, facil e menos traumatica do que as demais. Considerando-se
que foram feitas varias coletas e algumas com intervalo de apenas uma hora, ndo poderia ser
utilizado nenhuma técnica invasiva, traumatica ou demorada. Além disso, técnicas que
diluissem o fluido, como a técnica da lavagem gengival, também ndo eram viaveis, pois
impossibilitariam a comparacdo do volume do fluido gengival nos diferentes tempos
analisados.

No presente estudo foi examinado a expressdo de MMP-1, -2, -3, -7, -8, -12 e -13 em
amostras de fluido gengival crevicular de dentes com periodonto reduzido, porém saudavel,
durante a movimentacdo dentaria ortodéntica. Os resultados mostraram que embora 0s niveis

de MMPs tenham flutuado durante os 21 dias de aplicacdo de forcas ortodonticas, estas
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mudancas ndo foram estatisticamente significativas. De fato, ap6s a aplicacdo das forcas
ortodonticas, a Unica diferenca estatisticamente significativa entre dentes movimentados
ortodonticamente e dentes controle foi no nivel de MMP-12 24 horas apds a ativagdo
ortodontica, e a Unica diferenca estatisticamente significativa no decorrer dos tempos
analisados foi da MMP-1no grupo movimento. Entretanto, embora a MMP-1 tenha
apresentado esta diferenca estatisticamente significativa no decorrer dos tempos, ndo foi
encontrado nenhuma diferenca estatistica entre o grupo controle e movimento em nenhum dos
intervalos analisados, sugerindo ser um achado matematico sem nenhuma plausibilidade
bioldgica.

Estudos prévios relataram que os niveis de MMPs no FGC e a ativacdo das
colagenases sofriam alteracdo com forcas ortoddnticas em humanos.6=22*2* Apajalahti et
al.,6 utilizando a técnica de imunofluorimetria, encontraram niveis significativamente
elevados de imunoreatividade de MMP-8 em amostras de FGC coletadas 4-8 horas apds a
aplicacdo de forca quando comparado com o tempo O e com dentes controle. Em uma
publicacdo posterior, 0 mesmo grupo estendeu estes achados utilizando a mesma metodologia
e relatou aumento significativo dos niveis de MMP-8 no FGC de pacientes ortoddnticos
durante um més de aplicacdo de forca comparado com o FGC de pacientes controle.®®
Nenhum dos dois estudos encontrou imunorreatividade de MMP-1 usando a anélise de
Western blotting. Estes achados estdo de acordo com um estudo prévio que demonstrou
aumento significativo de atividade de colagenase no FGC de pacientes ortoddnticos 24 horas
ap6s a ativacdo.*

A anélise de Western blotting também foi utilizada por Cantarella et al.*? para avaliar a
expressdo de MMP-1 e -2 em amostras de FGC nos lados tenséo e presséo durante 8 horas de
aplicacdo de forca. Os niveis de MMP-1 no FGC aumentaram apds uma hora de ativacdo do
aparelho ortod6ntico em ambos os lados. A metaloproteinase de matriz 2 aumentou no lado
pressdo chegando ao pico apods 8 horas de aplicacdo de forca, enquanto que no lado tensao
ocorreu aumento de MMP-2 ap6s uma hora, mas retornando aos niveis iniciais apos 8 horas.
Zimografia gelatinosa é outra técnica que ja foi utilizada para detectar formas ativas e latentes
de MMPs em amostras de FGC coletadas apds quatro semanas de movimentagdo
ortodontica.’® Formas parcialmente ativas de MMP-1 foram encontradas no FGC tanto no
lado tens&o quanto no lado pressdo, mas ndo foram encontradas em dentes controle. MMP-9
também foi encontrada aumentada no lado pressdo assim como formas ativas e pro-MMP-2
tanto no lado tensdo como pressdo quando comparados com dentes controle.
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Existem diversas diferengas na metodologia utilizada nos estudos mencionados acima
e no presente estudo que justificam as diferencas nos resultados. O presente estudo examinou
pacientes com doenca periodontal controlada enquanto que os outros estudos avaliaram
individuos periodontalmente saudaveis.6>**% Entretanto, ja foi avaliado em estudo prévio

205 também utilizando a técnica da multianalise imunoenzimatica com

ainda ndo publicado,
microesferas, os efeitos da forga ortoddntica em dentes periodontalmente saudaveis. Neste
estudo, ndo foi detectado mudancas significativas nos niveis de MMPs no FGC como
resultado de forcas mecéanicas. Desta forma, parece ser improvavel que as diferencas nos
resultados seja devido ao status periodontal dos pacientes.

Outra diferenca entre estudos prévios e o atual esta na metodologia empregada na
deteccdo de MMPs. Diferencas na sensibilidade dos testes poderiam explicar as discrepancias
entre os achados. No presente estudo, o limite minimo de deteccdo para as MMPs analisadas
oscilou de 11pg/ml para MMP-1 até 102pg/ml para MMP-7. Todas as MMPs analisadas,
incluindo a MMP-1, foram detectadas pela multianalise imunoenzimaética com microesferas
na maioria das amostras analisadas, enquanto que estudos prévios falharam em detectar
MMP-1 nas amostras de FGC.6°?* Os resultados relatados para MMP-8 usando a técnica
imunofluorométrica sugeriram um limite minimo de deteccdo de aproximadamente
1ng/ml.*** Na técnica da multianalise imunoenzimatica com microesferas, a sensibilidade do
ensaio para MMP-8 foi de 0,03ng/ml e 90% das amostras de FGC apresentaram niveis de
MMP acima de 7,2ng/ml (0,36ng/sitio). Assim sendo, a sensibilidade da técnica utilizada no
presente estudo parece ser adequada para detectar até mesmo pequenas diferencas nos niveis
de MMPs no FGC. O método de coleta do FGC também pode ter influenciado as diferencas
nos resultados entre estudos prévios e o presente estudo. Alguns autores utilizaram duas tiras
de papel absorvente no sulco por trés minutos para coletar as amostras de FGC.6 Isso pode
ter resultado em uma coleta aproximadamente 12 vezes maior na quantidade de FGC por
amostra quando comparado com a técnica de 30 segundos de coleta utilizada no presente
estudo.

Em estudos anteriores, onde foram detectados aumentos nos niveis de MMP-8 no FGC
como resultado da aplicacdo de forcas ortodonticas em dentes periodontalmente saudaveis, 0s
niveis detectados ainda assim estavam abaixo dos niveis encontrados em gengivite e
periodontite.* Isso indica que o0 aumento de MMP-8 no FGC foi de menor magnitude do
que o aumento induzido por infeccdo associado a inflamagdo e provavelmente compativel
com saude periodontal. Entretanto, aumento de MMPs no FGC, particularmente da MMP-8,

ja foi associado com uma piora da condicdo periodontal™® e a MMP-8 ja foi inclusive
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apontada como um biomarcador da progressdo da doenca periodontal.*?°® Desta forma, um
dos objetivos deste estudo foi testar se a aplicagdo da forca ortodontica em pacientes com
historia de periodontite ndo induziria a elevacdes nos niveis de MMPs, resultando em risco
adicional a dentes previamente comprometidos. Os resultados ndo puderam confirmar um
aumento de MMP-8 no FGC como resultado do movimento ortodéntico, sugerindo que até
mesmo em pacientes susceptiveis a periodontite, a aplicacdo de forgas ortoddnticas ndo induz
a mudancgas significativas nos niveis de MMPs no FGC.

Os niveis de MMPs no FGC em pacientes com periodontite e pacientes
periodontalmente saudaveis foi analisado usando a mesma técnica imunoenzimatica com

microesferas aplicada neste estudo. Estes achados ainda néo publicados®”’

demonstraram que
0s niveis de MMP-2, -3 e -8 estavam mais altos em pacientes com periodontite quando
comparados com os pacientes periodontalmente saudaveis, mas estes niveis diminuiram trés
meses apds o tratamento periodontal. Os niveis de MMP no FGC encontrados nos pacientes
com doenca periodontal controlada avaliados no presente estudo estavam abaixo dos valores
encontrados nos pacientes com periodontite mesmo apds a terapia periodontal. Estes achados
reforcam a afirmacéo de que a condicdo periodontal dos pacientes do presente estudo estava
sob controle e que a aplicacdo de forcas ortoddnticas foi bem tolerada por dentes com
periodonto reduzido, porém saudavel.

Considerando a revisdao de literatura feita, esta é a primeira vez que a técnica da
multianalise imunoenzimatica com microesferas foi utilizada para a quantificacdo simultanea
de mdaltiplas MMPs no FGC de dentes periodontalmente comprometidos tratados
ortodonticamente. As limitacOes deste estudo foram a amostra pequena, as dificuldades em
padronizar a quantidade de forca aplicada e a inabilidade da técnica imunoenzimatica com
microesferas de diferenciar a forma ativa da inativa das MMPs. Os pontos positivos do estudo
foram a utilizagdo do controle quimico de placa, que minimizou o impacto da gengivite
marginal no contetdo do FGC, e o uso de dentes como controle dos mesmos pacientes
utilizados como teste. Resumindo, os achados sugerem que a aplicagdo da forca ortodontica
em dentes com periodonto reduzido, porém saudavel ndo resultou em mudangas significativas
nos niveis de MMPs no FGC. Estes resultados estdo de acordo com relatos clinicos que
documentaram tratamentos ortodonticos bem sucedidos em pacientes com historia de doenga

periodontal sem efeitos negativos no periodonto.™*"*%
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6 CONCLUSOES

Apos andlise do volume do fluido gengival crevicular e dos niveis de diferentes

metaloproteinases de matriz em sete tempos diferentes durante a movimentagdo ortodontica

de elementos dentéarios com doenca periodontal controlada, pode-se concluir que:

a)

b)

0 volume do fluido gengival crevicular ndo apresentou mudancas
estatisticamente significativas, ndo podendo ser diretamente associado a
estagios especificos do movimento dentério ortodéntico em dentes com
doenca periodontal controlada;

a aplicacdo de forca ortoddntica em dentes com periodonto reduzido,
porém saudavel, ndo resultou em mudancas significativas nos niveis de
MMPs no FGC, com exce¢do da MMP-1 no grupo movimento no decorrer

dos tempos e da MMP-12 24 horas apds a ativacao ortodontica.
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