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Introducao

A instalacdo de aparelhos ortodénticos concomitante ao
inadequado controle de higiene oral pode favorecer o acumulo de placa

1,3,13,29,32,46,50,62,82,95

bacteriana induzindo a ocorréncia de gengivite e

provocando alteracdes na microbiota subgengival?®46:67-69.75.76

, 0 que pode
desencadear um processo de destruicao periodontal.

Esses aparelhos sédo considerados fatores modificadores
locais da doenca periodontal, pois a presenca de grampos, brackets,
elasticos, fios, bases de acrilico e especialmente bandas ortoddnticas
facilitam o acumulo de placa bacteriana devido ao aumento da area
superficial para a sua retencdo e a dificuldade de higienizagao®*®"%.
Ainda, foi demonstrado que periodontopatdgenos como Porphyromonas
gingivalis e Actinobacillus actinomyetemcomitans podem estar
diretamente aderidos a estes dispositivos®®!.

Alguns estudos tém relatado que a utilizacdo de aparelhos
ortodénticos por criancas e adolescentes aumenta significantemente os
indices de Placa e Gengival em comparacdo a pacientes que nao 0S

29,62,67,68,95

utilizam e gque ocorre aumento da profundidade de sondagem

em dentes bandados ou em dentes nos quais se encontram colados
brackets ortoddnticos®2%-°082:9
Apés a instalacao de aparelhos ortoddnticos removiveis ou

fixos, tem sido relatadas mudancas qualitativa e quantitativa na

composicdo da microbiota supra e subgengival®’101129.46.67-69.75.76 " Ti545g



morfolégicos bacterianos associados ao estabelecimento da doenca
periodontal como espiroquetas, filamentosos, fusiformes e bastonetes
Gram-negativos estdo aumentados em detrimento da diminuicdo de cocos

associados a salde periodontal®®’®.

A prevaléncia de espécies
relacionadas a doenca periodontal como A. actinomycetemcomitans,
também esta aumentada em individuos com aparelhos ortodénticos fixos
e principalmente em sitios com brackets e bandas ortodénticas®’ %"

O advento da biologia molecular contribuiu para o
aparecimento de novas técnicas para diagndstico microbiolégico como a
utiizacdo de sondas de DNA e a clonagem da regido 16S do DNA
ribossémico - 16S rDNA. A utilizacdo das sondas de DNA é baseada na
hibridizacdo de uma sequéncia de DNA ou RNA por sequéncias
especificas complementares que possibilitam a detec¢éo e a identificacdo
de microrganismos®”3'. Essa técnica tem sido amplamente utilizada para
a deteccdo de bactérias periodontopatogénicas em diversos
eStUd056'18’21’40’55'57'84’89’93.

A 16S rDNA € uma regido que apresenta alta variabilidade
entre 0s microrganismos, conferindo uma identidade a cada espécie®. A
amplificacdo dessa regido, através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), a partir de amostras de placa bacteriana e posterior clonagem e
sequenciamento de seus produtos, tem contribuido para uma

reclassificacdo na taxonomia de microrganismos e um melhor

entendimento do papel microbiano no processo etiopatologico da doenca
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peri0d0nta|47,52,71—73,78,80

Essa técnica possibilita a identificacdo de
bactérias nao-cultiviveis ou até entdo desconhecidas e de um amplo
espectro de microrganismos, permitindo a diferenciacdo entre bactérias
geneticamente semelhantes.”"’® Conseqiientemente, pode-se obter uma
resposta mais precisa da associacdo desses microrganismos com 0S
processos de saude periodontal, gengivite ou doencas periodontais.

Desta forma, o estudo dos parametros clinicos periodontais
e da avaliacdo da microbiota subgengival de individuos que utilizam
aparelhos ortodénticos, através desses métodos mais precisos, pode
elucidar se a utilizacdo dos mesmos facilita a colonizagcdo por

microrganismos periodontopatogénicos predispondo ao desenvolvimento

da doenca periodontal.
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Revisao de Literatura

Com o objetivo de obter-se um melhor entendimento dos
assuntos abordados nesta tese, o capitulo de Revisédo de Literatura foi
redigido de acordo com o seguinte esquema:

1. Influéncia do tratamento ortoddntico nas condi¢cdes clinicas e
microbiolégicas periodontais
1.1. Aparelhos ortodonticos fixos
1.2. Aparelhos ortodénticos removiveis
2. Utllizacdo de sondas de DNA para a identificacdo de
microrganismos
3. Clonagem e sequenciamento da regido 16S do DNA ribossGmico
(16S rDNA) a partir de amostras clinicas para a identificagdo de

microrganismos.



1. INFLUENCIA DO TRATAMENTO ORTODONTICO SOBRE AS

CONDICOES CLINICAS E MICROBIOLOGICAS PERIODONTAIS

Esta Revisdo de Literatura foi realizada, através de estudos
clinicos publicados na lingua inglesa, abordando a influéncia do
tratamento ortod6ntico com aparelhos fixos ou removiveis, durante a sua

fase ativa, sobre as condic@es clinicas e microbioldgicas periodontais.

1.1. Aparelhos Ortodonticos Fixos

Em 1964, Bloom e Brown'!, avaliaram os efeitos da
utiizacdo de aparelhos ortodénticos fixos sobre a microbiota oral.
Amostras de saliva de 12 criancas e adolescentes de 10 a 17 anos foram
submetidas a cultura bacteriana, sendo analisada a contagem total da
microbiota aerObia e anaerdbia de Streptococcus, Staphylococcus,
Lactobacillus, Veillonella e leveduras. Todos os tipos bacterianos
aumentaram apoés a insercao dos aparelhos, mas apenas o aumento de
Lactobacillus foi significante. Um fato relevante observado foi que, quanto
maior o numero de bandas instaladas, maior foi o0 crescimento na

quantidade dessas bactérias.
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Baleseifen e Madonia®® examinaram, por meio de cultura
bacteriana, individuos de 10 a 16 anos, quanto a presenca de
Lactobacillus e Streptococcus, antes e um més apos a insercao de
aparelhos ortodénticos fixos. Verificaram que, na segunda avaliacéo,
ocorreu um aumento significante na contagem total de Lactobacillus,
Streptococcus, Streptococcus mitis e Streptococcus salivarius. Os autores
sugeriram que a instalacdo de bandas e dos arcos resultou em uma
superficie adicional para a retencdo de restos alimentares, favorecendo o
acumulo dessas bactérias.

Zachrisson e Zachrisson® avaliaram 49 individuos com e 53
sem aparelhos fixos, com idades entre 11 e 13 anos, durante o periodo de
tratamento ortodéntico. Medidas do indice de Placa, indice Gengival e da
profundidade de sondagem foram realizadas antes, durante e apos a
remocao dos aparelhos. Apos dois meses de utilizacdo dos mesmos,
observaram o desenvolvimento de gengivite hiperplasica nos pacientes
que os utilizavam, embora estes apresentassem baixos niveis de placa.
Ao final do tratamento, apesar do Indice de Placa significantemente
menor do que o do grupo controle, esses individuos apresentavam Indice
gengival e profundidade de sondagem significantemente maiores.

Kloehn e Pfeifer®® examinaram cinqiienta pacientes, de 11 a
17 anos de idade, a cada trés meses durante o tratamento ortodéntico
com aparelhos fixos. Relataram a ocorréncia de hiperplasia gengival,

principalmente na regido posterior da arcada e em areas interproximais.
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Alstad e Zachrisson* estudaram 77 criancas com idade
média de 11,7 anos. Dezoito delas utilizavam aparelhos fixos
multibandados, 20 possuiam bandas instaladas apenas nos primeiros
molares permanentes e 39, ndo utilizavam, sendo estas consideradas
como controle. Foram analisados os indices de Placa e Gengival e o nivel
de insercéo clinico. Os pacientes com aparelhos apresentavam baixos
niveis de presenca de placa ou de inflamacédo gengival, considerados
bons ou excelentes. Ndo foram observadas diferencas significantes nem
entre pacientes com e sem aparelhos nem entre os com aparelhos
multibandados e os com bandas somente nos primeiros molares. Foi
verificada perda de insercdo média de 0,1 mm, mas também que nao
houve diferencas entre os grupos. Os autores atribuiram a falta de
diferencas a cooperacdo dos individuos analisados em relacdo a um
programa de prevencdo e instrucdo de higiene oral realizado antes e
durante o tratamento ortodontico.

Liindstrom et al.®? estudaram 60 criancas e adolescentes,
divididos em 4 grupos de acordo com o0s meios de higiene oral
empregados. Independente desses meios, observaram aumento no
acumulo de placa ao longo do tratamento e sugeriram que esse processo
era decorrente da presenca de bandas, arcos e elasticos que dificultavam
a execucdo de uma higienizacdo adequada. Observaram alteracdes na
gengiva e sugeriram que essas alteracdes nao poderiam ser explicadas

apenas pelo acumulo de placa. Segundo os autores, isso poderia ser em
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decorréncia da instalacdo de bandas subgengivalmente, o que poderia
estar causando danos diretos aos tecidos gengivais.

Boyd'? examinou 24 pacientes com aparelhos fixos com
idades entre 9 e 14 anos. Eles foram divididos em trés grupos de acordo
com o método empregado para higiene oral. Um grupo ndo recebeu
instrucdo de higiene oral, enquanto os outros dois a receberam em visitas
mensais até o quinto més de tratamento. Além disso, em um destes,
também foi recomendado o uso diario de evidenciadores de placa. Os
pacientes que utilizaram evidenciadores apresentaram menos inflamacéo
gengival do que os que nao foram instruidos.

Durante dez meses, Huber et al.** avaliaram o efeito da
profilaxia profissional em 14 adolescentes com aparelhos fixos.
Mensalmente, esses individuos eram instruidos quanto a métodos
adequados de higiene oral e recebiam profilaxia com tacas de borracha
em um lado das arcadas. Nao foram verificadas diferencas nos indices de
Placa e Gengival entre o lado que recebeu profilaxia e o que néo recebeu,
mas foi observada a reducao dos dois indices nos dois grupos. Por outro
lado, mesmo com a reducéo desses indices, o lado controle apresentou
niveis de hiperplasia significantemente maiores do que os do lado teste.
Isso pode ser atribuido ao fato dos aparelhos desses adolescentes serem
multibandados.

|.29

Diamanti-Kipioti et al.“” avaliaram o efeito do tratamento com

aparelhos ortodonticos fixos sobre as condi¢des clinicas e microbiolégicas

17



periodontais. Foram estudados 12 individuos de 10 a 15 anos de idade,
sendo 6 com aparelhos fixos — grupo experimental — e 6 com contencdes
removiveis usadas durante a fase de manutencdo — grupo controle. Os
individuos ndo receberam instrucdo de higiene oral. Os exames iniciais
foram realizados uma semana antes da instalacdo das bandas, e, ao
longo dos quatro meses do estudo, os individuos foram reexaminados a
cada trés a cinco semanas. Embora tenham apresentado um pequeno
crescimento durante esse periodo, ndo ocorreram alteracdes significantes
nos indices de Placa e Gengival em nenhum dos grupos. O grupo
experimental apresentou um aumento significativo na profundidade de
sondagem, porém, como néo foi evidenciada perda de insercédo clinica,
essas alteracfes foram decorrentes de hiperplasia gengival. Nesse grupo,
medidas da profundidade de sondagem de 4 mm foram notadas no
periodo de quatro a sete semanas ap0s a bandagem e de 5 mm ao
exame final. O exame microbioldgico revelou que, no grupo experimental,
ocorreu um aumento significante na porcentagem de “bacteroides de
pigmentacdo negra’, Bacteroides intermedius e  Actinomyces
odontolyticus. Assim, 0s autores sugeriram que, na auséncia de um
controle adequado de higiene oral, a instalacdo de bandas ortoddnticas
pode promover uma mudanca no ecossistema local levando ao
aparecimento de patdégenos periodontais.

Além do tamanho da amostra estudada por esses autores

ser questionavel, outro fator relevante pode ser abordado: a utilizacdo
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apenas do primeiro molar superior direito como representativo da situacao
clinica de cada individuo. Desta forma, a interpretacédo desses resultados
pode ter sido superestimada. Também ¢€é duvidoso o papel dos
microrganismos, que se encontravam aumentados, como fator de risco
para o desenvolvimento das doencas periodontais.

Em 1987, Sinclair et al.?? estudaram os efeitos do tratamento
ortodéntico sobre o0s parametros clinicos periodontais e sobre a
composicdo da microbiota subgengival de incisivos centrais (com
brackets) e primeiros molares (com bandas) do lado direito das arcadas.
Individuos entre 12 e 14 anos de idade foram examinados antes da
insercdo dos dispositivos e um ano apds. Ndo foram observadas
alteracdes no indice de Placa nem na profundidade de sondagem. O
indice Gengival aumentou significantemente nos dentes com brackets,
mas nao entre os bandados. Em todos os dentes, foram observadas
alteracbes significantes nas prevaléncias de Streptococcus e
Actinomyces, mas nao nas de fusobacteria, bacteréides e espiroquetas.

.46 avaliaram durante 90 dias, 10 individuos com

Huser et a
aparelhos fixos com idades entre 11 e 23 anos. Em cada individuo, foram
comparados dentes bandados (primeiros molares superiores) e nao-
bandados (segundos molares superiores). Ocorreram alteracdes
significantes nos indices de Placa e Gengival entre os dentes teste e 0s

controle, assim como foi observado crescimento significante na

porcentagem de espiroquetas, bastonetes moveis, filamentosos e
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fusiformes e diminuicdo de cocos nos dentes bandados. Por outro lado,
ndo foram observadas alteracbes na microbiota dos dentes néao-
bandados.

Boyd e Baumrind® avaliaram as condicdes clinicas
periodontais de molares bandados ou com tubos colados, em 33
adolescentes durante 18 meses de tratamento com aparelhos fixos.
Observaram que molares bandados apresentaram maior acumulo de
placa, mais inflamacdo gengival e maior aumento da profundidade de
sondagem do que dentes nos quais haviam apenas tubos colados.
Utilizando materiais semelhantes, segundos molares inferiores e
superiores bandados ou apenas com dispositivos colados, Alexander®
também observou essas mesmas alteracdes clinicas em 23 adolescentes
ao longo de 12 meses. Relatou que o aumento na profundidade de
sondagem encontrada era devido a hiperplasia gengival.

Dubey et al.*?

avaliaram a presenca de placa bacteriana e de
gengivite em pacientes, com idades entre 11 e 21 anos, que usavam
aparelhos fixos ou removiveis e em individuos que ndo os utilizavam.
Verificaram que individuos com aparelhos fixos apresentaram maiores
indices Gengival e de Placa do que os com aparelho removivel e do que
os sem aparelho.

Petti et al.”® examinaram, durante os sete meses iniciais de

tratamento com aparelhos ortodonticos fixos, possiveis alteracdes nos

parametros clinicos e microbiologicos periodontais. Foram avaliados a
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presenca de placa bacteriana, o sangramento papilar e a profundidade de
sondagem assim como, através de microscopia e cultura, a contagem
total de bactérias, as porcentagens de cocos Gram-positivos, bastonetes
Gram-negativos, bastonetes moveis, espiroquetas e a presenca de P.
gingivalis e A. actinomycetemcomitans. Os exames foram feitos no
momento da instalacdo dos aparelhos, seis a oito semanas apoés e seis a
sete meses apds. Nao foram encontradas diferencas significantes entre
0s parametros clinicos avaliados. Na placa bacteriana supragengival, foi
verificado um aumento significante na contagem total de bactérias, na
porcentagem de bastonetes Gram-negativos, bastonetes mobveis e
espiroquetas. Na placa bacteriana subgengival, houve um aumento
significante na contagem bacteriana, na porcentagem de bastonetes
Gram-negativos, bastonetes moveis e espiroquetas e um decréscimo na
porcentagem de cocos Gram-positivos. A. actinomycetemcomitans foi
encontrado em apenas um paciente. P. gingivalis foi encontrado em dois
pacientes no primeiro exame, em trés no segundo e em trés no terceiro;
entretanto, nenhum paciente apresentou esta bactéria continuamente nos
trés exames. Assim, 0s autores apontaram o fato de que o aumento da
contagem de espiroquetas poderia ser um indicativo de risco para o
desenvolvimento de doenca periodontal. Por outro lado, considerando a
baixa prevaléncia de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis sugeriram

que esse risco é baixo’®.
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Paolantonio e um grupo de colaboradores investigaram 0s
parametros  clinicos  periodontais e a presenca de A.
actinomycetemcomitans em individuos durante o tratamento com aparelho
ortodéntico fixo. Os dados foram publicados em quatro artigos
cientificos®”®®". No primeiro deles, um estudo transversal revelou que os
individuos, com idades entre 12 e 20 anos, que utilizavam aparelho ha
pelo menos seis meses, apresentavam diferencas significantes quanto a
presenca de sangramento gengival e de A. actinomycetemcomitans em
relacdo aos individuos que nao utilizavam aparelho. Através de cultura, A.
actinomycetemcomitans foi encontrado em 85% dos individuos do grupo
experimental e em 28,5% dos do grupo controle. Foi estudado ainda se
existiam diferencas entre dentes bandados e dentes com brackets, mas
isso nao foi evidenciado em nenhum dos parametros avaliados®’.

Em 1997 publicaram um estudo longitudinal, realizado ao
longo de trés anos, em que foram avaliados 70 individuos, metade com
aparelho fixo ha pelo menos seis meses e metade sem aparelho®®. Os
parametros analisados foram os mesmos do artigo anterior, além de ter
sido realizada a avaliacdo da profundidade de sondagem e do nivel de
insercdo clinico. Diferencas significantes foram encontradas tanto no
exame inicial como trés anos apos, entre os dois grupos, quanto a
presenca de placa bacteriana, sangramento gengival e profundidade de
sondagem. Nenhum dos individuos avaliados apresentou alteracdes de 2

mm ou mais no nivel clinico de insercdo. A. actinomycetemcomitans foi
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encontrado em 86% e 80% dos individuos com aparelho, no exame inicial
e trés anos apds, assim como em 16,6% e 26,6% dos individuos do grupo
controle respectivamente. Essas diferencas entre os dois grupos foram
significantes®®.

Seguindo as hipoteses levantadas com esses trabalhos, em
1999 Paolantonio et al.*® examinaram, no mesmo paciente, a influéncia
dos aparelhos fixos sobre os parametros clinicos e a colonizacao por A.
actinomycetemcomitans. Vinte e quatro individuos, com idades entre 18 e
22 anos, foram acompanhados durante 16 semanas, sendo as 12
primeiras semanas com aparelho instalado e mais 4 semanas sem 0s
aparelhos. Os aparelhos foram instalados em apenas uma das arcadas
(grupo teste), enquanto a outra arcada, livre de aparelho, foi utilizada
como controle. Assim como nos outros dois trabalhos, as analises clinicas
e microbiolégicas foram realizadas nas regibes mésio-vestibulares dos
primeiros molares e disto-vestibulares de incisivos laterais. Inicialmente,
nao foram verificadas diferencas nos parametros clinicos entre os grupos,
mas, apds a 4° e até a 12° semana, ocorreram aumentos significantes nos
dois grupos e diferencas significantes entre os mesmos, pois, N0 grupo
teste, houve um aumento trés vezes maior na porcentagem de presenca
de placa e de sangramento gengival. Quatro semanas ap0s a remoc¢ao
dos aparelhos, foi verificada uma reducdo na porcentagem desses
indices, ndo havendo mais diferencas significantes entre os dois grupos.

Quando da insercdo dos aparelhos, A. actinomycetemcomitans foi
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encontrado em apenas um paciente, em um sitio do grupo teste e em dois
sitios do controle. Em pelo menos um sitio, apds quatro e oito semanas, a
bactéria foi isolada de 19 e 20 individuos do grupo teste, respectivamente.
Por outro lado, apenas um paciente do grupo controle, o mesmo de quem
o microrganismo fora isolado inicialmente, continuou a apresenta-lo. Estes
resultados persistiram até a 12% semana. Quatro semanas apods a
remocdo dos aparelhos, nove individuos apresentavam A.
actinomycetemcomitans nos sitios teste e apenas um nos sitios controle.
Tanto as diferencas entre os grupos teste e controle como a reducao
observada no grupo teste ao final do estudo foram significantes. Assim, 0s
autores sustentaram a hipotese de que o tratamento ortoddntico com
aparelhos fixos favorece a colonizacdo por A. actinomycetemcomitans,
visto que, no mesmo paciente, foi isolado, na grande maioria, de sitios
com bandas ou brackets, e que, apés a remocdo dos aparelhos, ocorreu
diminuicdo na colonizacéo.

Recentemente, 0 mesmo grupo de pesquisadores publicou
uma avaliacdo semelhante as anteriores, porém analisando, em cada
individuo, apenas um canino submetido a retracéo distal, e utilizando o
canino contralateral, com brackets, mas sem ativacdo, e 0 antagonista,
sem brackets, como controle’. Verificaram 21 individuos de 12 a 22 anos
ao longo de 28 dias. No 28° dia, a porcentagem de sitios positivos para a
presenca de placa e de sangramento gengival e a média de profundidade

de sondagem foram significantemente maiores do que as do exame
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inicial, em ambos 0s caninos teste e seus contralaterais, mas nao nos
antagonistas. Ao exame inicial, A. actinomycetemcomitans nado foi
encontrado em nenhum dos 21 individuos. Entretanto, no 28° dia, foi
isolado de 11 caninos teste e de treze contralaterais, mas de nenhum
antagonista. Assim, procuraram demonstrar que a piora nas condi¢oes
clinicas estd mais relacionada a colonizacdo por A
actinomycetemcomitans do que & forca ortoddntica’.

1.3° relataram os achados dos efeitos das

Diedrich et a
bandas ortoddnticas sobre os tecidos periodontais. Espécimes oriundos
de dois cadaveres de 9 e 19 anos de idade foram estudados tendo sido
avaliados molares e pré-molares superiores e inferiores bandados.
Macroscopicamente, observaram que as margens das bandas nas
regides vestibular e lingual ficavam localizadas supragengivalmente, mas
subgengivalmente em praticamente todas as faces proximais.
Histologicamente, foi verificada que a gengiva interdental de todos os
dentes avaliados apresentavam lesdo gengival estabelecida. Em um
molar inferior do individuo de nove anos, que tivera a banda instalada por
seis meses, foi encontrada a presenca de infiltrado leucocitario e de
exsudato inflamatorio na regido das fibras transseptais. Ainda, péde ser
evidenciado o estabelecimento de periodontite devido aos danos severos
ao tecido conjuntivo de insercéo, ao nivel da jungcdo cemento-esmalte na

regido mesial do mesmo dente. A capacidade de selamento do cimento

(ionébmero de vidro) empregado para fixar as bandas também foi avaliada
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nesse estudo. Oitenta e cinco por cento das margens cervicais e oclusais
das bandas apresentaram defeitos ou erosées no cimento, onde era
encontrado acumulo de placa bacteriana, principalmente na regido

interdental®®.

Speer et al.®®

avaliaram a influéncia da utilizacdo de
aparelhos ortodonticos fixos nos parametros clinicos periodontais e na
composicao da microbiota de sete adultos que haviam sido submetidos a
terapia periodontal. Todos os pacientes apresentavam bolsas periodontais
maior que 4 mm no inicio da terapia ortodéntica. Seis semanas apos a
instalacdo dos aparelhos, os pacientes apresentaram uma reducdo no
namero de sitios periodontais com sangramento a sondagem, porém
nenhuma alteracdo na média da profundidade de sondagem. Através de
cultura bacteriana, foi constatada uma diminuicdo na colonizacdo por P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus (Tannerella
forsythensis), Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e
Peptostreptococcus micros (Micromonas micros). Citando Ericsson et
al.*®>, que reportaram a formacéo de bolsas periodontais infra-6sseas,
apos movimentos ortodonticos de inclinacdo, em sitios periodontalmente
tratados sem controle adequado de higiene, relataram que esta seria a
primeira publicacdo demonstrando que uma situacao inicial de doenca
periodontal crénica ndo levaria, por si so, a efeitos deletérios durante a

terapia ortodbntica. Atribuiram a melhora nos sinais clinicos e

microbioldgicos a toxicidade dos ions, principalmente de niquel, liberados
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durante o processo natural de corrosdo dos aparelhos, os quais seriam
responsaveis pela reducdo dos niveis microbianos investigados®. Por
outro lado, essas informacBes podem ndo ser tdo consistentes como é
afirmado no artigo. Os dados sao analisados apenas descritivamente, em
detrimento de wuma analise estatistica que evidencie diferencas
significantes entre os dados encontrados. Ainda, carece de uma melhor
caracterizacdo dos sitios periodontais e dos tipos de movimentos

ortodénticos empregados.
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1.2. Aparelhos Ortodénticos Removiveis
Existe uma caréncia quanto a publicacdo de artigos
cientificos referentes a influéncia do tratamento ortodéntico com aparelhos

removiveis nas condi¢cdes periodontais. Foram discutidos os dados de

1,7,32,37,74,76 1,,32,74,76

seis artigos e, em quatro deles , a avaliacao foi realizada
concomitantemente a avaliacao da influéncia de aparelhos fixos.

Addy et al.’, avaliaram por meio de cultura, a presenca de
Candida em trés grupos de individuos de 12 a 16 anos que utilizavam
aparelhos ortodonticos fixos, aparelhos removiveis superiores ou que nao
os utilizavam (grupo controle). No mesmo estudo, foi comparada
clinicamente a placa bacteriana presente nos individuos que utilizavam
aparelho removivel e nos do grupo controle. Candida foi encontrada em
51% dos individuos com aparelho fixo, 56% dos com aparelho removivel e
46% dos do grupo controle. Entretanto essas diferencas nao foram
estatisticamente significantes. Também, nenhuma diferenca foi observada
quanto a presenca de placa entre os individuos com aparelho removivel e
0 grupo controle. Por outro lado, quando essa avaliacéo foi feita apenas
entre os usuarios de aparelho removivel, observou-se que as faces
palatinas apresentavam significativamente mais placa do que as
vestibulares superiores, enquanto no grupo controle foi observado o
contrario. Os autores sugeriram que a presenca do aparelho removivel na

regido palatina impede uma limpeza natural ou mecéanica adequada,

favorecendo o acumulo de placa.
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Goultschin e Zilberman®’ avaliaram criancas e adolescentes,
com idade entre 10 e 17 anos, sob tratamento com placas de Hawley
guanto a presenca de placa bacteriana e inflamacgéo gengival. Em alguns
pacientes, escolhidos aleatoriamente, foram feitos alivios de 2 mm a 3
mm aquém da margem gengival dos aparelhos, na area correspondente
entre o canino e o ultimo molar do lado direito. Apds quatro meses, nao
foram observadas alteracdes significativas no indice de Placa nesses
dentes. Porém, os pacientes que tiveram seus aparelhos aliviados
apresentaram um indice Gengival significativamente maior, assim como
foi observada hiperplasia gengival, fato que ndo ocorreu nos pacientes do
outro grupo.

Arendorf e Addy’ estudaram longitudinalmente o acimulo de
placa bacteriana e a presenca de Candida em individuos de 8 a 17 anos
que utilizavam aparelho ortodontico removivel superior. Os exames
clinicos e microbiolégicos foram feitos imediatamente antes da instalacao
dos aparelhos, cinco meses apos a instalacdo e cinco meses apoés a
remocado dos mesmos. A prevaléncia de Candida apresentou elevados
niveis na regido anterior e posterior do palato durante o periodo de
utiizacdo do aparelho, o que significa que o aparelho favoreceu o
acumulo desses microrganismos durante a terapia. A média do indice de
Placa ndo aumentou significativamente com o tratamento ortoddntico,
mas a queda dessa média foi significante apos a remocao do aparelho.

Quando analisado por faces e arcadas, houve um decréscimo na média
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do indice durante a terapia, exceto nas faces palatais superiores, onde
houve um aumento dessa média.

Pender’™ avaliou, durante 4 meses, a influéncia do controle
de higiene profissional, em 8 individuos de 10 a 14 anos que utilizavam
aparelho removivel superior. Mensalmente, os pacientes receberam
profilaxia com taca de borracha em um dos hemiarcos. O autor observou
gue, mesmo com o controle profissional, ocorreu um aumento significante
dos Indices de Placa e Gengival em toda a arcada superior, sendo este
altimo mais relevante nas faces palatinas.

As presencas de placa bacteriana e de gengivite também
foram avaliadas por Dubey et al.** Os resultados indicaram que os
pacientes com aparelhos removiveis apresentavam Indice Gengival
significativamente maior do que os do grupo controle. Isto nao foi
observado para o indice de Placa.

Petti et al.”® examinaram longitudinalmente, durante os
primeiros 7 meses de tratamento, os parametros clinicos periodontais de
15 pacientes portadores de aparelhos removiveis com idades entre 7 e 15
anos. As medidas da profundidade de sondagem, a presenca de placa e o
sangramento papilar ndo apresentaram diferencas significantes entre os
exames realizados no inicio, no momento da instalacdo dos aparelhos e
no exame final. Os mesmo autores também avaliaram, por meio de
microscopia o6tica, microscopia de campo escuro e cultura bacteriana, a

microbiota supra e subgengival desses pacientes. Ao segundo exame,
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seis a oito semanas ap0s a instalacdo dos aparelhos, observou-se um
decréscimo significante na quantidade de cocos Gram positivos na placa
bacteriana supragengival, assim como um aumento na contagem de
espiroquetas. Esta contagem manteve-se até o periodo final de sete
meses. A contagem de bastonetes mdéveis também aumentou entre o
segundo exame e o ultimo. Na placa subgengival, houve um aumento
significante na contagem de espiroquetas ao longo do estudo. A.
actinomycetemcomitans foi detectado em apenas um paciente, ao
segundo exame. P. gingivalis foi detectado inicialmente em 4 dos 15
pacientes, em 3, 6 a 8 semanas ap0s e em apenas 2 apos 7 meses. Os
autores utilizaram os seus achados como indicativos de risco para o
desenvolvimento da doenca periodontal. Embora tenha ocorrido um
aumento significante na contagem de espiroquetas, ndo ocorreram
alteracOes nos parametros clinicos periodontais. Sendo assim, os autores
sugeriram que pacientes sob terapia com aparelhos removiveis nao

apresentavam risco para o desenvolvimento de doenca periodontal®.

31



2. UTILIZA(;AO DE SONDAS DE DNA PARA A IDENTIFICAQAO
DE MICRORGANISMOS

A utilizacdo de sondas de acidos nucléicos (DNA ou RNA) é
um dos meios disponiveis para a identificacdo microbiana®?®*®’. Essa
técnica consiste na hibridizacdo de sequéncias de nucleotideos
complementares a segmentos do DNA do microrganismo alvo.

Para que ocorra a hibridizacdo, o DNA alvo é desnaturado,
ou seja, a dupla fita é separada. Quando se utiliza uma sonda com
sequéncia complementar a de uma das fitas, ocorre a hibridizacéo
indicando a presenca do microrganismo procurado. As sondas necessitam
ser marcadas de forma a permitir algum tipo de visualizacdo. Os
marcadores podem ser enzimaticos, radioativos, fluorescentes ou
quimiluminescentes®>2" 897,

A técnica da hibridizacdo com sondas de DNA possui as
vantagens de detectar bactérias ndo cultivadas ou néo viaveis, ser de
rapida execucao, possuir relativo baixo custo, apresentar sensibilidade e
especificidade maior que o0s métodos de cultura e de detectar
microrganismos especificos. Entretanto, ndo determina resisténcia ou
sensibilidade aos antibidticos e existe a possibilidade de ocorréncia de
reacOes cruzadas com outros microrganismos®¢6%97,

Existem trés tipos principais de sondas de DNA: as sondas

de genoma completo ou gendmicas, as sondas clonadas ou de DNA

recombinante e as sondas de oligonucleotideos. As sondas de genoma
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completo sdo preparadas a partir do isolamento do DNA do
microrganismo investigado. Possuem a vantagem de apresentarem alta
sensibilidade além serem de facil construcéo, pois 0 genoma bacteriano é
utilizado para a hibridizacdo®"®®. Por outro lado, isso também pode ser
uma desvantagem, pois ha a possibilidade da ocorréncia de reacdes
cruzadas entre espécies geneticamente muito relacionadas®’*.
Socransky et al.®* descreveram a técnica de hibridizacdo
com sondas de DNA pela qual pode ser analisada a presenca de
diferentes microrganismos em varias amostras de placa bacteriana ao
mesmo tempo. Essa técnica é denominada Checkerboard DNA-DNA
Hybridization. Na lingua inglesa, a palavra checkerboard significa tabuleiro
de damas. No dispositivo usado para a hibridizacdo, as amostras sao
colocadas paralelas umas as outras e as sondas de DNA perpendiculares
a elas, formando uma figura de um tabuleiro de damas. Tradicionalmente,
essa técnica utiliza sondas gendémicas para a hibridizacdo, mas sondas de
oligonucleotideos também podem ser usadas’®®*. Apds a sua descricao,
essa técnica tem sido amplamente empregada devido a possibilidade de
andlise de centenas de hibridizaces simultaneamente®?021:39.:40.8593
Porém, como na técnica sao utilizadas sondas gendémicas, ha uma maior
possibilidade de ocorréncia de reacdes cruzadas, levando a ocorréncia de
resultados falso-positivos?38!,

As sondas clonadas sédo confeccionadas por meio da

clonagem de segmentos aleatérios ou de funcédo especifica do DNA do
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microrganismo alvo®®®'. S&o mais especificas, ocorrem menos reacées
cruzadas com a sua utlizacdo, entretanto necessitam de validagcao
precisa além de a sua constru¢do ser mais laboriosa. Assim como as
sondas genbmicas, sdo consideradas sondas grandes pois podem ter
entre centenas e milhares de bases®?2"%%9,

As sondas de oligonucleotideos sdo produzidas a partir de
uma sequéncia especifica do microrganismo investigado. Freqientemente
€ utilizada uma sequéncia presente na regido 16S do DNA ribossémico
(16SrDNA). Essa regido possui sequéncias de nucleotideos com alta
variabilidade, especificas para cada microrganismo*®?*3*%* Estas sondas
sdo consideradas sondas pequenas apresentando, usualmente, entre 10

e 50 base88,27,61,81,88

. Quando séo utilizadas, uma diferenca de uma base
em sua sequéncia é suficiente para distinglir espécies muito
relacionadas®®. Sendo assim, dentre os trés tipos de sondas, s&o as que
apresentam maior especificidade e menos reacfes cruzadas porque
hibridizam regides especificas de cada espécie bacteriana®’ %8,

As sondas de oligonucleotideos vém sendo utilizadas em
diversos estudos com diferentes propositos'®?3:26:31:43:55,57,64.65.89.90
Demolon et al.?® verificaram a presenca de periodontopatégenos em
defeitos O0sseos tratados com regeneracao tecidual guiada associados ou
ndo & antibioticoterapia. Listgarten et al.>’ utilizaram sondas de

oligonucleotideos para analisar a presenca de B. forsythus (Tannerella

forsythensis), A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis em individuos de
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familias de pacientes com periodontite agressiva. Conrads et al.?®

examinaram a presenca de periodontopatdogenos em criancas e adultos
periodontalmente saudaveis. Moter et al.®® utilizaram sondas de
oligonucleotideos para detectar espiroquetas cultivadas e nao-cultivadas
em pacientes com “periodontite de progressao rapida”.

Haraszthy et al.*®

analisaram a presenca de B. forsythus (T.
forsythensis), A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia em
placas ateromatosas de paciente submetidos a cateterismo. Lee et al.>® e

Choi et al.'® verificaram, respectivamente, a  microbiota

periodontopatogénica de coreanos com periodontite agressiva e a com

|-89 |-90

periodontite cronica. Tanner et a e, recentemente, Tsai et a
avaliaram um sistema automatizado, que utiliza sondas de
oligonucleotideos, para ser utilizado em consultério com outros métodos
para a deteccao de B. forsythus (T. forsythensis) e P. gingivalis.

As sondas de DNA apresentam um limite de deteccéo de até
10? células®®’. Na técnica de Checkerboard o limite de deteccdo pode
variar entre 10° e 10° células®®. Dix et al.** verificaram que o limite de
deteccdo de sondas de oligonucleotideos é de 10° células. Tsai et al.®
relataram que o limite para a deteccdo de sondas de oligonucleotideos
especificas para T. forsythensis e P. gingivalis é de 5 x 10° UFC. Alguns
pesquisadores tém amplificado o DNA alvo previamente a hibridizac&o

18,43,55,65

com sondas de oligonucleotideos Inicialmente, a reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) € empregada para amplificar a 16SrDNA.
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Apoés essa amplificacdo, as sondas, especificas para cada microrganismo,
com sequencias complementares a essa regido sao utilizadas. Esse
artificio aumenta o limite de deteccdo das sondas, sua especificidade e
sensibilidade, assim como assegura que 0 material genético do
microrganismo esteja presente, servindo como um controle positivo da
reacéo™®.

Como descrito, a hibridizacdo com sondas de DNA vem
sendo utilizada para avaliar a microbiota periodontal. Com o advento da
clonagem e sequenciamento da 16S rDNA a partir de amostras clinicas e
a descoberta de novas bactérias ou “filotipos” (espécies nédo reconhecidas
ou nao cultivadas), novas sondas podem ser construidas para sua

17,53,72,79

deteccao , assim, contribuindo para esclarecer o potencial

patogénico dos microrganismos perante as doencas periodontais.

36



3. CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DA REGIAO 16S DO DNA
RIBOSSOMICO (16S rDNA) A PARTIR DE AMOSTRAS

CLINICAS PARA A IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS.

A 16S rDNA € uma regido presente em todos os procariotos
a qual apresenta sequéncias muito conservadas, comuns a todas as
bactérias, e sequéncias muito variadas, especificas a cada espécie®.
Recentemente tém sido publicados estudos em que, a partir de amostras
de placa bacteriana, a 16S rDNA é amplificada através de PCR e seus
produtos sdo clonados e seqiienciados>34/48:52.71-73.78.80

Pelo método mais comum, os produtos da PCR séo ligados
por meio de uma enzima (DNA ligase) a plasmideos, que séo utilizados
como vetores de clonagem, e entdo sao inseridos em Escherichia coli.
Apés um periodo de crescimento, os plasmideos sdo extraidos e
sequenciados. As sequéncias podem ser comparadas as disponiveis em
bases de dados, como o GenBank®, EMBL® e DDBJ* onde
constantemente sdo depositadas sequéncias de uma grande variedade
de microrganismos.

A partir dessa técnica pode-se identificar um amplo espectro
de bactérias, incluindo bactérias n&do cultivadas ou até entédo

desconhecidas e proceder a diferenciagdo entre espécies muito

préximas®>’+27880 por outro lado, a dificil execucdo e o alto custo de

® GenBank (www.ncbi.nim.nih/GenBank)
 EMBL - European Molecular Biology Laboratory (www.ebi.ac.uk/embl)
* DDBJ - DNA Data Bank of Japan (www.ddbj.nig.ac.jp)
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reagentes e equipamentos utilizados sdo as principais desvantagens, o
gue a torna ainda pouco aplicada.
Essa mesma técnica tem sido utilizada para verificar a

diversidade bacteriana em pacientes com doenca periodontal

47,71 71,80
)

agressiva cronica ou necrosante’?, gengivite®®>, salde
: 71,78 33 73
periodontal’ ', abscessos dento alveolares®, gangrena oral’® (Cancrum
oris) e gengivite necrosante’’. Embora haja apenas poucos estudos
documentados nos quais a clonagem e o sequenciamento da 16S rDNA
tenha sido empregada, algumas informacdes relevantes foram obtidas. No

estudo mais abrangente, Paster et al.”*

sugeriram que a microbiota
subgengival é composta por cerca de quatrocentas espécies, mas apenas
metade delas foram cultivadas. Ainda, um nimero maior de espécies ou
“filotipos” (espécies nao reconhecidas ou ndo cultivadas) foi relacionado a
sinais clinicos de saude ou doenca periodontal.

Paster et al.”t

verificaram que determinadas espécies e
"filotipos” eram encontradas apenas em pacientes com doenca
periodontal e ndo em pacientes com saude periodontal. Dentre as
espécies estavam Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythensis, ja
reportados como patdgenos associados a doenca periodontal, e outros

ndo, como Abiotrophia adiascens, Filifactor alocis, Atopobium rimae e

clones do filo recém-classificado TM7.
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Da mesma forma, Hutter et al.*’

verificaram que espécies
como Treponema socranskii subsp. buccale, Filifactor alocis, Dialister
pneumosintes, Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis

.8 verificaram uma

estdo associadas a doenca periodontal. Sakamoto et a
grande variedade de microrganismos na saliva de pacientes com
“periodontite do adulto”, “periodontite de progressdo rapida” e saude
periodontal. Sugeriram que bactérias dos géneros Abiotrophia e
Peptostreptococccus possam estar relacionadas a doenca periodontal
pois também foram encontradas somente em amostras de pacientes com
periodontite”®.

Kroes et al.>? verificaram, em sitios de um paciente com
gengivite, a presenca de Abiotrophia defectiva, Gemella haemolysans,
Lautropia mirabilis e Campylobacter concisus, assim como de alguns
clones sem similaridade com sequUéncias depositadas nos bancos de
dados. Em lesGes de gangrena oral (Cancrum oris), uma doenca muito
prevalente em alguns paises da Africa, Paster et al.” verificaram a
presenca de 67 espécies ou "filotipos”, 25 das quais ndo cresceram in
vitro.

Dymock et al.** observaram que um tipo de clone
encontrado em abscessos dento-alveolares poderia ser uma nova espécie
do género Prevotella, enquanto outros se mostraram relacionados a

bactérias Gram-negativas aerobias nunca detectadas na microbiota oral.

Em lesdes de periodontite necrosante de pacientes HIV-positivos, Paster
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et al.”?

observaram que Bulleidia extructa e espécies ou “filotipos” dos
géneros Dialister, Fusobacterium, Selenomonas, Peptostreptococcus,
Veillonella e do filo TM7 foram os mais encontrados. Entretanto, os
patdgenos periodontais P. gingivalis e T. forsythensis ndo foram
detectados.

Sakamoto et al.? sequienciaram, apés clonagem, amostras
de um paciente com periodontite crbnica, antes e trés meses apds o
tratamento periodontal. Observaram que Eubacterium nodatum,
Eubacterium saphenum, outros clones de Eubacterium, Filifactor alocis,
Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis estavam presentes
antes do tratamento, mas nao apds, enquanto espécies de Veilonella e
Streptococcus estavam presentes depois, mas ndo antes da terapia.

Observa-se que uma grande variedade de microrganismos &
identificada, muitos até entdo nunca descritos ou considerados sem

relacdo com os tipos de doencas periodontais*’#8°2%"8

. Isso possibilita
que esses microrganismos sejam posteriormente investigados. A partir
das sequiéncias dos novos microrganismos identificados, sequéncias de
oligonucleotideos especificos podem ser desenhados para serem
utilizados por meio de técnicas de biologia molecular*’>*"%9,

Embora os estudos ainda sejam escassos e 0 numero de
amostras avaliadas pequeno, acredita-se que, em um futuro proximo, o

método de clonagem e seqUenciamento da 16S rDNA, a partir de

amostras clinicas, possa estar mais disponivel. Assim podera se
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caracterizar de forma mais precisa quais microrganismos estdo envolvidos

e qual o seu papel no inicio e na progressao das doencas periodontais.
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Proposicao

Os objetivos deste estudo foram avaliar os parametros
clinicos periodontais e a composicdo da microbiota subgengival de
criancas e adolescentes que utilizam aparelhos ortoddnticos fixos ou
removiveis comparados com os de individuos da mesma faixa etaria que
nao utilizam esses dispositivos.

Paralelamente, foi avaliada a diversidade bacteriana
subgengival de dentes bandados e de dentes utilizados para reter

grampos.



Material e Método

» Selecdo da Amostra

Este foi um estudo tranversal, do tipo caso-controle,
constituido por 92 pacientes, de ambos os sexos, com idade entre 6 e 17
anos, selecionados entre aqueles que sao atendidos regularmente nas
Clinicas de Ortodontia e Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP.

Foram selecionados 30 pacientes que utilizavam aparelho
ortodontico fixo inferior e superior (Grupo FIX) e 18 que utilizavam
aparelho ortodéntico removivel superior (Grupo REM) ha pelo menos 6
meses. Os aparelhos fixos deveriam conter bandas instaladas nos
primeiros molares permanentes e brackets colados em pré-molares e
dentes anteriores (Figura 1). Os removiveis deveriam conter grampos nos
primeiros molares superiores permanentes, tendo sido analisados
individuos com placa de Hawley ou aparelho extra bucal removivel. Estes
aparelhos contém uma base de acrilico que recobre o palato duro, retida
por grampos de Adams nos primeiros molares permanentes, e um arco

vestibular anterior (Figura 2).



FIGURA 1 - Aparelho ortoddntico fixo com bandas instaladas nos
primeiros molares permanentes e brackets colados em pré-molares e

dentes anteriores

FIGURA 2 - Aparelho ortoddntico removivel. Presenca do arco anterior e

dos grampos de retenc&o nos primeiros molares permanentes superiores

Dois grupos controle (Grupos C-FIX e C-REM) foram
formados com 0 mesmo numero e por individuos com a mesma idade de
seus respectivos grupos teste (Grupos FIX e REM) e deveriam apresentar
meédia menor ou igual a 30% dos sitios periodontais com sangramento
marginal.

Os individuos n&o deveriam ser fumantes, ter recebido

tratamento periodontal nos ultimos seis meses, antibioticoterapia nos
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altimos trés meses, apresentar doencas periodontais agudas, alteracdes
sistémicas que interferissem nas condicdes periodontais, utilizar
medicamentos associados ao crescimento gengival, anticoncepcionais ou
estar em periodos de gravidez ou lactacdo. Ainda, n&o deveriam
apresentar carie cervical ou qualquer tipo de protese. O tipo de
malocluséo nao foi utilizado como critério de selecéao.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP. Todos
os individuos e responsaveis foram informados sobre os propdsitos do
estudo e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

(Apéndice A).

» Procedimentos Clinicos
O exame clinico foi realizado em todos os dentes presentes

exceto nos terceiros molares. Consistiu na avaliagdo dos seguintes
parametros:

e indice de Placa (LOE®®1967);

e indice Gengival (LOE>®, 1967);

e sangramento a sondagem;

e profundidade de sondagem, que foi o valor obtido a partir da

margem gengival até o fundo do sitio periodontal e
e nivel de insercdo clinico, que foi o valor obtido a partir da juncdo

cemento-esmalte até o fundo do sitio periodontal.
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Os dados obtidos com os indices de Placa e Gengival foram,
respectivamente, dicotomizados em auséncia (escores 0 e 1) e presenca
de placa dentéria visivel (escores 2 e 3) e em auséncia (escores 0 e 1) e
presenca de sangramento marginal (escores 2 e 3). Esses dados foram
distribuidos para andlise de acordo com a porcentagem de sitios com
presenca de placa dentaria visivel e de sangramento marginal,
respectivamente.

Os parametros clinicos profundidade de sondagem e nivel
de insercédo clinico foram examinados em seis sitios (mésio-vestibular,
vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual e disto-lingual), exceto
nos portadores de aparelho fixo, nos quais o sitio vestibular ndo foi
mensurado. Medidas do nivel de inser¢ao clinico ndo foram realizadas em
dentes com bandas ortodénticas, uma vez que, na maioria das vezes,
foram instaladas intra-sulcularmente, o que inviabilizou a mensuracao.

O exame clinico periodontal foi realizado por um
examinador, previamente calibrado (Apéndice B), com a utilizacdo da

sonda periodontal PCP-UNC 15,

" Hu-Friedy Mfg. Co. Inc. - Chicago, IL - EUA.
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» Procedimentos Microbiolbgicos
Coleta das Amostras

Previamente a coleta, a placa bacteriana supragengival foi
removida e a area isolada com roletes de algodao estéreis. Amostras de
placa bacteriana subgengival foram coletadas com a inser¢cdo de um cone
de papel estéril’ (tamanho 35 ou 40) no sitio mais profundo de cada dente
selecionado por 20 segundos. Nos pacientes que utilizavam aparelhos
fixos, foram coletadas de 4 dentes com bandas ortoddnticas (primeiros
molares permanentes - Grupo B) e de 4 dentes permanentes sem as
mesmas e com brackets ortodénticos colados (Grupo BK). Nos pacientes
gue utilizavam aparelhos removiveis, foram coletadas de dentes utilizados
para reter seus grampos (primeiros molares superiores permanentes -
Grupo G) e 4 outros dentes permanentes (grupo NG). Nos pacientes dos
grupos controle (C-FIX e C-REM), as amostras foram coletadas de 4
dentes permanentes.

Nos Grupos BK, NG, C-FIX e C-REM, os dentes também
foram selecionados de acordo com a maior profundidade de sondagem
apresentada. Nos grupos controle, quando fosse observada igualdade
nessa medida, as amostras eram coletadas de primeiros molares e
incisivos centrais permanentes.

Apoés a coleta, as amostras de cada grupo foram agrupadas

e imersas em microtubos contendo 1 mL de solucdo de Ringer (Apéndice

 Endopoints Industria e Comércio Ltda. Paraiba do Sul, RJ - Brasil
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C) e armazenados sob temperatura de -70°C. Quando finalizados os
procedimentos de coleta, os microtubos foram enviados, acondicionados
em gelo seco, ao Laboratério de Microbiologia do Departamento de

Biologia Oral da State University of New York at Buffalo - EUA.

Avaliacdo Microbiologica

As amostras foram avaliadas por meio de sondas de
oligonucleotideos especificas, oriundas de sequéncias da regido 16S do
DNA ribosdmico (16S rDNA) e por meio da clonagem e do
sequenciamento da 16S rDNA.

As sondas de oligonucleotideos foram utilizadas para avaliar
a presenca de Actinobacillus actinomycetemcomitans  (Aa),
Capnocytophaga sp., Campylobacter rectus, Eikenella corrodens,
espiroquetas, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium nucleatum ss.
vincentii, Micromonas micros, Neisseriaceae, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis e Treponema sp. As
seqgliéncias das sondas de oligonucleotideos” e suas respectivas

referéncias estdo dispostas na Tabela 1.

“ Invitrogen Life Technologies. Carlsbad, CA - EUA
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Extracdo e Amplificacdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se a matriz de
extracdo de DNA InstaGene™" (Apéndice D). A 16S rDNA foi amplificada
através da reacdo da cadeia de polimerase (PCR), como descrita
previamente*® (Apéndice E).

Hibridizacao

Aos 50 uL do produto obtido com a PCR, foram adicionados
50 pL de solucéao de desnaturacdo (Apéndice C), em seguida submetidos
a aquecimento a 100°C por 3 minutos. Finalmente, foram adicionados 50
uL de solucéo de neutralizagéo (Apéndice C).

Dez microlitros da solucéo final foram aplicados, sob vacuo,
com o uso de dispositivos apropriados”, em membranas de nylon
carregadas positivamente® (Figura 3). As membranas foram entdo
colocadas em uma camara de vacuo e incubadas a 80-C por 2 horas, e
submetidas a banho em solucéo pré-hibridizante (Apéndice C) a 45°C por
2 horas.

As sondas de oligonucleotideos foram marcadas com

digoxigenina (Apéndice F), diluidas em solucdo pré-hibridizante e

¥ Bio-Rad Laboratories. Hercules, CA - EUA

" Bio-Dot Apparatus - Bio-Rad Laboratories. Hercules, CA - EUA

® Nylon Membranes Positively Charged - Roche Diagnostics Corporation. Indianapolis, IN
- EUA.
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utilizadas para hibridizar as membranas por um periodo de 12 horas sob
temperatura de 45°C.

Apos lavagens sucessivas com solucdes salinas e solugdes
tampédo, as membranas foram imersas em solugcdo de anticorpos para
digoxigenina conjugados com fosfatase alcalina® e em solu¢do corante
(Apéndices C e G). Quando da presenca do DNA do microrganismo
investigado na membrana, sinais visuais sdo produzidos pela precipitacéo
da solucdo corante reagindo com a fosfatase alcalina. Desta forma, a
presenca ou auséncia de sinais visuais na membrana indicam,
respectivamente, a presenca ou auséncia dos microrganismos
investigados (Figura 4). Previamente, com a utilizacdo de cepas de alguns
dos microrganismos investigados, as sondas foram ajustadas para

detectar pelo menos 10° células.

FIGURA 3 - Dispositivo utilizado FIGURA 4 - Membrana apos
para aplicacdo do DNA nas processos de hibridizacdo e
membranas de nylon visualizacéo

'Anti-Digoxigenin-AP - Roche Diagnostics Corporation. Indianapolis, IN - EUA.
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Clonagem e Sequenciamento da 16S rDNA

Para avaliar a diversidade bacteriana subgengival duas
amostras, uma obtida de dentes bandados (Grupo B) e outra de dentes
utilizados para reter grampos (Grupo G), foram escolhidas de acordo com
a maior profundidade de sondagem e a presenca de sangramento
marginal.

A partir de cada amostra, o DNA foi extraido (Apéndice D) e
a 16S rDNA amplificada através da PCR*® (Apéndice E). Os produtos
obtidos foram purificados’ e clonados®” em Escherichia coli (Apéndice H).
Cinguenta clones foram aleatoriamente escolhidos e, apds crescimento
por 12 horas, a 37°C, em caldo de Luria-Bertani® (LB), os plasmideos
foram isolados" e sequenciados™.

A identificacdo das sequéncias foi realizada por meio do
software NCBI Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) de acordo com a maior
semelhanca entre as sequéncias obtidas e as disponiveis na base de

dados.

% High Pure PCR Product Purification Kit - Roche Diagnostics Corporation. Indianapolis,
IN - EUA.

2 TA Cloning® Kit - Invitrogen Life Technologies. Carlsbad, CA - EUA

* Sigma Aldrich. St. Louis, MO - EUA

* QIAprep Spin Miniprep Kit - QIAGEN Inc. Valencia, CA - EUA

" Roswell Park Cancer Institute. Buffalo, NY - EUA
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» Analise Estatistica

Todos os dados clinicos obtidos foram submetidos ao Teste
de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para comparagédo desses dados
entre os grupos, foram utilizados o Teste t ndo-pareado, quando os dados
apresentavam normalidade, ou o Teste de Mann-Whitney, quando os
dados nao apresentavam normalidade.

Para comparar a presenca dos grupos bacterianos ou
bactérias avaliadas entre o Grupo FIX e seu controle (C-FIX) e entre os
grupos B e BK, foi utilizado o Teste do Quiquadrado. Analogamente, para
comparar a presenca dos mesmos entre o grupo REM e seu controle (C-
REM) e entre os grupos G e NG , foi utilizado o Teste Exato de Fisher.

Em todos os procedimentos, adotou-se um nivel de
significancia de 5% para a tomada da decisdo quanto a validade da
hipétese testada. A andlise dos dados foi realizada com a utilizagdo dos

softwares GraphPad Prism® e NCSS®.

® Graph Pad Software Inc. San Diego, CA - EUA
® NCSS Statistical Software. Kaysville, UT - EUA
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Resultado

» Descricao da Amostra
A distribuicdo dos dados relativos a idade e sexo dos
participantes deste estudo esta apresentada na Tabela 2. Quatro

individuos participaram dos dois grupos controle (C-FIX e C-REM).

TABELA 2 - Distribuicao por idade, sexo e raca dos participantes do

estudo
FIX C-FIX REM C-REM
N 30 30 18 18
ldade 145+1,7 142+1,7 9615 93+19
Sexo 16m/14f 14m/16f 10m/8f 10m/8f

Raca 24b/2m/4n 29b/1n 15b/2m/1n 16b/2n

FIX - pacientes com aparelho fixo

C-FIX - grupo controle / fixo

REM - pacientes com aparelho removivel
C-REM - grupo controle / removivel
Idade em anos

m - sexo masculino, f - sexo feminino

b - branco, m - mulato, n - negro

» Parametros Clinicos
Os parametros clinicos avaliados referentes ao indice de
Placa, Iindice Gengival e a profundidade de sondagem est&o

apresentados nas Tabelas 3 e 4, de acordo com 0 grupo teste e seu



respectivo grupo controle. Os numeros absolutos estdo disponiveis nos
Apéndice |. Excetuando-se o0s casos isolados de recessdo gengival em
seis pacientes dos grupos teste e quatro dos grupos controle, nao foi
detectada perda de insercéo clinica. Como nao foram encontradas bolsas
periodontais asociadas & perda de insercéo clinica, o indice Gengival foi
considerado como medida de sangramento a sondagem.

A profundidade de sondagem apresentada refere-se a todos
os sitios mensurados nos dentes bandados (primeiros molares
permanentes) ou utilizados para reter grampo (primeiros molares
superiores permanentes) e seus analogos nos seus respectivos grupos

controle.

TABELA 3 - Distribuicdo dos parametros clinicos periodontais dos Grupos

FIX e C-FIX.
FIX C-FIX
IP 66,8% + 29,6% 47,7% + 32,3%
IG 43,0% + 16,5% 15,6% +11,0%
IP/1° MP 80,3% + 30,7% 58,8% + 35,9%
IG/1°°MP 64,3% + 24,2% 20,6% + 17,1%
PS/1°°MP 2,9 mm £ 0,3 mm 2,5mm+0,5mm

IP - indice de Placa
IG - indice Gengival
PS - profundidade de sondagem

MP - molares permanentes
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Foi verificada diferenca estatisticamente significante entre os
grupos FIX e C-FIX para todos os parametros clinicos avaliados, como

observada nos Graficos 1 e 2.

100% - *

80% [

60% -

B FIX
HC-FIX

40%

20% -+

0% - ‘
IP I1G IP/los MP IG/ 1os MP

GRAFICO 1 - Apresentacéo grafica dos valores de IP e IG dos Grupos

FIX e C-FIX (* - estatisticamente significante - p<0,05).

35
3
251 m FIX
2 1 m C-FIX
15
1 i
0,5
0 1

PS MOLARES (mm)

GRAFICO 2 - Apresentacdo grafica dos valores de PS dos primeiros
molares  permanentes  Grupos FIX e C-FIX

(* -estatisticamente significante - p<0,05).
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TABELA 4 - Distribuicdo dos parametros clinicos periodontais dos Grupos

REM e C-REM.

P

IG
IP / 1°° MPS
IG / 1°° MPS

PS/ 1*°MPS

REM
58,7% £ 29,2%
19,8% + 14,5%
77,8% * 28,0%
30,6% * 30,4%

2,3mm £ 0,3 mm

C-REM
14,3% + 12,5%
8,8% * 6,2%
31,3% + 34,4%
13,9% + 18,1%

2,3mm = 0,3 mm

IP - indice de Placa

IG - indice Gengival

PS - profundidade de sondagem

MPS - molares superiores permanentes

Quando se comparou os Grupos REM e C-REM, verificou-se

diferencas estatisticamente significantes para os parametros IP, tanto em

relacdo a toda a arcada dentaria como em relacdo apenas aos dentes

utilizados para reter grampos e seus analogos do Grupo C-REM. O

parametro IG apresentou uma diferenca estatisticamente significante

apenas quando se comparou toda a arcada. Nao foi observada diferenca

significante na profundidade de sondagem dos primeiros molares

superiores permanentes entre os dois grupos (Gréficos 3 e 4).
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GRAFICO 3 - Apresentacéo gréafica dos valores de IP e IG dos Grupos

REM e C-REM (*estatisticamente significante - p<0,05).

3,5 1
3
231 T = REM
1; C-REM
1 i
0,5 -
0 i

PS MOLARES (mm)

GRAFICO 4 - Apresentacao gréfica dos valores de PS dos primeiros

molares superiores permanentes dos Grupos REM e C-REM

58



» Parametros Microbioldgicos

Os dados da Tabela 5 e do Gréfico 5 apresentam os valores

da profundidade de sondagem média e os da maior profundidade de

sondagem dos sitios coletados para andlise microbiolégica dos Grupos

FIX e C-FIX. O Grupo FIX foi representado pelas maiores profundidades

de sondagem encontradas nos Grupos B e BK. Observou-se diferenca

estatisticamente significante entre as profundidades de sondagem médias

e do maior sitio coletado dos individuos dos Grupos FIX e C-FIX, mas ndo

entre as dos Grupos B e BK.

TABELA 5 - Distribuicdo da PS média e do maior sitio coletado nos

Grupos B, NB, FIX e C-FIX

SITIOS
COLETADOS
GRUPO (MAIOR PS)

B 41 mm=0,7 mm
BK 4,1 mm=£ 0,9 mm
FIX 44 mm=0,7 mm

C-FIX 3,7mmz=1,0mm

SITIOS
COLETADOS
(PS MEDIA)

3,6 mm £ 0,4 mm

3,6 mm=0,7mm

3,6 mm £ 0,5 mm

3,2mm £ 0,9 mm

B - dentes bandados
BK - dentes com brackets
FIX - dentes bandados e com brackets (B e BK)

C-FIX - grupo controle / fixo
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m C-FIX

MAIOR PS (mm) PS MEDIA (mm)

GRAFICO 5 - Representacdo grafica da PS média e do maior sitio
coletado nos Grupos B, BK, FIX e C-FIX

(*- estatisticamente significante - p<0,05).

Da mesma forma, os dados da Tabela 6 e do Gréfico 6
apresentam os valores da profundidade de sondagem média e os da
maior profundidade de sondagem dos sitios coletados para analise
microbiolégica dos Grupos REM e C-REM. O Grupo REM foi
representado pelas maiores profundidades de sondagem encontradas nos
Grupos G e NG. N&o foram verificadas diferencas estatisticas entre os

Grupos REM e C-REM nem entre os Grupos G e NG.
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TABELA 6 - Distribuicdo da PS média e do maior sitio coletado nos

Grupos G, NG, REM e C-REM.

SITIOS
COLETADOS
GRUPO (MAIOR PS)
G 3,0 mm £ 0,8 mm
NG 2,8 mm £ 0,4 mm
REM 3,2mm+0,5mm
C-REM 2,9 mm £ 0,4 mm

SITIOS
COLETADOS
(PS MEDIA)

2,6 mm=0,5mm

25 mm+ 0,4 mm

2,5mm+0,3mm

2,6 mm+ 0,4 mm

G - dentes utilizados para reter grampos

NG - dentes permanentes sem grampos

REM - dentes utilizados para reter grampos (G e NG)

C-REM - grupo controle / removivel
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GRAFICO 6 - Representacéo grafica da PS média e do maior sitio

coletado nos Grupos G, NG, REM e C-REM.

Analise Microbiana

Comparou-se a prevaléncia bacteriana entre individuos dos
grupos teste e dos respectivos grupos controle e, dentro dos grupos teste,
entre dentes bandados e com brackets (B x BK) e utilizados e nao
utilizados para reter grampos (G x NG). Quando da avaliacdo entre
individuos, foram consideradas a prevaléncia nos grupos teste, as
prevaléncias bacterianas nos sitios B e BK para o Grupo FIX e nos sitios
G e NG para o Grupo REM.

Na Tabela 7 esta apresentada a prevaléncia bacteriana dos
sitios dos Grupos B e BK e dos individuos dos Grupos FIX e C-FIX.

No Grafico 7 esta representada a prevaléncia bacteriana nos
Grupos FIX e C-FIX. Houve diferenca estatisticamente significante entre

as prevaléncias de todos os microrganismos avaliados, exceto para os da
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familia Neisseriaceae. As prevaléncias nos Grupos B e BK estdo

representadas no Grafico 8. Nao foi verificada diferenca significante entre

essas prevaléncias para nenhuma das bactérias investigadas.

TABELA 7 - Prevaléncia bacteriana nos Grupos B, BK, FIX e C-FIX

BACTERIAS
A. actinomycetemcomitans
C. rectus
Capnocytophaga sp.
E. corrodens
Espiroquetas
F. nucleatum
F. vincentii
M. micros
Neisseriaceae
P. gingivalis
P. intermedia
T. forsythensis

Treponema sp.

B

47%

83%

60%

47%

50%

70%

67%

60%

53%

70%

50%

70%

53%

BK

43%

7%

63%

43%

40%

53%

57%

60%

60%

57%

40%

57%

30%

FIX

70%

87%

80%

67%

70%

83%

83%

7%

80%

87%

70%

83%

73%

C-FIX

23%

50%

37%

37%

17%

37%

30%

33%

57%

47%

40%

40%

23%
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GRAFICO 7 - Representacao grafica da prevaléncia bacteriana nos
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Grupos FIX e C-FIX (*estatisticamente significante - p<0,05).

GRAFICO 8 - Representacao grafica da prevaléncia bacteriana nos

Grupos B e BK (*estatisticamente significante - p<0,05).
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A Tabela 8 apresenta a prevaléncia bacteriana dos sitios dos

Grupos G e NG e dos individuos dos Grupos REM e C-REM.

TABELA 8 - Prevaléncia bacteriana nos Grupos G, NG, REM e C-REM

BACTERIAS G NG REM C-REM
A. actinomycetemcomitans 50% 72% 89% 28%
C. rectus 50% 39% 72% 33%
Capnocytophaga sp. 22% 17% 22% 28%
E. corrodens 67% 72% 83% 39%
Espiroquetas 39% 33% 67% 22%
F. nucleatum 50% 61% 67% 44%
F. vincentii 39% 50% 56% 44%
M. micros 39% 33% 50% 22%
Neisseriaceae 33% 72% 72% 28%
P. gingivalis 28% 44% 50% 33%
P. intermedia 56% 39% 56% 39%
T. forsythensis 33% 39% 50% 22%
Treponema sp. 17% 11% 28% 22%

Foram encontradas diferengas estatisticamente significantes
para a prevaléncia de A. actinomycetemcomitans, C. rectus,
Neisseriaceae, E. corrodens e espiroquetas entre os Grupos REM e C-

REM (Grafico 9). Entre os Grupos G e NG foi encontrada diferenca
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significante apenas para a prevaléncia da familia Neisseriaceae (Grafico

10).
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GRAFICO 9 - Representacao grafica da prevaléncia bacteriana nos

Grupos REM e C-REM (*estatisticamente significante p<0,05).
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GRAFICO 10 - Representacéo gréafica da prevaléncia bacteriana nos

Grupos G e NG (*estatisticamente significante - p<0,05).
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Clonagem e Sequenciamento da 16S rDNA

As Tabelas 9 e 10 apresentam,

respectivamente, 0s

resultados obtidos com o seqienciamento dos clones de uma amostra

coletada de dentes bandados e de uma de dentes utilizados para reter

grampos.

TABELA 9 — Identificacdo dos clones obtidos de uma amostra de dentes

bandados

BACTERIA OU “FILOTIPO”

%

n
Actinomyces sp. 1 2%
Bacteroides cf. forsythus oral clone BU063 3 6%
Capnocytophaga gingivalis 1 2%
Eikenella corrodens 2 4%
Eikenella sp. 1 2%
Fusobacterium alocis 1 2%
Fusobacterium nucleatum 5 10%
Fusobacterium nucleatum ss. vincentii 3 6%
Fusobacterium sp. oral clone BS011 1 2%
Fusobacterium sp. oral clone CZ006 1 2%
Fusobacterium sp. oral clone EU021 4 8%
Gemella haemolysans 1 2%
Haemophilus aphrophilus 1 2%
Lautropia sp. oral clone AP009 1 2%
Leptotrichia buccalis 1 2%
Leptotrichia hofstadii 1 2%
Mycoplasma faucium 1 2%
Neisseria flava 8 16%
Neisseria pharyngis 1 2%
Porphyromonas sp. oral clone BS077 2 4%
Prevotella denticola 1 2%
Prevotella sp. cepa oral B31FD 1 2%
Streptococcus anginosus 1 2%
Streptococcus cristatus 1 2%
Streptococcus intermedius 1 2%
Streptococcus mitis bv2 1 2%
Treponema genomosp. 1 2%
Treponema sp. 3 6%

TOTAL 50 100%
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TABELA 10 - Identificacdo de clones obtidos de uma amostra de dentes

utilizados para reter grampos

BACTERIA OU “FILOTIPO”

%

n
Abiotrophia defectiva 1 2%
bacteria ndo cultivada 1 2%

bacteria ndo cultivada inhufec A-1 1 2%
Bacteria da divisdo TM7 (candidata) 1 2%
Capnocytophaga ochracea 1 2%
Capnocytophaga sp. P1 oral clone PAGA 1 2%
Cocos gram - / Proteobacterium 3 6%
Eubacterium sp. oral clone EW053 1 2%
Eubacterium sp. 1 2%
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum 1 2%
Fusobacterium sp. oral clone BS011 1 2%
Haemophilus segnis 4 8%
Haemophilus sp. oral clone JM053 3 6%
Leptotrichia sp. oral clone BU064 1 2%
Leptotrichia sp. oral clone DR011 1 2%
Neisseria flava 3 6%
Neisseria genomosp. P1 1 2%
Neisseria meningitidis 1 2%
Neisseria pharyngis 1 2%
Neisseria sicca 1 2%
Porphyromonas sp. oral clone BS077 1 2%
Porphyromonas sp. oral clone DP023 3 6%
Porphyromonas sp. oral clone EP003 1 2%
Prevotella oris 2 4%
Prevotella sp. cepa oral B31FD 1 2%
Streptococcus salivarius 1 2%
Streptococcus sp. oral clone BM035 7 14%
Terrahaemophilus aromaticivorans 2 4%
Fusobacterium sp. ndo cultivada 2 4%
Veillonella sp. oral clone AA0O50 1 2%
TOTAL 50 100%
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Discussao

Esse estudo procurou verificar se existiam alteracbes nos
parametros clinicos e na microbiota subgengival entre criancas e
adolescentes sob terapia ortodontica com aparelhos fixos ou removiveis e
individuos da mesma idade, sem aparelhos e com niveis aceitaveis de
higiene oral ou com gengivite leve®.

Foi verificado que individuos com aparelhos ortoddnticos
fixos apresentavam maior presenca de placa visivel e maior sangramento
marginal do que individuos do grupo controle. Isto é condizente com 0s

achados de outros autores®?2°:°0:62:82.95

. Quando comparados apenas 0s
dentes bandados (primeiros molares permanentes) com seus analogos no
grupo controle, verificou-se maior acumulo de placa e maior sangramento
marginal, assim como ja publicado®®®®%. Também foi observado aumento
da profundidade de sondagem, mas como relatado em outros

eStudosZQ,45,50,95

, isto foi devido a hiperplasia gengival, ja que nao foi
detectada perda de insercdo clinica associada ao aumento da
profundidade de sondagem em nenhum individuo.

Por outro lado, em alguns estudos nao foram observadas
diferencas nos parémetros clinicos periodontais durante o tratamento
ortodéntico com aparelhos fixos*'%*>"®, Essa falta de diferenca pode ser
atribuida a um melhor controle de higiene por parte dos participantes
desses estudos em relacdo aos de outros*’® ou a métodos mais rigorosos

12,45

de higiene oral empregados Boyd'? observou que criancas e



adolescentes com aparelhos fixos submetidos a reforco de instrucao de
higiene oral mensal e uso de evidenciadores de placa na higiene diaria,
apresentavam menos inflamacdo gengival do que os que ndo foram

1.*> observaram menor acimulo de

submetidos a essa rotina. Huber et a
placa e menos inflamacé&o gengival ao longo do tratamento com aparelhos
fixos em pacientes submetidos a profilaxia profissional e instrucao de
higiene oral mensal. Com isso pode-se sugerir que ndo apenas a mera
presenca dos aparelhos, mas esta presenca associada a falta de um
adequado controle de higiene por parte do paciente sdo responsaveis
pela piora dos parametros clinicos periodontais. E vélido ressaltar que, até
a introducdo da colagem direta de brackets, os aparelhos ortodénticos
fixos eram multi-bandados®, o que dificultava ainda mais a higiene e
favorecia as alteracdes nesses parametros.

Em relacdo a microbiota subgengival, foram observadas
diferencas significantes entre as prevaléncias de A.
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga sp., C. rectus, E. corrodens, F.
nucleatum, F. vincentii, M. micros, P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythensis e Treponema sp. e espiroquetas em individuos com
aparelhos fixos e individuos que nao os utilizavam.

Estes achados sédo semelhantes aos encontrados por outros
autores ao analisarem individuos da mesma faixa etaria com aparelhos

|-75

fixos2946:6769.75.76 - paglantonio et al.®’® e Perinetti et al.”® observaram

aumento na prevaléncia de A. actinomycetemcomitans em individuos com
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aparelhos fixos e em sitios com brackets e bandas ortodénticas. Diamanti-

Kipioti et al.?® observaram aumento na prevaléncia de “bacteroides de

|.46 |-76

pigmentacao negra” e Huser et al.”™, assim como Petti et al.”” observaram
aumento de espiroguetas. Também foi decrito que P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia, E. corrodens, F. nucleatum e F.
vincentii estavam aderidos a brackets ortodénticos®. Entretanto, Petti et
al.’®  ndo verificaram alteracdes na prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis assim como Sinclair et al.®? nao
observaram na de espiroquetas ao longo do tratamento ortodéntico.

Speer et al.®®

verificaram uma diminuicdo na colonizacao por P. gingivalis,
A. actinomycetemcomitans, T. forsythensis, P. intermedia, F. nucleatum e
M. micros, mas em pacientes adultos com periodontite que foram
submetidos a tratamento periodontal e a terapia ortodbéntica com
aparelhos fixos.

Existem poucos estudos disponiveis abordando os efeitos
da utilizacdo de aparelhos ortoddnticos removiveis sobre as condicdes

1732377476 Neste estudo foram

clinicas e microbiologicas periodontais
encontradas diferencas significantes entre usuarios de aparelhos
removiveis e individuos que ndo os utilizavam para a presenca de placa
visivel em toda a arcada e apenas nos dentes retentores de grampos e
para sangramento marginal em toda a arcada, mas nao nos retentores. A

média de profundidade de sondagem nestes dentes foi igual tanto para os

individuos do grupo teste como para os do controle. Diferente do
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observado nos dentes retentores de grampo, dentes bandados
apresentaram profundidade de sondagem e sangramento marginal
maiores do que as de seus analogos no grupo controle. Mesmo sendo
esse aumento na profundidade de sondagem na forma de hiperplasia
gengival, pode-se sugerir que as bandas ortoddnticas afetam mais o
periodonto do que os grampos de retencdo. A instalacdo das bandas
intra-sulculamente e a retirada dos aparelhos removiveis para a
higienizacdo diaria podem explicar esses achados.

E controverso se a utlizacdo de aparelhos removiveis
provoca alteracdes nos parametros clinicos periodontais. Petti et al.”® ndo
observaram alteracdes nos Indice de Placa e Gengival nem na
profundidade de sondagem. Goultschin e Ziberman®' ndo observaram

1.32 verificaram

alteracdes nos indices de Placa e Gengival. Dubey et a
aumento apenas do Indice Gengival, mas ndo do indice de Placa.
Arendorf e Addy’ observaram uma diminuicdo neste indice, mas Pender
observou aumento nos indices de Placa e Gengival. Addy’ e Arendorf e
Addy’ relataram que as faces palatinas de usuarios de aparelho removivel
superior apresentavam maior acumulo de placa bacteriana do que as
faces vestibulares. Da mesma forma, Pender’® observou que isso
acontecia em relacdo ao sangramento gengival, o que néo foi observado
no presente estudo (dados néao apresentados).

|.76

Avaliando a microbiota subgengival, Petti et al.”> observaram

que ocorreu um aumento de espiroquetas apos sete meses da instalacao
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de aparelhos removiveis. Isso € condizente com os achados do presente
estudo, no qual foram verificadas diferencas significantes na prevaléncia
desse tipo de microrganismos além de A. actinomycetemcomitans, E.
corrodens, C. rectus e dos da familia Neisseriaceae.

Embora ndo tenha sido realizada essa comparacdo, 0sS
individuos com aparelhos fixos apresentaram valores dos parametros
clinicos periodontais maiores do que os com aparelhos removiveis. 1Sso
indica que as bandas e os brackets podem ser um fator deletério maior do
gue os grampos e o0s arcos dos aparelhos removiveis. Da mesma forma,
apresentaram um nuamero maior de espécies ou grupos bacterianos
significantemente elevado em relacao ao seu respectivo grupo controle.

No presente estudo foram utilizadas sondas de DNA de
oligonucleotideos para analise microbiologica. Dentre os trés tipos de
sondas, as sondas de oligonucleotideos sdo as que apresentam maior
especificidade e menos reagfes cruzadas porque hibridizam regides
especificas de cada espécie®’**®188 Altas prevaléncias bacterianas foram
encontradas tanto em individuos com aparelhos removiveis como nos
com aparelhos fixos. Isso pode ser explicado pelo limite de deteccéo das
sondas de oligonucleotideos® (em torno de 10° células) associado ao fato
do DNA alvo ter sido amplificado por PCR previamente a hibridizacdo com
as sondas. Uma quantidade pequena de DNA pode ter sido amplificada e

assim detectada pelas sondas. Uma das vantagens desse procedimento
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prévio é a certeza da presenca do material genético a ser
hibridizado'®*%>°,
Utilizando os mesmos procedimentos, PCR e sondas de

.>° avaliaram individuos adultos coreanos com

oligonucleotideos, Lee et a
periodontite agressiva. Em sitios doentes e saudaveis desses individuos,
encontraram respectivamente altas prevaléncias de P. gingivalis (96,8% e
56,4%), Treponema sp. (96,8% e 66,7%), A. actinomycetemcomitans
(75% e 33%), T. forsythensis (94% e 48,7%), M. micros (88,9% e 43,6%)
e P. intermedia (96,8% e 41%). Apesar de 0s pacientes avaliados neste
estudo — criancas e adolescentes com gengivite sob terapia com
aparelhos ortodoénticos fixos ou removiveis — possuirem caracteristicas
diferentes, prevaléncias relativamente altas também foram encontradas
87% e 50% para P. gingivalis, 73% e 28% para Treponema sp., 70% e
89% para A. actinomycetemcomitans, 83% e 50% para T. forsythensis,
77% e 50% para M. micros e 70% e 56% para P. intermedia,
respectivamente.

Um fato interessante foi a alta prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans encontrada, 89% e 70% em pacientes com
aparelhos removiveis e fixos respectivamente. A alta prevaléncia dessa
bactéria em adolescentes e adultos jovens com aparelhos ortodonticos
fixos foi relatada em outros estudos®®®’®. A prevaléncia dessa e de

outras bactérias podem variar em diferentes paises ou regiées®. Colombo

et al.?, utilizando sondas genémicas de DNA e checkerboard,
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encontraram uma prevaléncia de A. actinomycetemcomitans de 53% em
sitios proximais de brasileiros adultos saudaveis. Numa populacéo
semelhante, utilizando PCR, Avila-Campos e Velasquez-Melendez®
observaram uma prevaléncia de 70%. Aos resultados obtidos pelo
presente estudo, pode-se acrescentar que existe uma alta prevaléncia
desta bactéria na populacéo brasileira.

Semelhantes aos achados da presente pesquisa, 0S
resultados de outros estudos reportaram a presenca de
periodontopatégenos em criancas e adolescentes sem sinais clinicos de
destruicdo periodontal. Yang et al.”® detectaram, por meio de sondas
gendmicas de DNA e Checkerboard, a presenca de P. gingivalis e T.
forsythensis em 69% e em 29%, respectivamente, de criancas de 18 a 48
meses de idade. Kimura et al.*, utilizando PCR, observaram prevaléncia
de A. actinomycetemcomitans, C. rectus, E. corrodens e Capnocytophaga
sp. em torno de 50% em criancas de até 12 anos de idade. Utilizando a

|'66

mesma técnica, Okada et al.” verificaram em criancas de 2 a 12 anos,

prevaléncias de T. forsythensis e de C. rectus de 63,9% e 100%,
respectivamente. Hamlet et al.*! relataram a presenca de T. forsythensis
em adolescentes com e sem perda de insercao clinica de 86% e 36%

|.41

respectivamente. Da mesma forma que Hamlet et al.”", também utilizando

PCR, Lammel et al.®**

observaram, em individuos de zero a 18 anos,
prevaléncias de cerca de 48% para A. actinomyctemcomitans e 53% para

P. gingivalis em todas as faixas etarias.
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As bactérias avaliadas neste estudo estavam presentes em
individuos do grupo controle assim como em individuos com aparelhos
ortoddnticos; entretanto, estes Ultimos, em sua maioria, apresentaram
prevaléncias significantemente maiores. Isto pode ser devido a
modificacdo do ambiente subgengival pelo uso dos aparelhos, o que
facilitou o aumento dessas bactérias nesse ambiente. Entretanto, nédo foi
detectada perda de insercdo clinica associada a aumento nha
profundidade de sondagem. Assim, de acordo com as limitacbes e
caracteristicas da técnica microbiolégica empregada, ndo se pode afirmar
que a prevaléncia aumentada de algumas espécies
periodontopatogénicas como P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e T.
forsythensis possa significar um risco maior para o desenvolvimento de
um processo de destruicdo periodontal.

Para andlise da diversidade bacteriana, foi realizada a
amplificacdo da 16S rDNA a partir de amostras clinicas seguida de
clonagem e seqiienciamento®’#"*27+7378 Esse procedimento foi realizado
a partir de amostras de placa bacteriana de sitios periodontais de
primeiros molares permanentes bandados ou retentores de grampos
provenientes de dois pacientes que apresentavam gengivite, um com
cada tipo de aparelho.

Com a \utilizacdo deste meétodo,uma variedade de
microrganismos nao cultivados ou nao detectados pelas sondas de DNA

foi encontrada. Da amostra de dentes retentores de grampo, foi possivel
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identificar espécies ou “filotipos” como Abiotrophia defectiva, Prevotella
oris, Terrahaemophilus aromaticivorans — um clone ndo presente na
cavidade oral —, varias espécies de Neisseria, cocos Gram-negativos nao
cultivados do filo Proteobacteria, clones orais do género Porphyromonas e
um “filotipo” candidato a pertencer ao filo recém descrito TM7. Da amostra
de dentes bandados, pdde-se observar a presenca de Baceroides cf.
forsythus - clone oral BU063, E. corrodens, F. nucleatum, outros clones
orais de Fusobacetrium, Gemella haemolysans, Lautropia sp. - clone oral
AP009, Mycoplasma faucium, Prevotella denticola, Treponema sp. e
varios clones de Neisseria flava.

Abiotrophia defectiva foi encontrada por Kroes et al.>? em

um paciente com gengivite, mas Sakamoto et al.”®

sugeriram que
espécies pertencentes a esse género possam estar associadas as
periodontites. Paster et al.”* detectaram essa bactéria somente em
pacientes com periodontite crénica ou periodontite “refrataria”. Kumar et
al.>® observaram a associacdo de Prevotela denticola com periodontite

cronica. Paster et al.”*

encontraram Lautropia sp. — clone oral AP009
apenas em individuos com periodontite “refrataria” e Mycoplasma
faucium, um raro microrganismo encontrado em humanos’’, apenas em
pacientes com periodontite crénica ou “refrataria”.

Brinig et al.** relataram que bactérias da divisio TM7 estéo

mais prevalentes em sitios que apresentam periodontite leve do que em

sitios saudaveis ou com periodontite severa. Os autores sugeriram a
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possibilidade destes microrganismos encontrarem no ambiente de
estagios iniciais de doenca periodontal requisitos para sua sobrevivéncia
ou que, com a progressdo da doenca, o ambiente torne-se favoravel para
a competicdo de outras espécies, levando a supressdo das TM7**. Como
no presente estudo o individuo avaliado apresentava gengivite, € possivel
gue estas espécies ndo sejam necessariamente virulentas ou ndo estejam
presentes em quantidade suficiente para induzir um processo de
destruicdo periodontal. Por outro lado, como foram associadas a doencas
periodontais por outros autores podem representar um risco para que isso
aconteca.

Em ambos os pacientes, foram detectados clones de
espécies de Leptotrichia e Capnocytophaga, relacionadas a gengivite em
criancas’®. Também foi observada uma elevada prevaléncia (16%) de
clones do género Neisseria. Isto é condizente com os resultados
encontrados por meio das sondas de DNA, pelos quais pbéde ser
observada uma alta prevaléncia de espécies da familia Neisseriaceae, da
qual também pertencem os géneros Kingella e Eikenella. Entretanto a
maioria dos clones de Neisseria pertencem a espécie N. flava, um
comensal da orofaringe®*. E possivel que haja uma predilecdo por
espécies do género Neisseria nos sitios subgengivais da populagéo
estudada. Novos estudos serdo necessarios para confirmar esta hipotese
e verificar sua patogenicidade, pois bactérias desse género foram

encontradas em pacientes com periodontite “refrataria”?°.
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A alta prevaléncia encontrada de periodontopatégenos como
P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e T. forsythensis, por meio das
sondas de oligonucleotideos, em individuos sem destruicdo periodontal
como os deste estudo, pode ser devida a presenca de tipos clonais de
baixa viruléncia’®. Existem clones de A. actinomycetemcomitans que
podem produzir dez vezes mais leucotoxina do que outros*. P. gingivalis
apresenta genes fimA de tipos distintos associados a salude ou a doenca
periodontal®®®. Tipos clonais menos virulentos dessas duas espécies
podem ter sido detectados neste estudo. Existe um tipo de Bacteroides
recém descrito, Bacteroides cf. forsythus - clone oral BUO063,
geneticamente muito préximo a T. forsythensis’’. Esse novo tipo esta
relacionado a saude periodontal enquanto T. forsythensis esta a
periodontite®®. O clone BU063 foi encontrado entre clones oriundos de
amostras de dentes bandados. Esse achado também pode explicar a alta
prevaléncia de T. forsythensis observada por meio das sondas de DNA
(83%). As sondas utilizadas sé@o especificas para a 16S rDNA, porém a
diferenciacédo entre o clone BUO63 e T. forsythensis esta presente entre
as regides 16S e 23S do DNA ribossémico®®. Portanto, existe a
possibilidade das sondas detectarem o tipo clonal relacionado a saude
periodontal.

Os resultados obtidos por meio da clonagem da 16S rDNA
ainda séo deficientes em razdo do pequeno numero de clones e de

33,47,52,72,73,78,80

pacientes avaliados nesse e em outros estudos . Como
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comentado por Paster et al.”*

, para que haja uma associacao de espécies
ou “filotipos” especificos com as doencas periodontais ou com saude
periodontal, sera necessario que se analise varias amostras clinicas em
estudos clinicos bem controlados.

Dentro das limitacbes de um estudo caso-controle como
este, pode-se sugerir que tanto os aparelhos removiveis como os fixos
atuam, em individuos que os utilizam, como fatores modificadores,
favorecendo alteracbes nos parametros clinicos periodontais e na

microbiota subgengival, pelo menos quando comparados a pacientes

periodontalmente mais saudaveis.
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Conclusao

» Aparelhos ortodonticos fixos e removiveis estdo associados ao
maior acumulo de placa visivel e de inflamacdo gengival em
criancas e adolescentes se comparados aos que ndo os utilizam.

» Dentes bandados apresentaram maior acumulo de placa visivel,
inflamacdo gengival e maior profundidade de sondagem
(hiperplasia gengival) do que seus analogos nos individuos que
nao utilizavam aparelhos ortodénticos.

» A utilizacdo de aparelhos ortodbnticos fixos e removiveis esta
associada a uma maior prevaléncia de patdgenos relacionados as
doencas periodontais em criancas e adolescentes quando
comparados aos que nao os utilizam.

» A utilizacdo da clonagem da regido 16S do DNA ribossémico, a
partir de amostras clinicas de dentes bandados e retentores de
grampo, possibilitou a identificacdo de espécies e grupos

bacterianos ndo cultivados ou pouco conhecidos.



Referéncias®

1.

ADDY, M. et al. The effect of orthodontic appliances on the
distribution of Candida and plaque in adolescents. Br. J. Orthod.,
London, v.9, n.3, p.158-163, July 1982.

ALBANDAR, J. M.; OLSEN, I. Nucleic acid probes as potential tools
in oral microbial epidemiology. Community Dent. Oral Epidemiol.,
Copenhagen, v.18, n.2, p.88-94, Apr. 1990.

ALEXANDER, S. A. Effects of orthodontic attachments on the
gingival health of permanent second molars. Am. J. Orthod.
Dentofacial Orthop., St. Louis, v.100, n.4, p.337-340, Oct. 1991.

. ALSTAD, S.; ZACHRISSON, B. U. Longitudinal study of periodontal

condition associated with orthodontic treatment in adolescents. Am.
J. Orthod., St. Louis, v.76, n.3, p.277-286, Sept. 1979.

AMANO, A., M. et al. Prevalence of specific genotypes of
Porphyromonas gingivalis fimA and periodontal health status. J
Dent Res, Chicago, v.79, n.9, p.1664-1668, Sept. 2000.

ANHOURY, P. D. et al. Microbial profile on metallic and ceramic
bracket materials. Angle Orthod., Appleton, v.72, n.4, p.338-343,
Aug. 2002.

. ARENDORF, T.; ADDY, M. Candidal carriage and plaque

distribution before, during and after removable orthodontic
appliance therapy. J. Clin. Periodontol., Copenhagen, v.12, n.5,
p.360-368, May 1985.

ARMITAGE, G. C. Periodontal diseases: diagnosis. Ann.
Periodontol., Chicago, v.1, n.1, p.37-215, Nov. 1996.

AVILA-CAMPOS, M. J.; VELASQUEZ-MELENDEZ, G. Prevalence
of putative periodontopathogens from periodontal patients and
healthy subjects in Sao Paulo, SP, Brazil. Rev. Inst. Med. Trop.
Séo Paulo, Sao Paulo, v.44, n.1, p.1-5, Jan-Feb 2002.

10.BALENSEIFEN, J. W.; MADONIA, J. V. Study of dental plague in

orthodontic patients. J. Dent. Res., Chicago, v.49, n.2, p.320-324,
Mar./Apr. 1970.

* ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NSR 6023: informagéo e
documentacéo — referéncias — elaboracéo. 2002. 24 p.



11.BLOOM, R. H.; BROWN, L. R. A study of the effects of orthodontic
appliances on the oral microbial flora. Oral Surg. Oral Med. Oral
Pathol., St. Louis, v.17, p.658-667, May 1964.

12.BOYD, R. L. Longitudinal evaluation of a system for self-monitoring
plaque control effectiveness in orthodontic patients. J. Clin.
Periodontol., Copenhagen, v.10, n.4, p.380-388, July 1983.

13.BOYD, R. L.; BAUMRIND, S. Periodontal considerations in the use
of bonds or bands on molars in adolescents and adults. Angle
Orthod., Appleton, v.62, n.2, p.117-126, Summer 1992.

14.BRINIG, M. M. et al. Prevalence of bacteria of division TM7 in
human subgingival plaque and their association with disease. Appl.
Environ. Microbiol., Washington, v.69, n.3, p.1687-1694, Mar.
2003.

15.CALIFANO, J. V. Position paper: periodontal diseases of children
and adolescents. J. Periodontol., Chicago, v.74, n.11, p.1696-
1704, Nov. 2003.

16.CHEN, C.; SLOTS, J. Microbiological tests for Actinobacillus
actinomycetemcomitans and Porphyromonas gingivalis.
Periodontol. 2000, Copenhagen, v.20, p.53-64, June 1999.

17.CHOI, B. K. et al. Diversity of cultivable and uncultivable oral
spirochetes from a patient with severe destructive periodontitis.
Infect. Immun., Washington, v.62, n.5, p.1889-1895, May 1994.

18.CHOI, B. K. et al. Detection of major putative periodontopathogens
in Korean advanced adult periodontitis patients using a nucleic
acid-based approach. J. Periodontol., Chicago, v.71, n.9, p.1387-
1394, Sept. 2000.

19.CHUBA, P. J. et al. Synthetic oligodeoxynucleotide probes for the
rapid detection of bacteria associated with human periodontitis. J.
Gen. Microbiol., Reading, v.134, p.1931-1938, July 1988.

20.COLOMBO, A. P. et al. Clinical and microbiological features of
refractory  periodontitis  subjects. J. Clin. Periodontol.,
Copenhagen, v.25, n.2, p.169-180, Feb. 1998.

21.COLOMBO, A. P. et al. Subgingival microbiota of Brazilian subjects

with untreated chronic periodontitis. J. Periodontol., Chicago, v.73,
n.4, p.360-369, Apr. 2002.

83



22.CONRADS, G. DNA probes and primers in dental practice. Clin.
Infect. Dis., Chicago, v.35, suppl 1, p.S72-S77, Sept. 2002.

23.CONRADS, G. et al. PCR reaction and dot-blot hybridization to
monitor the distribution of oral pathogens within plague samples of
periodontally healthy individuals. J. Periodontol., Chicago, v.67,
n.10, p.994-1003, Oct. 1996.

24.CONRADS, G. et al. DNA-probes for the differentiation of
Capnocytophaga species. Mol. Cell Probes, London, v.11, n.5,
p.323-328, Oct. 1997.

25.DAVIES, T. M. et al. The effect of orthodontic treatment on plague
and gingivitis. Am. J. Orthod. Dentofacial Orthop., St. Louis, v.99,
n.2, p.155-161, Feb. 1991.

26.DEMOLON, I. A. et al. Effects of antibiotic treatment on clinical
conditions and bacterial growth with guided tissue regeneration. J.
Periodontol., Chicago, v.64, n.7, p.609-616, July 1993.

27.DEWHIRST, F. E., PASTER, B. J. DNA Probe analysis for the
detection of periodontopathic bacteria in clinical samples. In:
HAMADA, S.; HOLT, S. C.; MCGHEE, J. R. Periodontal disease:
pathogens & host immune responses. Tokyo: Quintessence Pub.
Co., 1991. cap. 27, p. 367-378.

28.DEWHIRST, F. E. et al. The diversity of periodontal spirochetes by
16S rRNA analysis. Oral Microbiol. Immunol., Copenhagen, v.15,
n.3, p.196-202, June 2000.

29.DIAMANTI-KIPIOTI, A., GUSBERTI, F. A.; LANG, N. P. Clinical and
microbiological effects of fixed orthodontic appliances. J. Clin.
Periodontol., Copenhagen, v.14, n.6, p.326-333, July 1987.

30.DIEDRICH, P. et al. Effects of orthodontic bands on marginal
periodontal tissues. A histologic study on two human specimens. J.
Orofac. Orthop., Miinchen, v.62, n.2, p.146-156, Mar. 2001.

31.DIX, K. et al. Species-specific oligodeoxynucleotide probes for the
identification of periodontal bacteria. J. Clin. Microbiol.,
Washington, v.28, n.2, p.319-323, Feb. 1990.

32.DUBEY, R.; JALILI, V. P.; GARG, S. Oral hygiene and gingival

status in orthodontic patients. J. Pierre Fauchard Acad., New
Delhi, v.7, n.2, p.43-54, June 1993.

84



33.DYMOCK, D. et al. Molecular analysis of microflora associated with
dentoalveolar abscesses. J. Clin. Microbiol., Washington, v.34,
n.3, p.537-542, Mar. 1996.

34.ELIADES, T.; ELIADES, G.; BRANTLEY, W. A. Microbial
attachment on orthodontic appliances: I. Wettability and early
pellicle formation on bracket materials. Am. J. Orthod. Dentofacial
Orthop., St. Louis, v.108, n.4, p.351-360, Oct, 1995.

35.ERICSSON, I. et al. The effect of orthodontic tilting movements on
the periodontal tissues of infected and non-infected dentitions in
dogs. J. Clin. Periodontol., Copenhagen, v.4, n.4, p.278-293. Nov.
1977.

36.GLANS, R.; LARSSON, E.; OGAARD, B. Longitudinal changes in
gingival condition in crowded and noncrowded dentitions
subjectedto fixed orthodontic treatment Am J Orthod Dentofacial
Orthop., St. Louis, v 124, n.12, p.679-682, Dec. 2003.

37.GOULTSCHIN, J.; ZILBERMAN, Y. Gingival response to removable
orthodontic appliances. Am. J. Orthod., St. Louis, v.81, n.2, p.147-
149, Feb. 1982

38.GRIFFEN, A. L. et al. Prevalence of Porphyromonas gingivalis and
periodontal health status. J. Clin. Microbiol., Washington, v.36,
n.11, p.3239-3242, Nov. 1998.

39.HAFFAJEE, A. D. et al. The use of DNA probes to examine the
distribution of subgingival species in subjects with different levels of
periodontal destruction. J. Clin. Periodontol., Copenhagen, v.19,
n.2, p.84-91, Feb. 1992.

40.HAFFAJEE, A. D. et al. The effect of SRP on the clinical and
microbiological parameters of periodontal diseases. J. Clin.
Periodontol., Copenhagen, v.24, n.5, p.324-334, May 1997.

41.HAMLET, S., R. et al. Persistent colonization with Tannerella
forsythensis and loss of attachment in adolescents. J. Dent. Res.,
Chicago, v.83, n.3, p.232-235, Mar. 2004.

42.HARASZTHY, V. |. et al. Evidence for the role of highly leukotoxic
Actinobacillus actinomycetemcomitans in the pathogenesis of
localized juvenile and other forms of early-onset periodontitis. J.
Periodontol., Chicago, v.71, n.6, p.912-922, June 2000.

85



43.HARASZTHY, V. I. et al. Identification of periodontal pathogens in
atheromatous plagues. J. Periodontol., Chicago, v.71, n.10,
p.1554-1560, Oct. 2000.

44.HO, H. P.; NIEDERMAN, R. Effectiveness of the Sonicare sonic
toothbrush on reduction of plaque, gingivitis, probing pocket depth
and subgingival bacteria in adolescent orthodontic patients. J. Clin.
Dent. Yardley, v.8, n.1 spec., p.15-19, 1997.

45.HUBER, S. J.; VERNINO, A. R.; NANDA, R. S. Professional
prophylaxis and its effect on the periodontium of full-banded
orthodontic patients. Am. J. Orthod. Dentofacial Orthop., St.
Louis, v.91, n.4, p.321-327, Apr. 1987.

46.HUSER, M. C., BAEHNI, P. C.; LANG, R. Effects of orthodontic
bands on microbiologic and clinical parameters. Am. J. Orthod.
Dentofacial Orthop., St. Louis, v.97, n.3, p.213-218, Mar. 1990.

47.HUTTER, G., U. et al. Molecular analysis of bacteria in
periodontitis: evaluation of clone libraries, novel phylotypes and
putative pathogens. Microbiology, Washington v.149, pt 1, p.67-
75, Jan. 2003.

48.KAZOR, C. E. et al. Diversity of bacterial populations on the tongue
dorsa of patients with halitosis and healthy patients. J. Clin.
Microbiol., Washington, v.41, n.2, p.558-563, Feb. 2003.

49.KIMURA, S. et al. Periodontopathic bacterial infection in childhood.
J. Periodontol., Chicago, v.73, n.1, p.20-26, Jan. 2002.

50.KLOEHN, J. S.; J. S. PFEIFER. The effect of orthodontic treatment
on the periodontium. Angle Orthod., Appleton, v.44, n.2, p.127-
134, Apr. 1974.

51.KNOERNSCHILD, K. L. et al. Endotoxin affinity for orthodontic
brackets. Am. J. Orthod. Dentofacial Orthop., St. Louis, v.115,
n.6, p.634-639, June 1999.

52.KROES, I.; LEPP, P. W.; RELMAN, D. A. Bacterial diversity within
the human subgingival crevice. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A,
Washington, v.96, n.25, p.14547-14552, Dec. 1999.

53.KUMAR, P. S. et al. New bacterial species associated with chronic

periodontitis. J. Dent. Res., Chicago, v.82, n.5, p.338-344, May
2003.

86



54.LAMELL, C. W. et al. Acquisition and colonization stability of
Actinobacillus  actinomycetemcomitans and  Porphyromonas
gingivalis in children. J. Clin. Microbiol., Washington, v.38, n.3,
p.1196-1199, Mar. 2000.

55.LEE, J. W. et al. Distribution of periodontal pathogens in Korean
aggressive periodontitis. J. Periodontol., Chicago, v.74, n.9,
p.1329-1335, Sept. 2003.

56.LEYS, E. J. et al. Association of Bacteroides forsythus and a novel
Bacteroides phylotype with periodontitis. J. Clin. Microbiol.,
Washington, v.40, n.3, p.821-825, Mar. 2002.

57.LISTGARTEN, M. A.; WONG, M. Y.; LAIl, C. H Detection of
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
and Bacteroides forsythus in an A. actinomycetemcomitans-positive
patient population. J. Periodontol., Chicago, v.66, n.2, p.158-164,
Feb. 1995.

58.LIU, L. et al. Species-specific DNA probe for the detection of
Porphyromonas gingivalis from adult Chinese periodontal patients
and healthy subjects. J. Periodontol., Chicago, v.74, n.7, p.1000-
1006, July 2003.

59.LOE, H. The Gingival Index, the Plaque Index and the Retention
Index Systems. J. Periodontol., Chicago, v.38, n.6, p. 610-616,
Nov./Dec, 1967.

60.LOESCHE, W. J. DNA probe and enzyme analysis in periodontal
diagnostics. J. Periodontol., Chicago, v.63, n.12, p.1102-1109,
Dec. 1992.

61.LOOMER, P. M. Microbiological diagnostic testing in the treatment
of periodontal diseases. Periodontol. 2000, Copenhagen, v.34,
p.49-56, Feb. 2004.

62.LUNDSTROM, F.; HAMP, S. E.; NYMAN, S Systematic plague
control in children undergoing long-term orthodontic treatment. Eur.
J. Orthod., London, v.2, n.1, p.27-39, 1980.

63.MISSAILIDIS, C. G. et al. Distribution of fimA genotypes of
Porphyromonas gingivalis in subjects with various periodontal
conditions. Oral Microbiol. Immunol., Copenhagen, v.19, n.4,
p.224-229, Aug. 2004.

87



64.MONCLA, B. J. et al. Use of synthetic oligonucleotide DNA probes
for the identification of Bacteroides gingivalis. J. Clin. Microbiol.,
Washington, v.28, n.2, p.324-327, Feb. 1990.

65.MOTER, A. et al. Molecular epidemiology of oral treponemes
associated with periodontal disease. J. Clin. Microbiol.,
Washington, v.36, n.5, p.1399-1403, May 1998.

66.OKADA, M.; HAYASHI, F; NAGASAKA, N. PCR detection of 5
putative periodontal pathogens in dental plaque samples from
children 2 to 12 years of age. J. Clin. Periodontol., Copenhagen,
v.28, n.6, p.576-582, June 2001.

67.PAOLANTONIO, M. et al. Occurrence of Actinobacillus
actinomycetemcomitans in patients wearing orthodontic appliances.
A cross-sectional study. J. Clin. Periodontol., Copenhagen, v.23,
n.2, p.112-118, Feb. 1996.

68.PAOLANTONIO, M. et al. Clinical significance of Actinobacillus
actinomycetemcomitans in young individuals during orthodontic
treatment. A 3-year longitudinal study. J. Clin. Periodontol.,
Copenhagen, v.24, n.9, pt. 1, p.610-617, Sept. 1997.

69.PAOLANTONIO, M. et al. Site-specific subgingival colonization by
Actinobacillus actinomycetemcomitans in orthodontic patients. Am.
J. Orthod. Dentofacial Orthop., St. Louis, v.115, n.4, p.423-428,
Apr. 1999.

70.PAPAPANOU, P. N. Population studies of microbial ecology in
periodontal health and disease. Ann. Periodontol., Chicago, v.7,
n.1, p.54-61, Dec. 2002.

71.PASTER, B. J. et al. Bacterial diversity in human subgingival
plaque. J. Bacteriol., Baltimore, v.183, n.12, p.3770-3783, June
2001.

72.PASTER, B. J. et al. Bacterial diversity in necrotizing ulcerative
periodontitis in HIV-positive subjects. Ann. Periodontol., Chicago,
v.7,n.1, p.8-16, Dec. 2002.

73.PASTER, B. J. et al. Prevalent bacterial species and novel
phylotypes in advanced noma lesions. J. Clin. Microbiol.,
Washington, v.40, n.6, p.2187-2191. June 2002.

74.PENDER, N. Aspects of oral health in orthodontic patients. Br. J.
Orthod., London, v.13, n.2, p.95-103, Apr. 1986.

88



75.PERINETTI, G. et al. Longitudinal monitoring of subgingival
colonization by Actinobacillus actinomycetemcomitans, and
crevicular alkaline phosphatase and aspartate aminotransferase
activities around orthodontically treated teeth. J. Clin. Periodontol.,
Copenhagen, v.31, n.1, p.60-67, Jan. 2004.

76.PETTI, S.; BARBATO, E; SIMONETTI D'ARCA, A. Effect of
orthodontic therapy with fixed and removable appliances on oral
microbiota: a six-month longitudinal study. New Microbiol., Pavia,
v.20, n.1, p.55-62, Jan. 1997.

77.RAWADI, G., A. et al. Phylogenetic position of rare human
mycoplasmas, Mycoplasma faucium, M. buccale, M. primatum and
M. spermatophilum, based on 16S rRNA gene sequences. Int. J.
Syst. Bacteriol., Reading, v.48, p.305-359, Jan. 1998.

78.SAKAMOTO, M. et al. Comparison of the oral bacterial flora in
saliva from a healthy subject and two periodontitis patients by
sequence analysis of 16S rDNA libraries. Microbiol. Immunol.,
Tokyo, v.44, n.8, p.643-652, 2000.

79.SAKAMOTO, M. et al. Detection of novel oral phylotypes
associated with periodontitis. FEMS Microbiol. Lett., Amsterdam,
v.217,n.1, v. 19, p.65-69, Nov, 2002.

80.SAKAMOTO, M. et al. Changes in oral microbial profiles after
periodontal treatment as determined by molecular analysis of 16S
rRNA genes. J. Med. Microbiol., Edinburgh, v. 53, n.6, p.563-571,
June 2004.

81.SAVITT, E. D.; KEVILLE, M. W.; PEROS, W. J. DNA probes in the
diagnosis of periodontal microorganisms. Arch. Oral Biol., Oxford,
v.35, Suppl., p.153S-159S, 1990.

82.SINCLAIR, P. M. et al. Changes in gingiva and gingival flora with
bonding and banding. Angle Orthod., Appleton, v.57, n.4, p.271-
278, Oct. 1987.

83.SMITH, N. H. et al. Networks and groups within the genus
Neisseria: analysis of argF, recA, rho, and 16S rRNA sequences
from human Neisseria species. Mol. Biol. Evol., Chicago, v.16, n.6,
p.773-783, June 1999.

84.SOCRANSKY, S. S. et al. "Checkerboard" DNA-DNA hybridization.
Biotechniques, Natick, v.17, n.4, p.788-792, Oct. 1994.

89



85.SOCRANSKY, S. S. et al. Microbial complexes in subgingival
plaque. J. Clin. Periodontol., Copenhagen v.25, n.2, p.134-144,
Feb. 1998.

86.SPEER, C. et al. Investigations on the influencing of the subgingival
microflora in chronic periodontitis. A study in adult patients during
fixed appliance therapy. J. Orofac. Orthop., Minchen, v.65, n.1,
p.34-47, Jan. 2004.

87.SUKONTAPATIPARK, W. et al. Bacterial colonization associated
with fixed orthodontic appliances. A scanning electron microscopy
study. Eur. J. Orthod., London, v.23, n.5, p.475-484, Oct. 2001.

88.TANNER, A. et al. The impact of 16S ribosomal RNA-based
phylogeny on the taxonomy of oral bacteria. Periodontol. 2000,
Copenhagen, v.5, p.26-51, June 1994.

89.TANNER, A. C. et al. Rapid chair-side DNA probe assay of
Bacteroides forsythus and Porphyromonas gingivalis. J.
Periodontal Res., Copenhagen, v.33, n.2, p.105-117, Feb. 1998.

90.TSAI, C. Y. et al. A rapid DNA probe test compared to culture
methods for identification of subgingival plaque bacteria. J. Clin.
Periodontol., Copenhagen, v.30, n.1, p.57-62, Jan. 2003.

91.VAN STEENBERGEN, T. J. et al. Discrepancy between culture and
DNA probe analysis for the detection of periodontal bacteria. J.
Clin. Periodontol., Copenhagen, v.23, n.10, p.955-959, Oct, 1996.

92.WILSON, K. H.; BLITCHINGTON, R. B.; GREENE, R. C.
Amplification of bacterial 16S ribosomal DNA with polymerase chain
reaction. J. Clin. Microbiol., Washington, v.28, n.9, p.1942-1946,
Sept. 1990.

93.YANG, E. Y. et al. Periodontal pathogen detection in gingiva/tooth
and tongue flora samples from 18- to 48-month-old children and
periodontal status of their mothers. Oral Microbiol. Immunol.,
Copenhagen, v.17, n.1, p.55-59, Feb. 2002.

94.ZACHRISSON, B. U. Cause and prevention of injuries to teeth and
supporting structures during orthodontic treatment. Am. J.
Orthod.,St. Louis, v.69, n.3, p.285-300, Mar. 1976.

95.ZACHRISSON, S.; ZACHRISSON, B. U. Gingival condition

associated with orthodontic treatment. Angle Orthod., Appleton,
v.42, n.1, p.26-34, Jan. 1972.

90



96.ZAMBON, J. J. Periodontal diseases: microbial factors. Ann.
Periodontol., Chicago, v.1, n.1, p.879-925. Nov. 1996.

97.ZAMBON, J. J.; HARASZTHY, V. I. The laboratory diagnosis of

periodontal infections. Periodontol. 2000, Copenhagen, v.7, p.69-
82. Feb. 1995.

91



APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumento particular declaro, para os devidos fins éticos e legais,que

eu brasileiro,
nascido em / / , portador do RG n°
residente a
, na
cidade de Estado de , ha

qualidade de

brasileiro, nascido em / / , portador do RG

ne residente a

na cidade de

Estado de , concordo na sua participacdo voluntéria na pesquisa:
“Avaliacdo clinica e microbioldgica periodontal de pacientes sob terapia
ortoddntica com aparelhos fixos e removiveis” e declaro que tomei ciéncia
e que fui esclarecido de maneira a ndo restarem duavidas sobre a sua

participacéo no estudo, de acordo com os termos abaixo relacionados:

1- Fui esclarecido que a referida pesquisa tem como objetivo analisar as
condicbes clinicas periodontais e a presenca de bactérias
periodontopatogénicas em diferentes nichos de sua boca. Para tanto,
ele/ela sera submetido a exame clinico e sera feita a coleta de placa
bacteriana em alguns dentes, na saliva, no dorso da lingua e no aparelho
ortodontico que ele/ela utiliza. Ele/ela ndo receber4d nenhuma forma de
tratamento odontolégico como parte do estudo. Caso necessite de
tratamento periodontal o seu nome sera colocado em uma lista de espera
da Disciplina de Periodontia. Ele/ela receberd ainda, na data do exame
instrucdes de higiene oral e orientacdes relativas ao problema periodontal
guando existente. Se forem detectadas outras alteracées bucais em dentes
ou mucosas sera feito o encaminhamento para a realizacdo do tratamento

necessario.

Telefones para contato: 92
Comité de Etica em Pesquisa / FOAr — UNESP: (16) 2016432

Rodrigo Régo: (16) 2016369

Prof. Dr. Joni Cirelli: (16) 2016375



APENDICE A

Fui esclarecido que a realizacdo da pesquisa nao implica em riscos para 0S
participantes e apresenta como beneficios a deteccdo de alteracdes
periodontais existentes, orientacbes relativas a estas e instrucbes de
higiene oral quando necessarias.

Estou ciente de que serei esclarecido durante todo o decorrer da pesquisa
sobre quaisquer duvidas relacionadas a esta e que possuo plena liberdade
para desistir da referida pesquisa, retirando o0 meu consentimento a
qualguer momento, sem sofrer nenhuma penalizagao.

Estou ciente que os dados e resultados obtidos na pesquisa seréo utilizados
para fins didaticos e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou
estrangeiras; porém ser4 garantido o sigilo de minha identidade,
assegurando a minha privacidade.

Estou ciente que a participacdo na pesquisa nao acarretarda em nenhum
gasto da minha parte, a ndo ser os provenientes de despesas de transporte
até a Faculdade e desta para minha residéncia. Nado havendo o
ressarcimento destas.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos, dato

e assino esse termo de consentimento, por estar de pleno acordo com o teor

do mesmo.
Araraguara, de de
Assinatura do paciente Assinatura do responsavel
Rodrigo Otavio Cité César Régo
Pesquisador Responsavel
Telefones para contato: 93

Comité de Etica em Pesquisa / FOAr — UNESP: (16) 2016432
Rodrigo Régo: (16) 2016369
Prof. Dr. Joni Cirelli: (16) 2016375
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APENDICE B
CALIBRACAO
Oito pacientes com idades entre 7 e 16 anos, quatro com
aparelho ortodontico fixo e quatro sem, foram escolhidos aleatoriamente.
Foram submetidos a dois exames clinicos, em intervalo de um dia, sendo
analisados a profundidade de sondagem e o nivel de insercéo clinico. No
total, 147 dentes e 882 sitios foram avaliados. As concordancias entre 0s

dois exames estdo dispostas na Tabela 11.

TABELA 11 - Valores porcentuais de concordancia de profundidade de
sondagem (PS) e de nivel de insercao clinico (NIC) entre

os dois exames

PARAMETRO CLINICO EXATO +1 mm
PS 91% 98%
NIC 98% 100%
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APENDICE C

SOLUCOES UTILIZADAS NESTE ESTUDO

» Solucao de Ringer
- NaCl ------------- 8,6 g/L

- CaCl, .2H,0 ---- 0,33 g/L

> Solucéo de Desnaturacéo”
- 0,5 N NaOH
- 1,5 N NaCl

> Solucdo de Neutralizaco”
-1 M Tris-HCI, pH 8,0
-1,5 M NacCl

» Tampéao SSC (20X)
- 3 M NacCl
- 300 mM Citrato de Sodio
pH 7,5

> Solucéo Pré- Hibridizante"
- 5X SSC [1:3 (v/v) agua deionizada/SSC 20X]
-0,1% N - lauroilsarcosina
- 0,02% SDS
- 1% (m/v) reagente blogueador*

> Solucéo salina de alta concentracdo”
- 2X SSC [1:9 (v/v) agua deionizada/SSC 20X]
- 0,1% SDS

> Solucéo salina de baixa concentragéo”
- 0,5 X SSC [1:39 (v/v) agua deionizada/SSC 20X]
- 0,1% SDS

> Tampdo Genius 1 '
- 150 mM NacCl
- 100 mM Tris-HCI, pH 7,5

' The Genius System User Guide for Filter Hybridization. Boehringer-Mannheim —
Indianapolis, IN - EUA.

* Blocking Reagent for Nucleic Acid Hybridization - Roche Diagnostics Corporation.
Indianapolis, IN - EUA.
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> Tamp&o Genius 2 '
- 2 % (m/v) reagente bloqueador* / Tamp&o Genius 1

> Tamp&o Genius 3 "
- 100 mM NacCl
- 100 mM Tris-HCI, pH 9,5
- 50 mM MgCl,

» Solucéo de anticorpos
- 1:5000 (v/v) Anti-digoxigenina-fosfatase alcalina® / Tampéao
Genius 2

> Solucéo corante”

- 45 uL - Solucéo de NBT [75 mg/ml de sal de NBT* (nitroblue
tetrazolium) em 70% (v/v) de dimetilformamido]

- 35 uL - 5-bromo- 4-cloro-3-indoil-fosfato® (X-fosfato)

- 10 mL - Tampéo Genius 3

" The Genius System User Guide for Filter Hybridization. Boehringer-Mannheim -
Indianapolis, IN - EUA.

* Blocking Reagent for Nucleic Acid Hybridization - Roche Diagnostics Corporation.
Indianapolis, IN - EUA.

'Anti-Digoxigenin-AP - Roche Diagnostics Corporation. Indianapolis, IN - EUA.

* Boehringer-Mannheim - Indianapolis, IN - EUA.

* Sigma Aldrich. St. Louis, MO - EUA

97



APENDICE D

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA

» As amostras foram homogeneizadas em um agitador de tubos, a
maxima velocidade, por um minuto.

» 200 pl de cada amostra foram transferidas para um novo tubo e
entdo centrifugadas (10 min/14.000 rpm).

» O sobrenadante foi removido e adicionou-se 200 pL da matriz
InstaGene™", seguido por incubac&o a 56-C por 30 min.

» ApOs agitacdo por dez segundos, os tubos foram colocados sob
temperatura de 100-C por oito minutos.

» Finalmente, apo0s agitacdo por dez segundos, os tubos foram
centrifugados (3 min/14.000 rpm), obtendo-se um sobrenadante

contendo o DNA extraido.

¥ Bio-Rad Laboratories. Hercules, CA - EUA
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APENDICE E
PROTOCOLO PARA AMPLIFICACAO DE DNA ATRAVES DA

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A PCR foi realizada com a utilizacdo de primers® especificos
para a amplificacdo da 16S rDNA descritos por Wilson et al.®%:
e POMOD 5-AGAGTTTGATCA/CTGG-3'
e PC3MOD 5-GGACTAC/TAGGGTATCTAAT-3'
Para os procedimentos de hibridizagdo com sondas de DNA
e de clonagem, foram utilizados volumes finais de 50 puL e 100 uL
respectivamente. Para o volume final de 50 pL, foi utilizado 20 uL da
solucdo com o DNA extraido (Apéndice D), Tampdo para PCR com
MgCL’, 0,2 uM de dNTP Mix’, 1,25 U de Taq polimerase’ e volume
correspondente a 100 ng de cada primer®. Valores correspondentes foram
utlizados para o volume final de 100 puL.
A amplificacéo® foi realizada com um ciclo inicial a 94°C por
5 min, seguido de 30 ciclos a 96°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por 30

S, com extenséo final a 72°C por 10 minutos.

¢ Invitrogen Life Technologies. Carlsbad, CA - EUA
® Promega Co. Madison, WI - EUA

°GeneAmp PCR System 9600, Perkin-Elmer. Norwalk, CT - EUA
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Os produtos amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio (30ug/L) . Os
primers utilizados amplificam a regido de 789 pares de bases (Figura

5).

123456 7 8 9101112

FIGURA 5 — Linha 1: Marcador de peso molecular® (1kb); Linhas 2-10:
amostras amplificadas; Linha 11: Controle Positivo (A.
actinomycetemcomitans ATCC 700685); Linha 12: Controle
negativo: agua®

¢ Fermentas Inc. - Hanover, MD - EUA
P PCR Water - MoBio Laboratories, Inc. Carlsbad, CA - EUA
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APENDICE F
MARCAQAO DAS SONDAS DE DNA
As sondas de DNA foram marcadas com digoxigenina
através da enzima Terminal Transferase* utilizando-se a solugédo
recomendada pelo fabricante:

TABELA 12 - Solucéo utilizada para marcacao das sondas de DNA

REAGENTE VOLUME
5X Tampéo de reagéo 4 uL
CoCl, 4 pL
Digoxigenina-dUTP 2uL
Oligonucleotideos variavel (300 pmol)
dATP 1pL
Terminal Transferase 1pul
Agua até 20 pL
TOTAL 20 pL

A solugéo final foi incubada a 37°C por 15 minutos e
imediatamente ap6s colocada em gelo. Foi diluida em 20 mL de solucéo
pré-hibridizante (Apéndice C) e conservada sob -20°C até a sua

utilizagéo.

* DIG Oligonucleotide 3'-End Labeling Kit, 2" Generation - Roche Diagnostics
Corporation. Indianapolis, IN - EUA.
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APENDICE G

PROTOCOLO PARA DETECCAO COLORIMETRICA DE MEMBRANAS

HIBRIDIZADAS COM SONDAS DE DNA'

ApoOs hibridizagdo com as sondas de DNA, as membranas

devem ser banhadas seguidamente em diferentes solu¢des (Apéndice C):

>

>

vV Vv YV V VY V V¥V

Solucéo salina de alta concentracdo, duas vezes por 5 minutos;
Solucéo salina de baixa concentragao, duas vezes por 15 minutos,
a 45°C;

Tampao Genius 1 por 1 minuto;

Tampao Genius 2 por 30 minutos;

Solucéo de anticorpos por 30 minutos;

Tampao Genius 1, duas vezes por 15 minutos;

Tampao Genius 3 por 2 minutos;

Solucéo corante, por 12 h, em recipiente fechado e opaco;

Tampao Genius 1 por 5 minutos.

' Adaptado de The Genius System User Guide for Filter Hybridization. Boehringer-
Mannheim - Indianapolis, IN - EUA.
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APENDICE H
PROTOCOLO UTILIZADO PARA CLONAGEM DA 16S rDNA
A clonagem da 16S rDNA foi realizada por meio do TA
Cloning® Kit® segundo as recomendacdes do fabricante. Os produtos da
da PCR foram purificados’ e utilizados na Reac&o de Ligacéo (Tabela 13):

TABELA 13 - Reagentes e volumes da Reac¢do de Ligacao

REAGENTES VOLUME
produto da PCR ~10ng
10X Tampao de Ligacéo 1uL
pCR®2.1 vector (25 ng/pl) 2 ul
Agua estéril até o volume de 9 pL
T4 DNA Ligase 1uL
VOLUME FINAL 10 pL

» esta solucao foi incubada a 14°C por 12 horas;

» apos uma rapida centrifugacéo, esta solucéo foi colocada em gelo;

> tubos contendo células competentes One Shot® foram
descongelados em gelo, e 1 uL da Reacdo de Ligacédo foi

adicionado, seguido de incubacdo em gelo por 30 minutos;

2 Invitrogen Life Technologies. Carlsbad, CA - EUA
% High Pure PCR Product Purification Kit - Roche Diagnostics Corporation. Indianapolis,
IN - EUA.
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» foram submetidos a um choque térmico por exatamente 30
segundos a 42°C e colocados novamente em gelo;

» 250 puL de meio SOC foram adicionados aos tubos e entdo
incubados a 37°C por 1 hora;

» 50 pL dessa solucao final foram semeados em placas de meio
Luria-Bertani® contendo 50 ug/mL de ampicilina“ e X-Gal*;

» as placas foram incubadas por pelo menos 18 h e colocadas a 4°C
por 2 a 3 h para permitir o desenvolvimento de cor;

» colénias brancas foram escolhidas aleatoriamente para o

sequenciamento (Figura 6).

FIGURA 6 - Clones (colonias brancas) e colonias de E. coli sem produtos

de PCR ligados aos plasmideos (azuis)

* Sigma Aldrich. St. Louis, MO - EUA
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APENDICE J

DADOS ESTATISTICOS ABSOLUTOS

TABELA 14 - Teste estatistico empregado e valores absolutos obtidos
para andlise estatistica dos dados clinicos dos grupos FIX

(B e BK) e C-FIX

PARAMETRO TESTE ESTATISTICO VALOR DE p
CLINICO
IP t - ndo pareado 0,0197
IG t - ndo pareado <0,0001
IP/1°° MP Mann - Whitney 0,0022
IG / 1°° MP t - ndo pareado < 0,0001
PS/1%°MP t - ndo pareado < 0,0001

ns — n&o significante

TABELA 15 - Teste estatistico empregado e valores absolutos obtidos

para andlise estatistica dos dados clinicos dos grupos REM

(G e NG) e C-REM

PARAMETRO TESTE ESTATISTICO VALOR DE p
CLINICO
IP t - ndo pareado < 0,0001
IG t - ndo pareado 0,0053
IP/1°° MSP Mann - Whitney 0,0003
IG / 1°° MSP Mann - Whitney ns
PS/1°° MSP Mann - Whitney ns
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TABELA 16 - Teste estatistico empregado e valores absolutos obtidos
para analise estatistica dos valores da maior e da
profundidade de sondagem média entre os Grupos FIX (B e

BK) e C-FIX e REM (G e NG) e C-REM

TESTE ESTATISTICO VALOR DE p

SITIOS COLETADOS Mann - Whitney ns
(MAIOR PS) B x BK

SITIOS COLETADOS t - ndo pareado ns
(PS MEDIA) B x BK

SITIOS COLETADOS Mann - Whitney 0,0014
(MAIOR PS) FIX x C-FIX

SITIOS COLETADOS Mann - Whitney 0,0071
(PS MEDIA) FIX x C-FIX

SITIOS COLETADOS Mann - Whitney ns
(MAIOR PS) G x NG

SI'TIOS,COLETADOS t - ndo pareado ns
(PS MEDIA) G x NG

SITIOS COLETADOS Mann - Whitney ns
(PS MEDIA) REM x C-REM

SITIOS COLETADOS Mann - Whitney ns
(MAIOR PS) REM x C-REM
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TABELA 17 - Valores absolutos obtidos com o uso do Teste do
Quiquadrado para a andlise estatistica das prevaléncias

bacterianas nos Grupos FIX (B e BK) e C-FIX

BACTERIAS B x BK FIX x C-FIX

VALOR DE p VALOR DE p

A. actinomycetemcomitans ns 0,0003
C. rectus ns 0,0023
Capnocytophaga sp. ns 0,0007
E. corrodens ns 0,0201
Espiroquetas ns < 0,0001
F. nucleatum ns 0,0002
F. vincentii ns < 0,0001
M. micros ns 0,0007
Neisseriaceae ns ns
P. gingivalis ns 0,001
P. intermedia ns 0,0195
T. forsythensis ns 0,0012
Treponema sp. ns 0,0001
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TABELA 18 - Valores absolutos obtidos com o uso do Teste Exato de

Fisher para

bacterianas nos Grupos REM (G e NG) e C-REM

a andlise estatistica das prevaléncias

BACTERIAS G x NG REM x C-REM
VALOR DE p VALOR DE p
A. actinomycetemcomitans ns 0,0005
C. rectus ns 0,0437
Capnocytophaga sp. ns ns
E. corrodens ns 0,0153
Espiroquetas ns 0,0176
F. nucleatum ns ns
F. vincentii ns ns
M. micros ns ns
Neisseriaceae 0,0437 0,0184
P. gingivalis ns ns
P. intermedia ns ns
T. forsythensis ns ns
Treponema sp. ns ns
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REGO, R. O. C. C. Avaliac&o clinica e microbioldgica periodontal de
criancas e adolescentes sob terapia ortodontica com aparelhos fixos
ou removiveis. Araraquara, 2004. 118 p. Tese (Doutorado em
Periodontia) — Faculdade de Odontologia de Araraquara,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros clinicos e
microbioldgicos periodontais de criangcas e adolescentes sob terapia
ortodéntica com aparelho fixo ou removiveis. Trinta individuos (14,5+1,7
anos - Grupo FIX) que utilizavam aparelhos fixos e 18 que utilizavam
aparelho extra bucal removivel ou placa de Hawley ha pelo menos 6
meses (9,6 + 1,5 anos - Grupo REM) foram comparados a dois grupos
controle, constituidos por individuos da mesma idade (14,2 + 1,7 anos -
Grupo C-FIX e 9,3 + 1,9 anos - Grupo C-REM) que nao utlizavam esses
dispositivos. Foi analisada a presenca de placa bacteriana visivel (IP),
sangramento gengival (1G), profundidade de sondagem (PS) e perda de
insercdo clinica (PIC). Amostras de placa bacteriana subgengival foram
coletadas e analisadas por meio de sondas de oligonucleotideos para A.
actinomycetemcomitans (Aa), C. rectus, Capnocytophaga sp. E.
corrodens, F. nucleatum, F. vincentii, M. micros, Neisseriaceae., P.
gingivalis, P. intermedia, espiroquetas, T. forsythensis e Treponema sp.
Diferencas significantes (p<0,05) foram observadas entre os grupos FIX e

C-FIX quanto aos parametros IP (66,8% e 47,7%), IG (43% e 15,6%), e



para as prevaléncias de todas as bactérias avaliadas, exceto as da familia
Neisseriaceae. Entre dentes bandados e seus analogos no grupo controle
foram encontradas diferencas significantes para os parametros PV (80,3%
e 58,8%), SM (64,3% e 20,6%) e PS (29 mm e 25 mm),
respectivamente. Entre os grupos REM e C-REM, essas diferencas
também foram observadas para IP (58,7% e 14,3%) e IG (19,8% e 8,8%)
e para as prevaléncias de Aa, C. rectus, E. corrodens, Neisseriaceae e
espiroquetas. Entre os dentes retentores de grampo e seus analogos no
grupo controle verificou-se diferencas significantes para IP (77,8% e
31,3%). Nao foi verificado aumento da PS associado a PIC. Também foi
avaliada a diversidade bacteriana subgengival de dentes bandados e de
dentes utilizados para reter grampos por meio de clonagem da 16S rDNA
a partir de amostras clinicas. Isso possibilitou a identificacdo de espécies
e grupos bacterianos nao cultivados e pouco conhecidos. A utilizacdo de
aparelhos ortodonticos esta associada ao maior acumulo de placa
bacteriana, de inflamacdo gengival, da profundidade de sondagem e a
uma maior prevaléncia de patdégenos relacionados as doencas
periodontais.

Palavras-chave: Gengivite; Aparelhos ortodonticos; Crianca; Adolescente;

Dente — Microbiologia; Sondas DNA; Clonagem molecular.

116



Clinical and microbiological evaluation of children and adolescents
under orthodontic therapy with fixed or removable appliances.
ABSTRACT

The purpose of this study was to compare clinical and microbiological
parameters in children and adolescents with and without fixed or
removable orthodontic appliances. Thirty subjects (mean age 14.5+1.7
years) treated with fixed appliances and 18 treated with removable
appliances for at least 6 months were selected as test groups, FIX and
REM, respectively. The control groups were comprised of 30 subjects
(mean age 14.2+1.7 years - Group C-FIX) and 18 subjects (mean age
9.3+1.9 years - Group C-REM) that did not receive orthodontic treatment.
Clinical evaluations were made for plaque index (PI), gingival index (Gl),
probing depth (PD) and clinical attachment loss (CAL). Subgingival plaque
samples were collected from the patients and analyzed by oligonucleotide
probes for the presence of A. actinomycetemcomitans (Aa), C. rectus,
Capnocytophaga sp. E. corrodens, F. nucleatum, F. vincentii, M. micros,
Neisseriaceae., P. gingivalis, P. intermedia, spirochetes, T. forsythensis
and Treponema sp. Additionally, two subgingival dental plaque samples
from one subject of each test group were further analyzed by cloning and
sequencing the amplified 16S rDNA. Significant differences were noted
between FIX and C-FIX for Pl (66.8% versus 47.7%), Gl (43.8% versus
15.6%) and between the banded teeth in the FIX group and the analogous

teeth in the C-FIX group for Pl (80.3% versus 58.8%), Gl (64.3% versus



20.6%) and PD (2.9 mm versus 2.5 mm). Significant differences were
noted between FIX and C-FIX for all targeted bacteria but Neisseriaceae.
Results: Significant differences were also noted between REM and C-REM
for PI (58.7% versus 14.3%) and GI (19.8% versus 8.8%) and between the
clasped teeth in the test group and the analogous teeth in the control
group for Pl (77.8% versus 31.3%). Significant differences were noted
between the REM and C-REM for Aa, C. rectus, E. corrodens,
Neisseriaceae, and spirochetes. CAL associated with PD was not detected
in any patient. Cloning and sequencing the 16S rDNA was able to identify
a number of uncultivable and DNA probe-undetectable species.
Orthodontic appliances are associated with increased plaque
accumulation, gingival inflammation, probing depth and prevalence of
periodontal diseases related pathogens.

Key words: Gingivitis; Orthodontic appliances; Child; Adolescent; Tooth —

microbiology; DNA Probes; Molecular cloning.
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