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RESUMO

Introducéo: Aparelhos ortodénticos fixos podem promover o aumento do acumulo
de placa bacteriana, modificando a composi¢cdo da microbiota subgengival e levar a
uma condicdo de inflamacdo gengival e, posteriomente, a destruicdo dos tecidos
periodontais de suporte. Objetivo: Avaliar e comparar a condicéo clinica periodontal
e a composi¢cdo microbiolégica da placa subgengival de pacientes adolescentes
apos o tratamento ortodéntico. Materiais e Métodos: Vinte e trés adolescentes com
idades entre 10 e 19 anos, em fase de finalizacdo ortodéntica foram selecionados
por amostragem nao-probabilistica por conveniéncia. Amostras da placa subgengival
foram coletadas de seis dentes-indice (16, 11, 26, 36, 31 e 46) para andlise
microbiologica pela técnica Checkerboard DNA-DNA hybridization e parametros
clinicos periodontais (indice de placa visivel, indice de sangramento gengival
marginal, indice de profundidade & sondagem e Sangramento & sondagem) foram
avaliados no dia da remocé&o do aparelho fixo metalico (T1) e seis meses apos (T2).
Resultados: Houve reducdo estatisticamente significante dos indices clinicos
periodontais seis meses apos a remocdo do aparelho fixo ortodbntico. Em T2,
ocorreu um aumento estatisticamente significante (p<0,05) nas médias de contagem
e proporcdes das bactérias C. showae, F. periodonticum, S. sanguinis, S. gordonii,
C. gingivalis, A. odontolyticus I, A. naeslundii I, e reducdo dos microrganismos F.
nucleatum (sp. vincentii), E. saburreum, S. anginosus e P. melaninogenica (p<0,05),
com maior frequéncia de bactérias do complexo laranja (T1: 28,28%; T2: 27,88%).
Concluséo: Os aparelhos fixos ortoddnticos modificam a saude clinica periodontal,
alterando parametros clinicos que tendem a retornar a valores considerados normais
apo0s sua remocao, assim como a concentracdo de bactérias periodontopatogénicas

presentes na placa subgengival.

Palavras-chave’: Ortodontia. indice periodontal. Mirobiota.
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ABSTRACT

Introduction: Plaque retention around orthodontic brackets may change subgingival
microbiota composition and lead to gingival inflammation and, subsequently, to
destruction of supporting periodontal tissues. Objective: To evaluate and compare
the periodontal health and subgingival microbial plaque composition after orthodontic
treatment. Materials and Methods: 23 participants aged between 10 and 19 years
who had finished orthodontic treatment were selected by means of a non-
probabilistic sampling for convenience method. Subgingival plaque samples were
obtained from six index teeth (16, 11, 26, 36, 31 and 46) upon orthodontic brackets
removal (T1) and after 6 months (T2), and analyzed by the Checkerboard DNA-DNA
hybridization technique; in addition, the participants were submitted to clinical
examination in terms of visible plague index, gingival bleeding index, probing depth
and bleeding on probing. Results: A significant reduction of periodontal clinical
parameters was observed six months after brackets removal. Also at T2, a significant
increase of mean counts and proportions of the bacteria C. showae, F.
periodonticum, S. sanguinis, S. gordonii, C. gingivalis, A. odontolyticus 1, A.
naeslundii | was observed (p<.05), as well as a significant reduction of F. nucleatum
(sp. vincentii), E. saburreum, S. anginosus e P. melaninogenica (p<.05), with higher
frequency for bacteria from the orange complex (T1: 28.28%; T2: 27.88%).
Conclusion: Periodontal health is negatively influenced by the use of fixed
orthodontic appliances; however, clinical parameters tend to return to normal values
after brackets removal as well as the concentration of periodontopathogenic bacteria

present in subgingival plaque.

Keywords?: Orthodontics. Periodontal index. Microbiota.
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1 INTRODUCAO

Além dos beneficios obtidos, como o alinhamento dos dentes e melhor
relacionamento entre os maxilares, o uso de aparelhos ortodonticos apresenta riscos
e complicagbes associados, assim como qualquer modalidade de tratamento
(PREOTEASA; IONESCU, PROTEASA, 2012). Sabe-se que os aparelhos
ortodénticos sdo compostos por varios acessoOrios que apresentam superficies
irregulares que funcionam como areas de retencdo, promovendo aumento no
acumulo de biofilme microbiano e elevando a concentracdo de microrganismos
(ANDRUCIOLI et al., 2012; JURELA et al., 2013). Além disso, limitam a limpeza
mecanica ocasionada pela saliva e pela movimentacdo da musculatura

(FALTERMEIER et al., 2007; JURELA et al., 2013).

Conhecer a microbiota que coloniza os aparelhos ortoddnticos € importante para o
planejamento de estratégias e implementacdo de medidas preventivas especificas
durante o tratamento (ANDRUCIOLI et al., 2012). As técnicas de biologia molecular
permitem a deteccdo de microrganismos nutricionalmente exigentes e de dificil
cultivo, tornando possivel a identificacdo de espécies bacterianas de maneira mais
confiavel. Dentre essas, encontra-se a técnica Checkerboard DNA-DNA
hybridization, preconizada por Socransky et al. (1994), e empregada inicialmente na
Ortodontia no estudo de Anhoury et al. (2002) para avaliar a contaminacao

microbiana de braquetes metélicos e ceramicos.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar e comparar a condicdo clinica
periodontal e a composicado microbiolégica subgengival em pacientes adolescentes
no momento da remocao do aparelho e seis meses apos a conclusédo do tratamento

ortodontico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do tratamento ortoddntico na condi¢éo periodontal periodontal e

na microbiota subgengival em pacientes adolescentes.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar e comparar os parametros clinicos periodontais através do indice de placa
visivel, do Indice de sangramento gengival marginal, do indice de profundidade a
sondagem e do indice de sangramento & sondagem em dois momentos: T1)
momento da remocdo do aparelho ortodéntico fixo; T2) seis meses apds o término

do tratamento;

B) Determinar e comparar 0s complexos microbianos presentes no biofilme
subgengival nos momentos T1 e T2, utilizando a técnica Checkerboard DNA-DNA

hybridization.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ETIOLOGIA DA DOENCA PERIODONTAL

A placa dentaria pode ser definida como uma pelicula ndo calcificada, aderida
firmemente as superficies dentais, resistindo a presenca do fluxo salivar. O termo
biofilme é utilizado para caracterizar uma comunidade microbiana encapsulada em
polimero que se acumula em uma superficie (WILSON, 2001). O biofilme dental é o
fator etiologico mais importante no surgimento das doencas periodontais

(OPPERMAN; ROSING, 2001).

Diversos microrganismos colonizam o ambiente periodontal, sendo as bactérias a
principal causa de doencas infecciosas e a placa bacteriana o principal fator
etiolégico no desenvolvimento de inflamacao gengival e periodontite (GHIJSELINGS
et al; 2014). Nao é somente a quantidade deles que determina as modificacdes que
ocorrem na passagem da saude para a periodontite, mas a atividade sinérgica que
ocorre com a combinacdo das atividades metabdlicas das espécies implantadas.
Mais de 500 espécies bacterianas ja foram identificadas usando técnicas de cultivo e
de biologia molecular. A maioria parece ser comensal e apenas um pequeno nimero
compreende patdégenos oportunistas. As doencas periodontais destrutivas sao
causadas por algumas espécies microbianas diferentes e podem ocorrer em varios
sitios e em intervalos irregulares. Muitos progressos tém sido feito nos estudos sobre
etiologia das doencas periodontais. Um fato a ser considerado refere-se a
diversidade microbiana existente no biofilme subgengival. As doencas periodontais
estdo associadas com alteracdes na densidade e na composicdo dessa biomassa

(TREVIZANI FILHO; SANI NETO, 2002).
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Atualmente, a etiologia da doenca periodontal estd baseada na hipotese dos
Complexos Microbianos de Socransky (SOCRANSKY et al., 1998). Neste sentido,
foram descritos seis complexos microbianos que se instalam sequencialmente na

placa subgengival (figura 01) (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

Figura 01 - Representacdo esquematica dos seis complexos microbianos
encontrados em placas subgengivais (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY;

HAFFAJEE, 2005).

Complexo Azul: Actinomyces spp.
Complexo Roxo: Veiionella parvula e Actinomyces odontolytic us
Complexo verde; Eikenslla corrodens, Capnocytophsgs ochrsces, Cspnocyiophsgs  sputigens,

Capnocytophagsa gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a
Streptococcus mitis, 5. oralis, 5. sanguinis, S.gordoni e S infermedius.

Complexs laranja: Streptococcus consteliatus, Campylobacter rectus, C. showss, C. gracilis, Prevotells
intermediz, F nigrescens, Farvimonas micra, Fusobacterium nuclestum  (sp.
nuclestum), F nucleatum (sp. vincenti), F nucleastum (sp. polymorphum), F
perodonticum, Eubacterium nodatum

Complexo vermetho: Forphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola.

As espécies bacterianas que constituem os complexos Amarelo, Verde, Roxo,
juntamente com as bactérias do grupo Actinomyces (complexo Azul) tém a

capacidade de se aderirem a superficie dental, colonizando-a inicialmente,
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constituindo a base da piramide do biofilme. As espécies de Streptococcus
constituem 47% a 82% dos colonizadores pioneiros. Esses complexos basais
fornecem receptores e criam condi¢des ecoldgicas para a implantacdo das bactérias
do complexo laranja (Streptococcus constellatus, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Campylobacter gracilis, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum e Fusobacterium
periodonticum), implicadas com a patogénese das doencas periodontais. O
complexo laranja precede e cria condicbes para a implantacdo do complexo
vermelho (apice da piramide); este Ultimo grupo €é formado pelas espécies
Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola,
reconhecidas como agentes etioldgicos da periodontite crénica e relacionados com o
aumento de profundidade de bolsa e com a presenca de sangramento a sondagem
(TREVIZANI FILHO; SANI NETO, 2002). Os microrganismos dos complexos laranja
e vermelho estdo envolvidos no desenvolvimento da doenga periodontal
(SOCRANSKY et al., 1998; HAFFAJEE et al., 2009) e s&o diretamente associados
com a inflamacao gengival, comumente observada durante o tratamento ortodéntico

(SALLUM et al., 2004).

A doenca periodontal resulta de uma complexa interacdo entre o biofilme
subgengival e eventos imunoinflamatérios do hospedeiro que se desenvolvem nos
tecidos gengivais e periodontais, em resposta ao desafio apresentado pelas
bactérias. E geralmente aceito que a gengivite antecede a periodontite, mas € claro
gue nem todos os casos ha evolucdo da gengivite para a periodontite. Na gengivite,
a lesdo inflamatéria se limita a gengiva, mas na periodontite, 0S processos
inflamatorios estendem-se, afetando o ligamento periodontal e o osso alveolar. O

7

resultado final dessas alteracdes inflamatérias € o rompimento das fibras do



19

ligamento periodontal, resultando em perda clinica de inser¢ao, juntamente com a

reabsorgéo do osso alveolar (PRESHAW; TAYLOR, 2011).

O aumento no numero de bactérias e estabelecimento de possiveis interacdes entre
as espécies envolvidas na patogénese das doencas periodontais gera consequente
aumento da viruléncia desses microrganismos (GENCO; BORGNAKKE, 2013;
NISHIYAMA, 2013). Entre os periodontopatégenos, incluem-se microrganismos
especificos, com potenciais fatores de viruléncia associados a aderéncia, presenca
de capsula, producdo de proteases, inibicdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, destruicdo dos tecidos gengivais e reabsorcdo Ossea alveolar, além
disso, formam complexos polimicrobianos mais resistentes a acdo de drogas e a
resposta imunolégica (PASTER et al., 2001; ARMITAGE; ROBERTSON, 2009;
NISHIYAMA, 2013). A saude dos tecidos periodontais depende do equilibrio entre a
viruléncia dos microrganismos do biofilme subgengival e dos mecanismos de defesa

do hospedeiro. Quando ocorrer desequilibrio, a doenca pode se instalar.

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Actinomyces
actinomycetemcomitans, Tanerella forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum, Dialister pneumosistes, Parvimonas micra, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens, Capnocytophaga sputigena sdo as bactérias que mais se
destacam na patogénese das doencas periodontais (AMAR; LEEMAN, 2013;

NISHIYAMA, 2013).

O desenvolvimento da gengivite estd associado a alteracbes microbiolégicas da
placa dental, e ndo é simplesmente devido ao acumulo de placa. A microbiota
subgengival da gengivite induzida por placa difere da encontrada na saude e na

periodontite cronica. Consistem em propor¢des praticamente iguais de espécies
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Gram-positivas (56%) e Gram-negativas (44%), bem como microrganismos

facultativos (59%) e anaerdbios (41%) (SLOTS, 1979).

As espécies gram-positivas predominantes incluem Streptococcus spp. (S.
sanguinis, S, mitis, S. intermedius, S. oralis e S. anginosus), Actinomyces spp. (A.
viscosus, A. naeslundii), Eubacterium nodatum e Parvimonas micra. Os
microrganismos Gram-negativos sdo predominantemente: Capnocytophaga spp.,
Fusobacterium spp., Prevotella spp., Campylobacter gracilis, Campylobacter
concisus, Veilonella parvula, Haemophilus spp. e Eikenella corrodens. Os dois
grupos sdo comumente associados a gengivite. No entanto, as espécies Gram-
negativas P. gingivalis, T. forsythia, P. intermedia, C. rectus, Treponema spp., €
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (sorotipo a) sdo comumente encontradas
nas periodontites, mas também associadas a gengivite em menor nimero (SLOTS,

1979; MOORE; MOORE, 1994).

Na periodontite crénica, as bactérias mais frequentemente detectadas em alto nivel
incluem P. gingivalis, T. forsythia, P. intermedia, P. nigrescens, C. rectus, Eikenella
corrodens, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans (frequentemente soro tipo b), P.
micra, E. nodatum, Leptotrichia buccalis, Treponema denticola), Selenomonas spp.
(S. noxia) e Enteric spp. Niveis detectaveis de P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia, C. rectus e A. actinomycetemcomitans estdo associados a progressao da
doenca, e sua eliminacdo por meio de terapia esta associada a uma melhora na

resposta clinica (MOORE; MOORE, 1994).

Estudos experimentais sobre a gengivite forneceram os primeiros indicios empiricos
de que o acumulo de biofilme microbiano nas superficies limpas dos dentes resulta

no desenvolvimento de um processo inflamatério ao redor do tecido gengival. A
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inflamagé&o local persiste enquanto o biofilme microbiano estiver presente adjacente
aos tecidos gengivais, e pode se resolver apdés a remocdo meticulosa do biofilme
(SILNESS; LOE, 1964). A mudanca microbiana encontrada em sitios saudéaveis
versus doentes indica que a estabilidade da comunidade de placas dentarias € um
bom preditor de saude periodontal, enquanto as mudancas nesta comunidade estédo

associadas a alteracédo no estado clinico tecidual (DARVEAU, 2010).

3.2 APARELHO ORTODONTICO FIXO E ALTERACOES NO PERFIL
MICROBIOLOGICO SUBGENGIVAL E NOS PARAMETROS CLINICOS

PERIODONTAIS

A terapia ortodontica pode afetar o periodonto por favorecer a retengao de placa, por
lesionar diretamente a gengiva em consequéncia de bandas com sobrecontornos e
por criar forcas excessivas e/ou desfavoraveis nos dentes e nas estruturas de
sustentacdo. Aparelhos ortoddnticos ndo apenas tendem a reter a placa bacteriana e
residuos alimentares, resultando em gengivite, como também sdo capazes de

modificar o ecossistema da gengiva (HINRICHS, 2011).

O uso de aparelhos ortodonticos pode levar a uma mudanca qualitativa da
microbiota subgengival, favorecendo o crescimento de A. actinomycetemcomitans
(Aa) e a destruicao dos tecidos periodontais e inibicdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro (PAOLANTONIO et al., 1997). Os autores realizaram um estudo
prospectivo de trés anos com o0 objetivo de relatar a colonizagdo subgengival de Aa
em pacientes ortoddnticos, e relacionar a presenca de Aa na placa subgengival com
as alteracdes nos tecidos periodontais. Setenta pacientes com idades entre 12 e 20

anos foram selecionados para a pesquisa e divididos para estudo em dois grupos:
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Um grupo experimental (GE) composto por 35 individuos em tratamento ortoddntico
h& pelo menos seis meses e, um grupo controle (GC) formado por pacientes sem
aparelhos fixos ou proteses dentarias. Parametros clinicos, incluindo Indice de
sangramento gengival, Profundidade a sondagem e Nivel de insercdo, foram
avaliados, assim como a microbiota subgengival. Trés anos apoés a avaliacao inicial,
novos registros foram realizados, e o0s resultados comparados. Os autores
observaram que nos dois grupos avaliados houve reducdo do indice de
sangramento a sondagem, aumento na Profundidade a sondagem, e os valores
obtidos para avaliar o Nivel de insercdo, em mm, ndo apresentaram modificacbes
estatisticamente significantes. Nos pacientes submetidos ao tratamento ortodontico,
86% dos individuos avaliados apresentavam sitios infectados por Aa na avaliacdo
inicial, e, 80% na segunda avaliacéo, enquanto que no grupo controle foi encontrado
uma frequéncia de 16,6% e 26,6%, respectivamente. Os resultados mostraram que
0 risco relativo para o aumento do indice de sangramento & sondagem e
Profundidade a sondagem, mostrou-se maior em ambos 0s grupos quando o Aa
estava presente. Os pacientes ortodonticos positivos para Aa apresentaram risco

relativo de apresentar piores condicdes periodontais em comparagcdo com aqueles

que na avaliacao inicial ndo foram encontrados os microrganismos em analise.

Sallum et al. (2004) avaliaram as alteracdes clinicas e microbioldégicas que
acompanham o processo inflamatério nos tecidos periodontais ao redor dos
aparelhos ortodonticos, e as alteracbes que ocorrem ap0s a remocao desses. Dez
pacientes com idades entre 12 e 20 anos, com sinais clinicos de inflamacgéo gengival
na fase final do tratamento ortodontico foram selecionados para o estudo. Avaliou-se
clinicamente o indice de placa, o indice gengival e a Profundidade & sondagem.

Amostras dos biofilmes supragengival e subgengival foram coletadas dos dentes 16,
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11 e 26, em dois momentos: no dia da remogéo do aparelho (baseline) e trinta dias
apos. Para a andlise microbioldgica foi utilizado o método "Reag¢do em cadeia da
polimerase” (PCR) para detectar: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, e Prevotella
nigrescens. Uma melhora estatisticamente significante no indice de placa e no indice
gengival foi visto ap6s a remocédo do aparelho, bem como reducdo na profundidade
a sondagem. No baseline, 53,33% dos sitios avaliados apresentaram indice de placa
3; 30% indice de placa 2; 16,67% indice de placa 1, e nenhum sitio avaliado esteve
completamente sem placa (indice 0). Trinta dias apés a remoc&o do aparelho, 80%
dos sitios apresentaram indice de placa 0, e, 20% indice de placa 1. Em relacdo a
avaliacdo do sangramento gengival, 100% dos 30 sitios clinicos avaliados
apresentaram sangramento gengival no baseline, reduzindo-se consideravelmente
essa prevaléncia 30 dias apdés a remocédo do aparelho ortodéntico (23,33%). Nos 10
individuos avaliados, um total de 120 amostras de placa supragengival e placa
subgengival foi obtido e analisado. Observou-se uma reducdo bacteriana
quantitativa consideravel, 30 dias apds a remocao do aparelho. Em relacdo a placa
subgengival, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans apresentaram reducdo maior
que 50% apOs a remocao do aparelho ortodéntico. No entanto, a contagem de P.
gingivalis, P. intermedia, e P. nigrescens, mostrou-se maior. Houve melhora na
saude periodontal, em relacdo aos parametros clinicos avaliados, concomitante com
a reducédo dos sitios T. forsythia e A. actinomycetemcomitans. Concluiram que o0s
patdogenos periodontais associados com a inflamacéo positivos para gengival
durante o tratamento ortoddntico podem ser significativamente reduzidos pela

remocao do aparelho ortodontico e profilaxia profissional.
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Naranjo et al. (2006) afirmaram que os aparelhos ortodonticos fixos podem aumentar
o acumulo de placa bacteriana, modificando a composicdo da microbiota
subgengival e levar a uma condi¢do de inflamacgéo gengival e, posteriormente, a
destruicdo dos tecidos periodontais de suporte. Compararam as alteragfes da
microbiota subgengival e condi¢gBes clinicas periodontais, antes e noventa dias apos
a colagem de braquetes ortodonticos. Sessenta pacientes foram selecionados e
divididos em dois grupos: 1. Grupo controle (GC), com 30 pacientes que nao
receberam aparelho ortodontico, e 2. Grupo experimental (GE), com 30 pacientes
que receberam aparelho ortoddntico, e que foram avaliados no dia da colagem dos
braquetes (Baseline), e 3 meses apds. Avaliaram parametros clinicos de
Profundidade a sondagem (PS), Nivel de insercédo clinica (NIC), Sangramento a
sondagem (SS), indice de placa (IP) e indice gengival (IG), e, amostras
microbiologicas foram coletadas. Os autores observaram que PS e o NIC
permaneceram estatisticamente inalterados, ao passo que os valores encontrados
para SS, IP e IG aumentaram no grupo experimental 90 dias apés a instalacdo dos
braguetes, quando comparado ao grupo controle e ao baseline. Além disso,
comparando-se o grupo experimental 90 dias apds a colagem dos braquetes, com o
grupo controle e antes da instalagdo de aparelhos, observou-se aumento na
contagem de bactérias dos complexos Vermelho e Laranja, apresentando maiores
variacbes nas espécies P.gingivalis (complexo vermelho), Fusobacterium ssp.
(laranja), P. intermedia/P. nigrescens (laranja). Bactérias entéricas, como
Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae e Serratia
marcescens foram encontradas no sulco subgengival dos pacientes avaliados, nos
grupos controle e experimental. No baseline, o grupo experimental apresentou o

maior achado (4,16%). Concluiu-se que trés meses apos a instalacdo dos aparelhos



25

fixos ortodénticos os indices de placa e de sangramento gengival foram
estatisticamente significantes, ndo houve alteracdo do nivel de insercédo clinica e da
profundidade a sondagem, modificando a microbiota subgengival, com aumento
quantitativo de bactérias periodontopatogénicas pertencentes aos complexos

vermelho e laranja.

Ristic et al. (2007) investigaram a influéncia de aparelhos ortodonticos fixos sobre as
mudanc¢as quantitativas e qualitativas da microbiota subgengival e dos tecidos
periodontais. Trinta e dois pacientes com idades entre 12 e 18 anos foram avaliados
trés semanas antes da colagem de braquetes ortodonticos e cimentagéo de bandas
ortodénticas (T0), um més (T1), 3 meses (T3) e 6 meses (T6) apos a instalagdo dos
aparelhos ortodonticos. A condigcéo periodontal foi determinada segundo avaliagao
do Indice de placa (IP), do indice gengival (IG), do indice de sangramento gengival
(ISG) e Profundidade a sondagem (PS). As amostras microbiolégicas foram
coletadas para avaliar a presenca ou auséncia dos anaerobios
periodontopatogénicos: P. intermedia, A. actinomycetemcomitans, e o grupo de
outros anaerébios pigmentados de negro (BAPN), como Porphyromonas gingivalis e
Fusobacterium nucleatum. Todos os parametros clinicos periodontais mostraram
valores similares, elevados trés meses apos a instalacdo de aparelhos ortodénticos,
mas exibindo regressdo apds seis meses, exceto o indice de sangramento gengival
e profundidade a sondagem que nos incisivos e molares mostraram-se maiores no
momento T6, embora as diferencas em relacdo ao momento T3 foram
estatisticamente insignificantes. Entre os resultados obtidos na fase de investigagcao
microbioldgica, pode ser visto claramente que existe uma diferenga estatisticamente
significante no nimero de espécies bacterianas isoladas das amostras de placa

subgengival entre o inicio do tratamento e apés a colocacéo de aparelho ortoddntico,
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sendo observado um maior namero trés meses apos (T3). Foi observado aumento
de P. intermedia trés meses apos o inicio do tratamento ortodéntico, mas reduzindo
no momento T6. Esses resultados mostraram-se estatisticamente semelhantes entre
os dentes avaliados, sendo os incisivos 0s dentes com maior variagdo. Para as
BAPN, alteracbes similares a P. intermedia foram registradas nos periodos
observados, diferindo apenas no fato que o0s molares apresentaram,
guantitativamente, maior variacdo. A espécie bacteriana A. actinomycetemcomitans
(Aa), microrganismo mais associado com a periodontite juvenil, foi encontrado,
dentre os 32 pacientes avaliados, em um individuo na fase T1, e em outro individuo
em T3. N&o foi observada a espécie Aa nos momentos TO e T6. Concluiu-se que o
uso de aparelhos fixos ortoddnticos em adolescentes modifica a microbiota
subgengival, aumentando o0 crescimento de bactérias anaerdbias e

periodontopatogénicas, bem como os valores dos indices periodontais.

O tratamento ortoddntico pode melhorar a saude periodontal em determinadas
circunstancias, mas também pode causar danos aos tecidos periodontais (BOLLEN
et al., 2008). Nesse contexto, 0s autores realizaram uma revisdo sistemética para
avaliar os efeitos do tratamento ortodbntico sobre a saude periodontal, sendo
evidente uma pequena piora nos critérios clinicos, geralmente correlacionando a um

quadro de inflamacéo gengival.

Ristic et al. (2008) investigaram a influéncia dos aparelhos ortoddnticos nos tecidos
periodontais e nas mudancas quantitativas e qualitativas da microbiota subgengival.
Participaram do estudo 32 pacientes, com idades entre 12 e 18 anos. Os individuos
foram avaliados clinicamente antes da fixacéo (TO) e nos intervalos 1 (T1), 3(T2) e 6

meses (T3) apos o inicio da terapia ortoddntica. A condi¢cdo dos tecidos periodontais
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foi determinada pela avaliacdo da Profundidade & Sondagem e Nivel de Insercéo
Clinica nos dentes 16, 21 e 24. Foi realizada investigacdo microbioldgica para
identificar a presenca ou auséncia de anaerObios periodontopatogénicos: P.
intermedia, A. actinomycetemcomitans e o grupo de outros anaerobios pigmentados
de negro (BAPN), como P. gingivalis e F. nucleatum. A contagem bacteriana total
mostrou alteragdes similares e crescentes nos trés grupos de dentes, nos periodos
avaliados, sendo significativamente maior na regido dos incisivos trés meses apos a
colagem dos aparelhos ortodonticos. Foi observado um maior nimero de pacientes
com sitios positivos para colénias de P. intermedia no intervalo T2, reduzindo
consideravelmente em T3, inclusive para indices inferiores aos encontrados antes
da colocacao de aparelhos ortodonticos, exceto nos incisivos. Resultados positivos
para a presenca de Aa foram observados nos incisivos em T1 e T2. A ocorréncia de
anaerobios pigmentados mostrou-se similar nos registros realizados nos trés grupos
de dentes, atingindo valor maximo nos intervalos TO a T2, seguido pela reducéo
destes microrganismos na fase T3. A avaliacgdo dos parametros clinicos,
determinados no inicio da investigacdo expressou uma tendéncia estatisticamente
significante para aumentar imediatamente ap6s o inicio do tratamento ortodéntico,
registrando valores maximos trés meses ap0s a colagem, seguindo um decréscimo
na fase T3, exceto nos molares. Os autores concluiram que, em adolescentes, 0
tratamento com aparelhos fixos aumenta os valores dos indices periodontais e
também o crescimento de bactérias patogénicas e anaerObias. Estas alteracoes
clinicas e microbiologicas especificas sédo estritamente limitadas aos dentes com
braquetes e elas ndo tém um efeito destrutivo sobre os tecidos periodontais devido a

sua transicao e limitagcao durante o tempo.
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A presenca de aparelhos ortodénticos pode favorecer o acumulo de placa
bacteriana, afetando a composicao da microbiota subgengival, aumentado, assim, a
prevaléncia de microrganismos periodontopatogénicos. Choi et al. (2009) avaliaram
as alteragcBes que ocorrem na microbiota subgengival apds a remocéo dos aparelhos
fixos ortodonticos. Foram estudados 30 pacientes com aparelho ortodéntico em fase
de finalizacdo (grupo experimental); e, 30 jovens sem aparelho ortodontico e com
saude periodontal (grupo controle). Os sujeitos da pesquisa foram avaliados em dois
momentos distintos: duas semanas antes da remocdo dos aparelhos ortoddnticos
(T1); e, trés meses apos a concluséo do tratamento (T2). Os resultados mostraram
que em T1 houve maior frequéncia de sitios positivos para a presenca de bactérias
do que no grupo controle, com reducdo significativa em T2, particularmente os
periodontopatdégenos T. forsythia, C. rectus e E. corrodens. Nao houve diferenca
estatisticamente significante na frequéncia das espécies investigadas entre T2 e 0
grupo controle. Em 19,8% dos sitios avaliados, bactérias presentes em T1 ndo foram
identificadas apds a remoc¢do do aparelho ortodéntico. Além disso, observaram, de
forma indesejada a presenca de bactérias em T2 que ndo estavam em T1, em
11,0% dos sitios avaliados; e que em 7,6% dos sitios avaliados, houve manutencéo
dos periodontopatégenos detectados em T1 apds a remocdo dos aparelhos

ortodonticos.

Van Gastel et al. (2009) compararam in vitro a adeséo bacteriana em diferentes tipos
de braquetes ortodonticos nas mesmas condicbes em que sao utilizados
clinicamente. A quantidade de colonias de bactérias anaerdbias e aerdbias foi
verificada em sete marcas comerciais de braquetes: A) Damon 3, braquete metalico
autoligado; B) Clarity, braquete ceramico com ligadura elastomérica; C) Mystique,

braquete ceramico com ligadura elastomérica; D) Speed, braquete metélico



29

autoligado; E) Victory; F) Micro-Loc; G) Generus; sendo esses trés ultimos,
braquetes metalicos com ligadura elastomérica. Os resultados mostraram maior
adesao e contagem bacteriana nos braquetes A, B e C se comparados aos tipos E,
F e G, mostrando o grupo D contagem intermediaria. Foi possivel observar que os
braquetes ceramicos avaliados apresentaram maior contagem bacteriana em
relagdo aos braquetes metalicos, e, no estudo ndo foi encontrado maior adesao
bacteriana em braquetes que utilizam ligadura elastomérica. Concluiram assim que,
in vitro, ha diferenca entre adeséo e colonizacdo microbiana entre diferentes tipos de

braquetes ortodonticos.

Thornberg et al. (2009) descreveram a distribuicdo de oito patdégenos periodontais
em criancas e adolescentes durante e apés o tratamento ortodéntico: Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia
(Pi), Tannerella forsythia (Tf), Eikenella corrodens (Ec), Fusobacterium nucleatum
(Fn), Treponema denticola (Td) e Campylobacter rectus (Cr). Cento e noventa
pacientes foram avaliados em periodos determinados: T1. Antes do inicio do
tratamento; T2. Seis meses apés a colagem dos braquetes ortodénticos; T3. Um ano
apos; T4. Mais de 12 meses apos; e, T5. Trés meses posteriormente a remocédo de
todo aparelho fixo. Os exames microbiolégicos mostraram que em T2, a frequéncia
de 06 dos 08 patdégenos analisados (Pi, Tf, Ec, Fn, Td, Cr) aumentou
significativamente, retornando aos valores iniciais apdés doze meses de tratamento
ortodontico. Em T3, T4 e T5, os niveis de Aa reduziram-se a niveis insignificantes.
Em T4 e T5, a contagem de Pg, Ec, Fn, Td, reduziu-se acentuadamente. Os autores
concluiram que o tratamento com aparelhos fixos ortodonticos induz alteragcdes no
nivel de patdogenos periodontais, durante e ap0s o tratamento, sem elevar o risco

para a presenca de bactérias patogénicas, sendo necessario investigar quais fatores
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seriam responséaveis pelo efeito protetor observado para a presenca de algumas

bactérias.

Kim et al. (2010) compararam os parametros clinicos e a microbiota subgengival em
33 adolescentes, com idade entre 12 e 18 anos, submetidos a tratamento com
aparelho ortodontico fixo, analisando e comparando dentes tratados com bandas
ortodonticas na margem gengival ou subgengival, com aqueles tratados com
braquetes supragengivais. Os resultados revelaram que a Profundidade a sondagem
€ significativamente maior quando as bandas sdo colocadas subgengivalmente em
relacdo aquelas na margem gengival ou quando existem apenas braquetes colados,
ao passo que nao ha diferenca na Profundidade a sondagem de dentes com bandas
na margem gengival e braquetes supragengivais. Em relacdo ao Sangramento a
sondagem, este foi maior estatisticamente quando existem bandas quando
comparado aos sitios com braquetes colados. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos avaliados em relacdo ao indice de placa. Algumas
espécies bacterianas, como Actinomyces israelii e Actinomyces naeslundii
apresentaram niveis mais altos em sitios com braquetes, enquanto outras, como
Neisseria mucosa, tinham niveis mais elevados nos locais tratados com bandas. O
microrganismo A.actinomycetemcomitans foi encontrado em 25% dos sitios
independente do aparelho. Os autores concluiram que um maior Sangramento a
sondagem e bolsas mais profundas foram encontradas quando utilizados bandas
ortodonticas, e pequenas diferencas na microbiota subgengival foram encontradas

com a utilizagao de diferentes acessorios ortodonticos, bandas ou braquetes.

Moreira (2010) avaliou as alteragbes microbiologicas nas superficies dentarias, ao

redor dos braquetes em 18 adolescentes, antes e sessenta dias ap0s o inicio do
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tratamento ortodontico. As amostras supragengivais coletadas foram analisadas
utilizando-se a técnica checkerboard DNA-DNA hybridization, que viabilizou a
deteccdo simultanea de quarenta espécies bacterianas, sendo trés cariogénicas e
37 periodontopatogénicas. Os resultados mostraram que houve aumento
estatisticamente significante nas médias das contagens e propor¢des das bactérias
periodontopatogénicas C. gingivalis, C. showae, P. intermedia, P. nigrescens, P.
gingivalis, E. saburreum, P. melaninogenica e S. noxia. Entretanto, ndo foram
encontradas diferencas significativas na contagem e proporcdo das bactérias
cariogénicas. Desta forma, € relevante considerar o risco aos quais as estruturas

dentais estao expostas durante o tratamento ortodontico.

Em 2011, Liu et al. relataram que os aparelhos fixos ortodonticos podem dificultar
uma adequada higienizacédo, resultando no acumulo de placa dentaria e inflamacéo
gengival, com alteracdes na microbiota oral, sendo a bactéria gram-negativa P.
gingivalis um dos patdégenos periodontais da placa subgengival relacionados com o
surgimento e progressdo das doencas periodontais. Os autores examinaram as
mudancas que ocorrem na salde periodontal de individuos jovens durante o
tratamento ortodéntico, quantificando a variacdo de P. gingivalis. Os sujeitos da
pesquisa foram avaliados de acordo com a presenca de aparelho ortodontico e
inflamacédo gengival. Foi realizada avaliagdo periodontal segundo parametros
clinicos de indice de placa, indice gengival, Profundidade a sondagem, e avaliac&o
da microbiota subgengival, por meio da técnica PCR. Comparando-se os dois
grupos analisados, foi observado que o indice de Placa, o indice gengival e a
Profundidade a Sondagem mostraram-se menores ao inicio do tratamento
ortodontico. Apos trés meses de colocacdo dos aparelhos fixos, os parametros

clinicos periodontais aumentaram, néo retornando aos valores iniciais, mesmo seis
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meses apos a remocao do aparelho. Os autores observaram que a quantidade de P.
gingivalis aumentou em valores estatisticamente significantes durante o tratamento
ortoddntico, reduzindo-se acentuadamente seis meses apos a remocao do aparelho
fixo. Concluiu-se que os aparelhos fixos ortoddnticos modificam a saude clinica
periodontal, alterando parametros clinicos como indice de placa e indice gengival,
que, embora reduzam, ndo retornam aos valores antes a colocacdo dos braquetes
ortodénticos, assim como a concentracdo da bactéria P. gingivalis da placa

subgengival.

Topaloglu-ak et al. (2011) investigaram o efeito de aparelhos fixos e removiveis na
contagem de S. mutans, Lactobacillus sp e presenca de C. albicans na saliva de
criancas durante os seis primeiros meses de tratamento ortodontico. Observaram um
aumento estatisticamente significante na contagem de S. mutans e Lactobacilli sp.,
sem diferenca entre as contagens bacterioldégicas de individuos com aparelhos
removiveis e aparelhos fixos em qualquer periodo de avaliacdo. O numero de
sujeitos com presenca de C. albicans na saliva foi maior no grupo com aparelho
ortodéntico fixo. Trés meses apds o inicio do tratamento ortoddntico foi registrado
um aumento significativo do namero de individuos com C. albicans na saliva,
reduzindo-se a valores praticamente insignificantes seis meses ap06s a colocacéo de
aparelhos fixos. Concluiu-se assim, que a utilizacdo de aparelhos ortoddnticos fixos
e removiveis tem um efeito negativo na microbiota bucal, potencializando a

colonizacéo bucal por bactérias cariogénicas e fungos.

Van Gastel et al. (2011) investigaram as alteracdes microbiologicas e clinicas
periodontais apés a instalacdo de aparelhos ortoddnticos, determinando se apos o

término do tratamento ocorre a normalizacdo desses parametros. Vinte e quatro
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pacientes foram avaliados: 14 recebendo bandas ortodonticas nos primeiros molares
superiores e braquetes nos outros dentes; e 10 individuos tratados apenas com
braquetes ortodonticos e tubos colados nos molares. Os individuos foram avaliados
nos intervalos: da colocacao do aparelho ortodontico (T1); da remocgéo do aparelho
ortodéntico (T2) e trés meses apds a remocdo do aparelho ortodéntico (T3).
Amostras da placa supragengival, volume do fluido do sulco gengival e placa
subgengival foram coletados nas regides proximais mésio-vestibular e disto-
vestibular dos dentes 14 e 16. Fotografias digitais coloridas foram realizadas para
avaliar o acumulo de placa dental. A Profundidade a sondagem e Sangramento a
sondagem foram os parametros clinicos utilizados para analise da saude
periodontal. Os resultados mostraram que na placa subgengival, a proporcao entre
anaerobios e aerdbios diminuiu entre T1 e T2 para ambos o grupos. Entre T2 e T3,
houve um aumento, mas sem diferencga estatisticamente significante. A frequéncia
de P. intermedia na placa supra-gengival aumentou de T1 para T2 nos sitios que
receberam bandas ortodonticas, reduzindo para valores normais de T2 para T3, sem
diferenca significante entre T3 e T1. Na avaliagdo da frequencia de P. intermedia na
placa subgengival, ndo houve alteracdes significantes ao longo do tempo. O fluido
crevicular gengival apresentou menor volume em T1, aumentando
consideravelmente em T2, e, reduzindo em T3, mas ndo em valores semelhantes ao
inicio do tratamento, independentemente se havia banda ortodbéntica ou ndo. A
Profundidade a sondagem e o Sangramento a sondagem mostraram aumento
significante entre T1 e T2, reduzindo-se em T3, ainda que apresentando valores
maiores que em T1. Concluiu-se que a colocacédo de aparelhos ortoddnticos fixos
tem um impacto sobre os parametros microbiolégicos e clinicos periodontais. A

razdo de bactérias aerdbias e anaerobias na placa supragengival normalizou apos
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trés meses de remocdo do aparelho, possivelmente porque estes sitios sdo mais
sensiveis as mudancas na higiene bucal. Essa mesma proporcdo na placa
subgengival trés meses apods a remocao do aparelho ortodéntico (T3) apresentou-se
significativamente menor em comparagdo com T1, indicando que as alteragbes
induzidas pelo tratamento ortoddntico ndo s&o completamente irreversiveis. Os
valores clinicos periodontais tendem a normalizar, embora a maioria dos valores

permanecesse elevada em comparagao com T1.

Kim et al. (2012) realizaram um estudo longitudinal para avaliar as alteracbes que
ocorrem na microbiota subgengival durante a fase de alinhamento e nivelamento
dentério do tratamento ortodéntico. Amostras de placa subgengival foram coletadas
em 04 sitios em 30 pacientes jovens em 04 diferentes momentos: T1. Imediatamente
antes da colagem do aparelho ortodéntico (baseline); T2. 1 semana apoés; T3. 3
meses; T4. Seis meses ao inicio do tratamento ortodéntico. O estudo mostrou que a
frequéncia de sitios positivos de bactéricas periodontopatogéncias, classificadas nos
grupos laranja e vermelho, aumentou significativamente e de forma progressiva ap6s
a colocacdo de aparelhos ortoddénticos. Além disso, houve uma tendéncia a

microrganismos néo existentes em T1, se desenvolverem.

Andrucioli et al. (2012) observaram que o tratamento ortoddntico com aparelhos
fixos promovem alteracBes na ambiente bucal, aumentando o acimulo de placa, e
namero de microrganismos cariogénicos e de periodontopatégenos. Pesquisaram a
microbiota in vivo em braquetes metalicos ortodonticos em dezoito pacientes, com
idades entre 11 e 29 anos de idade, em tratamento ortodontico. Trinta dias apds o
inicio do tratamento, braquetes de pré-molares foram removidos e processados para

analise da microbiota presente pela técnica checkerboard DNA-DNA hybridization.
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Quarenta espécies microbianas (microrganismos cariogénicos, bactérias dos
complexos Roxo, Amarelo, Verde, Laranja, Vermelho + Treponema socranskii, € 0
conjunto de Actinomyces) foram avaliadas. Entre 0os microrganismos cariogénicos,
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus foram encontrados em maior
namero do que Lactobacillus acidophillus e Lactobacillus casei. Em relacdo as
bactérias periodontais, V. parula, um microrganismo do complexo Roxo, foi
encontrado em maior nimero em relagdo aos outros complexos associados a
patologias ndo especificas. Os numeros de bactérias dos complexos Amarelo, Verde
e do grupo de Actinomyces ssp. apresentaram-se semelhantes. No estudo, as
bactérias do complexo Laranja, que juntamente com as bactérias do complexo
Vermelho representam o0s microrganismos envolvidos no desenvolvimento da
doenca periodontal, e sado diretamente associadas com a gengivite comumente
observada durante o tratamento ortodontico, apresentaram maior prevaléncia,
representando 40% do total da contagem bacteriana. Concluiu-se que, em um més,
a diversidade microbiolégica nos braquetes metélicos € grande, incluindo
microrganismos presentes em estagios mais avancados da colonizacdo da placa,

como o complexo Laranja.

Em alguns pacientes sistemicamente saudaveis, é observado a rapida perda de
insercdo e intensa destruicdo dssea; clinicamente, a quantidade de placa dental ndo
€ compativel com o grau de destruicdo observado, mas, diretamente proporcional a
presenca elevada de A. actinomycetemcomitans (Aa). Frente a isso, Nelso-Filho et
al. (2012) realizaram um estudo piloto, in vivo, para avaliar a contaminacdo de
braquetes metalicos por esse patdgeno e a eficacia de controle da espécie Aa. com
0 uso de bochechos com clorexidina a 0,12%. Trinta e cinco pacientes com aparelho

ortodontico e idade entre 14 e 22 anos foram selecionados, e a amostra total dividida



36

em dois grupos: experimental (n= 17), que recebeu clorexidina a 0,12% para
bochechos; controle (n=18), no qual uma solucdo placebo foi utlizada. Os
bochechos foram prescritos duas vezes por semana durante 30 dias. Clinicamente,
o indice de placa foi avaliado antes (baseline) e apés o periodo de utilizacdo das
solugdes para bochecho. Apds esse periodo, os braquetes foram removidos e
colocados em tubos tipo Eppendorf, e a suspensao bacteriana presente submetido a
andlise microbiolégica pela técnica checkerboard DNA-DNA hybridization. Os
resultados mostraram que todos os pacientes tiveram niveis de placa dental
semelhantes no baseline; ap6s o0 uso enxaguante bucal com clorexidina, o grupo
experimental apresentou menor acumulo de placa em comparacdo ao grupo
controle. Em termos de prevaléncia, A. actinomycetemcomitans foi detectada em
100% dos braquetes no grupo controle e em 82,3% no grupo experimental. Além
disso, foi observado que 40% dos braquetes no grupo controle apresentaram niveis
considerados muito altos (5 x 10°) de Aa, versus menos de 10% no grupo
experimental. Os autores concluiram que os niveis totais da espécie Aa foram
significativamente menores nos individuos que realizaram bochechos semanais com

clorexidina a 0,12%.

Torlakovic et al. (2013) realizaram um estudo para determinar as alteracoes
microbiolégicas da placa supragengival nos cinco primeiros meses apés a colocagao
de aparelhos fixos e mostrar como parametros clinicos estdo relacionados com
essas mudancas. Vinte pacientes com idades entre 10 e 16 anos, foram avaliados.
Fotografias padronizadas foram feitas para comparar visualmente a evolugdo da
condi¢do clinica gengival utilizando o indice de placa. Durante o periodo de
observacdo, nenhum paciente desenvolveu lesdo de mancha branca. Apls a

colocacdo de braquetes ortodonticos, a porcentagem de pacientes que
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apresentaram elevado indice de placa, aumentou em 20%. Antes da colagem dos
aparelhos ortodonticos, 25% dos pacientes apresentavam gengivite ao redor dos
incisivos centrais superiores. Apds cinco meses de tratamento ortodéntico, 74% dos
pacientes mostraram inflamag&do gengival; 20% apresentando gengivite severa,
quadro que nao foi observado, inicialmente, em nenhum paciente. Ndo foram
observadas alteragcfes significativas da microbiota durante o periodo de cinco
meses. No entanto, os resultados da andlise microbiolégica mostraram uma
tendéncia para o aumento de bactérias cariogénicas e associadas a doenca
periodontal, como Tannerella forsythia, Campylobacter concisus e C. rectus.
Observou-se uma correlacdo positiva para a presenca de bactérias associadas com
a periodontite, como a P. gingivalis, F. nucleatum, C. concisus e C. retus, e 0
acumulo de placa supragengival e inflamacdo tecidual ao redor dos dentes
avaliados. Concluiu-se que a colagem de braquetes ortoddnticos causa um aumento
nos niveis de placa, mudanca na composicao da microbiota da placa supragengival,

agravando o quadro de inflamagéo gengival.

Investigacdes clinicas tém demonstrado a presenca de inflamacdo gengival
associada a tratamento ortod6ntico. Martha et al. (2013) realizaram um estudo
histoldgico e imunohistoquimico sobre o tipo e extensao da inflamacao gengival em
diferentes periodos do tratamento ortoddntico. Foram analisados espécimes
gengivais de 2mm de largura, da papila interdental da regido de segundo pré-
molares e primeiros molares, em 11 pacientes. Os tecidos foram preparados para
analise histologica e corados com eosina-hematoxilina. Os resultados mostraram a
existéncia de inflamacdo gengival durante o tratamento ortodontico, sendo
encontradas alteracdes inflamatdrias hiperplasicas cronicas de severidade leve a

moderada. Apos a remocao do aparelho ortodéntico, o tecido gengival voltou a sua
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condicdo normal, permanecendo poucos, embora ainda presentes, sinais

inflamatorios.

Ghijselings et al. (2014), em continuidade ao estudo desenvolvido por Van Gastel et
al. em 2011, avaliaram as modificacdes microbiologicas e periodontais que ocorrem
com a colocagcdo com a colocagdo de bandas e braguetes, e, determinaram se
esses parametros se normalizaram ou ndo dois anos apos o término do tratamento
ortodontico. Observaram que nao houve diferenca estatisticamente significante na
patogenicidade da placa supragengival do inicio do tratamento ortoddntico
(baseline), e dois anos apds a sua remocédo. A relagdo subgengival entre bactérias
aerObias e anaerdbias mostrou-se nitidamente inferior apds dois anos quando
comparado ao baseline. O volume do Fluido do Sulco Gengival, o indice de
Sangramento a Sondagem, e a Profundidade a Sondagem apresentaram valores
estatisticamente semelhantes entre o baseline e dois anos ap6s a remocao dos
aparelhos ortodonticos, exceto a profundidade a sondagem nos molares que
receberam bandas ortodénticas que foram maiores. Concluiu-se que, as alteragbes
clinicas e microbioldgicas associadas a colocagcdo de aparelhos fixos ortodénticos
tendem a retornar, parcialmente, aos valores observados antes do inicio do

tratamento.

Segundo Liu et al. (2014), os aparelhos ortodonticos dificultam a manutencdo de
uma higienizacdo satisfatéria podendo acelerar o acimulo de placa bacteriana e
afetar a composicdo da microbiota subgengival, aumentando a prevaléncia de
periodontopatégenos. A bactéria Fusobacterium nucleatum estd envolvida no
processo de inflamacdo gengival em pacientes ortodonticos, sendo a adesina fadA

um importante fator relacionado com a adesao bacteriana. Avaliaram a prevaléncia
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de F. nucleatum e o fator de viruléncia da adesina fadA no biofilme subgengival em
55 pacientes em tratamento ortodontico com gengivite (grupo GO), em 49 individuos
com gengivite e ndo estavam com aparelho fixo (grupo NOG), em 35 casos de
pacientes com periodontite (grupo PG) e, em 30 sujeitos periodontalmente
saudaveis (grupo GC). Os resultados da analise microbiologica pela técnica PCR
mostraram que F.nucleatum foi encontrada em 69,09% dos pacientes com aparelho
ortodéntico e gengivite, em 46,67% dos pacientes periodontalmente saudaveis, em
83,67% dos individuos com inflamac&o gengival e que ndo estavam em tratamento
ortodontico, e, em 82,86% dos pacientes com doenca periodontal. Em todos
pacientes avaliados, 59,79% apresentaram resultado positivo para a presenca de
adesina fadA, sendo mais frequente no grupo de pacientes com doenca periodontal.
Foi observado uma correlagéo positiva entre a indice gengival e a presenca da fadA.
Concluiu-se que a presenca de adesina fadA € um indicador de inflamagé&o gengival,
sendo a bactéria F.nucleatum mais prevalente nos casos com doenca periodontal.
Entretanto, o uso de aparelhos ortodénticos ndo é determinante para aumentar a

prevaléncia de microrganismos periodontopagénicos.

A presenca de bandas e braquetes ortoddnticos € considerada o principal fator
responsavel pelo acimulo de placa, podendo aumentar a presenca de bactérias e
inflamagéo gengival. Com o objetivo de comparar as mudangas na microbiota
subgengival e os parametros periodontais, antes e apds a colocacdo de aparelhos
ortodonticos, Sargolzaie et al. (2014) realizaram um estudo com trinta pacientes com
idades entre 13 e 25 anos. Os individuos foram divididos em dois grupos para
avaliacdo: Grupo Controle (GC), formado por 15 pacientes que nao usavam
aparelho ortoddntico e sem indicacdo para corrigir maloclusbes dentarias; e Grupo

Experimental (GE), composto por 15 individuos, que seria avaliado antes e trés
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meses ap0s a colocacdo de aparelho ortodéntico. Registrou-se a Profundidade a
Sondagem (PS), o Indice de Placa (IP), o Nivel de Insercdo clinica (NIC), o
Sangramento & sondagem (SS) e, o indice Gengival (IG) para avaliacéo da condi¢&o
clinica periodontal. N&o foram encontradas modificagbes significantes na
profundidade a sondagem e no nivel de insercéo clinica. No entanto, os resultados
mostraram que trés meses apoOs o0 inicio do tratamento ortoddntico os valores
referentes ao sangramento a sondagem, indice de placa e indice gengival
aumentaram significativamente no Grupo Experimental. Em relacdo a microbiota
avaliada, a contagem de Prevotella intermedia aumentou no GE trés meses apos a
colocacdo de braquetes ortodonticos, o que nao foi observado com A.
actinomycetemcomitans e T. forsythia. Assim, pode-se concluir que o tratamento
ortodontico pode transitoriamente aumentar o crescimento de bactérias

periodontopatogénicas, e, resultar num quadro de resposta inflamatéria, sem causar

efeitos destrutivos profundos nos tecidos periodontais.

Uzuner et al. (2014) avaliaram a influéncia do uso de aparelhos ortoddnticos
autoligados, e aparelhos convencionais utilizando ligaduras elastoméricas na
colonizacdo de S. mutans e Lactobacillus sp. na saliva, na placa e na condi¢cdo da
saude periodontal de 40 pacientes. Os registros periodontais e microbiologicos
foram obtidos antes da colagem nos arcos superior e inferior (T1) e um més apés a
colagem (T2). Foi observado que apds a colocacdo dos aparelhos ortoddnticos os
parametros periodontais avaliados aumentaram, indicando um quadro de inflamacgéao
gengival. No entanto, ndo houve entre os grupos avaliados mudancas
estatisticamente significantes entre a prevaléncia das bactérias cariogénicas
avaliadas antes, e quatro semanas apo0s a colagem de braquetes ortodonticos,

independentemente do tipo de aparelho usado para o tratamento. Os resultados do
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estudo sugerem que o tipo de braquete utlizado parece néo interferir na colonizacao

bacteriana dos aparelhos ortodonticos.

Al-Anezi (2015) investigou as condi¢Bes clinicas periodontais em pacientes que
utilizaram tubos colados e bandas ortodonticas nos primeiros trés meses de
tratamento ortoddntico. O argumento que motivou sua pesquisa foi que os tubos
colados aos dentes previnem ou minimizam as mudangas nos tecidos periodontais
se comparados as bandas ortoddnticas. Assim, em 24 pacientes foram avaliados
Sangramento a Sondagem (SS) e Profundidade a Sondagem (PS), no inicio do
tratamento (TO) e trés meses apds (T3). O estudo mostrou que houve um aumento
significativo de SS entre TO e T3 no grupo que recebeu as bandas e nos valores de
PS para o grupo com bandas, concluindo-se que bandas ortodonticas estéo
associadas a maiores valores de SS e PS comparados aos tubos colados em fase

inicial do tratamento ortodontico.

Para Yafiez-Vico et al. (2015) aparelhos fixos ortoddnticos colados as superficies
dentarias dificultam uma higienizacdo adequada. A composicdo da microbiota
subgengival pode ser afetada, levando a colonizacdo por microrganismos
associados com inflamacéo e destruicdo periodontal. Avaliaram 122 pacientes
divididos em dois grupos: 1. Grupo experimental, composto por 61 individuos
avaliados dez dias antes a remocdo do aparelho fixo (T1), e dez dias apés a
remocao da aparatologia ortoddntica (T2); 2. Grupo controle, com adultos jovens que
nunca usaram aparelho ortodontico. Clinicamente, foram avaliados indice de placa
visivel e indice de sangramento gengival. Amostras da placa subgengival foram
coletadas e as espécies A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.

forsythia e T. denticola foram analisadas pela técnica PCR. Os resultados mostraram



42

uma reducio significativa nos valores clinicos de indice de Placa Visivel e indice de
Sangramento Gengival ap6s a remocado do aparelho ortoddntico, comparando,
inclusive com o grupo controle. Indicaram ainda a diminuicdo da prevaléncia de T.
denticola entre o baseline e 10 dias apds a remocéo, e uma correlacao positiva entre
o Indice de sangramento & sondagem e a prevaléncia de A. actinomycetemcomitans
e de P. intermedia, associando com inflamacdo gengival. Foi também observada
outra correlacéo positiva entre o indice de placa e T. forsythia no Grupo controle e
em T2. Assim, a colocacdo de aparelho ortodontico pode alterar o microbioma
subgengival levando ao aumento do quadro inflamatério, com a presenca de

sangramento gengival.

Para confirmar o efeito dos aparelhos ortodénticos nos tecidos periodontais e nas
alteracdes ecoldgicas bucais, Guo et al. (2016) conduziram um estudo para detectar
e interpretar as condi¢cdes encontradas, e quais seriam as diferencas em individuos
adultos e criangas. Critérios clinicos de saude periodontal e microbiota subgengival
de 46 adultos, e 62 criancas foram avaliados em 3 momentos diferentes: no dia da
colocacdo do aparelho fixo ortodéntico (baseline), um més e trés meses apos o
inicio do tratamento. Os resultados para os indicadores microbiol6gicos mostraram
gue as taxas de deteccdo para P. gingivalis, F. nucleatum, P. intermedia, T. forsythia
aumentaram desde o baseline até um més e trés apos o inicio do tratamento,
apresentando uma tendéncia maior de crescimento nas criangas, enquanto nos
adultos mostrou-se mais estavel. Clinicamente, o Indice de placa aumentou
gradualmente, sendo significativamente maior nas criangcas no baseline.
Além disso, o indice de sangramento marginal mostrou um aumento significativo
apos a colocacéo do aparelho ortoddntico, ndo sendo observada diferenca entre os

grupos analisados. Embora tenha sido observado aumento na Profundidade a
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Sondagem um més apds o inicio do tratamento, e nos adultos significativamente
maiores que nas criangcas no baseline, esse indice permaneceu dentro da
normalidade durante todo o periodo de observacdo, bem como os niveis de Insercédo

clinica.

A maioria dos patégenos periodontais relacionados com a inflamacdo gengival e
destruicdo periodontal aumentam consideravelmente apds a colocacdo de braquetes
ortodonticos. Buscando analisar a influéncia do uso de aparelhos fixos ortoddénticos
nos niveis salivares de Aa, F. nucleatum, P. intermedia, P. gingivalis e Tannerella
forsythia em pacientes adultos, Kim et al. (2016) avaliaram 54 individuos em 04
momentos: T1. Imediatamente apdés a remocdo do aparelho ortodéntico, que
representaria a condi¢cao periodontal e microbioldgica durante o tratamento; T2. Uma
semana apos a remocgédo; T3. Cinco semanas apos T1; T4. Treze semanas apos a
remocado do aparelho ortodontico. Os resultados mostraram que houve uma
diminuicao significativa no nivel total de bactérias, P. intermedia, P. gingivalis, T.
forsythia, e nos parametros clinicos periodontais (indice de Placa, indice de Higiene
Oral simplificado e indice gengival) apds a remocdo do aparelho ortodontico. Além
disso, Aa e F. nucleatum estavam presentes em niveis mais altos que 0s outros
microrganismos em todos 0Ss momentos analisados, nao sendo detectadas
alteracdes significativas na frequéncia. Os autores concluiram que a remoc¢do de
aparelhos ortodénticos induziu a reduc¢des significativas nos niveis totais bacterianos
associado a uma melhoria na higieniza¢do bucal, embora os niveis salivares de Aa e
F. nucleatum permanecessem inalterados 3 meses apds o término do tratamento,
sugerindo que o risco de problemas periodontais ndo pode ser completamente

eliminado pela remocéo do aparelho fixo.
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Pan et al. (2017) reconheceram que microrganismos anaerobios da placa
subgengival sédo fatores-chave para o inicio e progressao da gengivite e periodontite.
Buscando compreender a composicdo e alteragbes da microbiota subgengival
durante o tratamento ortodontico afim de evitar danos potencialmente irreversiveis,
avaliaram quantitativamente A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia,
T. forsythia e o numero total de bactérias por meio da técnica PCR, e critérios
clinicos periodontais em diferentes momentos apds o tratamento ortoddntico. Dois
grupos foram analisados: 1. Grupo caso, composto por 20 pacientes com aparelho
ortodéntico fixo, avaliados em 3 momentos diferentes (TO- Previamente a remocao
do aparelho; T1 - um més apds e, T2- trés meses apos); 2. Grupo controle, com 19
individuos periodontalmente saudaveis que nunca realizaram tratamento ortodoéntico.
Em ambos os grupos foram avaliados: indice gengival, Profundidade & sondagem e
indice de sangramento a sondagem. Os resultados mostraram que Nno grupo caso,
nao houve diferenca estatisticamente significante na prevaléncia de Aa, nos trés
momentos e comparativamente ao grupo controle. Houve acentuada reducdo na
prevaléncia de P. intermedia no decorrer dos momentos avaliados, apresentando
diferenca entre os dois grupos avaliados (94,73% nos grupo caso e 31,58% no
grupo controle). No momento inicial do tratamento ortoddntico, a frequéncia de
P.gingivalis foi de 94,73%, sem diferenca estatistica com o grupo controle; reduzindo
a 73,68% trés meses ap0Os a primeira avaliacdo. Ao avaliar os parametros clinicos
periodontais, verificou-se que trés meses apods o inicio do tratamento, ndo havia
diferenca significante entre os valores observados no grupo controle e no caso para
o Sangramento a sondagem e o indice gengival. No entanto, a Profundidade a

sondagem ainda encontrava-se mais elevada que no grupo controle.
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Em uma revisdo sistematica da literatura e meta-andlise, Guo et al. (2017)
analisaram trabalhos que investigaram as alteracdes e a composi¢ao da microbiota
subgengival em diferentes momentos do tratamento ortodontico em pacientes com
braquetes metdlicos. Apds a selecdo inicial de 214 artigos nas bases de dados
Cochrane Library, Pubmed e Embase, 13 estudos foram analisados. Quatro
periodontopatégenos foram avaliados: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P.
intermedia e T. forsythia. De acordo com essa reviséo, as alteracdes da microbiota
podem ser transitérias durante o tratamento ortodontico; ha um aumento significativo
na frequéncia de patdégenos associados a o0 desenvolvimento e progressdo da

gengivite e periodontite, retornando meses depois a niveis de normalidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS E DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo realizado foi do tipo analitico longitudinal prospectivo, conduzido em
concordancia com as normas e diretrizes da pesquisa envolvendo seres humanos,
(Resolucao n.° 466, aprovada em 12 de dezembro de 2012 pelo Conselho Nacional
de Saude), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias em
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (Parecer n® 2.186.305), de acordo
com o ANEXO A. Todos os pacientes e responsaveis receberam esclarecimentos
sobre os objetivos e metodologia da pesquisa. Somente foram incluidos no estudo
aqueles que concordaram em participar voluntariamente do estudo, apés

autorizagdo em Termo de Consentimento livre e esclarecido (ANEXO B).
4.2 AMOSTRA

As normas e politicas de saude do Ministério da Saude do Brasil utilizam os critérios
de classificacdo das faixas etarias segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). De acordo com a OMS, adolescente € o individuo com idade de 10 a 19
anos (WHO, 1986). Os pacientes avaliados foram adolescentes em fase de
finalizacdo ortoddntica selecionados por amostragem nao-probabilistica por
conveniéncia da pesquisadora em uma clinica odontoldgica particular localizada no
municipio de Cariacica/ES, de acordo com os critérios de incluséo e exclusdo, apoés

anamnese (APENDICE).

Para a determinacdo do numero de amostras (n) adequado ao experimento proposto
foi adotado o procedimento de calibracdo do poder do teste. Inserindo todos esses

parametros no software G-power, chegou-se ao nimero de 19 amostras totais para
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salvaguardar a pesquisadora (caso algum teste dé ndo-significativo) e garantir que a
mesma pudesse afirmar com seguranga a nao existéncia de um efeito para
publicacdo. Levando-se em consideracao a possivel desisténcia e/ou op¢ado por nao
participar da pesquisa, e, para poder atingir o "n" minimo determinado
estatisticamente, 23 pacientes adolescentes com denticdo permanente, apos
anamnese, entendimento e concordancia com a pesquisa, foram selecionados e

avaliados.
A idade média dos participantes avaliados na pesquisa foi 16 + 2,5 anos.
4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Para a inclusdo no estudo, a selecdo dos participantes respeitou 0s seguintes
critérios:
a) Concordancia em participar da pesquisa ap0s entendimento e assinatura do

paciente ou responsavel do Termo de consentimento livre e esclarecido

(TCLE);
b) ldade de 10 a 19 anos de idade;

c) Individuos em fase de finalizacao ortoddntica, ou seja, apés o refinamento do

caso, quando os dentes ja se aproximam de suas posi¢des finais;

d) Individuos classificados como periodontalmente saudaveis no inicio do
tratamento ortoddntico, avaliados por uma especialista em Periodontia.
Entende-se por saude clinica em Periodontia um periodonto integro com
sangramento a sondagem em menos de 10% dos sitios e sem perda 0ssea
radiografica, sem perda de insercéo, profundidade a sondagem de até 3mm

(LANG; BARTHOLD, 2018).
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e) Pacientes em tratamento ortodontico com duragdo menor que 24 meses, sem

exodontias;

f) Presenca de tubos ortoddnticos simples colados aos primeiros molares
permanentes, e braquetes ortodénticos metalicos convencionais colados aos

incisivos, caninos e pré-molares.

Todos o0s pacientes seguiram o mesmo protocolo de colagem do aparelho
ortodontico fixo: 1. Profilaxia dentaria com pedra-pomes; 2. Condicionamento
dentario da superficie do esmalte com acido fosférico a 37%; 3. Utilizacdo do
sistema adesivo Adapter Single Bond 2 (3M do Brasil); 4. Colagem dos braquetes e
tubos ortodénticos metalicos prescricdo MBT (3M do Brasil) com resina Filtek 2250
(3M do Brasil); 5. Utilizagdo de ligaduras elastoméricas (Morelli Ortodontia,

Sorocaba-SP, Brasil).

Os pacientes foram atendidos pela mesma profissional e receberam orientacdes de
higienizagdo padronizadas durante o tratamento ortodontico. Apés a remocdo do
aparelho ortodontico, todos os pacientes receberam contencdo ortoddntica maxilar
do tipo Arco Vestibular continuo removivel e contencao fixa inferior reta a lingual dos
dentes antero-inferiores. Entre Tl e T2 nao foram realizados procedimentos

terapéuticos periodontais.
4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Os critérios de exclusdo foram os seguintes:
a) Histdria de antibioticoterapia nos trés meses anteriores as avaliagoes;

b) Historia de doenca sistémica que comprometesse a resposta do hospedeiro

ou exigisse medicacéo profilatica ao tratamento;
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c) Histéria de uso de enxaguatérios bucais nos trés meses anteriores as

avaliacoes;
d) Gestantes ou lactantes;
e) Tabagistas;

f) Pacientes que apresentassem bandas ortoddnticas cimentadas aos primeiros

molares permanentes.
4.5 AVALIACAO CLINICA

Para andlise dos parametros clinicos periodontais e da microbiota subgengival,
foram escolhidos os dentes 16, 11, 26, 36, 31, 46, considerados dentes-indice de
acordo com o Indice Periodontal Comunitario, preconizado pela OMS para avaliar a
condicao periodontal de populagdes em pesquisas epidemioldgicas para individuos
abaixo de 20 anos de idade (WHO, 1997).

As avalia¢Bes clinicas e as coletas das amostras microbiolégicas foram realizadas

pela mesma examinadora, previamente calibrada com um especialista em

Periodontia através de teste duplo-cego, em dois momentos diferentes:

1. No dia da remocéo do aparelho ortodontico (T1), que representaria a condi¢ao
microbiolégica durante o tratamento (KIM et al.,, 2016), ja sem a presenca de

movimentagao dentéria induzida;
2. Seis meses apos o término do tratamento ortodontico (T2).
4.5.1 Calibracéo periodontal

A padronizacao de critérios diagnosticos para estudos em saude bucal foi proposta
pela OMS (1991) como pré-requisito para avaliar a confiabilidade dos dados

coletados (FRIAS; ANTUNES, NARVAL, 2004). Objetivando-se reduzir os desvios
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nos critérios e procedimentos de avaliacdo, antes da coleta dos dados, os
examinadores devem participar de um exercicio de calibracdo para assegurar a
interpretacdo, compreensao e aplicagdo uniforme dos critérios a serem analisados e

registrados (WHO, 1997).

Embora ndo haja consenso na literatura sobre qual o valor minimo de concordancia
considerado adequado, a maioria dos autores reconhece o valor de kappa de 0,60

como o valor minimo aceitavel (MS, 2001).

Parametros clinicos periodontais (indice de Placa Visivel, indice de sangramento
gengival, indice de profundidade & sondagem, Sangramento a sondagem e Nivel de
Insercdo clinica) de 138 amostras (sitios) foram avaliados em dois momentos
diferentes pela pesquisadora principal e um especialista e doutor em Periodontia. As
andlises foram realizadas no programa R verséo 3.4.1 (R TEAM, 2017) com auxilio
do pacote psych versdo 1.7.8 (REVELLE, 2017). O gréafico 1 mostra concordancia

maior que o aceitavel, tornando a pesquisadora apta a iniciar a coleta dos dados.

Gréfico 1 - Andlise de Concordancia Kappa para os indices periodontais avaliados

na calibragéo.
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4.5.2 Exame clinico periodontal
Clinicamente mensurou-se:
a) Indice de placa visivel (IPV) (AINAMO; BAY,1975):

Seguindo o indice dicotdbmico proposto por Ainamo & Bay (1975), apds lavagem e
secagem dos dentes com ar comprimido, observou-se a presenca (escore 1) ou
auséncia (escore 0) de placa ou biofilme dental supragengival visivel, sem a

utilizacao de sonda periodontal.

Com auxilio de sonda clinica periodontal milimetrada manual do tipo Carolina do

Norte (PCPUNC - BR15, Hufriedy do Brasil, RJ, Brasil) foram avaliados:
b) indice de sangramento gengival marginal (ISG) (AINAMO; BAY, 1975):

A sonda foi passada levemente de maneira linear no sulco gengival, para verificar a
presenca ou ndo de sangramento. Registra-se 0 para a auséncia de sangramento, e
1 para a presencga de sangramento. Deve ser observada a presenca/auséncia de

sangramento até 10 segundos apos a remocao da sonda periodontal.

Considerando que a avaliagdo clinica da coloracéo, forma e textura da gengiva é
subjetiva por natureza, o sangramento gengival € um sinal de diagnostico objetivo da
inflamacédo (BECKER; ARBES JR., 2007). Nesse indice ndo existe a preocupac¢ao
de quantificar o sangramento, pois a nocao basica é que se houver sangramento,

existe a doenca periodontal e também a necessidade de tratamento.
c) indice de profundidade a sondagem (PS):

Mensurou-se, em milimetros, a distancia entre a margem gengival livre e a porgcao
mais apical sondavel do sulco gengival. O PS de um sulco gengival clinico normal &

em torno de 2mm a 3 mm (FRANCO et al., 2013).
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d) Sangramento a Sondagem (SS):

Registrou-se a presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento na
margem da gengiva apds 30 segundos transcorridos da afericdo da profundidade de
sondagem. Atualmente, o Sangramento a Sondagem tem sido utilizado como uma
indicagéo para necessidade de tratamento; contudo, somente o SS ndo é uma forma

de predizer um risco para a perda de insercao clinica futura.

Os IPV e ISG foram avaliados nos sitios distovestibular, medianovestibular e
mésiovestibular dos dentes-indice. O PS e o SS foram registrados na face

mésiovestibular.

4.6 REMOCAO DO APARELHO FIXO E COLETA DO BIOFILME SUBGENGIVAL

ApOs a avaliacao clinica periodontal, o aparelho ortodéntico foi removido bem como
a placa supragengival de todos os dentes, com taca de borracha com pedra-pomes
e agua, mantendo-se o cuidado de preservar uma margem de seguranca de cerca
de 1mm do tecido gengival, para evitar sangramentos e/ou interferéncias na placa
subgengival. Os dentes-indice foram entdo isolados com rolos de algodédo e as
superficies dentarias secas com jato de ar comprimido. Amostras do biofilme
subgengival foram coletadas da face mésio-vestibular desses dentes usando-se
curetas periodontais estéreis Gracey do tipo mini-five (Hu Friedy, Chicago, lllinois-
USA), posicionadas na porcdo mais apical do sulco gengival, e em um udnico
movimento de raspagem no sentido &pico-coronal. As amostras foram
imediatamente depositadas em tubos plasticos do tipo Eppendorf (Axygen, EUA) de
1,5ml identificados com a data da coleta, com a sigla representando o nome e

prenome do paciente, 0 momento de coleta (T1- 1% avaliagdo ou T2-2% avaliacdo) e o
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sitio de onde a amostra foi removida. Os tubos continham 150 pl de solugcdo TE
(10mM Tris-HCI, 0,AmM EDTA, pH 7,6), ao qual, apdés a deposicdo da placa
subgengival, foram adicionados 100ul de hidréxido de sé6dio (NaOH) a 0,5M com
auxilio de uma micropipeta de alta perfomance (Peguepet®) calibrada (ANEXO C).
Imediatamente apos a coleta, as amostras foram transportadas em isopor contendo
diéxido de carbono sélido ("gelo-seco"), e armazenadas em freezer a -80°C até o
processamento, no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Cancer Humano,
do Departamento de Bioguimica e Farmacologia da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES). As amostras de biofilme dental foram encaminhadas ao Laboratorio
de Pesquisa em Odontologia, Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular da
Universidade de Guarulhos (UnG) / Sdo Paulo- Brasil, onde foram processadas e
analisadas pelo método “Checkerboard DNA-DNA Hybridization” descrito por

Socransky et al. (1994).

Para o segundo momento da pesquisa (T2), a micropipeta foi novamente calibrada
(ANEXO D), e o processo de coleta da placa subgengival foi repetido seguindo o

protocolo descrito anteriormente.

4.6.1 Técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization
4.6.1.1 Hibridizacdo DNA- DNA

As suspensdes contidas nos tubos foram fervidas em banho-maria por 10 minutos e,
em seguida, neutralizadas pela adicdo de 0,8 ml de acetato de amonia a 5M. Com
isso, as células bacterianas foram lisadas e o DNA ficou suspenso na solugcéo. Cada
suspensao de placa contendo DNA livre foi depositada nas fendas do “Minislot”

(Immunetics, Cambridge, MA, USA) e o DNA concentrado na membrana de nylon
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(15cm X 15 cm) com carga positiva (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA). A
membrana foi removida do aparato e o DNA depositado na membrana entéo fixado
na mesma por intermédio de aquecimento em forno a 120°c por 20 min. As duas
Ultimas canaletas do "Minislot" foram reservadas para a colocacdo dos controles,
contendo uma mistura do DNA das espécies de microrganismos que foram
investigados pelas sondas de DNA, nas concentracdes correspondentes a 10° e 10°
células bacterianas, ou seja, 1ng e 10 ng de DNA de cada espécie, respectivamente
(SOCRANSKY et al., 1994). A membrana foi entdo removida do Minislot e o0 DNA
nela concentrado, fixado por meio de aquecimento em forno a 120° C por 20 minutos

(figura 02).

Figura 02 - Representacdo gréafica do Minislot (Immunetics, Cambridge, MA, USA) e
resumo da preparacao e deposi¢ao das amostras de biofilme subgengival bacteriano

(Técnica do Checkboard DNA-DNA hybridization).

Amostra em 150pl tampdo TE
pH 7.6+ 100! NaOH 0,5M
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Fonte: Modificagédo da ilustracéo de Lucena (2014).
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Apos fixacdo do DNA nas membranas, essas foram pré-hibridizadas a 42°C por 1
hora numa solugéo de 50% formamida, 1% caseina, 5 X standart saline citrate - SSC
(1 x SSC = 150 mM NacCl, 15 mM de citrato de sodio, p 7,0), 25 mM de fosfato de
sédio (pH 6.5) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura. Em seguida, cada membrana foi
colocada sob a placa acrilica do “Miniblotter 45” (Immunetics, Cambridge, MA, USA)
com as linhas de DNA perpendiculares as canaletas do aparato. O “Miniblotter”
contém 45 canaletas que servem cada uma para a colocacdo de uma sonda de DNA
(figura 03). As sondas de DNA foram confeccionadas usando o “random primer
digoxigenin labeling Kit” (Boehringer Mannheim), como descrito por Feinberg &
Vogelstein, em 1983. Sondas de DNA especificas para 40 espécies (tabela 1),
selecionadas devido a sua associacdo com diferentes tipos de doencas e saude
periodontais, foram usadas nesse estudo (HAFFAJEE; SOCRANSKY, 1994).
Anteriormente ao seu uso, as sondas foram testadas com uma mistura controle
contendo as espécies investigadas, numa concentracéo de 10* células bacterianas.
Suas concentracdes foram ajustadas de tal modo que as intensidades dos sinais de
todas as sondas fossem semelhantes. Cada canaleta do “Miniblotter 45” foi
preenchida com 130 ul de uma determinada sonda, contida numa solucdo de
hibridizacdo (45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sédio (pH 6.5), 0,2
mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% caseina e 20 ng/ml de
sonda de DNA). As sondas hibridizaram o material localizado perpendicularmente as
linhas contendo o DNA bacteriano fixado, propiciando um formato de xadrez com as
linhas de DNA, horizontais, e as sondas, verticais. O aparato contendo as
membranas foi colocado dentro de um saco plastico para evitar a desidratacdo das
mesmas. A hibridizacdo das membranas com as sondas ocorreu a 42°C, durante um

periodo minimo de 20 horas.
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Figura 03 - Representacdo gréfica do “Miniblotter 45” (Immunetics, Cambridge, MA,
USA) e resumo das etapas de hibridizacdo e deteccdo das espécies bacterianas

presentes nas amostras de biofilme subgengival bacteriano.

Pré-hibridizacsio a 42° por 1h em
uma solucdo de formamida

0
0

n

non

Colocacdo de cada membrana com as linhas
de DMNA perpendiculares as canaletas

O\.

L O T R I R

Preenchimento das canaletas com 130pl
de uma determinada sonda

Membrana de
Nylon

(TRTRFAPRVRTATRVRFLTRTRY

Hibridizacdo das membranas com sondas
42°-20h

¥

Membranas removidas do “Minibloter”

0
0

- Lavagem por 5min em temperatura
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20 min (65%) — solucdo adstringente

Fonte: Modificacdo da ilustracdo de Lucena (2014).

Tabela 1 - Relacdo das cepas empregadas para a confeccdo das Sondas de DNA.
Agrupamento das espécies bacterianas por complexos (SOCRANSKY et al., 1998;

SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

(continua)
Complexo bacteriano Espécie Cepa
Azul Actinomyces gerencseriae 23860*
Actinomyces israelii 23860*
Actinomyces naeslundii | 12104*
Actinomyces oris 43146*
Roxo Actinomyces odontolyticus 179292

Veillonella parvula 10790°
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Tabela 1 - Relacdo das cepas empregadas para a confeccdo das Sondas de DNA.

Agrupamento das espécies bacterianas por complexos (SOCRANSKY et al., 1998;
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

(continuacéo)

Complexo bacteriano Espécie Cepa

Streptococcus gordonii 10558
Streptococcus intermedius 273352
Streptococcus mitis 494562
Streptococcus oralis 350372
Streptococcus sanguinis 105562

Verde Aggregactibacter
actinomycetemcomitans
a+hb 43718+ 29523°
Capnocytophaga gingivalis 33624°
Capnocytophaga ochracea 33596°
Capnocytophaga sputigena 33612°%
Eikenella corrodens 23834°

: Fusobacterium nucleatum ssp.

Laranja
Polymorphum 109532
Fusobacterium nucleatum ssp.
Vincentii 492562
Fusobacterium periodonticum 336932
Parvimonas micra 332702
Prevotella intermédia 256112
Prevotella nigrescens 335632
Streptococcus constellatus 278232

i a

vermelho Tannerella forsythia 43037
Porphyromonas gingivalis 332772
Treponema denticola B1°
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Tabela 1 - Relacdo das cepas empregadas para a confeccdo das Sondas de DNA.
Agrupamento das espécies bacterianas por complexos (SOCRANSKY et al., 1998;
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

(concluséo)

Complexo bacteriano Espécie Cepa

Outras especies Eubacterium saburreum

332712
Gemella morbillorum

278242
Leptotrichia buccalis 142012
Neisseria mucosa

196962
Prevotella melaninogenica 258452

Propionibacterium acnes | + Il
11827*+ 11828*

Selenomonas noxia 43541*
Streptococcus anginosus 33397*
Treponema socranskii s1P

& ATCC (American Type Culture Collection)
b Forsyth Institute, Boston, MA.

4.6.1.2 Deteccéo das espécies

ApOs hibridizacdo com as sondas, as membranas foram removidas do “Miniblotter” e
lavadas por 5 minutos em temperatura ambiente, seguido de duas lavagens de 20
minutos, a 65°C, numa solucdo adstringente (0,1 X SSC, 0,1% SDS), a fim de
remover sondas que nao hibridizaram completamente. Em seguida, as membranas
foram imersas por 1 hora numa solu¢do contendo 0,1 M &cido maléico, 3M NacCl,
0,2M NaOH, 0,3% Tween 20, 0,5% caseina, pH 8,0, e por 30 minutos na mesma
solucdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina

(Boehringer Mannheim), numa diluicdo de 1:10.000. As membranas foram, entao,



59

lavadas com uma solucdo de 0,1M acido maleico, 3M NaCl, 0,2M NaOH, 0.3%
Tween 20, pH 8.0, 2 vezes por 20 minutos, e uma vez por 5 minutos em 0,1M Tris
HCI, 0,1M NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9.5. Em seguida, as membranas foram incubadas
em uma solucdo detectora, Lumi Phos 530 (Lumigen, Southfield, MI, USA), por 45
minutos a 37°C. Finalmente, as membranas foram colocadas num cassete sob um
filme radiografico (KodaK X-OMAT) por aproximadamente 40 minutos, e os filmes
revelados manualmente pelo método convencional temperatura-tempo, de acordo

com as orientacdes do fabricante.

A leitura dos filmes radiogréficos foi realizada por um Unico examinador treinado, da
seguinte forma: cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra de
placa foi comparado em intensidade ao sinal produzido pela mesma sonda nos dois

controles contendo 10° e 10° bactérias, como exemplificado na figura 4.

Figura 4 - Leitura dos filmes radiograficos comparando-se a intensidade dos sinais
obtidos na técnica Checkboard DNA-DNA hybridization ( SOCRANSKY; HAFFAJEE,

2005).
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Desta forma, o numero O foi registrado quando ndo houve deteccdo do sinal; 1
equivaleu a um sinal menos intenso que o controle de 10° células; 2 equivaleu a
aproximadamente 10° células; 3, entre 10° e 10° células; 4 aproximadamente 10°
células e 5, mais de 10° células. Estes registros foram entdo utilizados para
determinar os niveis das diferentes espécies investigadas no estudo, expressos em

nivel médio de cada espécie (contagem) em cada sitio (tabela 2).

Tabela 2 - indice utilizado para a determinacéo dos niveis dos microrganismos nas

amostras de biofilme subgengival.

indice Nivel do microrganismo Contagem
0 N&o detectado 0
1 Menos de 10° células 10.000
: 5
2 Apromma'damente 10 100.000
células
3 Entre 10°a 10° células 500.000
. 6
4 AprOX|ma,damente 10 1.000.000
células
5 Mais de 10° células 10.000.000

4.7 ANALISE ESTATISTICA
Os testes estatisticos foram realizados pelo programa IBM SPSS Statistics versao
24. A descricdo dos resultados periodontais e microbiolégicos foram apresentados

pela frequéncia observada, porcentagem, média e desvio padréo.

A comparacdo dos resultados das doencas periodontais e microbiolégicos ao
término do tratamento e apds seis meses foi realizada pelo teste de McNemar e de

Wilcoxon.
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O nivel de significancia adotado para todas as analises foi igual a 5% (p<0.05), o

que estabeleceu um nivel de confianca de 95% para os resultados apresentados.
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5 RESULTADOS

No total, 23 individuos (6 do sexo masculino e 17 do sexo feminino) selecionados
por amostragem nao-probabilistica por conveniéncia foram incluidos nesse estudo.
Os participantes foram avaliados em dois momentos: T1 - no momento da remocao
do aparelho ortoddntico fixo; T2 - 06 meses apOs o término do tratamento

ortodontico.

5.1 RESULTADOS CLINICOS PERIODONTAIS
Os critérios clinicos periodontais avaliados foram registrados e tabulados, em T1 e

T2 para analise estatistica.

5.1.1 indice de placa visivel

Alteracdes estatisticamente significantes (p<0.05) no indice de Placa Visivel entre os
periodos avaliados (T2 e T1) foram verificadas nas seguintes regides: sitio
meésiovestibular dos dentes 11 e 31, na regido distovestibular do 31, e no sitio
mediano da face vestibular dos dentes 26 e 31. Em todos os pacientes que
apresentaram presenca de placa visivel no sitio mesiovestibular dos dentes 11 e 31
em T1, ndo foi registrado presenca de placa em T2. 71.43% dos registros positivos
para a presenca de placa visivel no sitio mediano do dente 26 em T1 foram

convertidos em T2 para registros negativos (tabela 3).



Tabela 3 - Avaliacdo das proporcdes do indice de placa visivel em T1 e T2.

(continua)
Ausente Presente
Valor p*
n % n %
IPV - 16 MV (T1)
Ausente 15 93.75 6 85.71
IPV -16 MV (T2) 0.125
Presente 1 6.25 1 14.29
IPV - 16 Med (T1)
Ausente 11 84.62 7 70.00
IPV - 16 Med (T2) 0.180
Presente 2 15.38 3 30.00
IPV - 16 DV (T1)
Ausente 10 83.33 6 54.55
IPV - 16 DV (T2) 0.289
Presente 2 16.67 5 45.45
IPV - 11 MV (T1)
Ausente 14 93.33 8 100.00
IPV -11 MV (T2) 0.039
Presente 1 6.67 0 0.00
IPV - 11 Med (T1)
Ausente 19 100.00 4 100.00
IPV-11Med (T2) e
Presente 0 0.00 0 0.00
IPV-11DV (T1)
Ausente 15 93.75 7 100.00
IPV - 11DV (T2) 0.07
Presente 1 6.25 0 0.00
IPV - 26 MV (T1)
Ausente 11 78.57 7 77.78
IPV - 26 MV (T2) 0.344
Presente 3 21.43 2 22.22
IPV - 26 Med (T1)
Ausente 9 100.00 10 71.43
IPV - 26 Med (T2) 0.002
Presente 0 0.00 4 28.57
IPV - 26 DV (T1)
Ausente 9 75.00 6 54.55
IPV- 26 DV (T2) 0.508
Presente 3 25.00 5 45.45
IPV - 36 MV (T1)
Ausente 20 100.00 2 66.67
IPV - 36 MV (T2) 0.065
Presente 0 0.00 1 33.33
IPV - 36 Med (T1)
Ausente 16 94.12 5 83.33
IPV - 36 Med (T2) 0.219
Presente 1 5.88 1 16.67
IPV - 36 DV (T1)
Ausente 16 88.89 4 80.00
IPV - 36 DV (T2) 0.688
Presente 2 11.11 1 20.00




Tabela 3 - Avaliacdo das proporcdes do indice de placa visivel em T1 e T2.

(concluséo)

Ausente Presente
Valor p*
n % n %
IPV - 31 MV (T1)
Ausente 10 50.00 0 0.00
IPV - 31 MV (T2) 0.002
Presente 10 50.00 3 100.00
IPV - 31Med (T1)
Ausente 12 52.17 0 0.00
IPV - 31Med (T2) 0.001
Presente 11 47.38 0 0.00
IPV - 31DV (T1)
Ausente 9 47.37 1 25.00
IPV - 31DV (T2) 0.012
Presente 10 52.63 3 75.00
IPV - 46 MV (T1)
Ausente 18 81.82 1 100.00
IPV - 46 MV (T2) 0.375
Presente 4 18.18 0 0.00
IPV - 46 Med (T1)
Ausente 14 70.00 3 100.00
IPV - 46 Med (T2) 0.508
Presente 6 30.00 0 0.00
IPV 46DV (T1)
Ausente 18 90.00 3 100.00
IPV - 46DV (T2) 0.999
Presente 2 10.00 0 0.00

(*) Teste de McNemar; MV —Mesiovestibular; Med - Mediano; DV - Distovestibular
IPV - Indice de placa visivel

T1 - Término do tratamento; T2 - Seis meses apos a remocao do aparelho fixo

5.1.2 indice de sangramento gengival marginal
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Apls a remocdo do aparelho fixo ortoddntico (T2) houve reducdo do indice de

sangramento gengival marginal na mesiovestibular dos dentes-indice 16, 31 e 46, na

distovestibular do 31, e no sitio mediano do 26 (p<0.05). Foi observado que 90,91%

dos registros positivos (escore 1 para o Indice de sangramento gengival marginal) na

mesiovestibular do 16 e do 31 em T1 apresentaram escore 0 em T2 (tabela 4).



Tabela 4 - Avaliacdo das proporcdes do indice de sangramento gengival

marginalem T1 e T2.

(continua)
Ausente Presente
Valor p*
n % n %
ISG - 16 MV (T1)
Ausente 11 91.67 10 90.91
ISG - 16 MV (T2) 0.012
Presente 1 8.33 1 9.09
ISG - 16 Med (T1)
Ausente 17 100.00 5 83.33
ISG - 16 Med (T2) 0.063
Presente 0 0.00 1 16.67
ISG - 16 DV (T1)
Ausente 17 94.44 4 80.00
ISG - 16 DV (T2) 0.375
Presente 1 5.56 1 20.00
ISG - 11 MV (T1)
Ausente 15 93.75 7 100.00
ISG - 11 MV (T2) 0.070
Presente 1 6.25 0 0.00
ISG - 11 Med (T1)
Ausente 19 95.00 3 100.00
ISG - 11 Med (T2) 0.250
Presente 1 5.00 0 0.00
ISG - 11 DV (T1)
Ausente 16 88.89 4 80.00
ISG - 11 DV (T2) 0.688
Presente 2 11.11 1 20.00
ISG - 26 MV (T1)
Ausente 9 75.00 10 90.91
ISG - 26 MV (T2) 0.092
Presente 3 25.00 1 9.09
ISG - 26 Med (T1)
Ausente 16 100.00 6 85.71
ISG - 26 Med (T2) 0.031
Presente 0 0.00 1 14.29
ISG - 26 DV (T1)
Ausente 17 100.00 5 83.33
ISG - 26 DV (T2) 0.063
Presente 0 0.00 1 16.67
ISG - 36 MV (T1)
Ausente 9 81.82 9 75.00
ISG - 36 MV (T2) 0.065
Presente 2 18.18 3 25.00




Tabela 4 - Avaliacdo das proporcbes do indice de Sangramento Gengival

Marginalem Tl e T2.

(concluséo)

Ausente Presente
Valor p*
n % n %
ISG - 36 Med (T1)
Ausente 15 93.75 7 100.00
ISG - 36 Med (T2) 0.070
Presente 1 6.25 0 0.00
ISG - 36 DV (T1)
Ausente 15 93.75 6 85.71
ISG - 36 DV (T2) 0.125
Presente 1 6.25 1 14.29
ISG - 31 MV (T1)
Ausente 11 91.67 10 90.91
ISG - 31 MV (T2) 0.012
Presente 1 8.33 1 9.09
ISG - 31Med (T1)
Ausente 17 100.00 5 83.33
ISG - 31Med (T2) 0.063
Presente 0 0.00 1 16.67
ISG - 31DV (T1)
Ausente 11 100.00 8 66.67
ISG - 31DV (T2) 0.008
Presente 0 0.00 4 33.33
ISG - 46 MV (T1)
Ausente 14 100.00 8 88.89
ISG - 46 MV (T2) 0.008
Presente 0 0.00 1 11.11
ISG - 46 Med (T1)
Ausente 15 93.75 7 100.00
ISG - 46 Med (T2) 0.070
Presente 1 6.25 0 0.00
ISG 46DV (T1)
Ausente 16 88.89 5 100
ISG - 46DV (T2) 0.453
Presente 2 11.11 0 0

(*) Teste de McNemar; MV —Mesiovestibular; Med - Mediano; DV - Distovestibular

ISG - indice de Sangramento Gengival Marginal

T1 - Término do tratamento; T2 - Seis meses apds a remocao do aparelho fixo
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5.1.3 Indice de profundidade & sondagem

Seis meses apos a remocao do aparelho fixo ortodéntico (T2) houve reducgéo
estatisticamente significante do indice de profundidade a sondagem nos sitios
avaliados dos dentes-indice 16, 11, 31 e 46 (p<0.05), enquanto que nos dentes 26 e

36 mantiveram-se constantes (tabela 5).

Tabela 5 - Comparac&o do indice de profundidade & sondagem entre os momentos

avaliados.

Média dos Valor p*
postos
Postos Negativos 8.15
PS 16MV (T2) - PS 16MV (T1) Postos Positivos 200 0.006
Postos Negativos 6.15
PS 11MV (T2) - PS 11MV (T1) Postos Positivos 450 0.009
Postos Negativos 6.60
PS 26MV (T2) - PS 26MV (T1) Postos Positivas 6.43 0.694
Postos Negativos 4.50
PS 36MV (T2) - PS 36MV (T1) 1 © 0 ivos 6.00 0.781
Postos Negativos 8.70
- <0.
PS 31MV (T2) - PS 31MV (T1) Postos Positivos 550 0.001
Postos Negativos 5.50
PS 46MV (T2) - PS 46MV (T1) . 0.002
Postos Positivos 0.00

(*) Teste de Wilcoxon; PS - indice de profundidagem & sondagem; MV -
Mesiovestibular

T1l - Término do tratamento; T2 - Apds seis meses do término do
tratamento

5.1.4 Sangramento a sondagem

Em relagdo a avaliacdo do Sangramento a sondagem, foi observado reducédo
estatisticamente significante (p<0.05) nos dentes 16, 46 e 31. Todos 0s sujeitos da
amostra com presenc¢a de sangramento a sondagem no sitio mesiovestibular dos
dentes 16 e 46 em T1, registraram escore 0, ou seja, auséncia de sangramento em

T2. No dente-indice 31, 76,92% dos registros positivos para presenca de
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Sangramento a sondagem em T1, ndo apresentaram o mesmo comportamento em

T2 (tabela 6).

Tabela 6 - Comparacdo do Sangramento a sondagem entre 0s momentos avaliados.

Ausente Presente

Valor p*
n % n %
SS-16 MV (T1)
Ausente 9 90.00 13 100.00
SS-16 MV (T2) 0.002
Presente 1 10. 0 0.00
SS-11 MV (T1)
Ausente 13 86.67 6 75.00
SS-11 MV (T2) 0.508
Presente 2 13.33 2 25.00
SS-26 MV (T1)
Ausente 10 83.33 7 63.64
SS-26 MV (T2) 0.180
Presente 2 16.67 4 36.36
SS-36 MV (T1)
Ausente 9 81.82 9 75.00
SS-36 MV (T2) 0.065
Presente 2 18.18 3 25.00
SS-31 MV (T1)
Ausente 8 80.00 10 76.92
SS-3IMV(T2) prosente 2 2000 3 23.8 0.039
SS-46 MV (T1)
Ausente 10 83.33 11 100.00
SS-46MV(T2) prosente 2 1667 0 0.00 0.022

(*) Teste de McNemar; MV -Mesiovestibular
SS - Sangramento a sondagem
T1 - Término do tratamento; T2 - Seis meses apds o término do tratamento

5.2 RESULTADOS MICROBIOLOGICOS
A contagem microbiana para os dois momentos da avaliacdo (T1 e T2) foi

registrada e tabulada em planilhas para anélise estatistica.

Ao avaliar as proporcdes e frequéncias das 40 bactérias agrupadas em 5 complexos

microbianos (vermelho, laranja, amarelo, verde e roxo) e "outras espécies"” verificou-
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se semelhancas nas amostras de biofilme subgengival em T1 e T2, sendo mais

frequente o grupo laranja (T1= 28,28%; T2= 27,88) (Figura 05).

Os valores p das comparacdes apontadas na figura 5, sdo demonstradas na tabela

07.

Figura 5 - Proporgbes e frequéncias dos complexos microbianos presentes nas

amostras de biofilme subgengival em T1 e em T2.
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Cutras espécies

Seis meses apds a remocdo do aparelho fixo ortoddntico, algumas espécies
bacterianas apresentaram diferencas entre suas propor¢cdes meédias, notando-se
aumento medio quantitativo em T2 das seguintes espécies: Campylobacter showae,
Fusobacterium periodonticum, Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii,
Capnocytophaga gingivalis, Actinomyces odontolyticus | e Actinomyces naeslundii I.
Em contrapartida, as seguintes espécies apresentaram reducdo: Fusobacterium

nucleatum (sp. vincentii), Eubacterium saburreum, Streptococcus anginosus e
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Prevotella melaninogenica. As demais espécies mantiveram-se contagem

semelhantes nos periodos avaliados (figura 6).

Figura 6- Perfil microbiano das médias de proporcdo (%) das espécies bacterianas
presentes nas amostras de biofilme subgengival ao término do tratamento
ortodéntico (T1) e 06 meses apos a remocao do aparelho fixo (T2).

Porcentagem média em relagao ao total

0.0 0.1 0203 0405 06 0.7 08 09 1.0
Pormphyromonas gingivalis ﬁ

Treponema denticola
Tannerelia forsythia
Streptococcus constellatus
Eubacterium nodatum
Fusobacterium nucieatum (sp. vincentii) *

Campyfobater rectus

Parvimonas micra

Prevotelia nigrescens

Fusobacterium nucieatum (sp. polymorphum)

Campylobacter showae *

Fusobacterium periodonticum *
Fusobacterium nucleatum (sp. nucieatum)
Campylobacter gracitis
Prevotelia intermedia

*

Streptococcus sanguinis
Streptococcus oralis *
Streptococcus intermedius
Streptococcus gordonii *
Streptococcus miis
A actinomycetencomytans
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga gingivalis * VERDE
Eikenelia corrodens
Capnocytophaga sputigena
Veilionella parvuia
Actinomyces gerencseriae ROXO
Actinomyces israelli
Actinomyces odontolyticus | *
Actinomyces naesiundii | *
Actinomyces oris AZUL
Treponema Socranskii
Eubacterium saburreum *
Streptococcus anginosus *
Neisseria mucosa
Selenomonas noxia
Propionybacterium acnes( ] +if)
Prevotelia melaninogenica *
Gemelia morbifiorum
Lactobacilius acidophilus

——T1 — T2

(*) Estatisticamente significativo ao nivel de 5%

Tabela 7 - Comparacado das porcentagens médias das bactérias entre os tempos T1
eT2.
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(continua)
Média
dos Valor p*
postos
Eubacterium nodatum (T2) - Postos Negativos ~ 39.34
X . 0.879
Eubacterium nodatum (T1) Postos Positivos ~ 35.75
Treponema denticola (T2) - Postos Negativos ~ 37.16 0.613
Treponema denticola (T1) Postos Positivos 35.05 '
Tannerella forsythia (T2) - Tannerella  Postos Negativos ~ 44.04
i .. 0.116
forsythia (T1) Postos Positivos 38.25
Streptococcus constellatus (T2) - Postos Negativos ~ 37.71
0.176
Streptococcus constellatus (T1) Postos Positivos 34.90
Eubacterium nodatum (T2) - Postos Negativos ~ 49.87
. . 0.054
Eubacterium nodatum (T1) Postos Positivos 54.25
Fusobacterium nucleatum (sp. Postos Negativos 51.98
vincentii) (T2) - Fusobacterium » <0.001
nucleatum (sp. vincentii) (T1) Postos Positivos 46.82
Campylobater rectus (T2) - Postos Negativos ~ 45.61
. 0.391
Campylobater rectus (T1) Postos Positivos ~ 40.11
Parvimonas micra (T2) - Parvimonas ~ Postos Negativos ~ 42.38 0.098
micra (T1) Postos Positivos ~ 31.96 '
Prevotella nigrescens (T2) - Postos Negativos ~ 55.65 0.928
Prevotella nigrescens (T1) Postos Positivos ~ 49.17 '
Fusobacterium nucleatum (sp. Postos Negativos 35.15
polymorphum) (T2) - Fusobacterium » 0.431
nucleatum (sp. polymorphum) (T1) Postos Positivos 33.73
Campylobacter showae (T2) - Postos Negativos 42.18
.. 0.024
Campylobacter showae (T1) Postos Positivos 52.24
Fusobacterium periodonticum (T2) -  Postos Negativos ~ 43.26
: : . - 0.007
Fusobacterium periodonticum (T1) Postos Positivos 52.09
Fusobacterium nucleatum (sp. Postos Negativos 37.79
nucleatum) (T2) - Fusobacterium . 0.061
nucleatum (sp. nucleatum) (T1) Postos Positivos 39.71
Campylobacter gracilis (T2) - Postos Negativos ~ 32.84
1S - 0.947
Campylobacter gracilis (T1) Postos Positivos 27.30
Prevotella intermedia (T2) - Prevotella Postos Negativos ~ 50.16 0.893
intermedia (T1) Postos Positivos 44.76 '
Streptococcus sanguinis (T2) - Postos Negativos ~ 48.31
NiS - 0.025
Streptococcus sanguinis (T1) Postos Positivos ~ 58.36
Streptococcus oralis (T2) - Postos Negativos ~ 41.63
i .. 0.013
Streptococcus oralis (T1) Postos Positivos ~ 47.96
Streptococcus intermedius (T2) - Postos Negativos ~ 45.23
i i .. 0.806
Streptococcus intermedius (T1) Postos Positivos 39.66

Tabela 7 - Comparacao das porcentagens médias das bactérias entre os tempos T1

eT2.
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(continuacéo)

Média
dos Valor p*
postos
Streptococcus gordonii (T2) - Postos Negativos 4847 o
Streptococcus gordonii (T1) Postos Positivos ~ 50.18 '
Streptococcus mitis (T2) - Postos Negativos ~ 46.39 0.336
Streptococcus mitis (T1) Postos Positivos ~ 47.97 '
A. actinomycetencomytans (T2) - A.  Postos Negativos ~ 43.16 0.286
actinomycetencomytans (T1) Postos Positivos ~ 37.86 '
Streptococcus oralis (T2) - Postos Negativos ~ 52.51 0.417
Streptococcus oralis (T1) Postos Positivos ~ 36.98 '
Capnocytophaga gingivalis (T2) - Postos Negativos ~ 49.73 0.031
Capnocytophaga gingivalis (T1) Postos Positivos 55.45 '
Eikenella corrodens (T2) - Eikenella ~ Postos Negativos ~ 41.06 0.768
corrodens (T1) Postos Positivos 43.06 '
Capnocytophaga sputigena (T2) - Postos Negativos ~ 48.78 0.145
Capnocytophaga sputigena (T1) Postos Positivos 50.54 '
Veillonella parvula (T2) - Veillonella ~ Postos Negativos ~ 51.22 0.898
parvula (T1) Postos Positivos ~ 53.81 '
Actinomyces gerencseriae (T2) - Postos Negativos ~ 38.61 0.819
Actinomyces gerencseriae (T1) Postos Positivos ~ 37.38 '
Actinomyces israelli (T2) - Postos Negativos ~ 51.55 0.458
Actinomyces israelli (T1) Postos Positivos ~ 41.25 '
Actinomyces odontolyticus | (T2) - Postos Negativos ~ 48.34 0.001
Actinomyces odontolyticus | (T1) Postos Positivos 51.67 '
Actinomyces naeslundii | (T2) - Postos Negativos ~ 53.29 <0.001
Actinomyces naeslundii | (T1) Postos Positivos ~ 57.72 '
Actinomyces oris (T2) - Actinomyces  Postos Negativos ~ 48.41 0.113
oris (T1) Postos Positivos 44.76 '
Treponema Socranskii (T2) - Postos Negativos ~ 40.33 0.361
Treponema Socranskii (T1) Postos Positivos 38.00 '
Eubacterium saburreum (T2) - Postos Negativos  47.71 .o,
Eubacterium saburreum (T1) Postos Positivos ~ 42.14 '
Streptococcus anginosus (T2) - Postos Negativos ~ 48.41 0.004
Streptococcus anginosus (T1) Postos Positivos  43.09 '
Neisseria mucosa (T2) - Neisseria Postos Negativos ~ 56.58 0.601
mucosa (T1) Postos Positivos ~ 50.42 '
Selenomonas noxia (T2) - Postos Negativos ~ 55.91 0.588
Selenomonas noxia (T1) Postos Positivos ~ 45.03 '

Tabela 7 - Comparacao das porcentagens médias das bactérias entre os tempos T1

eT2.
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(concluséao)

Média
dos Valor p*
postos
Propionybacterium acnes( I +11) (T2)  Postos Negativos ~ 29.12
- Propionybacterium acnes( | +11) . 0.949
(T1) Postos Positivos 28.90
Prevotella melaninogenica (2) - Postos Negativos ~ 37.86  _ 0.001
Prevotella melaninogenica (T1) Postos Positivos 50.94 '
Gemella morbillorum (T2) - Gemella ~ Postos Negativos ~ 28.68 0.661
morbillorum (T1) Postos Positivos ~ 21.13 '
Lactobacillus acidophilus (T2) - Postos Negativos ~ 51.66 0.569
Lactobacillus acidophilus (T1) Postos Positivos 46.28 '

(*) Teste de Wilcoxon; T1 - Término do tratamento; T2 - Apds seis meses do
término do tratamento.

5.3 COMPARACAO ENTRE O INDICE DE PROFUNDIDADE A SONDAGEM E O

SANGRAMENTO A SONDAGEM E PROPORCAO DE CELULAS BACTERIANAS

As células bacterianas apresentaram proporcdes semelhantes entre a auséncia e
presenca de profundide a sondagem nos momentos T1 e T2 (tabela 8).

Tabela 8 - Comparacdo das proporgdes de células bacterianas e Indice de
profundidade a sondagem entre os tempos T1 e T2.

(continua)

Profundidade a sondagem
T1 T2
Ausente Presente \/gjor Ausente Presente v/gor

n % n % p* n % n % p*
N&o detectado 13 10.83 0 0.00 10 826 0 0.00
Menos de 10° células 60 50.00 7 38.89 71 58.68 13 76.47
. 5
Aproximadamente 10° ., o5 55 5 5778 20 1653 2 11.76
Complexo celulas 0111 0.704
vermelho Entre 10° e 10° células 13 10.83 3 16.67 19 1570 2 11.76
. 6
Aproximadamente 10", gg5 5 1799 1 083 0 0.00
células
Mais de 10° células 0 0.00 1 556 0O 0.00 O 0.00

Tabela 8 - Comparagdo das propor¢bes de células bacterianas e indice de

profundidade a sondagem entre os tempos T1 e T2.
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(continuacéo)

Profundidade a sondagem

T1 T2
Ausente Presente \/gor Ausente Presente \/gjor
n % n % p* n % n % p*
Nao detectado - - - - 2 165 0 0.00
Menos de 10° células 14 11.67 0 0.00 16 1322 7 41.18
. 5
Complexo Aprox'mcaé?l‘j‘lg":”te 107 31 2583 4 2222 35 2893 4 2353
. 0.182 0.198
laranja  Entre 10° e 10° células 35 29.17 3 16.67 43 3554 4 2353
. 6
Aprox'mcaé‘fargseme 100 50 1667 5 27.78 13 1074 1 5.88
Mais de 10° células 20 16.67 6 33.33 12 992 1 588
N&o detectado 6 500 0 000 7 579 1 588
Menos de 10° células 33 27.50 4 22.22 36 29.75 10 58.82
. 5
Complexo Aprox'mci‘é‘fs‘lg":”te 100 26 2167 8 4444 28 2314 4 2353
amarelo  Entre 10°e 10° células 41 3417 5 27.78 050 35 2893 1 588 10
- 6
Aprox'mcaé?l"j‘lg‘;me 10°° 45 1000 1 556 12 992 1 5.88
Mais de 10° células 2 167 0 000 3 248 0 0.00
N&o detectado 3 250 0 000 5 413 1 5.88
Menos de 10° células 31 25.83 3 16.67 33 27.27 7 41.18
. 5
Complexo Aprox'mci‘é‘fs‘lg":”te 100 51 1750 4 2222 32 2645 6 35.29
verde  Entre 10°e 10° células 37 30.83 10 5556 °-°° 37 3058 2 11.76 0o
. 6
Aprox'mcaé?l‘j‘lg‘se”te 107 23 1917 1 556 14 1157 1 5.88
Mais de 10° células 5 417 0 0.0 0 000 O 0.00
Nao detectado 5 417 0 0.00 3 248 1 588
Menos de 10° células 11 9.17 4 22.22 30 2479 8 47.06
. 5
Complexo Aprox'mcaé?j‘lr;f”te 10 58 2333 3 1667 31 2562 2 11.76
4 .
roxo Entre 10° e 10° células 46 3833 5 27.78 °*8% 35 2975 4 2353 0%
. 6
Aprox'mcaé‘fljg‘:”te 10" 18 1500 3 16.67 14 1157 1 5.88
Mais de 10° células 12 1000 3 16.67 7 579 1 588
N&o detectado 13 1083 1 556 9 744 0 000
Menos de 10° células 14 11.67 2 11.11 14 1157 7 41.18
- 5
Complexo Aprox'mcaé‘fj';‘:”te 100 16 1333 5 27.78 26 21.49 4 2353
azul Entre 10° e 10° células 39 3250 8 44.44 249 37 3058 2 1176 09°3
. 6
Aprox'mcaé?ar;‘se”te 107 30 2500 2 11.11 29 2397 3 17.65
Mais de 10° células 8 667 0 000 6 496 1 5.88

Tabela 8 - Comparacdo das propor¢des de células bacterianas e Iindice de

profundidade a sondagem entre os tempos T1 e T2.
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(concluséo)

Profundidade a sondagem
T1 T2
Ausente Presente \/gor Ausente Presente \/gior

n % n % p* n % n % p*
N&o detectado 6 500 0 000 5 413 3 17.65
Menos de 10° células 22 1833 1 556 17 14.05 2 11.76
. 5
Aproximadamente 10° o 155, g 3333 31 2562 5 29.41
Complexo celulas 0.122 0.418
cinza Entre 10° e 10° células 39 3250 3 16.67 45 3719 5 2941
. 6
Aproximadamente 10" ,q 5,17 5 3333 20 1653 2 11.76
células
Mais de 10° células 9 750 2 1111 3 248 0 0.00

(*) Testes do Qui-quadrado de Pearson e Exato de Fisher; (-) N&o foi computado na estatistica
porgue ndo houveram casos
T1 - Término do tratamento; T2 - Apds seis meses do término do tratamento

As células bacterianas apresentaram proporcdes semelhantes entre a auséncia e

presenca de sangramento a sondagem no tempo T1 e T2 (tabela 9).

Tabela 9 - Comparacdo das proporcdes de células bacterianas e Sangramento a

sondagem entre os tempos T1 e T2.

(continua)
Sangramento a sondagem
T1 T2
Ausente Presente vglor Ausente Presente valor
n % n % p* n % n % p*
N&o detectado 6 845 7 10.45 8 6.40 2 15.38
Menos de 10° células 39 54.93 28 41.79 76 60.80 8 61.54
. 5
Aproximadamente 10° ;3 1831 19 2836 21 1680 1 7.69
Complexo células 0.555 0.501
vermelho Entre 10° e 10° células 8 11.27 8 1194 19 1520 2 1538
. 6
Aproximadamente 10° 5 ;4,4 4 597 1 080 0 000
células
Mais de 10° células 0O 000 1 149 0O 000 0O 0.00

Tabela 9 - Comparacdo das proporcdes de células bacterianas e Sangramento a

sondagem entre os tempos T1 e T2.
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(continuacéo)

Sangramento a sondagem

T1 T2
Ausente Presente \/gjor Ausente Presente \/gior
n % n % P* n % n % p*
N&o detectado - - - - 1 080 1 7.69
Menos de 10° células 7 9.86 7 10.45 21 1680 2 15.38
. 5
Aproximadamente 10°  ,/ 3385 17 1642 36 28.80 3 23.08
Complexo células 0.141 0.370
laranja Entre 10° e 10° células 15 21.13 23 34.33 '~ 41 32.80 6 46.15
. 6
Aproximadamente 10" 1, 1549 14 20.90 13 1040 1 7.69
células
Mais de 10° células 14 19.72 12 17.91 13 10.40 O 0.00
NZo detectado 4 563 2 299 5 4.00 3 23.08
Menos de 10° células 22 30.99 15 22.39 42 3360 4 30.77
. 5
Aproximadamente 10° ;5 1547 59 3734 30 24.00 2 15.38
Complexo celulas 0.544 0.076
amarelo Entre 10° e 10° células 24 33.80 22 32.84 ~ ' 33 2640 3 23.08
. 6
Aproximadamente 10° ;545 5 ggg 13 1040 0 0.00
células
Mais de 10° células 1 141 1 1.49 2 160 1 7.69
N&o detectado 3 423 0 0.00 5 400 1 7.69
Menos de 10° células 20 28.17 14 20.90 36 28.80 4 30.77
. 5
Aproximadamente 10° ;5 14 58 15 2739 36 28.80 2 15.38
Complexo células 0.401 0.687
verde Entre 10° e 10° células 22 30.99 25 37.31 ~° 34 2720 5 3846
. 6
Aproximadamente 10° 13 1949 17 1642 14 1120 1 7.69
células
Mais de 10° células 3 423 2 299 0 0.00 O 0.00
N&o detectado 4 563 1 1.49 3 240 1 7.69
Menos de 10° células 7 9.86 8 11.94 32 2560 6 46.15
. 5
Aproximadamente 10° ;4 5535 13 1940 32 2560 1 7.69
Complexo células 0.738 0.198
roxo Entre 10° e 10° células 24 33.80 27 40.30 36 28.80 4 30.77
. 6
Aproximadamente 10° 1 1, 08 17 1642 15 12.00 0 0.00
células
Mais de 10° células 8 11.27 7 1045 7 560 1 7.69
NZo detectado 9 1268 5 7.46 9 720 0 000
Menos de 10° células 11 1549 5 7.46 19 15.20 2 15.38
Aproximadamente 10°
Co?sz?XO ailas 8 1127 13 1940 ,., 25 2000 5 3846 (o
Entre 10° e 10° células 23 32.39 24 35.82 35 28.00 4 30.77
. 6
Aproximadamente 10° ;5 ) 13 17 5537 30 2400 2 15.38

células

Tabela 9 - Comparacgédo das propor¢cdes de células bacterianas e Sangramento a

sondagem entre os tempos Tl e T2.
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(concluséao)

Sangramento a sondagem

T1 T2
Ausente Presente \glor Ausente Presente \vglor
n % n % p* n % n % p*
Mais de 10° células 5 7.04 3 448 7 560 0 0.00
Complexo 0.412 0.736
azul
N&o detectado 5 704 1 1.49 7 560 1 7.69
Menos de 10° células 12 16.90 11 16.42 16 12.80 3 23.08
. 5
Aproximadamente 10° 1475 7 1945 34 27.20 2 15.38
Complexo celulas 0.259 0.700
cinza Entre 10° e 10° células 17 2394 25 3731 46 36.80 4 30.77
. 6
Aproximadamente 10" 14 55 35 17 5537 19 1520 3 23.08
células
Mais de 10° células 5 704 6 8.96 3 240 0 0.00

(*) Testes do Qui-quadrado de Pearson e Exato de Fisher; (-) N&o foi computado na estatistica

porgue ndo houveram casos
T1- Término do tratamento; T2- Seis meses apds a remocédo do aparelho fixo

6 DISCUSSAO

O tratamento ortoddntico tem sido associado a alteragdes, incluindo a reabsorcao

radicular, o desenvolvimento de lesdes de mancha branca ou de doencas
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periodontais, com reacdes inflamatorias nos tecidos gengivais e modificacdes no

periodonto de suporte e de sustentacdo (BOLLEN et al., 2008; RISTIC et al., 2008).

Vérios estudos tém investigado as alteracdes microbiolégicas e periodontais
envolvidas com o tratamento ortodontico (KIM et al., 2010; VAN GASTEL et al.,
2011; MARTHA et al., 2013; TORLAKOVIC et al., 2013; PAN et al., 2017). Nesta
pesquisa clinica, foi realizado uma avaliagdo e comparacao dos parametros clinicos
periodontais e da microbiota subgengival em pacientes adolescentes ao término do
tratamento ortoddntico com aparelho fixo metalico convencional, e 06 meses apos a
conclusdo do tratamento (LIU et al., 2011). Muitos trabalhos avaliam os pacientes
por um periodo de até 03 meses apos a remocao do aparelho ortodontico (SALLUM
et al., 2004; CHOI et al., 2009; YANEZ-VICO et al., 2015; KIM et al., 2016; PAN et
al., 2017), sem no entanto justificar por que, e se esse periodo de avaliagdo apos a
remocdo da aparatologia ortodéntica é suficiente para determinar o impacto da
colocacdo de aparelhos fixos ortodénticos na salde periodontal. No entanto, o
periodo de acompanhamento de 06 meses apds a remocdo dos aparelhos
ortodonticos, faz-se necessério e € indicado. Durante o tratamento ortodéntico,
interferéncias oclusais maiores sdo eliminadas e, aparelhos de contencdo apés a
remocdo do aparelho fixo sdo utilizados. Seis meses apds o término do tratamento,
indica-se a realizacdo de ajuste oclusal, para corrigir pequenos erros e promover
melhor estabilidade oclusal e mandibular. Durante esse periodo, ocorre aumento da
quantidade de contatos oclusais, melhorando a qualidade dos resultados do
tratamento ortoddntico (BRANDAO; BRANDAO, 2008). Ainda em relagéo ao periodo
de avaliacdo poOs tratamento ortodontico, pacientes com doenca periodontal
avancada podem ter indicacdo de extracdes dentarias anteriormente ao tratamento

ortodontico. Entretanto, esses elementos podem ser Uuteis com ancoragem
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ortodéntica se a inflamagcdo periodontal for controlada. Apés o tratamento
ortodéntico, h& um periodo de seis meses de estabilizacdo antes da reavaliacdo da
condicdo periodontal. Ocasionalmente, o dente irrecuperavel pode estar téo

restabelecido apds o tratamento ortoddntico que ele é mantido (KOKICH, 2007).

Neste estudo, os dentes-indice utilizados s&@o preconizados pela OMS para
avaliacdo da condi¢do periodontal de individuos com idade bioldgica inferior a 20
anos de idade (WHO, 1997). Nao ha na literatura, um protocolo ou padronizacdo de
quais dentes ou sitios devem ser avaliados. Optou-se por ndo avaliar pacientes com
a presenca de bandas ortodonticas. No estudo de Kim et al. (2010), quando
comparou-se dentes com bandas e elementos com tubos ortodonticos, observou-se
que o Sangramento a sondagem nos primeiros era estatisticamente maior que
aqueles com acessorios colados a superficie dentaria. Al-Anezi (2015) identificou

maiores valores do Sangramento & sondagem e do indice de Profundidade a

sondagem associados as bandas ortodénticas.

No presente estudo, os individuos participantes da pesquisa foram selecionados por
amostragem nao-probabilistica por conveniéncia, sendo a amostra composta por 6
pacientes do sexo masculino e 17 do sexo feminino, em idade de 10 a 19 anos.
Durante a puberdade, a inflamag&o gengival e 0 aumento gengival podem ser mais
prevalentes. A alta concentracdo de horménios sexuais (estrégeno e progesterona)
no tecido gengival, saliva e fluido crevicular gengival poderia exacerbar a resposta
tecidual, e os horménios esteréides parecem ser capazes de influenciar a flora
bacteriana normal induzindo alteracdes na flora subgengival (AUFDEMORTE;
SHERIDAN, 1981; SCHROEDER et al., 2005; DUPERON; TAKEI, 2007). Esses

fatores hormonais sdo capazes de modificar o progresso, a intensidade e a resposta
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da doenca periodontal ao tratamento (SPEZZIA, 2018). A maioria das manifestacdes
mais frequentes nos adolescentes sdo sangramento e inflamacdo das éreas
interproximais, e 0s picos da incidéncia da gengivite marginal ocorrem entre 11 e 13
anos de idade, diminuindo levemente apds a puberdade (MORDEER; WONDIMU,
2000). A exacerbacdo desses quadros inflamatérios pode, no entanto, ser revertida
e controlada quando utilizado corretamente técnicas de higienizacdo bucal

(SPEZZIA, 2016).

No presente estudo, as amostras subgengivais foram processadas e analisadas pelo
método “Checkerboard DNA-DNA Hybridization” (SOCRANSKY et al., 1994).
Embora considerado um método que requeira equipamento e pericias laboratoriais
sofisticados, é altamente especifico, e particularmente aplicavel por n&o exigir
bactérias viaveis (SANZ et al., 2007). Além disso, essa técnica é considerada um
método eficiente, econdmico e sensivel para a deteccdo de espécies bacterianas, e
permite o processamento simultdneo das amostras, nas quais um grande numero e
multiplas espécies podem ser analisadas em condi¢des similares (DAHLEN et al.,
2015). Na literatura estudos utilizam a tecnologia com PCR padréo (SALLUM et al.,
2004; TORLAKOVIC et al., 2013; SARGOLZAIE et al., 2014; GUO et al., 2016; PAN
et al.,, 2017). Apesar de demonstrar altas sensibilidade e especificadade para
identificacdo de patdgenos periodontais, essa técnica € incapaz de quantifica-los

precisamente em amostras clinicas (SANZ et al., 2007).

Nesse estudo foi demonstrado a presenca de inflamacdo gengival associado ao
tratamento ortodéntico (MARTHA et al., 2013; SARGOLZAIE et al., 2014). Apds a
remocao do aparelho fixo, foi possivel observar um impacto positivo nos parametros

clinicos periodontais, porém essas alteracdes nao foram reversiveis para todos o0s
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sitios avaliados. Resultados semelhantes foram encontrados por Pan et al (2017) em
seu estudo com 18 individuos adolescentes. Liu et al (2011) avaliaram 20 pacientes
com idade média de 17,6+5,68 anos, e concluiram que nem mesmo seis meses
apos a remocao do aparelho fixo ortoddntico, parametros clinicos indicativos de
salde periodontal (indice de placa, indice gengival e indice de profundidade a
sondagem) ndo retornaram a condicao inicial. Yafiez-Vico et al. (2015) verificaram
reducéo significativa nos indices clinicos periodontais avaliados (indice de placa
visivel e indice de sangramento gengival marginal) 10 dias apés a remocdo do
aparelho fixo ortoddntico. Justifica-se esse estudo néo ter sido avaliado o Nivel de
insercdo clinica na revisdo sistematica da literatura e metandlise de Papageorgiou
et al. (2018) a qual, baseada em evidéncias de estudos longitudinais prospectivos,
verificou-se pouco ou nenhum efeito estatisticamente significante sobre o Nivel de

Insercéo clinica em pacientes adolescentes com mé ocluséo.

A quantidade de patdgenos possui o papel principal na relacdo com a doenca, e ndo
a sua presenca. O limiar para os periodontopatégenos entre a salude e a doenca é
desconhecido e dependente do individuo (QUIRYNEN et al., 2007). As diferencas
entre os estados de saude e doenca periodontal sdo evidentes quando os morfotipos
das bactérias de locais saudaveis e doentes sdo avaliados. As bactérias de locais
com periodonto saudavel consistem, predominantemente em cocos e bastonetes
gram-positivos  facultativos (aproximadamente 75%) (SLOTS, 1979). Séo
primariamente espécies gram-positivas facultativas e membros do género
Streptococcus e Actinomyces (p. ex., S. sanguis, S. mitis, A. viscosus, A. naeslundii).
Pequenas proporgcfes de espécies gram-negativas também sédo encontradas e as
mais frequentes sdo P. intermedia, F.nucleatum e espécies de Capnocytophaga,

Neisseria e Veillonella. Determinadas espécies de bactérias protegem ou
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beneficiam o hospedeiro, incluindo S. sanguis, Veillonella parvula e C. ochraceus

(SIMONSSON, 1989).

A microbiota da gengivite induzida por placa dentaria consiste em proporcdes
aproximadamente iguais de espécies gram-positivas (56%) e gram-negativas (44%),
assim como de microrganismos facultativos (59%) e anaerdbicos (41%) 228 As
espécies gram-positivas que predominam incluem S. mitis, S. sanguis, S.
intermediusm S. oralis, A. viscosus, A. naselundii e P. micros. Os microrganismos
gram-negativos sdo predominantemente F. nucleatum, P. intermedia e V. parvula,
bem como espécies de Haemophilus spp., Capnocytophaga spp. e Campylobacter

spp. (SLOTS, 1979; MOORE; MOORE, 1994).

A microbiota associada a periodontite localizada é predominantemente composta de
bastonetes gram-negativos, capnofilicos e anaerdbicos (SLOTS, 1979). Todos os
locais doentes abrigam Aa. Outros microrganismos encontrados em niveis
significativos incluem P. gingivalis, E. corrodens, C. rectus, F. nucleatum

(QUIRYNEN et al., 2007).

Os estudos que investigam as alteracbes clinicas periodontais e microbiolégicas
decorrentes da colocagéo de aparelhos fixos ortodonticos avaliam a frequéncia das
bactérias Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Actinomyces
actinomycetemcomitans, Tanerella forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens (SALLUM et al. 2004; RISTIC
et al.,, 2008; CHOI et al., 2009; THORNBERG et al., 2009; LIU et al., 2011; VAN
GASTEL et al., 2011; KIM et al., 2012; ANDRUCIOLI et al., 2012;TORLAKOVIC et
al., 2013; YANEZ-VICO et al., 2015; PAN et al., 2017), visto que essas Sd0 as

bactérias que mais se destacam na patogénese das doencas periodontais (AMAR,;
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LEEMAN, 2013; NISHIYAMA, 2013). Diferentes trabalhos com semelhantes
metodologias de pesquisa (NARANJO et al., 2006; CHOI et al., 2009; THORNBERG
et al., 2009; LIU et al, 2009; YANEZ-VICO et al., 2015; PAN et al., 2017), avaliaram
a microbiota subgengival em sitios periodontais considerados saudaveis
determinando a frequéncia inclusive de periodontopatégenos, como Aa., P.

gingivalis, P. intermedia , F. nucleatum e T. forsythia.

Na avaliacdo da microbiota subgengival nesta pesquisa, foi observado que seis
meses apds a remocdo do aparelho ortodontico ha reducdo estatisticamente
significante (p<0,05) da bactéria Fusobacterium nucleatum, microrganismo envolvido
no processo de inflamacdo gengival em pacientes ortodonticos, resultado
semelhante ao encontrado nos estudos de Thornberg et al. (2009). As demais
espécies mantiveram contagem semelhantes nos periodos avaliados (T1 e T2),
assim como Pan et al. (2017), que ndo verificaram reducdo significativa de A.
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Tanerella forsythia. A
semelhanca na frequencia de bactérias presentes em pacientes em tratamento
ortodéntico e apds a remoc¢ao do aparelho se opde aos encontrados nas pesquisas
de Sallum et al. (2004), Choi et al. (2009), Liu et al. (2011) com a reducéo
significativa para a presenca de bactérias, embora ndo retornasse para os indices

registrados antes do inicio do tratamento.

Neste trabalho, diferentemente dos apresentados até entdo na literatura, foi
realizado uma comparacéo entre indices peridontais relacionados com a periodontite
e a contagem de células bacterianas, o que permitiu observar que ainda que haja

reducdo nos indices periodontais, seis meses apds a remocao do aparelho fixo
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ortodontico, a contagem total de microrganismos apresenta propor¢cdes semelhantes

ao periodo em que o paciente estava em tratamento ortodontico.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Um dos grandes desafios na Periodontia € encontrar um teste de diagndstico
precoce que facilite o diagnostico e prevencdo das doengas periodontais. Avancos
nas pesquisas de diagnostico periodontal estdo direcionando os métodos para que 0
risco e a atividade da doenca possam ser identificados e quantificados por meio de
biomarcadores em amostras de fluido crevicular gengival, soro e saliva (TABA et al.,
2005). Estudos centrados na imunopatogénese da doenca periodontal tém
apresentado interesse no papel das citocinas, como mediadores capazes de
governar a atividade biol6gica de destruicdo em tecidos inflamados, sendo a
determinacdo dos niveis desses biomarcadores inflamatorios em fluidos bioldgicos
bons indicadores da atividade inflamatéria (COSTA et al.,, 2010; SEXTON et al.,
2011). As citocinas presentes no fluido gengival, e que s&o consideradas
marcadores diagndsticos em potencial para doenca periodontal sdo: Interleucina 1-a
(IL-1a), Interleucina 1B (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8) e Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) (GRAVES et al., 1998). A maioria dos novos testes de
diagnostico para doenca periodontal tem o objetivo de estudar a resposta
inflamatoria do hospedeiro utilizando o fluido gengival crevicular (FGC). Este método
de analise representa um diagnéstico ndo somente da alteracdo instalada, como
também apresenta valor preditivo quando consegue identificar a condicdo de risco

para determinada doenca (ULKER et al., 2008).
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Quando se refere ao controle quimico da placa bacteriana, a clorexidina (CHX),
considerada coadjuvante na higiene dentaria e adjuvante na doenca periodontal, € o
agente quimico mais amplamente empregado (SHETTY et al.,, 2013). No entanto,
seu uso diario a longo prazo (periodos maiores que 30 dias) ndo é recomendado por
apresentar efeitos adversos locais, como: pigmentacdo acastanhada em
superficies dentarias e dorso da lingua, descamacédo e perda da sensibilidade
oral, dor na mucosa, interferéncia na sensagao gustativa como alteracdes no sabor
dos alimentos, sabor desagradavel e gosto amargo (LIM; KAM, 2008). A fim de
minimizar essas alteracdes, sem comprometer a sua eficacia clinica, diferentes
substancias foram adicionadas a CHX. Mais recentemente, a adicdo do
metabissulfito de sodio e do &cido ascorbico deu origem ao sistema de
antidescoloracdo ADS (Anti-Discoloration System) (BERNARDI et al., 2004), que
vem apresentando resultados promissores (LI et al., 2014; MARRELLI; AMANTEA,

TATULLO, 2015).

Assim, tém-se como perspectiva em prosseguimento a esse estudo, avaliar por
periodos maiores, a condi¢cdo clinica periodontal e a microbiota subgengival, e os
biomarcadores imune-inflamatérios relacionados com a progressdo da doenca
periodontal presentes no fluido do sulco gengival, analisando se as alteragcbes
observadas sédo reversiveis e regridem em niveis de saude periodontal. Além disso,
instituir um protocolo de orientacdo de higiene bucal aliado ao uso de solucdo de

digluconato de clorexidina a 0,12% com o sistema de antidescolaragcdo ADS.

7 CONCLUSAO

Baseados nos resultados do presente estudo, conclui-se:
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A) Ha uma associacdo entre a presenca de inflamacéo gengival e a presenca de
aparelho fixo. Seis meses apds conclusao do tratamento ortodéntico houve reducao
do Iindice de placa visivel, indice de sangramento gengival marginal, indice de

profundidade a sondagem e Sangramento a sondagem.

B) Ao avaliar as propor¢des e frequéncias das 40 bactérias agrupadas em 5
complexos microbianos (vermelho, laranja, amarelo, verde e roxo) e "outras
espécies" verificou-se semelhancas nas amostras de biofilme subgengival em TO e

T1, com maior frequéncia de microrganismos do complexo laranja.
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

MINISTERIO DA EDUCAGCAO

Universidade Federal do Espirito Santo-UFES
Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Vitéria- ES, CEP 29040-091.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr.(a), NOME COMPLETO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA foi convidado(a) a participar da
pesquisa intitulada "AVALIACAO DA CONDICAO PERIODONTAL E DA MICROBIOTA
SUBGENGIVAL EM ADOLESCENTES TRATADOS ORTODONTICAMENTE COM APARELHO FIXO
", sob responsabilidade de CAROLINE LOPES BINDA.

JUSTIFICATIVA

A presenca de aparelhos ortoddnticos pode causar acumulo de placa bacteriana, afetando a
composicdo da microbiota subgengival, aumentando a prevaléncia de microrganismos
peridontopatogénicos, e desenvolvendo um quadro de inflamacdo gengival. Através do presente
estudo, o impacto do uso de aparelhos fixos ortodénticos sobre os parametros microbiolégicos e

clinicos periodontais e se as alteracdes sao irreversiveis.
OBJETIVOS DA PESQUISA

A pesquisa tem por objetivo avaliar as condigdes clinicas periodontais e a composi¢éo da microbiota
subgengival presentes na fase de finalizagédo ortoddntica e as modificagbes que ocorrem seis meses

apos a remocgédo de aparelho fixo ortodéntico.
PROCEDIMENTOS

Esta pesquisa constara de exame clinico da gengiva e de dentes superiores e inferiores, através de
um espelho bucal, sonda periodontal e ponta de papel, estéreis. Esse exame sera realizado por uma
especialista em Ortodontia, no dia da remocdo do aparelho ortodbntico e seis meses apos, para
coletar amostras do material microbiolégico (biofilme bacteriano) através da raspagem realizada com

uma cureta, no sulco gengival, para posterior analise microbioldgica.
DURACAO E LOCAL DA PESQUISA

Esses procedimentos serdo realizados no consultério odontolégico onde o tratamento ortodéntico foi

desenvolvido, por um periodo de no maximo uma hora.

RUBRICA
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RISCOS E DESCONFORTOS
O riscos e desconfortos serdo minimos, oriundo apenas da realizacdo da raspagem subgengival.
FORMA DE MINIMIZAR OS RISCOS E DESCONFORTOS

Para minimizar os riscos e desconfortos serdo utilizados instrumentos e materiais esterilizados,
segundo as preucacdes-padrdo das Normas de Biosseguranca. Além disso, a profissional sera
previamente calibrada para aplicacdo adequada de forca durante os exames periodontais e o
posicionamento correto dos instrumentos utilizados. Além disso, os pacientes poderdo receber
anestesia topica e/ou anestesia infiltrativa regional para minimizar os riscos, bem como a prescricéo
de analgésicos e antiinflamatérios para reducdo do desconforto pds-operatério. da raspagem dos

dentes.
BENEFICIOS

Os resultados desta pesquisa poderdo contribuir para saber quais sdo as altera¢cdes que ocorrem na
quantidade e nas espécies de bactérias, bem como as modificacbes na salde gengival, com a
colocacdo do aparelho fixo ortodéntico, e 0 quanto essas mudancgas regridem, apds a remogéo do
aparelho. Dessa maneira, o0 ortodontista podera orientar melhor os pacientes, enfatizando os
cuidados que devem ser tomados em relagdo a adequada higienizacdo bucal no periodo de
tratamento ortodéntico, bem como alertar & populagdo das consequéncias do uso de aparelhos

ortoddntico sem indicagdo e acompanhamento com especialistas.
GARANTIA DE MANUTENCAO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Toda informacdo obtida neste estudo serd confidencial. Em nenhum momento o seu nome sera
divulgado, sendo tratado apenas por um numero. Apenas as pessoas envolvidas no estudo terdo
acesso a estas informagbes. Os pesquisadores se comprometem a resguardar sua identidade

durante todas as fases da pesquisa, inclusive apés publicagéo.
OBRIGACOES FINANCEIRAS

Este projeto ndo implicara em qualquer custo ao paciente. Do mesmo modo, o participante voluntario
desta pesquisa ndo serd beneficiado financeiramente ou recebera qualquer ajuda, prémios ou

bonificacdes.
DESTINO DE MATERIAIS E/OU DADOS DA PESQUISA

Todos os resultados do trabalho em questdo serdo tornados publicos pelos meios normais de
comunicacao cientifica. Poderdo ser apresentados através de publicacdes em peridédicos cientificos
nacionais e internacionais, apresentados oralmente, como palestras, conferéncias e sob forma de

painéis em encontros cientificos ou congressos na area tratada.
GARANTIA DE INDENIZACAO
Ha garantia de indenizacéo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

GARANTIA DE RECUSA EM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA DE CONSENTIMENTO
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O(a) Sr.(a) ou o(a) responsavel pelo(a) menor ndo é obrigado(a) a participar da pesquisa, podendo
deixar de participar dela em qualquer momento de sua execucdo, sem que haja penalidades ou

prejuizos decorrentes de sua recusa, bem como caso decida retirar seu consentimento.
ESCLARECIMENTOS E DUVIDAS

Em caso de dlvidas sobre a pesquisa ou para relatar algum problema, o(a) Sr.(a) ou o(a)
responsavel pelo menor pode contatar a pesquisadora CAROLINE LOPES BINDA no telefone (27)
992915733, e-mail carolinelbinda@gmail.com, ou endereco AVENIDA CAMPO GRANDE, 06,
CAMPO GRANDE, CEP 29.146-300, CARIACICA-ES, BRASIL. Tem a garantia de que recebera
todas as informacdes, respostas e esclarecimentos sobre qualquer divida a cerca dos

procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados a esta pesquisa. O Comité de Etica
em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo
(CEP/CCS/UFES) através do telefone (27) 3335-7211, e-mail cep.ufes@hotmail.com ou correio:
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, Prédio Administrativo do CCS, Av. Marechal
Campos, 1468, Maruipe, CEP 29040-090, Vitéria-ES, Brasil. O CEP/CCS/UFES tem a fungdo de

analisar os projetos de pesquisa visando a protecdo dos participantes dentro de padrdes éticos

nacionais e internacionais. Seu horario de funcionamento é de segunda a sexta-feira, de 8 as 14

horas.

Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o presente documento, entendendo todos
0s termos acima expostos, e que voluntariamente aceito participar deste estudo. Também declaro ter
recebido uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de igual teor, assinada pela

pesquisadora principal ou seu representante, rubricada em todas as paginas.

CARIACICA, DE DE

Participante da pesquisa/ Responsavel legal

Na qualidade de pesquisadora responsavel pela pesquisa "AVALIACAO DA CONDICAO
PERIODONTAL E DA MICROBIOTA SUBGENGIVAL EM ADOLESCENTES TRATADOS
ORTODONTICAMENTE COM APARELHO FIXO ", declaro ter cumprido as exigéncias da Resolugéo
CNS 466/12,a qual estabelece diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres

humanos.

Caroline Lopes Binda- Pesquisadora


mailto:carolinelbinda@gmail.com
mailto:cep.ufes@hotmail.com
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ANEXO C - Certificado de calibracdo Micropipeta de alta performance (Peguepet®)

emitido pelo fabricante.

STATUS PASSED

CALIBRATION REPORT
Serial No. 000005879
DEVICE ID: DESCRIPTION: FIXED VOL 50yl
METHOD ID: FV 50 DATE: 04-01-2018
ENVIRONMENTAL FACTORS
TEMP: 20°C REL.HUMIDITY: 50%
AIR DENSITY: 0.001200 CUBIC EXP: 0.0000cm®/degc.
SAMPLE CALIBRATION STATISTICS
IMPRECISION CV% INACCURACY E% IMPRECISION CV%

VOL NO Wt VOL VOL MEAN SD ACTUAL TARGET STATUS

500 1 5000 50.15 50.0 49.96 0.126 0.06 0.30 passed < 0.30
S0.0 2 99.80 49.94
50.0 3 149.60 49.94
50.0 4 19930 49.84

All Pipettes are calibrated at 20° with degassed double distilled water conformi g to DIN12650
?A“ :
Checked By: ager (Quality Control)
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ANEXO D - Certificado de Calibracdo da Micropipeta de alta performance

(Peguepet®) previamente a realiza¢do do segundo momento da pesquisa.

2 Certificado de Calibragdo
metrOIOW 03RINTHT
wisthe am madighes Dets 0o Calbagio 30022017

1. Dadlas do Salbciante = =
Federso Raa Josd Alrancre Doz - Srmesdd 00 548 - Veade IS
Selicitante: Carso Lopes Binds
Frderego: Rae Josd Alacandw Beak - Evionda o Sul - Visea 22
2 Dados do s Calteazo
e Pyets
Weatifcagda: 000005874
Nirvero de Séce:  00000547% Falxa de ngizagho: Lasy
Wotelo Aredycd LITTATS T Ko Coratad
Fatrrbsasts Pegssor Fadaa de Calbragho! 102 50
Losalaagho: Oedun g Sarvips 4625717
Cata 22 Cabbaghe: 2105017
3 Dados da Amzketie X > 2
Terpeeatare: 2.0°C 4 2°C Presedo Barométdica: 1071 50P ¢ 1 %P Ursidade Relathal %0.2% = 20%
4 Palrom (ilzagos
Cédige Descrigso Coraticado
w0 Serwx ge Terspenina pLUL) Ex 2208208
Moo Prometo VTSR0 Visares Qa1
W04 Paes Pacrio 1 peges) NA 280_00_1 7 Paid Delaries 7103018
B Prosedmnm

oo | reekzog 3 calbracho do IVILAESN 33T

Ao0uTnnD Mty S0 inmeko DOO-COCRE Q27

Cavlurse % NS Ao D WerED PO
m,mmwmﬂn_mmrouwmomwmwmmm.m

mowiecs patide 08 MG 1o Seterrrinace e #0000 Com A peicatio TA-ATR

RN IO A
“Sigrasire Asadcess”

SfonsaiosdeCatbonple’ =
Usidade: 3l
aizeindicato | vaker se siwsbecis | o | neartman | P

0o 43 1 o7 | as 2,00 |
T. Obwbreng fon
ammuwwwmv«mum-mmwumammmum«ml
O 59 e Necic s se sefire #2 Vakr 03633 1o Wikx
A Bcesmzs mpandid 06 MedGS0 IEC § Sechrada COMD 3 VOANIAE FaSrEs de Mo TULEA S (el Lo da stcaglocls b0 Bell
s srm CaYLuURe [ oM WY Srase de ooty num e o ghrc de % A

P

Y NEDGOLS & TECNOLOGI Firmi CFP
Sev. Pmfion Nafer W . B (6 Saas ruwis - COP- 20 081040 . Viwiea - B5 - Tl | Fae (27 32224000 / 362064023

Pag. 1N
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ANEXO E - Normas do periddico - Journal of Periodontology

ORIGINAL ARTICLES

These are papers that report significant clinical or basic research on the
pathogenesis, diagnosis, and treatment of the different forms of periodontal
disease. Papers dealing with design, testing, and other features of dental
implants are also included.

Format

Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract,
references, and figure legends). The reference list should not exceed 50
references, and the total combined number of figures and tables must be six or
fewer. Multi-panel figures are acceptable.

Abstract

All original articles should be submitted with a structured abstract, consisting of

no more than 250 words and the following four paragraphs:

Background: Describes the problem being addressed.

Methods: Describes how the study was performed.

Results: Describes the primary results.

Conclusion(s): Reports what authors have concluded from these results,
and notes their clinical implications.

Introduction

The Introduction contains a concise review of the subject area and the rationale
for the study. More detailed comparisons to previous work and conclusions of the
study should appear in the Discussion section.

Materials and Methods

This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other
investigators would be able to reproduce the research. When established
methods are used, the author need only refer to previously published reports;
however, the authors should provide brief descriptions of methods that are not
well known or that have been modified. Identify all drugs and chemicals used,
including both generic and, if necessary, proprietary names and doses. The
populations for research involving humans should be clearly defined and
enrollment dates provided.

Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables,
figures, and supplemental material as appropriate.

Discussion

New and possible important findings of the study should be emphasized, as well
as any conclusions that can be drawn. The Discussion should compare the
present data to previous findings. Limitations of the experimental methods
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should be indicated, as should implications for future research. New hypotheses
and clinical recommendations are appropriate and should be clearly identified.
Recommendations, particularly clinical ones, may be included when appropriate.

Publication of Accepted Original Articles
Please note that accepted manuscripts which are classified by the Editors as

"Discovery Science” will be placed on an accelerated schedule for online-only
publication. See Online-Only Publication below.



http://www.joponline.org/page/JOPInstructions#Online-only
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APENDICE

ANAMNESE (A ser respondido pelo paciente ou responsavel)

Prezado paciente ou responsavel, suas respostas sao confidenciais e fardo parte do projeto
de pesquisa do Curso de Mestrado em Clinica Odontolégica do Programa de Pés-
Graduacdo da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), que esta sendo desenvolvido
junto a pacientes de Ortodontia de uma clinica odontoldgica particular de Cariacica/ES. E
importante que as informagfes sejam verdadeiras, pois serdo importantes para o
desenvolvimento adequado da pesquisa.Desde ja agradeco a sua colaboragao.

1) Vocé tem boa saude? () Sim () Nao
2)Encontra-se em tratamento médico? () Sim () Nao

Por qué?

3) Vocé esta gestante? () Sim () Nao
4) Esta tomando ou tomou algum antibiético ou antiinflamatério nos ultimos 03 meses?
() Sim () Néao

5) Esta usando ou usou algum anti-séptico ou enxaguante bucal como parte dos habitos de
higiene bucal nos ultimos 03 meses? () Sim () Nao

6) Vocé fuma? () Sim () Nao

Cariacica, de de 20

Assinatura do Paciente ou Responsavel



