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RESUMO

A dificuldade no controle de biofilme dentdrio em paciente sob tratamento ortodéntico
promove modificagdes no periodonto e na microbiota normais da cavidade bucal. Neste
aspecto, poucos estudos investigaram os efeitos dos dispositivos de amarragiio do arco
ortodéntico, como ligaduras eldsticas e metdlicas. Desta maneira, o objetivo deste trabalho
foi avaliar as alteracdes periodontais e microbiolégicas de pacientes com aparelho
ortoddntico fixo. No capitulo 1, através de uma revisao de literatura, evidenciou-se que, de
forma geral, nos parimetros periodontais, os resultados foram significativos para acimulo
de biofilme e inflamagio gengival durante tratamento ortoddntico fixo. Neste estudo,
caracterizou-se também, a forte correlagio de espécies como A. actinomycetemcomitans ao
biofilme subgengival de bandas ortod6nticas. No capitulo 2 intitulado: Periodontal and
microbiologic evaluation of two methods of archwire ligation: ligatures wires and
elastomeric rings, estes dois métodos em questio foram comparadas, considerando
aspectos periodontais ¢ microbioldgicos. Para realizacio desta pesquisa, foram
selecionados 14 pacientes, sem sinais clinicos de inflamacfio gengival, em que foram
coletadas amostras de biofilme dos dentes 15, 25, 32 e 42, antes da instalacdo de aparelho
fixo, e apos seis meses de tratamento. Cada arco ortodéntico foi fixado com anéis elasticos
em um dos lados das arcadas, enquanto ligaduras metédlicas foram utilizadas no lado oposto.
Como pardmetro periodontal foi utilizado: fndice de placa, de sangramento gengival e
profundidade & sondagem; e para deteccdio de P. gingivalis, T. forsythia, A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia, e P. nigrescens, foi realizada t€cnica de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR). Ap6és anilise de varidncia (p < 5%), os resultados periodontais
mostraram diferencas estatisticas significantes para os anéis eldsticos, que exibiram um
elevado valor para indice de placa e de sangramento. Pelo teste de McNemar, os anéis
elasticos demonstraram quantidade significativa no nimero de sitios positivos de T.
forsythia e P. nigrescens, quando comparado as ligaduras metalicas (p < 5%). Os resuitados
clinicos e a maior propensdo de presenca destes 2 periodontopatégenos, demonstraram que

o0s anéis eldsticos ndo sdo recomendados em pacientes com higiene bucal deficiente.

Palavras-chave: aparelho ortodéntico, placa dentéria, gengivite, rea¢do de polimerase em

cadeia, materiais dentarios, higiene bucal.



ABSTRACT

Periodontium and oral microbiota subeject to alterations as orthodontic patients find
difficulties in controlling oral biofilm. Few studies have investigated orthodontic devices,
such as elastomeric rings and steel ligatures. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the periodontal and microbiological alterations in patients fixed orthodontic
appliances. Literature review (chapter 1) showed significant results concerning
accumulation of biofilm and gingival inflammation in patients under fixed orthodontic
treatment. The present study revealed a strong correlation between A,
actinomycetemcomitans and subgingival biofilm of orthodentic bands. The second chapter
(Periodontal and microbiologic evaluation of two methods of archwire ligation: ligatures
wires and elastomeric rings) shows a comparison between these two techniques,
considering periodontal and microbiological aspects. This study evaluated 14 patients
having no clinical signs of gingival inflammation. Biofilm samples of teeth 15, 25, 32 and
42 were collected before fixed appliance placement and again six months after treatment.
Each orthodontic arc was fixed with elastomeric rings on one of the sides of the arches,
while steel ligatures had been used on the opposite side. Plaque index, gingival bleeding
and probing depth were used as periodontal parameter. A technique of Molecular Biology
called polymerase in chain reaction (PCR) was used to detect P. gingivalis, T. forsythia, A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia, and P. nigrescens. Analysis of variance (p < 5%)
revealed statistically significant differences for the elastomeric rings, which showed high
scores for bleeding and plaque index, while McNemar test showed that T. forsythia and P.
nigrescens demonstrated a larger number of positive sites for the elastomeric rings group,
when compared to steel ligatures group (p < 5%). In conclusion, elastomeric rings favored
the presence of these 2 pathogens, and due the pericdontal findings, should not be

recommended in patients with deficient oral hygiene.

Key-words: orthodontic appliance, dental plague, dental gingivitis, polymerase in chain

reaction, dental materials, oral hygiene.



I- INTRODUCAO

O processo de estabelecimento da gengivite em humanos foi comprovado
cientificamente em estudos realizados na década de 60 os quais demonstraram a inter-
relacio da aus€neia de higiene bucal, actimulo de biofilme dentdrio ¢ de inflamacio
gengival (Loe et al,, 1965). Avaliagdes microbiolGgicas longitudinais demonstraram a
sucessdo de grupos especificos de microorganismos com o acimulo ¢ maturagio de
biofilme no decorrer do tempo (Theilade et al., 1966). O desenvolvimento inicial do
biofilme caracteriza-se pela maturacdo de espécies do tipo cocos e bastonetes Gram
positivos, progredindo para uma microbiota mais complexa formada por microorganismos
Gram negativos e espiroquetas (Syed & Loesche, 1978; Van Palenstein Helderman, 1981).
Desta forma, se aceita amplamente que para exisi€éncia de doenga periodontal, a condigéo
de acimulo de biofilme deve estar presente, entretanto, considerando a hipétese da placa
especifica, apenas um limitado nmimero de microorganismos subgengivais atuam
diretamente prejudicando o periodonto (Socransky & Haffajee, 1992).

A presenca de fatores locais na cavidade bucal possui participaciio fundamental
permitindo acitmulo de biofilme e contribuindo para o desenvolvimento da gengivite.
Observagdes clinicas mostraram a associacdo freqiiente desses fatores com a inflamacéo
gengival, como nos casos de dentes apinhados (Behfelt et al., 1981; Siiness & Roynstrand,
1985), de restauragbes defeituosas (Lang et al., 1983), de préteses fixas e removiveis
(Valderhaug, 1980) e de aparelhos e acessérios ortoddnticos (Zachrisson & Zachrisson,
1972; Zachrisson, 1976; Forsberg et al., 1991).

Muitas vezes a mecénica ortoddntica utilizada necessita de uma grande quantidade
de dobras no arco, bandas ortodOnticas e acessérios ortoddnticos que afetam diretamente a
quantidade e a qualidade do biofilme na cavidade bucal, determinando a ocorréncia de
sinais clinicos de inflamacfo gengival, sempre associado a uma escovagio deficiente.
Pode-se inferir, ao aparetho ortoddntico como um fator potencial para agravar a qualidade
da higiene bucal, e dessa forma, contribuir para aumentar o risco de doenga periodontal
(Zachrisson & Alnaes, 1973; Kloehn & Pfeifer, 1974; Trossello & Gianelly, 1979;
Zachrisson, 1976). Neste aspecto, alguns estudos relataram uma elevada perda de insercfio

periodontal em individuos sob tratamento ortoddntico em comparagio com grupos



controles (Zachrisson, 1976, Alstad & Zachrisson, 1979), mas a maioria dos estudos
longitudinais que se concentraram em efeitos clinicos durante o tratamento concluiram que
as alteragbes gengivais induzidas pelo acimulo de biofilme decorrente do aparelho
ortoddntico foram transitdrias e que nfo causaram danos permanentes as estruturas
periodontais (Zachrisson & Zachrisson, 1972; Kloehn & Pfeifer, 1974; Trossello &
Gianelly, 1979).

Entre as diversas abordagens clinicas sobre os possiveis efeitos do aparelho
ortod0ntico na cavidade bucal, os resultados mostraram principalmente, a ocorréncia de
aumento de acimulo do biofilme ¢ inflamacdo gengival (Boyd & Baumrind, 1992; Batoni
et al., 2001; Jordan & LeBlanc, 2002). Os estudos sobre as alterag@es microbiolégicas em
pacientes sob tratamento ortoddntico consideraram, de uma forma geral, a elevagdo
quantitativa de microorganismos cariogénicos como o Sireptococcus mutans ¢
Lactobacillus, presente na saliva, como também no biofilme supragengival (Corbett et al.,
1981; Diamanti-Kipioti et al., 1987; Lundstrém & Krasse, 1987; Svanberg et al., 1987,
Forsberg et al., 1991). Os efeitos do aparelho fixo no peridonto, concentraram-se em
investigacdes clinicas como por exemplo, os prejuizos causados pela perda de insercdo, ou
pela acdo das bandas ortoddnticas, as quais se caracterizaram como sitios ideais para
colonizacdo de bactérias como Actinobacillus actinomycetemcomitans (Paolantonio et al,,
1999; Sallum et al., 2004), espécie com elevada associagiio em lesdes de periodontite
juvenil localizada (Chung et al., 1989), e casos de doenca periodontal destrutiva em adultos
(van Winkelhoff et al., 1992).

Em relagio aos acessérios utilizados na fixagiio do arco ortoddntico aos braquetes,
como as ligaduras elasticas e as ligaduras metdlicas, poucos estudos foram realizados sobre
este tema, portanto, nada de conclusivo pode-se realmente afirmar sobre os efeitos destes
acessorios, principalmente em relago as possiveis alteragdes periodontais provocadas pelos
microorganismos periodontopatogénicos relacionados a estes acessérios. Desta forma, este
estudo foi direcionado em 2 abordagens metodolégicas que se complementam, como
parimetros clinicos periodontais convencionais, além de avaliagio microbiolégica
amparada em procedimentos de Biologia Molecular, extremamente sensiveis e especificos
(Gumerlock et al., 1991). A técnica utilizada caracterizou-se como um valioso instrumento

na deteccdo e identificacdo de bactérias e virus associados as doengas periodontais



(Ashimoto et al.,1996), principal foco do trabalho. A reaciio de polimerase em cadeia —
PCR, baseia-se em reagOes enzimdticas ciclicas de desnaturagdo pelo calor, hibridizagio
dos oligonucieotideos € sintese enzimdtica de DNA, resultando na amplificacdo
exponencial da seqiiéncia de DNA desejado, permitido a identificagdo de seqiiéncias de
genes especificos, tais como genes de espécies bacterianas (Mullis & Faloona, 1987).
Considerando a falta de dados na literatura sobre possiveis alteracdes periodontais e
microbiolégicas dos métodos de amarracdo ortoddntica, torna-se de interesse o estudo da
influéncia destes acessérios nas caracteristicas normais do periodonto e da microbiota

presente na cavidade bucal.



II - PROPOSICAO
Os objetivos do presente trabalho foram:

OBJETIVO GERAL

* Evidenciar possiveis alteragdes periodontais e microbioldgicas em pacientes

com aparelho ortoddntico fixo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar alteracfes clinicas apds instalagdo de aparelho ortodéntico fixo
utilizando pardmetros periodontais, entre dois tipos de acessdrios ortoddnticos para fixar o

arco ortoddntico aos braquetes: ligaduras elasticas e ligaduras metalicas;

= Verificar a presenca de bactérias periodontopatogénicas apés instalagdo de
aparelho fixo, assim como nos dentes amarrados com ligaduras eldsticas e ligaduras

metélicas;



I11 - CAPITULOS

Esta tese esta baseada na Resolugdo CCPG/001/98/UNICAMP que regulamenta o
formato alternativo para teses de Mestrado e Doutorado, e permite a insercdo de artigos
cientificos de autoria ou co-autoria do candidato (Anexo 1 e 2). Por se tratar de pesquisa
envolvendo seres humanos, o projeto de pesquisa deste trabalho foi submetido a apreciagfio
do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, tendo sido
aprovado (Anexo 3). Assim sendo, esta tese é composta por dois capitulos contendo artigos

submetidos para publicac¢do, conforme descrito abaixo:

Capitunlo 1
“Alteracdes periodontais e microbiolégicas apos instalagiio de aparelho ortoddntico

fixo” Souza RA, Magnani MBBA, Nouer DF, Silva CO, Klein MI, Gongalves MR, Sallum
EA, Gongalves RB. Este artigo foi submetido a publicagdio no periddico Periodontia, da

Sociedade Brasileiva de Periodontologia.

Capitulo 2

“Periodontal and microbiologic evaluation of two methods of archwire ligation:
ligatures wires and elastomeric rings” Souza RA, Magnani MBBA, Nouer DF, Silva CO,
Klein MI, Sallum EA, Gongalves RB. Este artigo foi aceito para publicacio no periddico
American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics. Os direitos autorais para
publicacfio deste artigo pertencem a editora do periddico citado, e sua apresentagfio nesta

dissertagdio ndo infringe seus direitos legais (declaragciio pag. 88), conforme normas

apresentadas nos enderecos eletrdnicos: http://journals.elsevierheath.com/periodicals/ymod

¢ http://authors.elsevier.com/home.html .




CAPITULO 1

Alteragbes periodontais e microbioldgicas apés instalaciio de aparelho

ortodontico fixo

Periodontal and microbiologic changes after the placement of fixed orthodontic appliance

Ricardo Alves de Souza'

Maria Beatriz Borges de Aratijo Magnani®
Darcy Fldvio Nouer’

Cléverson de Oliveira e Silva*
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RESUMO

Areas de retengdo do aparelho ortodéntico fixo permitem um maior actimulo de biofilme
dental, principal agente etiolégico das doencas periodontais. Este estudo, através de revisdo
da literatura, pretende avaliar possiveis alteragBes periodontais e microbioldgicas de
pacientes com aparelho ortoddntico fixo. Os pardmetros clinicos, como indice de placa,
indice de sangramento gengival e profundidade de sondagem foram analisados em diversos
estudos, ¢ a maior parte deles mostra resultados significativos de acimulo de biofilme e
inflamacdo gengival associado ao aparelho ortoddntico fixo. Hi um grande aumento de
microrgansmos cariogénicos em pacientes ortodonticos, como §. mutans € Lactobacillus,
principalmente nos casos de deficiéncia na higiene oral. Quanto ao biofilme subgengival,
pode-se afirmar que A. actinomycetemcomitans € T. forsythia, envolvidos com a doencga
periodontal, sdo os principais componentes do biofilme subgengival de bandas ortodonticas.
Esta revisio mostrou que hd uma necessidade de mais estudos sobre a relagdio entre
patdgenos periodontais e aparelhos ortoddnticos € ressaltou a importdncia da interaclo
entre Periodontia e Ortodontia durante os tratamentos ortoddnticos, principalmente nos

pacientes com maiores riscos.

UNITERMOS: biofilme dentério; aparelho ortoddntico fixo; doenga periodontal
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ABSTRACT

Retention areas in fixed orthodontic appliance lead to an increase in the accumulation of
biofilm, main etiologic agent of periodontal diseases. This study, through a literature
review, intends to evaluate possible periodontal and microbiological alterations in patients
with fixed orthodontic appliance. The clinical parameters, as plaque index, gingival index,
and probing depth were analyzed in many studies, and most of them shows significant
outcomes of biofilm accumulation and gingival inflammation associated to the fixed
orthodontic appliance. There is and increase in the cariogenic microorganisms in
orthodontic patients, as S. mutans and Lactobacillus, mainly in cases of oral hygiene
deficiency. As regards the subgingival biofilm, it can be assured that A.
actinomycetemcomitans and T. forsythia, related to periodontal disease, are the main
components of subgingival biofilm of orthodontic band. This review showed that there is a
need of more studies about the relationship between periodontal pathogens and orthodontic
appliance and highlighted the importance of an interaction between Periodontics and

Orthodontics during the orthodontic treatment, mainly in the patients with higher risks.

UNITERMS: dental biofilm; fixed orthodontic appliance; periodontal discase
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INTRODUCAO

A doenca periodontal constitui-se como uma das principais enfermidades da cavidade
oral causada pela atividade patoldgica do biofilme dentério.

A combinacdo entre aparelho ortoddntico e gengivite na clinica ortodéntica didria
retrata uma realidade bastante comum para ¢ ortodontista. O motivo dessa associagao deve-
se, principalmente, 2 dificuldade de escovagio e de utilizagdo do fio dental proximo as
superficies retentivas de todo o aparelho ortoddntico fixo.

ZACHRISSON & ZACHRISSON, em 1972, verificatam que a maioria das 49
criangas de um estudo longitudinal desenvolveu gengivite hiperplasica moderada apos 1 a 2
meses da instalacdo de aparelho fixo, apesar de boas condi¢bes de higiene bucal, e que
somente ocorreu hiperplasia gengival severa naquelas com escovacio dentéria deficiente.

Investigac@es histolégicas em humanos (DIEDRICH et al, 2001) mostraram que
diversos co-fatores como inser¢io de bandas subgengivais, residuos de cimentos ou
projecdo de margens gengivais nas bandas poderiam causar inflamagfio gengival e também
contribuir para a destruicio periodontal.

Poucos trabathos procuraram fazer uma relagdo entre as alteragbes da microbiota
periodontopatogénica e o uso de aparelhos ortoddnticos. SALLUM et al, 2004, verificaram
uma associacdo significativa entre inflamagfio gengival e o uso de aparelhos ortod6nticos,
caracterizada pelo e¢levado ndmero de sitios positivos das bacténas Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Aa) e Tannerella forsythia (Tf). A escassez de informacdes em
relagio & presenca de periodontopatdgenos em pacientes ortoddnticos, principalmente no
biofilme subgengival (PAOLANTONIO et al, 1999), além da elevada procura de
tratamento ortoddntico por parte de pacientes adultos nestas ultimas décadas
(MCKIERNAN et al, 1992; SANDERS, 1999), justificam maiores investigacdes sobre o
assunto.

Baseados nestes achados da literatura, este trabalho se propde, através de uma revisao,
evidenciar possiveis alteracdes periodontais e microbioldgicas em pacientes com aparelho

ortodéntico fixe, analisando seu potencial para aumentar o risco a doenca periodontal.
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REVISAO DE LITERATURA E DISCUSSAQ

Pouca atenciio tem sido dada a relagio entre o tratamento ortoddntico e a doenga
periodontal (KLOEHN & PFEIFER, 1974; SALLUM et al, 2004). JAMES & BEAGRIE,
em 1963, chamaram atencfo ao fato de se dar grande importincia as técnicas ortoddnticas e
pouca importancia ao cuidado periodontal, mostrado em dois casos em que o resultado final
do ponto de vista ortod6ntico era satisfatério, mas os exames dos tecidos moles mostravam
gengivites cronicas e periodontites associadas & ma higiene oral.

Os aparelhos ortoddnticos fixos favorecem a retengio de residuos alimentares e
dificultam a escovacfo dos dentes, pela instalacdo de superficies adicionais na cavidade
bucal (BAER & COCCARO, 1964; BL.OOM & BROWN, 1964; SAKAMAKI & BAHN,
1967). Assim, hd um acimulo elevado de biofilme promovendo maiores riscos para
desenvolvimento de gengivite ¢ doenga periodontal (ALSTAD & ZACHRISSON, 1979;
SINCLAIR et al, 1987, BOYD & BAUMRIND, 1992; PAOLANTONIO et al, 1999;
DIEDRICH et al, 2001).

CONSIDERACOES PERIODONTAIS

AINAMO & BAY (1975) mostraram que a gengivite se inicia com a reacfo
inflamatéria da gengiva livre, causada por coldnias de bactérias orais na superficie dos
dentes ¢ na margem gengival. A gengivite crbnica ird se desenvolver provocando um
anmento do exsudato gengival resultando na formacfo de cdlculos subgengivais e podendo
induzir uma progressiva doencga periodontal.

ZACHRISSON & ZACHRISSON, 1972, KLOEHN & PFEIFER, 1974,
ZACHRISSON, 1976 e BOYD, 1983, observaram que a instalagéo do aparelho ortoddntico
era um fator importante para iniciar ou aumentar a inflamacfio gengival. Situacbes de
apinhamento dentdrio, presente¢ em muitas maloclusdes, € que propiciam actumulo de
biofilme, também se configuram com fatores de elevado risco para o acimulo de biofilme,
¢ evidentemente devem ser corrigidas (ADDY et al, 1988; ALEXANDER & TIPNIS,

1970). Além disso, os beneficios obtidos pelo tratamento ortoddntico, corrigindo as
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maloclusdes e outros problemas, facilita a escovacio dentdria, além de estabelecer uma
ocluséo satisfatoria e melhor estética ao paciente (COOPER, 1979; THILANDER, 1983).

Baseando-se no indice gengival (LOE & SILNESS, 1963) e no indice de placa
(SILNESS & LOE, 1964), LUNDSTROM et al, em 1980, constataram em quatro grupos de
pacientes que o indice de placa permaneceu entre 0,5 e 0,7, o indice gengival excedeu 0,8
durante o tratamento, mas finalizou em 0,5 apés remog¢do das bandas ortoddnticas.
PENDER, em 1986, encontrou valores mais baixos para o indice de placa, que inicialmente
¢ra de aproximadamente 0,4 e variou entre 0,48 e 0,23 durante o primeiro ano de
tratamento. O indice gengival oscilou entre 0,21 e 0,29 inicialmente, e variou entre 0,29 e
0,46 durante o primeiro ano. Os valores encontrados por PAOLANTONIOQ et al, em 1999,
mostram que tanto o Indice de placa quanto o {ndice gengival apresentaram valores
significativos tanto nos sitios controles como nos sftios teste. Entretanto, no estudo
longitudinal realizado por ALSTAD & ZACHRISSON em 1979, ndo houve diferencas
significativas nos valores de indice de placa e gengival ao comparar um grupo de 39
criangas nfo tratadas com outro grupo de 38 criangas em tratamento ortoddntico, e todos os
dentes apresentando bandas ortoddnticas, contudo seguindo um cuidadoso programa de
higiene oral. Fo1 perceptivel também que apés a remocglo de aparelho ortoddntico, os
resultados encontrados para os indices de placa e gengival foram melhores no grupo teste
do que no controle.

Os estudos de BOYD & BAUMRIND em 1992 confirmaram, tanto em adolescente
quanto em adultos, uma concentragio significativamente maior de quantidade de biofilme
dentdrio, com presen¢a de inflamagdo gengival, na regido de molares com bandas
ortodbaticas, quando comparados a molares com acessodrios colados. Os dados encontrados
nesta pesquisa condizem com os estudos presentes na literatura (ZACHRISSON &
ALNAES, 1973; KLOEHN & PFEIFER, 1974; BAXTER, 1976; TROSELLO &
GIANELLY, 1979; BOYD, 1983; ALEXANDER, 1991). Os adolescentes apresentaram
maior actimulo de bicfilme e inflamacdo gengival, quando comparados aos adultos, tanto
na utilizagio de bandas ou acessérios colados, antes, durante e depois do tratamento
ortodéntico (BOYD & BAUMRIND, 1992; MCKIERNAN et al, 1992).

Um estudo de ZACHRISSON & ALNAES, 1973, avaliou a perda de insergéo entre

adolescentes tratados com aparelho fixo e os ndo-tratados. Os resultados mostraram uma
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diferenca significativa, com valores de 0,41 mm e 0,11 mm respectivamente para os grupos
teste e controle. Os autores ressaltaram, entretanto, que variagdes adicionais podem afetar
estes resultados como a condig¢do gengival de cada individuo, diferencas entre o tratamento
realizado e efeitos traumdticos de uma escovacgdo rigorosa. Em contrapartida, o estudo de
HUSER et al, em 1990, avaliando 10 pacientes antes € depois da instalagio de bandas
ortoddnticas constataram que os valores permaneceram proximes do normal para a
profundidade de sondagem em ambos 0s grupos teste € controle. Entretanto, em relagdo ao
indice de placa e de sangramento, os resultados foram bem maiores nos dentes bandados
ortodonticamente do que nos sitios controles. No estudo longitudinal de DIAMANTI-
KIPIOTT et al, em 1987, ndo foram observadas variagdes significativas nos indices de placa
e gengival apds inicio do tratamento ortoddntico. Esta discrepincia em relagdo ao trabalho
de HUSER et al, 1990, pode estar relacionada a diferencas de idades das amostras ou
fatores de resisténcia do hospedeiro na populacio de pacientes. O periodo necessirio para
desenvolvimento de inflamacdo gengival, em condi¢es de auséncia de higiene oral, varia
de uma pessoa para outra, e depende do ritmo de formagio do biofilme (LOE et al, 1965;
THEILADE et al, 1966).

A terapia ortoddntica fixa causa injurias severas no periodonto ¢ nas unidades
dentdrias, tais como hiperplasias, perda de inser¢io e perda de éssea alveolar nos pacientes
com higiene oral deficiente. Entretanto, em pacientes colaboradores em relagfio 3 higiene
oral, os danos causados pelos braquetes ou bandas sdo totalmente reversiveis

(ZACHRISSON, 1976).
CONSIDERACOES MICROBIOLOGICAS

Diversos estndos mostraram alteragdes microbioldgicas entre os pacientes
ortodénticos, mesimo sob prévio treinamento e orientacdo de higiene oral, enfatizando
principalmente os problemas provenientes de cdries, manchas brancas e desmineralizagio
do esmalte dentdrio. A colonizagio bacteriana nas dreas de retengdo criadas pela instalacio
do aparelho ortoddntico possibilita a rdpida multiplicagio de espécies como Streptococcus

mutans € Lactobacillus relacionadas diretamente com problemas dos tecidos duros
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(CORBETT et al, 1981; DIAMANTI-KIPIOTI et al, 1987; LUNDSTROM & KRASSE,
1987; SVANBERG et al, 1987; FORSBERG et al, 1991; TYRKKAHRAMAN et al, 2005).

Ao considerar os efeitos que a instalagio de aparelho ortoddntico poderia causar na
composi¢io do biofilme relacionando & doenga periodontal, PAOLANTONIO et al, em
1999, verificaram o crescimento subgengival de Aa, tanto em regides de braquetes quanto
de bandas ortoddnticas. Essa bactéria estd associada & periodontite crénica e agressiva
(SOCRANSKY & HAFFAIJEE, 2005), dependendo também da interacio com a resposta do
hospedeiro (ZADEH et al, 1999). Em pesquisa realizada com pacientes com aparelhos
ortoddnticos fixos ¢ que apresentavam gengivite, SALLUM et al, 2004, mostraram que
60% das amostras dos sitios foram positivas para Aa, tanto supra quanto subgengivalmente,
principaimente nos sftios em que bandas ortoddnticas foram instaladas. Estes autores
observaram resultados significativos, também para Tf, envolvida com a periodontite
cronica refrataria (SOCRANSKY & HAFFAIJEE, 2003).

Além disso, HAGG et al, 2004, mostrou que a colocacéio de aparelho ortoddntico
promove um aumenio na quantidade de Céndida e espécies de coliformes. Os autores
também concluiram que a orientagdo de higiene oral no paciente ortoddntico ndo
necessariamente diminui o acimulo de biofilme e seus possiveis efeitos adversos.

HUSER et al, 1990, mostraram em exames de composi¢io do biofilme dentdrio um
aumento na quantidade de espiroquetas € bastonetes moveils, concomitantemente ao
decréscimo da concentracdo de cocos em dentes que receberam bandas ortoddnticas. Estes
resultados foram observados em modelos de gengivite experimental. Entretanto no estudo
de BALENSEIFEN & MADONIA, em 1970, foram detectados espécies de Streptococcus
apos a bandagem ortoddntica, 0 que sugere, possivelmente, alteractes fisicas e quimicas do
meio ambiente, como alteragio do pH, pela presenca de carboidratos, que favoreceram o
desenvolvimento de bactérias associadas a cérie dentéria.

FORSBERG et a], em 1991, avaliando dois métodos de ligacio do arco ortoddntico
aos braquetes, ligadura metdlica e elastica, em 12 pacientes ortoddnticos, observaram
elevado mimero de microorganismos nos incisivos laterais superiores fixados com eldstico
quando comparados aqueles com ligadura metélica no lado oposto. A diferenca também foi
significativa nas amostras de saliva antes da instalacdo de aparelho ortoddntico fixo e

durante o tratamento, a qual evidenciou grande quantidade de S. mutans e lactobacilos
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anaerdbios e aer6bios. Em contrapartida, os achados de TYRKKAHRAMAN et al, em
2005, também comparando as duas técnicas de ligacio do arco aos braquetes, nfo
observaram diferengas significativas na quantidade de microrganismos nos 21 pacientes
ortoddnticos. Nestes dois trabalhos, as diferengas de resultados podem ser explicadas,
possivelmente, pelas diferencas no tamanho da amostra, na amostra do sitio dentdrio, nos
métodos estatisticos, ou ainda pelo tipo de metodologia empregada.

FOLIO et al, em 1985, avaliaram 4 pacientes com periodontite juvenil que receberam
prévio tratamento periodontal, € necessitavam de tratamento ortodoéntico. Apds 6 meses, 0s
autores relataram aumento do mimero de espiroquetas ¢ bastonetes mdveis no biofilme
subgengival. Trés desses pacientes apresentaram niveis altos de leucdcitos
polimorfonucleares ao redor dos dentes tratados ortodonticamente, indicando significativa
inflamaco. Medidas intensivas com antimicrobianos foram administradas, como
tetraciclina sistémica, auxiliando o controle da inflamag@o e a agio patdgenos periodontais,
permitindo a finaliza¢gdo da terapia ortoddntica, Este monitoramento bacteriolégico
permitiu a prevencdo de mais destruigio periodontal nos pacientes sob tratamento
ortodéntico. DAHLEN, em 2006, também destaca a mmportincia do diagnéstico
microbiolégico que, segundo o autor, pode ser usado na pritica geral, auxiliando o
diagnéstico clinico, possibilitando uma melhor escolha do tratamento, permitindo a
avaliacdo de riscos e a motivacio dos pacientes na prevencio das doencas infecciosas da

cavidade oral, principalmente da céarie e doenga periodontal.

CONCLUSAO

Esta revisfio constatou a necessidade de mais estudos microbioldgicos avaliando a
relagdo entre uso de aparelhos ortoddnticos e desenvolvimento de biofilme com marcante
presenca de patégenos periodontais. Evidentemente, cabe ressaltar a importancia da
interagdo entre a Periodontia e Ortodontia durante o tratamento ortoddntico, principalmente
nos pacientes com maior propensdo a inflamagio gengival. Nestes casos em particular, é
possivel que em breve testes microbiolégicos simples possam auxiliar a modular e

personalizar programas profilaticos individvalizados.
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ABSTRACT

Introduction: Prophylactic programs to prevent dental biofilm accumulation must be
implemented to minimize the risk of periodontal diseases developing in orthodontic
patients. Therefore, this study assessed the possible periodontal and microbiologic changes
resulting from the use of two methods of orthodontic archwire ligation: elastomeric rings
and steel ligatures. Methods: The following parameters were measured: Plague index,
gingival bleeding index, probing depth and biofilm samples from teeth 15, 25, 32 and 42
were evaluated in 14 subjects, without clinical signs of gingival inflammation, before
orthodontic appliance placement and after six month of treatment. Each orthodontic arch
was fixed with elastomeric rings on one of the sides of the midline, while steel ligatures
were used on the opposite side. Polymerase chain reaction (PCR) analysis was used to
detect P. gingivalis, T. forsythia, A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, and P.
nigrescens. Results: The elastomeric rings were associated with a higher score for plaque
index and bleeding than steel ligatures, as well as, a large number of positive sites of T.
Jforsythia and P. nigrescens (P < (.05). Conclusions: The elastomeric rings favored the

presence of these 2 periodontopathogens and it harmed the gingival conditions.

Kev Words: clastomeric rings, orthodontic appliance, periodontal disease, dental biofilm,

microbiology.



INTRODUCTION

The increased accumulation of biofilm indicates a high risk for adverse effects on
the periodontium. 5 Many researchers have reported that the most important etiologic
factor in periodontal disease is the presence of biofilm at the gingival margin.z’% The
combination of orthodontic therapy and poor oral hygiene can cause serious damage to the
peri0dont:ium.7'9 The components of fixed orthodontic appliances create new retention areas,
which are suitable for bacterial colonization and lead to an increase in the number of
microorganisms.'®'! Several studies have used clinical parameters as a reference, such as,
the plaque index, gingival index, probing depth and bone loss, invelving periodontal tissues
around orthodontic appliances.>'>'” However, there is very little information available on
the clinical and microbiologic comparisons with the different methods of ligation used to
fix the orthodontic arch.'®'"!® I has been shown that a greater number of microorganisms
were exhibited in patients with elastomeric rings than in those with steel wires, therefore,

the orthodontic ligation techniques were considered an additional factor for biofilm

accumulation.®

Fixed orthodontic appliances significantly increase the colonization of

10,11,19-21

Streptococcus mutans and lactobacilli, as shown in several studies. Periodontal

722,23

pathogens such as Actinobacillus actinomycetemcomitans and Tannerella forsythia,”

have also been significantly associated with gingival inflammation during orthodontic

thf:rapy.g'm‘23

Among the various species that have preferentially been found in subjects with
periodontal disease are Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens, Bacteroides forsythus, Actinobacillos actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum and Treponema denticola.**" The chemical and physical characteristics of these
bacteria have made them the most important members of peridontopathogenic microbiota.?®
But not all patients affected with periodontal disecase harbor all of the supposedly
periodontal pathogen species.”>*

P. gingivalis and P. intermedia species were found in pre-pubertal periodontitis.3’5

Similarly, species associated with disease have frequently been found in apparently healthy

31,32 36

patients. Many interactions between species can be typical in a pathological process.

25



Some authors also believed that the host’s irreversible tissue destruction only occurs when
bacterial levels reach a critical threshold.”’

The aims of the present investigation were to evaluate the periodontal status and
microbiological changes in orthodontically treated patients, and verify the alterations
associated with the development of biofilm in two different methods of ligation:

clastomeric rings and steel ligatures.

MATERIAL AND METHODS

Patients and Clinical Procedure

Fourteen subjects (aged 17 + 2.6 years [mean + SDJ; 6 men, 8 women) participated
in the study. All patients were in good health; none had taken antibiotics 3 month before the
baseline examination and during treatment; no clinical signs of gingival inflammation were
present at baseline; each subject required fixed orthodontic treatment and had misaligned
teeth in the anterior sextants of both dental arches. The exclusion criteria were as follows:
smokers; pregnant or lactating women; users of systemic medication for chronic diseases;
those who had undergone periodontal treatment within 3 months before the baseline
examination; and any systemic disorders that could influence periodontal and
microbiological conditions or response to treatment. The subjects were chosen randomly
among patients at the Orthodontic Division of Piracicaba Dental School, and provided
written informed consent. This study protocel was approved by the Research Ethics
Committee of the University of Campinas.

The subjects received exclusively professional guidance on oral hygiene (Bass
technique) and prophylactic treatment ten days before the baseline exam. During 6 months,
the patients at the Dentistry School were given no additional information about oral
hygiene. At baseline, before orthodontic appliance placement, biofilm samples were
collected from labial surfaces of the maxillary second premolars and mandibuiar lateral
incisors (4 samples per patient). The clinical parameters recorded included plaque index,
gingival bleeding index,” and probing depth as measured by a Williams brand periodontal

probe (Newmar, Séo Paulo, Brazil).
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After clinical examinations, the patients received fixed orthodontic appliances that
consisted of orthodontics brackets on incisors, canines, premolars and first molars, and
orthodontics bands on second molars. Standard metal Edgewise brackets were used in all
patients, in addition to a passive archwire fixed to the appliance immediately after bonding.
Tweed-Merrifield directional force technology with FOP-UNICAMP modifications was the
orthodontic technique used. In all patients conventional elastomeric rings were used for
ligation on one side of the dental arch midline, while steel wires were used on the opposite
side. Each dental arch side randomly received auxiliary archwire tying, with the object of
minimizing possible individual preferences for toothbrushing side. The elastomeric rings
and steel wires were changed every month. The archwire sequence for the 6 months
treatment period was as follows: a 0.014°” stainless arch initially, after 2 months, a 0.016’
stainless arch was used to improve the alignment, therefore, when the patient used a 0.018”
stainless arch, the final biofilm collection was concluded.

Clinical parameters were recorded in six sites (mesiobuccal, buccal, distobuccal,
mesiolingual, lingual, and distolingual) of all teeth, except the second and third molar, at 2
different times: baseline and 6 months after orthodontic bonding. Only one professional
(COS), blind to the groups, did all the clinical parameter evaluations, at the same time as

the biofilm samples were collected.

Sample Collection

Experimental areas were isolated with sterile cotton rolls to avoid contamination by
saliva. The biofilm, 2 mm supragingivai and 2 mm subgingival, was collected with a
sterilized periodontal curette and placed in an Eppendorf tube containing 0.3 mL of T.E.
buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0). The total number of samples n= 112,
came from the 14 selected patients, at 2 assessment times and 4 dental sites per patient (4
sites at baseline, n= 56; 2 final sites with elastomeric rings, n= 28, and 2 final sites with

metal, n=28). These samples were stored at -20°C until DNA extraction.
DNA extraction and PCR Identification:

The genomic DNA was extracted in accordance with Doyle & Doyle

methodology.”® The extracted DNA solution was stored at -20°C until PCR analysis.
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The samples were boiled for 10 minutes and centrifuged, and the supernatant was
subsequently used for polymerase in chain reaction (PCR) analysis. The primers and the
PCR temperature profiles used have been previously described for each of the five bacteria:
Porphyromonas  gingivalis (Pg),“ Tannerella  forsythia (TH,”  Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Aa),** Prevotella intermedia (Pi),”® and Prevotella nigrescens
(Pn).”* PCR reactions were performed in a reaction mixture containing 1 pL. of DNA, 200
UM of dNTPs, 2.5mM of MgCl,, 0.3 uM of each upper and lower primer and 1.25 units of
Taq DNA polymerase (Invitrogen, Brazil) in a final volume of 50 pL. Genomic DNA of
strains  P.  gingivalis (ATCC 33277), T. forsythia (ATCC 43037, A.
actinomycetemcomitans (ATCC 29522), P. intermedia (ATCC 25611), and P. nigrescens
(NCTC9336), were used as positive controls and distilled water was used as a negative
control. PCR products were analyzed in 1.5% agarose gel, in buffer (8V/cm in Tris-borate-

EDTA} and stained with ethidium bromide.

Statistical Analysis

After exploratory data analysis, analyses of variance — ANOVA — was used for the
periodontal parameters, to evaluate the repeated measurements.

In microbiological data, the number of sites harboring the 5 evaluated bacteria was
computed at baseline and at 6 months following orthodontic treatment of both groups.
McNemar test was used to verify intragroup differences between baseline and after 6
months of orthodoentic treatment. The same test was also used to verify differences betWeen

groups. The level of significance was 5%.

RESULTS

Statistically significant differences were observed between the two periods
evaluated, and also between the two archwire ligation techniques for the plaque index
(Table I). The scores showed a mean of 37.72% initially for the baseline, as compared with
63.72% after 6 months when elastomeric rings were used. With the steel ligatures, the
values increased from 37.72% to 51.09% in the final period. When the two techniques were

compared, the difference confirmed an increased plaque index score in the elastomeric
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group. The results observed for the gingival bleeding index were even more significant
between the groups and intragroups. The values for elastomeric rings (12.28 %) were
higher than for steel (6.71 %). Before placing the fixed appliances (at baseline), the
percentages were much lower, 4.28% and 3.86%, (Table II).

No significant difference was found in probing depth between the elastomeric group
(2.21 mm) and the steel wires group (2.13 mm) at final evaluation (Table III). When the
baseline was compared with the final evaluation, however, the groups showed statistical
differences: the mean initial probing depths were 1.46 mm (without elastomeric) and 1.42
mm (without steel).

Microbiologically, the differences were not significant at the baseline period, as
shown in Table IV. In this case, a larger number of dental sites were negative for al
pertodontopathogens evaluated before the treatment. When the analysis occurred after the
treatment, considering the 2 groups (Table V), or at the 2 times for elastomeric rings (Table
V1) and for the steel ligatures (Table VII), there were statistically significant differences for
Tf and Pn, between the periods evaluated, as well as in the archwire ligation method used.

The percentage of positive sites found for Tf and Pn was 92.85% in each, in the
elastomeric ring group. The reduction of scores observed for the steel ligature group was
57.14% for Tf and 71.42% for Pn (Figure A). No statistically significant differences were

found for the other microorganisms evaluated (Aa, Pg and Pi).

DISCUSSION

Several studies have reported that the placement of orthodontic appliances increases

2,3,5-9,12,14,15-17,21-23 :
as already shown in the present research.

dental biofilm accumulation,
Few authors'®!''® have, however, evaluated periodontal and microbiological differences
among the orthodontic archwire ligation methods. The period for evaluating the possible
effects on the periodontium, between the 2 technigues used in this study was determinant,
so that final biofilm collection was carried out after six months, a satisfactory period for
starting to observe a chronic disease, such as periodontitis. In this period, there was no

change in the patients’ cooperation and motivation as regards oral hygiene, in an attempt to

simulate very common clinical situations. In other studies the greatest periodontal

UNIC apap
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alterations were shown to occur 3 months after orthodontic bonding,>* Qur methodology
and other comparative studies’®'! between elastomeric rings and ligature wires used a
cross-arch study for microbiological evaluation, as a condition to reduce individual
variations and intragroup differences, however, there are inevitable deficiencies and
difficulties related to the possibility of bacterial contamination across the arch which must,
of course, inevitably occur.

A significant increase in bleeding scores of bonded* and banded® teeth was
reported due to the presence of a fixed orthodontic appliance. The present study findings
that the teeth attached with elastomeric rings were more prone to bleeding agree with the
study of Tiirkkahraman et al,'' that evaluated the bleeding scores five weeks after bonding,
and concluded that the use of elastomeric rings is not recommended in patients with poor
oral hygiene. These authors also reported that teeth attached with elastomeric rings
exhibited a slightly greater number of microorganisms (S. mutans and Lactobacilli} than
teeth attached with steel ligature wires, but the differences were not statistically significant
and could be ignored. They also observed no differences when comparing the plaque index
between elastomeric and steel ligation. In this clinical parameter, the present study result
showed an important association with the type of ligation, with a high score on the
elastomeric ring side. The discrepancy in these points with regard to the present study may
be related to the differences in microorganisms analyzed, type of microbiological test,
period of evaluation, or host-resistance factors in the patient population. It is known, for
example, that the time necessary for gingival inflammation to develop when oral hygiene is
abolished, varies from one person to another and depends on the biofilm formation rates.**

On the other hand, the periodontal parameters such as, probing depth, showed a
significant difference after orthodontic appliance placement, but no discrepancy was seen
between the two methods of archwire ligation. This clinical situation created a propitious
environment for microorganism development, but on one of the sides of the dental arches,
this situation was still more favorable, at least for the bacteria Tf and Pn, probably
correlated because of the presence of elastomeric rings.

In a study conducted with scanning electron microscopy (SEM) to evaluate bacteriai
colonization associated with fixed orthodontic appliances, the authors observed that the

ligation method did not appear to influence the bacterial morphotypes adhering to either
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composite or enamel surfaces.® This methodology was, however, carried out in only 3
weeks, and the orthodontic archwire was not ligated to the bracket, because the
experimental design of the study included only one bonded tooth in each quadrant.

The present study demonstrated a significant difference in the number of Pn and Tf
positive sites after orthodontic bonding, also on the side of the dental arch with elastomeric
rings. Initially, the species P. nigrescens, was more commonly observed in children than in
adults,*® however, later this bacterium was listed as being a possible pathogen related to
adult periodontitis.*’ Interestingly, an author reported that interdental supragingival biofilm
could serve as a natural habitat of P. nigrescens and of other presumed periodontopathgens
in healthy individuals.48 .T. foersythia was a specie observed in greater number in the sites of
destructive periodontal disease than in healthy sites, or those with gengivitis.* Moreover,
Tf was detected more frequently and in greater number in active periodontal lesions than in
inactive lesions.” Some authors have also reported that this species was the one most
detected in refractory conditions,”’ with a rise in seric antibodies in patients with
periodontitis.”” Other researchers considered Tf as being the most significant micrﬁbia] risk
factor that distinguishes individuals with periodontitis from those that present periodontal

health.3%%

The resuits of Forsberg et al'® showed that in the majority of patients, the teeth
attached to the archwires with elastomeric rings exhibited a greater number of
microorganism in the biofilm than the incisors ligated with stee]l wire. These results were
similar to our research, and their study was also conducted over a longer period.
Nevertheless, these authors evaluated S. mutans and Lactobacilli, cariogenic pathogens.
Others authors™ observed the development of biofilm and S. mutans in connection with
steel ligatures and elastomeric rings in orthodontic patients treated with and without 0.4%
stannous fluoride gel. The results showed that the numbers of S. mutans in the saliva and
biofilm were not statistically different between the teeth fitted with elastomeric rings and
stainless steel ligatures, or between the experimental and control groups. In this
investigation, the biofilm samples were collected at 15 and 30 days after appliance
placement, while our final biofilm evaluation was carried out after 6 months.

The present study also showed that there were no statically significant differences for

the microorganism Aa and Pi, null for Pi at Table IV, and null in all situations for Pg.
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Species such as A. actinomycetemcomitans were, however, associated with gingival
inflammation in orthodontic patients.”* Therefore, from the evaluated clinical parameters
and the significant result of positive sites for Tf and Pn, the elastomeric rings demonstrated
a stronger correlation with these types of microorganisms, generally found in periodontal

diseases, than the steel ligatures did.

CONCLUSIONS

The use of elastomeric rings promotes a significant retention of biofilm, with
significant clinical alterations of the plaque index and gingival bleeding. They also allowed

greater presence of periodontopathogens such as Tannerella forsythia and Prevotella

nigrescens.
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TABLES

Table L. Plaque index (mean and SD) as a function of treatment and time.

Time Method of ligation

Elastomeric rings Steel ligatures
Baseline 37.72% (19.35) A b 37.72% (1821} Ab
Final 63.72% (1243) A a 51.09% (12.27)B a

Means followed by different letters (capital letters — row; lower
case letters — column) are significant different (p<0.05).

Table I1. Gingival bleeding index (mean and SD) as a function of treatment and time.

=

Time Method of ligation
Elastomeric rings Steel ligatures

Baseline 4.28% (4.12) Ab 3.86% (3.80) A b

Final 12.28% (6.66) A a 6.71% (3.71)B a

Means followed by different letters (capital letters — row; lower
case letters — column) are significant different (p<0.05).

Table III. Probing depth (mean and SD) as a function of treatment and time.

Time Method of ligation
Elastomeric rings Steel ligatures

Baseline 146 (0.29) A b 142 (029)ADb

Final 221049 Aa 2.13(045)Aa

Means followed by different letters (capital letters — row; lower
case letters — column) are significant different (p<0.05).
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Table IV. Absolute and relative frequency between the 2 groups at baseline.

BACTERIA withqut ' without Absolute and relative p
elastomeric rings steel ligatures frequency (%)

- - 26 (92.86%)

Aa - + 1(3.57%) 0.3173 ns
¥ - 0 (0.00%)
+ + 1 (3.57%)
- - 23 (82.14%)

Tf - + 1 (3.57%) 0.1797 ns
+ - 4 (14.24%)
+ + 0 (0.00%)
- - 28 (100.00%)

Pg - + 0 (0.00%) -
+ - 0 (0.00%)
+ + 0 (0.00%)
- - 27 (96.43%)

Pi - + 0 (0.00%) -
+ - 1 (3.57%)
+ + 0 (0.00%)
- - 22 (78.57%)

Pn - + 1 (3.57%) 1.000 ns
+ - 1 (3.57%)
+ + 4 (14.29%)

* Statistically significant difference by McNemar Test (p<0.05); ns: not significant.
(-) Dental site negative; (+) Dental site positive.
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Table V. Absolute and relative frequency between the 2 groups after treatment.

Absolute and
BACTERIA  elastomeric rings steel ligatures relative frequency P
(%)

26 (92.86%)
0 (0.00%) 0.3173 ns
1 (3.57%)
1 (3.57%)

Aa

+ 4
+ ¢+ 4+

1 (3.57%)

1 (3.57%) 0.0039*
11 (39.29%)
15 (53.57%)

Tf

28 (100.00%)
0 (0.00%) -
0 (0.00%)
0 (0.00%)

Pg

Ve
+ 1 4+ 1[4+ 0 4+

+ 4+

25 (89.29%)
2(7.14%) 0.5637 ns
1(3.57%)
0 (0.00%)

Pi

v+ 4+

1 (3.57%)

1 (3.57%}) 0.0339*
7 (25.00%)

+ 19 (67.86%)

Pn

o4 |+ o+

+ +

* Statistically significant difference by McNemar Test (p<0.05); ns: not significant.
{(-) Dental site negative; (+) Dental site positive.
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Table VI. Absolute and relative frequency between 2 times for the elastomeric rings group.

BACTERIA

Baseline

After 6 months

Absolute and relative

frequency (%)

P

Aa

+ 1 4

25 (89.29%)
2 (7.14%)
1 (3.7%)
0 (0.00%)

0.5637 ns

T

+

2 (7.14%)
22 (78.57%)
0 (0.00%)
4 (14.29%)

<0.0001*

Pg

+ ¢ 4+ 4

28 (100.00%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)

Pi

+ 1

4+

26 (92.86%)
1 (3.57%)
1 (3.57%)
0 (0.00%)

1.000 ns

Pn

1 4

+

2 (7.14%)
21 (75.00%)
0 (0.00%)
5 (17.86%)

<0.0001*

* Statistically significant difference by McNemar Test (p<0.05); ns: not significant.

(-) Dental site negative; (+) Dental site positive.
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Table VII. Absolute and relative frequency between 2 times for the steel ligatures group.

BACTERIA

Baseline

After 6 months

Absolute and relative

frequency (%) P

Aa

25 (89.29%)
1(3.57%) 0.5637 ns
2(7.14%)
0 (0.00%)

Tf

[ I S SR |

+ +

11 (39.29%)

16 (57.14%) 0.0003*
1 (3.57%)
0 (0.00%)

+ 4+

N A R N

28 (100.00%)
0 (0.00%) -
0 (0.00%)
0 (0.00%)

Pi

Vo4 4+

4+ 4

26 (92.86%)
2(7.14%) -
0 (0.00%)
0 (0.00%)

Pn

+ +

[ R

+

7 (25.00%)

16 (57.14%) 0.0003*
1 (3.57%)

4 (14.29%)

* Statistically significant difference by McNemar Test (p<0.05); ns: not significant.

(-} Dental site negative; (+) Dental site positive.
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FIGURES
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Figure A. Percentage of positive sites for microorganism Tf and Pn, comparing the 2

orthodontic ligation methods at baseline and after 6 months.
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IV - CONCLUSOES
De acordo com os resultados do presente trabalho, concluiu-se que:

* O aparelho ortoddntico fixo possibilitou a ocorréneia de sinais clinicos de
inflamac@o dos tecidos periodontais, além da colonizacdo significativa de microorganismos
como Tannerella forsythia e Prevotella nigrescens.

* As ligaduras eldsticas apresentaram elevado nimero de sitios positivos das
bactérias Tannerella forsythia ¢ Prevotella nigrescens em relagdo as ligaduras metélicas,
além de possibilitar maior predisposi¢io ao sangramento gengival e retencdo de biofilme,

portanto, ndo sdo recomendadas em pacientes com higiene bucal deficiente.
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V - CONSIDERACOES FINAIS

A reten¢do de biofilme dentdrio evidentemente constitui-se um fator critico do
aparelho ortodontico fixo, principalmente em pacientes ndo colaboradores com a higiene
bucal, entretanto além dos beneficios promovidos pelo tratamento ortodéntico como
reabilitacdo das fungdes estomatogniticas e obtencdo de melhor estética dentofacial, muitas
vezes a saide das gengivas & facilitada pelo préprio tratamento ortoddntico, por exemplo,
apés a correcdo de um apinhamento severo, ou corrigindo-se uma extrusdo patoldgica,
assim como, recuperando tecido gengival apés procedimentos de extrusio dentdria para
confeccio de préteses dentdrias. Todos estes recursos ortoddnticos, dentre muitos outros,
justificam e consolidam a intervengdo ortodéntica nos casos oportunos.

Estudos como este, ainda peuco presente na literatura, at€ pelas dificuldades
metodoldgicas ou por ndo despertar tantos interesses comerciais, ndo possui o intuito de
criar uma nova tendéncia na Ortodontia, mas de chamar atengfo para que seja possivel
minimizar os efeitos prejudiciais de determinados acessdrios ortoddnticos durante o
tratamento. Fatores intrinsecos de resposta a agentes externos presentes em cada paciente
podem, por exemplo, definir a quantidade de perda §ssea em pacientes susceptiveis ou ndo
a este problema, ou ainda, interferir no nfvel de inflamacfio gengival, devido resposta de
endotoxinas proveniente de determinado microorganismo agregado numa ligadura eldstica.

Por fim, com o avango tecnolégico e cientifico das 4reas de satide, muito em breve,
testes microbiol6gicos rdpidos poderdo ser realizados no consultério odontolégico, e
auxiliar no estabelecimento do risco do paciente & inflamagfo gengival ou 2 cérie dentdria.
Na Ortodontia, a utilizagdo de novos acessdrios e materiais ortoddnticos, como braquetes
autoligdveis e substituicio das bandas ortoddnticas, podem contribuir significativamente
para reducdo e proliferacdo de biofilmes especificos agressivos aos tecidos gengivais e

dentérios.
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ANEXOS

1- Deliberacio da Coordenadoria Central de Pés-Gradnacio UNICAMP.

DELIBERAGAO CCPG — 001/98

Bisp0Oe a respeifo do formate das teses de Mestrade
& de Doutorado aprovadas pela UNICAMP

Tendo em vista a possibilidade, segundo parecer PG N° 1985/96, das teses
de Mestrado e Doutorado terem um formato alternativo aguele ja bem estabelecido,

a CCPG resolve:

Artigo 1° - Todas as teses de mestrado e de doutorado da UNICAMP terdo o
seguinte formaio padrao:

1) Capa com formato Unico, dando visibilidade ao nivel (mestrado e doutorado),
e a Universidade,

i Primeira folha interna dando visibilidade ao nivel (mestrado ou douforado), a
Universidade, & Unidade em foi defendida e a banca examinadora,
ressaitando o nome do orientador e co-orientadores. No seu verso deve

constar a ficha catalografica.
Il)  Segunda folha interna onde conste o resumo em portugués e o Abstract em

inglés.
V)  Introdugéo Geral.
V)  Capitulo.

VI)  Concluséo geral.
VIl)  Referéncias Bibliograficas.
VIll) Apéndices {se necessarios).

Artigo 2° - A critério do orientador, os Capitulos e os Apéndices poderdo conter
copias de artigos de auforia ou de co-autoria do candidato, j& publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos
a arbitragem, escrifos no idioma exigido pelo veiculo de divulgacao.

Paragrafo tnico — Os veiculos de divulgagé@o deverdo ser expressamente indicados.

Artigo 3° - A PRPG providenciara o projeto grafico das capas bem como a impresséo
de um numero de exemplares, da vers8o final da tese a ser homologada.

Artigo 4° - Fica revogada a resolugdo CCPG 17/97.
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2- Exigéncia minima para defesa de tese em formato alternativo.

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

§ é UNIVERSIDADE ESTADUAL: DE CAMPINAS
e

UMNICAME

INTERESSADO: COORDENADORIA DE POS-GRADUACAO
ASSUNTO: DEFESA DE TESE EM FORMATO ALTERNATIVO

A Congregagio da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, em sua 105°
Reunifio Ordindria, realizada em 17/12/03, aprovou a exigéncia minima para defesa de tese
em formato alternativo na FOP, que passara a vigorar para os alunos ingressantes a partir do
ano de 2004.
Para Disserta¢io de Mestrado: um artigo submetido para publicagio em
revista cientifica com classificagio Qualis B Nacional; e
Para Tese de Doutorado: um artigo submetido para publicagdo em revista

cientifica com classifica¢fo Qualis C Intemacional.

Piracicaba, 18 de dezembro de 2003.

Thales Rocha de Mattos Filho
Diretor

Original assinado, estd sendo enviado @ Coord. de Poés-Graduacio
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Ftica em Pesquisa da FOP-UNICAMP cerfifica que o projeto de pesquisa “Analise clinica & microbiolégica antes e depois da
instalacfio de aparelho ortodéntico fixo”, protacolo n® 10572005, dos pesquisacores RICARDO ALVES DE SOUZA, ENILSON ANTONIO SALLUM,
MARIA BEATRIZ BORGES DE ARAUJO MAGNANI e REGINALDO BRUNO GONCALVES, satisfaz as exig@ncias do Consetho Nacional de Saide —
Ministério da Sadde para as pesquisas em seres humanos e foi aprovado por este comitd em 24/10/2005.

The Research Ethics Committee of the School of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that project “Climical and
mricrobiotogic analisis before and after settiement of orthodontic appliance”, register numbar 10572005, of RICARDQ ALVES DE SQOUZA,
ENILSON ANTONIO SALLUM, MARIA BEATRIZ BORGES DE ARAI:IJO MAGNANI and REGINALDO BRUNO GONCALVES, comply with the
recommenclations of the National Heaith Council — Ministry of Heafth of Brazil for researching in human subjects and was approved by this committee at
2411042005,

LMot
Cinthia Pereira Machado Tabchoury

Secretaria
CEP/FOR/UNICAMP CEP/FOR/UNICAMP

Nota: O titnlo de protocolo aparece como fornecido pelos pesquisadercs, sein qualquer edigdo.
Notice: The title of the project appears as provided by the authors, without editing.
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4- Confirmacgo de envio do artigo do Capitulo 1

9 — Jun - 2006

Prezado colega,

E um prazer informé-lo que seu artigo foi protocolado sob nimero 010106 pelo
Corpo Editorial da Revista Periodontia — SOBRAPE, e enviado para o revisor.
Ap6s apreciagdo entraremos em contato.

Atenciosamente,

Daiane Peruzzo — editora associada
Enilson Antonio Sallum

Editor - Revista Periodontia
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5- Confirmagio de aceite para publicagio do artigo do Capitulo 2

De: AJO-DO

Para: ricardoalves@ortodontista.com.br
Assunto: Ms. Ref. No.: AJODO-D-06-00385R1
Data: 28/09/06 16:58

Ms. Ref. No.: AJODO-D-06-00385R1
Title: Periodontal and microbiclegic evaluation of two methods of
archwire ligation: ligature wires and elastomeric rings

American Journal of Orthodontics & Dentofacial Orthopedics

Dear Prof. sSouza,

Thank you for revising your manuscript, "Periocdontal and micreobiologic
evaluation of two methods of archwire ligation: ligature wires and
glastomeric rings," and resubmitting it to the American Journal of
Orthodontics & Dentofacial Orthopedics. You have successfully addressed
the reviewers' concerns and 1 am pleased to accept the paper for
publication. It will make a fine contribution to the ortheodontic
literature.

Because we have a large backlog of accepted papers, our walt time for
publication is now about 18 months. To alleviate this, we began
publishing an Online Only section in 2006. Articles published in this
section are listed in the Table of Contents of a printed journal and the
abstracts are printed, but the full text of the articles is available
only on our website. The articles are permanently linked to that printed
issue (with its volume and pages numbers), and they are indexed in PubMed
and otherwise treated like any other article published in the AJODOQ. We
can offer authors much quicker publication in the Online Only section.
Please let me know by return email if you would like to have your article
published within the next 6 month in the Online Only section.

When we approach the publication date, we will forward your submissicn to
the productien department where the paper will be readied for publication.
The production department will send you an email when the proof is ready
for your approval.

Thank you for submitting your work to this Journal. I leook forward to
seeing the article in print.

With kind regards,
David L. Turpin

Editor—-in-Chief
American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics
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6- TABELAS E GRAFICOS

Graficos dos parametros periodontais (referente tabela I, I1 e III do capitulo 2).
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Grifico I. Média (Desvio Padriio) do Indice de Placa em fungio do tratamento e do tempo.
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Grifico I1. Média (Desvio Padriio) do Indice de Sangramento Gengival em funcdo do
tratamento e do tempo.
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Grifico 3. Média (Desvio Padrao) da Profundidade & Sondagem em funcgdo do tratamento e
do tempo.
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7- PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA

Apds o degelo das amostras clinicas, elas foram submetidas a centrifugacio (10000
rpm/10 minutos), seguida de remocio do sobrenadante (solugio transporte TE - 10 mM
Tris-HC], pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0). O precitado (biofilme dental) resultante foi
submetido a extracdo de DNA segundo o protocolo abaixo (modificado de Doyle & Doyle,
1990):

1. Uma aliquota de 700uL de tampdo de extragiio® foi adicionada 4 amostra, a mesia
foi agitada ao vértex e deixada por 30 minutos & 65°C num banho-maria, sendo
homogeneizada suavemente a cada dez minutos;

2. Apés a incubacgho, adicionou-se 650mL de CIA (cloroférmio:dlcool isoamilico;
24:1), homogeneizou-se até€ formar uma emulséo. Depois de formada a emulséo, a
amostra foi centrifugada (10000 rpm/10 minutos).

3. A fase aquosa formada apds a centrifugacdo foi transferida para novo tubo
eppendorf de 1,5mL e 200ul. de tampio de extragdo sem proteinase K foi
adicionado; em seguida, adicionou-se de CIA, homogeneizou-se até formar uma
emulsdo. Depois de formada a emulsio, a amostra foi centrifugada (10000 rpm/10
minutos).

4, Novamente a fase aquosa formada foi transferida para outro tubo eppendorf. A
adigéio de CIA foi repetida por mais uma ou duas vezes, até obtencio de uma fase
aquosa transparente e limpida.

5. Ap6s obtengio de uma fase aquosa limpida, precipitou-se 0 DNA com adigio de
650ul. de dlcool isopropilico a temperatura ambiente e centrifugacio (10000
pm/10 minutos).

6. Apds a centrifugacdo, removeu-se o alcool isopropilico e 50mL de édlcool etilico a
70% foi adicionado para lavar a superficie do DNA precipitado, sem ressuspender.
Novamente o precipitado foi centrifugado, seguide da remogéo do etanol. O tubo

eppendorf foi deixado aberto at€ a secagem do precipitado.

® NaCl 1,4 M;Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM, pH 8,0; PVP-40 1%; CTAB 2%; Proteinase K 100
pg/mL; B-Mercaptanol 0,2% Agua Milli-Q.
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7.

PCR

Para finalizar, o DNA foi ressuspendido em 30pL de tampéo Tris-EDTA (10 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0} com 10 pg/mL de RNAse e deixado em

Banho-Maria 2 37°C por 30 minutos.

As reaces de PCR foram padronizadas para cada primer (Tabela 1) utilizando-se

como controle positivo o DNA gendmico das cepas A. actinomycetemcomitans (ATCC
29522), T. forsythia (ATCC 43037), P. gingivalis (ATCC 33277), P. nigrescens (NCTC

9336) ¢ P. intermedia (HG110) como controle positivo; e a auséncia de DNA foi utilizada

como controle negativo, As reagSes de PCR consistiram de 200uM de dNTPs, 2,5mM de

Mg(C12, 0,3uM de cada primer, 1,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen do Brasil) e

aproximadamente 10ng de DNA gendmico, em volumes de 50ul. As condi¢Ges térmicas

para cada par de primers foram as seguintes:

A. actinomycetemcomitans e P. intermedia: A reagio inicia-se com a desnaturaglo
do DNA a 95C por 2 min, seguida de 36 ciclos — fase de desnaturagiio a 94'C por
30 segundos, fase de hibridizagdo dos “primers” a 55C por 1 min, e fase de
extensdo a 72'C por 2 min — finalizando a reagio a 72°C por 10 minutos (Ashimoto
et al., 1996).

T. forsythia: A reacfo inicia-se com a desnaturagdo do DNA a 95°C por 2 min,
seguida de 36 ciclos — fase de desnaturacio a 95°C por 30 segundos, fase de
hibridizac¢io dos “primers” a 60C por 1 min, e fase de extensdo a 72°C por 1 min —
finalizando a reagio a 72'C por 2 minutos (Slots et al., 1995).

P. gingivalis: A reagdo inicia-se com a desnaturacio do DNA a 94°C por 5 min,
seguida de 30 ciclos — fase de desnaturagio a 94°C por 1 min, fase de hibridizacio
dos “primers” a 70'C por 1 min, e fase de extensdo a 72°C por 1 min — finalizando a
reacdo a 72°C por 2 minutos (Benkirane et al., 1995).

P. nigrescens: A reagéo inicia-se com a desnaturacdio do DNA a 95'C por 2 min,
seguida de 36 ciclos — fase de desnaturacdo a 95C por 30 segundos, fase de
hibridizagdo dos “primers” a 65°C por 1 min, e fase de extensdo a 72°C por 1 min —

finalizando a reagio a 72°C por 2 minutos (Guillot & Mouton, 1997).
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Tabela 1: Pares de primers utilizados.

Seqiiéncia
Primers Referéncias
(tamanho esperado; pb)

5"AAACCCATCTCT GAGTTCTTIC TTEC 37
A. actinomycetemcomitans | Ashimoto et al., 1996

5" ATG CCA ACT TGA CGT TAA AT 3°
{557pb)
T. forsythensis Slots et al., 1995 53" GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA 37
(641pb) 5" TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACCT 3°

Benkirane et al., 1995 [5” AAT CGT AAC GGG CGA CAC AC 3’

P. gingivalis

5"GGG TTG CTC CTT CAT CAC AC 37

(539pb)

P. intermedia

(575pb)

Ashimoto et al., 1996

“TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG 37

"TACACATCT CTGTATCCTGCG T 37

P. mgrescens

(1.100pb)

Guillot & Mouton,

1997

“TTA TGT TAC CCG TTA TGA TGG AAG 3°

“ATG GCG AAA TAG GAATGA AAGTTA 37

O total de 10ul das reacBes de PCR foram analisadas em géis de agarose a 1%

(separados a 8V/em em tampédo Tris-Borato EDTA), corados com brometo de etidio (5

ug/mL), € as bandas foram observadas com auxilio de um transluminador de luz

ultravioleta. Foi incluido, em cada gel, um padréio de peso molecular de 100 pb (Invitrogen

do Brasil}.

Referéncias:
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APENDICE

FIGURAS

Figura 2: Eletroforese
gel de agarose 1,5%.

Figura 1: GeneAmp PCR System 2400
(Perkin-Elmer).

i5 16 17 18 19 20

Figura 3: PM: padrio peso molecular 100pb. Canaletas 1 a 5, produtos de PCR
com primers para A.a.- canaleta 1: controle positivo Aa JP2 (557pb), canaletas 2 a
3: amostras clinicas. 5: confrole neoativo (sem DNA).
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCEARECIDO

As informacgGes dispostas neste termo foram fornecidas por Ricardo Alves de Souza
(aluno do curso de Mestrado em Ortodontia autor e responsdvel pelo projeto), Prof, Dra.
Maria Beatriz Borges de Araiijo Magnani (Orientadora) Prof®. Dr°. Enilson Antonio
Sallum (Colaborador), ¢ Prof®. Dr°. Reginaldo Bruno Goncalves (Colaborador), para

estabelecer acordo formal por escrito, em duas vias, uma das quais ficard em posse do

voluntario, ou do_responsivel pele menor, se for o caso, e ouira com o pesquisador

responsdvel, com o intuito de autorizar sua participagdo com pleno conhecimento da
natureza dos procedimentos € riscos a que se submeterd, com a capacidade de livre arbitrio

e sem qualguer coacio.

1- Titulo do projeto de pesquisa

Andlise clinica e microbiolégica antes e depois da instalagio de aparelho ortoddntico fixo.

2- Justificativa
Esta pesquisa justifica-se pela possibilidade de alteracio da microbiota bucal apds a
instalacdo de aparethos ortoddnticos ¢ a possibilidade de que esta alteragdo possa facilitar

doenca periodontal.

3- Objetivo
Avaliar clinica e microbiologicamente a modificacio da flora bacteriana antes ¢ 6 meses

ap6s a instalagfo de aparelho ortoddntico.

4- Procedimentos clinicos (metodologia):

Os pacientes serdo examinados e acompanhados, durante os 6 meses que envolvem os
pacientes na pesquisa, por profissional da drea odontolégica, devidamente calibrado,
obedecendo todos os requisitos de biosseguranga. Seré realizado exame clinico periodontal,
ou seja, da gengiva, analisando o seguinte: indice de placa (verificar percentualmente a
quantidade de placa bacteriana aderida ao dente), profundidade de sondagem (verificar

presenca de espagos patoldgicos entre o dente € a gengiva), {ndice de sangramento (caso
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ocorra sangramento na gengiva devido inflamagfo), recessdo gengival (caso apresente
retracio gengival) e nivel de insercio Ossea (avaliagdo direta das préprias radiografias,
solicitadas para instalacdo do aparelho, portanto sem custo e sem novas exposicdes 2
radiagio). Além disso ocorrerd a coleta de placa bacteriana préxima 2 gengiva e ao dente,
em 4 unidades dentdrias, para avaliacio microbiolégica, ou seja, verificar a presenga ou
auséncia de bactérias que causem inflamacdo na gengiva. O estudo contard também, com
possiveis diferencas entre a pega que amarra o arco ortodbntico aos braquetes. Elas sio
constituidas de metal e de ¢léstico, e serdo fixadas da seguinte forma, no lado direito com
eldstico, ¢ lado esquerdo com metal, para comparar em qual ocorre o maior acimulo de

placa bacteriana, € ndo interferird no tratamento ortoddntico.

5- Desconforto ou risco esperados

O procedimento proposto possibilita um desconforto muito pequeno ao paciente, ¢ sdo
normalmente realizados em consultas odontoldgicas. Nao serd testado nenhum tipo de
material, somente serdo avaliados os tecidos gengivais antes e apds a instalacdo de aparelho

fixo, com coleta de placa bacteriana da cavidade bucal. .

6- Beneficios esperados
Monitoramento da flora bacteriana periodontopatogénica  possibilitando um
acompanhamento de sua higiene bucal mais cuidadosa, além de permitir uma intervencdo

rdpida, em raros, mas possiveis problemas periodontais agudos, durante a pesquisa.

7- Métodos alternativos

Nédo hd a possibilidade de métodos alternativos, visto que somente serd realizado exame

clfnico nos pacientes.

8- Forma de acompanhamento ¢ assisténcia
Os pacientes serdo examinados na clinica de pds-graduacdo de Ortodontia e de Periodontia
da FOP-UNICAMP, durante as fases de exame, planejamento, instalagdo e manutencdes do

aparelho fixo, ndo necessitando portanto de deslocamentos extras, ou ountra qualquer forma
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de acompanhamento e assisténcia. Caso seja necessdrio esclarecimento, os pais ou
responsdveis poderdo enfrar em contato com os pesquisadores do estudo, através de
telefone deixado no final deste termo. Caso ocorra a persisténcia do quadro de gengivite
e algum tipo de perda dssea, o paciente sera descartado da pesquisa, e encaminhado

para o setor de Periodontia da FOP-UNICAMP.

9- Direitos dos voluntirios:

Todos os voluntérios tém garantido o direito de receber esclarecimento sobre a metodologia
a ser empregada, antes e durante o curso do projeto. Além disso, todos os voluntdrios tém
plena liberdade de recusa de participacio ou de retirada do consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado. Os dados
coletados e as informagBes pessoais sdo confidencias para assegurar a privacidade dos

participantes.

10- Garantia de sigilo de dades confidenciais:

Todos os dados coletados estardo sob a posse e supervisdo do pesquisador responsdvel, e
serdo utilizados exclusivamente para divulgacéio cientifica, de forma que os dados presentes
nesta pesquisa ndo trardo qualquer tipo de dano ao sujeito da pesquisa, se utilizado para

estes fins.

11- Ressarcimento de despesa e formas de indenizacio:

Nio haveri 6nus material ou financeiro para os pacientes para participa¢do nesta pesquisa,
portanic ndo hd previsio de ressarcimento de gastos. No caso de eventuais danos
decorrentes da pesquisa, as formas de indenizacdo serdo definidas judicialmente no foro
local, de acordo com a legislacdo vigente. Eventuais despesas feitas pelo pacientes com

transporte e alimenta¢io serfio devidamente ressarcidas pelo executor da pesquisa.
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12- Consentimento formal para participacio em pesquisa clinica.

Por este instrumento particular declaro, para os efeitos éticos e legais, que e,

RG: , CPF: , residente a
na cidade de , responsdvel pelo menor (se for o
caso); , concordo

com absoluta consciéncia que eu (meu filho) serei (serd) examinado clinicamente, nos
termos relacionados nas disposi¢des anteriores. Esclareco ainda que este consentimento ndo
exime a responsabilidade do profissional que executard os exames clinicos. Por estar de

acordo com o teor do presente termo, assino abaixo 0 mesmo.

Piracicaba, de de .

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador

Dividas e esclarecimentos: Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP),

Departamento de Qdontologia Infantil, Area de Ortodontia. End. Av. Limeira, 901 Caixa
Postal 52 - Piracicaba - SP CEP 13414-903, Tel.: 3421-0049 ou 8154-3354 falar com
Ricardo Alves de Souza, aluno do Mestrado em Ortodontia. CEP-FOP (Comité de Etica e
Pesquisa) Caixa Postal 52, 13414-903 Piracicaba-SP (0xx19) 3412-5349, fax (0xx19)
3412-5218. cep@{fop.unicamp.br
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Parametros periodontais individuais de indice de placa (IP), indice de sangramento
gengival (ISG) e profundidade 4 sondagem (IP).

EXAME INICIAL
SEM ELASTICO SEM METAL |
PACIENTES
P ISG PS P 1SG PS
1 8,339, 1% 1,17 [(1071% | 2% 1,34
2 46,42% 1% 145 |5476% | 2% 1,13
3 59,72% 2% 1,14 |5694% | 5% 1,04
4 29.16% 0 145 |29,16% 0 1,28
5 19,23% 2% 1,19 |[1547% | 3% 1,18
6 19,44 % 5% 1,71 | 18,05% 0 1,50
7 65,27 % 7% 145 |6L,11% | 9% 1,50
8 27,77% 0 1,13 25% 2% 1,22
9 65,27 % 10% 1,96 |6527% 0 1,83
10 47,22% 0 1,17 | 43,05% | 1% 1,16
11 47,22% 13% 1,85 |41,66% | 11% 1,87
12 51,38% 8% 1,85 [48,61% | 11% 1,94
13 29.16% 6% 132 [3888% | 4% 1,30 |
14 12,50% 5% 1,60 [1944% | 4% 1,55
EXAME FINAL
PACIENTES ELASTICO METAL
P ISG PS IP ISG PS

1 44,04% 8% 1,55 |3571% | 1% 1,47
2 65,47 % 2% 216 [ 60,71% | 2% 2,14
3 77,77 % 19% 1,72 15972% | 5% 1,90
4 80,55% 239, 253 [68,05% | 8% 2,37
5 74,35% 10% 277 |5357% | 10% 2,70
6 72,22% 11% 282 |6250% | 8% 2,84
7 58,33% 19% 235 |41,66% | 9% 2,38
8 52,77% 4% 1,66 |41,66% | 5% 1,82
9 81,94% 18% 290 |[68,05% | 14% 2,70
10 51,38% 3% 208 |3472% | 4% 2,03
11 61,11% 16% 2,77 14583% | 11% 2.25
12 68,05 % 16% 225 |6250% | 9% 2,21
13 48,61% 8% 1,57 |3888% | 4% 1,46
14 55,55% 15% 1,80 |41,66% | 4% 1,58
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Parametros microbiolégicos individuais.

Controle de amostras, pacientes e resultados obtidos pela analise por PCR.

COLETA INICIAL

AMOSTRA

ND

OO U D e

PACIENTE

PACIENTE - 1

PACIENTE - 2

PACIENTE - 3

PACIENTE - 4

PACIENTE - 5

PACIENTE - 6

PACIENTE -7

PACIENTE - 8

PACIENTE -9

PACIENTE - 10

PLACA DENTE

SUPRA
(2 mm)
+
SUB

(2 mm)

SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
TR
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
4
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB

(2 mm)
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15
25
32
42
15
i
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42

BACTERIAS
Aa. T.f Pg Pi

+ + + + +

+ + +



Nl’l
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

PACIENTE

PACIENTE - 11

PACIENTE - 12

PACIENTE - 13

PACIENTE - 14

+ : presenga de bactéria
- : auséncia de bactéria

PLACA
SUPRA

(2 mm)
=
SUB
(2 mm)

SUPRA

(2 mm)
+

SUB

(2 mm)

SUPRA

(2 mm)
+

SUB

(2 mm)

SUPRA

(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
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15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
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Controle de amostras, pacientes e resultados obtidos pela anélise por PCR.

COLETA FINAL

AMOSTRA

Nl'l
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

PACIENTE

PACIENTE - 1

PACIENTE - 2

PACIENTE - 3

PACIENTE - 4

PACIENTE - 5

PACIENTE - 6

PACIENTE - 7

PACIENTE - 8

PACIENTE -9

PACIENTE - 10

PLACA

SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)

SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
&
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
-
SUB
(2 mm)
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15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
23
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42

BACTERIAS

A.a.

T.f. P.g P
+ = -

o+ o+
1
i

.I.
I
I

+ + + + + +
]
1]

+ 4+ + + 4+ +
1
L]

+ + + +
I
]

+ + +
1
1

I
]
L]

+ + +
]
]

+
I
L]

+ +
I
L]

.*.
i
I

-+
I
L]

R A SR T S LI T R

+ 4 #

+ + + + + !

+ 4+ + 4+ 4+
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ND

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112

PACIENTE

PACIENTE - 11

PACIENTE - 12

PACIENTE - 13

PACIENTE - 14

+ : presenca de bactéria
- : auséncia de bactéria

PLACA
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)

SUPRA
(2 mm)
o+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB
(2 mm)
SUPRA
(2 mm)
+
SUB

(2 mm)
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15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
42
15
25
32
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FICHA DE PROTOCOLO DE PCR UTILIZADO

PCR:

Conc. gel

Volume do

gel

Voltagem

Tempo de corrida

Data

HaO milli-Q

Tampéo do
PCR 10X

dNTPs
10mM

MgCl:
25mM

Primer S.
10uM

Primer . | DNA

10uM

Taq pol.
50/l

volume

[ ]final

Master
MIX

val. total;
ul.

Canaleta

Amostra

WO~ |~ |win)—

Tamanho esperado do produto:

Condicdes térmicas
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Amostra aplicada:

Vol. Do tampéo de
corrida:

Vol. da

amostra;
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RESUMO

Introducao: Condutas profildticas, com a finalidade de evitar o actimulo de biofilme,
devem ser empregadas para minimizar o risco de desenvolvimento de doenca periodontal
em pacientes sob tratamento ortodOntico. Desta forma, este estudo avaliou possiveis
alteracbes periodontais e microbioldgicas proveniente da utilizacdo de dois métodos para
fixagfio do arco ortoddntico: anéis eldsticos e ligaduras metélicas. Métodos: Os seguintes
pardmetros: fndice de placa, sangramento 4 sondagem, profundidade 2 sondagem e
amostras de biofilme dos dentes 15, 25, 32 e 42 foram avaliados em 14 pacientes, sem
sinais clinicos de inflamacdo gengival antes da instalagiio de aparelho ortoddntico e apés
seis meses de tratamento. Cada arco ortoddntico foi fixado com anéis eldsticos em um dos
lados da linha média, enquanto ligaduras metélicas foram utilizadas no lado oposto. Reagio
de polimerase em cadeia (PCR) foi utilizada para detectar P. gingivalis, T. forsythia, A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia, ¢ P. nigrescens. Resultados: Os anéis eldsticos
demonstraram maior valores para os indices de placa e de sangramento do que as ligaduras
metalicas, bem como um grande mimero de sitios positivos de T. forsythia e P. nigrescens
(p < 0,05). Conclusdes: Os anéis eldsticos favoreceram a presenca destes dois

periodontopatdgenos, e prejudicou as condigdes gengivais.

Palavras-chave: anéis eldsticos, aparelho ortoddntico, doenga periodontal, biofilme

dentério, microbiologia.
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INTRODUCAO

(O aumento da quantidade de biofilme dentério indica um elevado risco de efeitos
adversos para o periodonto.’” Muitos estudos relataram que o fator etiolégico na doenca
periodontal mais importante é a presenga do biofilme dentério na margem gengival.**® A
combinagio de tratamento ortoddntico ¢ uma higiene bucal deficiente pode causar sérios
danos ao periodonto.7'9 Os componentes do aparelho ortod6ntico fixo propiciam novas
dreas de reten¢do, as quais permitem a colonizacfio bacteriana e o crescimento do nimero
de microorganismos.'®!" Diversos estudos utilizaram como referéncia, pardmetros clinicos

iy

como indices de placa, indice gengival, profundidade 2 sondagem e perda Gssea,

2,12-17

envolvendo os tecidos periodontais préximos dos aparelhos ortoddnticos. Entretanto,

muito pouca informagfo existe para avaliar possiveis alterac6es clinicas e microbioldgicas

10,11,18

das diferentes técnicas para amarracio do arco ortoddntico aos braquetes. Um estudo

mostrou que um maior nimero de microorganismos foram exibidos em pacientes com anéis
elasticos do que em ligaduras metdlicas, portanto considerou-se que 0 método de amarragio
ortod6ntica foi um fator adicional para o actimulo de biofilme. '

Diversas pesquisas mostraram que aparelhos ortoddnticos fixos elevaram
significativamente a colonizagdo de Streptococcus mutans e lactobacilli,'®'""'*! Patdgenos

7,22,23

periodontais, tais como Actinobacillus actinomycetemcomitans e Tannerella

forsythia®™, também estiveram significativamente associados com a inflamagio gengival

A Le 92223
durante o tratamento ortoddntico.’

Entre as vérias espécies que t€m sido encontradas preferencialmente em individuos
com doenga periodontal estio Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella

nigrescens, Bacteroides forsythus, Actinobacillos actinomycetemcomitans, Fusobacterium

24-27 2 o s
Essas bactérias possuem caracteristicas quimicas e

28

nucleatum ¢ Treponema denticola.
biolégicas que as tormam oS principais membros da microbiota periodontopatogénica.
Porém nem todos os individuos com comprometimento periodontal albergam todas as
espécies supostamente periodontopatégenas.”*

As espécies P. gingivalis e P. intermedia foram encontradas em periodontite pré-
pubertal.35 Da mesma forma, espécies associadas a doenga t€m sido freqlientemente

encontradas em pacientes aparentemente sauddveis.’’” Diversas interagdes entre as
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espécies podemn ser tipicas num processo patolgico.*® Alguns autores acreditam ainda, que
a destrui¢o irreversive] de tecidos do hospedeiro ocorra somente quando niveis bacterianos
atingem um limiar critico.”’

Os objetivos desta presente investigagdo foram avaliar a condicio periodontal ¢ as
mudangas microbiolégicas em pacientes tratados ortodonticamente, e verificar as alteragGes
associadas ao desenvolvimento de biofilme dentdrio em dois diferentes métodos de

amarracio: anéis elasticos e ligaduras metalicas.
MATERIAL E METODOS
Pacientes e procedimentos clinicos

Quatorze individuos (idade 17 + 2.6 anos [média £ DP]; 6 homens, 8 mulheres)
participaram deste estudo. Todos pacientes possufam boa sadde; nenhum utilizou
antibiético 3 meses antes do exame inicial e durante o tratamento; inicialmente ndo
apresentavam sinais clinicos de inflamacfio gengival; cada paciente necessitava de
tratamento ortoddntico fixo e possufa apinhamento dentfrio na regido anterior em ambas
arcadas. Os critérios de exclusio foram: fumantes; mulheres grdvidas ou em fase de
amamentacdo; usudrios de medicacdo sistémica para doengas cronicas; aqueles que se
submeteram a tratamento periodontal 3 meses antes do exame inicial; e qualquer desordem
sistémica pudesse influenciar as condigdes periodontais € microbiolégicas ou resposta ao
tratamento. Os pacientes foram selecionados aleatoriamente entre os pacientes da Area de
Ortodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, que forneceram consentimento
formal por escrito. Este protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade de Campinas.

Os pacientes receberam exclusivamente orientacio profissional de higiene bucal
(técnica de Bass) e tratamento profildtico dez dias antes do exame inicial. Durante 6 meses,
nenhuma informacdo adicional sobre higtene bucal foi instituida aos pacientes na
Faculdade de Odontologia. Amosiras de biofilme foram coletadas antes da instalagdo do
aparelho ortodéntico fixo, na superficie vestibular dos segundos pré-molares superiores e

dos incisivos laterais inferiores (4 amostras por paciente). Os pardmetros clinicos
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analisados inclufram indice de placa,33 indice de sangramento.gengival,m profundidade a
sondagem medida por sonda periodontal da marca Williams (Newmar, S3o Paulo, Brasil).

Apds os exames clinicos, os pacientes receberam aparelho ortodéntico fixo, com
braquetes nos incisivos, caninos, pré-molares e primeiros molares, e bandas ortodénticas
nos segundos molares. Braquetes metélicos Edgewise padrio foram utilizados em todos os
pacientes, além de um arco passivo fixado ao aparelho ertoddntico imediatamente apds a
colagem. A técnica ortoddntica utilizada foi a tecnologia de forcas direcionais Tweed-
Merifield, com modificagdes da FOP-UNICAMP. Em todos os pacientes, anéis eldsticos
convencionais foram utilizados para amarrar um dos lados da arcada dentéria a partir da
linha media, enquanto ligaduras metilicas foram utilizadas no lado oposto. Cada lado, das
arcadas dentdrias, recebeu aleatoriamente os auxiliares de amarracdo ortoddntica, com o
intuito de minimizar possiveis prefer€ncias individuais do lado de escovagdo. Os anéis
elasticos e ligaduras metdlicas foram trocados todos os meses. A segiiéncia de arcos
ortoddnticos para o periodo de 6 meses foi a seguinte: inicialmente um 0,014°" de ago foi
instalado, apds 2 meses um 0,016’ de aco foi usado para melhorar o alinhamento dentario,
portanto, quando o paciente apresentava um 0,018’ também de ago, foi realizada a coleta
final de biofilme.

Pardmetros clinicos foram registrados em seis sitios dentdrios (mesiovestibular,
vestibular, mesiolingual, lingual e distolingual) de todos os dentes, exceto dos segundos e
terceiros molares, em dois diferentes tempos: antes da instalagdo do aparelho ortoddntico, e
seis meses apés a colagem ortoddntica. Somente um profissional (COS), com experimento
cego aos grupos, realizon todas as avaliagdes clinicas, a0 mesmo tempo, em que foram

coletadas as amostras de biofilme.

Coleta das Amostras

As é4reas experimentais foram isoladas com rolos de algodfo estéril para evitar
contaminagdo com saliva. O biofilme foi coletado com uma cureta periodontal, envolvendo
a regido cervical do dente, aproximadamente 2 mm na porgiio supragengival e 2 mm
subgengivalmente, e colocada em tubo de eppendorf contendo 0,3 ml T.E. de solucdo

tampéo esterilizada (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; I mM EDTA, pH 8.0). O total de amostras
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n= 112, foram provenientes dos 14 pacientes selecionados, em 2 tempos de avaliacio e 4
sitios dentais por paciente (4 sitios iniciais, n= 56; 2 sitios finais com eldstico, n= 28, ¢ 2
sitios finais com metal, n= 28). Estas amostras foram armazenadas & temperatura de -20°C,

até realizagfo de extragio do DNA.

Extracio de DNA e Identificacio por PCR

O DNA gendmico foi extraido de acordo com metodologia proposta por Doyle &
Doyle.* A solucdo de extracdo foi estocada a temperatura de -20°C até andlise por PCR.

Os “primers” bacterianos € a temperatura de processamento do PCR utilizado,
foram descritos previamente, para cada uma das cinco bacténas: Porphyromonas gingivalis
(Pg),"! Tannerelin Sforsythia (T, Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa),*”
Prevotella intermedia (Pi),43 e Prevotella nigrescens (Pn).* A PCR foi processada pela
mistura de reagentes contendo 1 uL. de DNA, 200 uM de dNTPs, 2,5mM de MgCl,, 0,3 uM
de cada primer superior ¢ inferior, e 1,25 unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen,
Brasil) com um volume final de 50 pl.. O DNA genémico purificado de P. gingivalis
(ATCC 33277, T. forsythia (ATCC 43037), A. actinomycetemcomitans (ATCC 29522), P.
intermedia (ATCC 25611), e P. nigrescens (NCTC9336), foi utilizado como controle
positivo, e 4gua bi-destilada como controle negativo. Os produtos da PCR foram analisados

em gel de agarose 1,5% em tampdo (8V/cm em Tris-borato-EDTA), e corado em brometo

de etidio.

Analise Estatistica

Para os pardmetros periodontais, apds analise exploratéria dos dados, a anilise de
varidncia — ANOVA — foi utilizada para avaliar as medidas repetidas.

Nos dados microbioldgicos, 0 niimero de sitios, que abrigaram as 5 bactérias
avaliadas, foi processado no inicio e apds seis meses de tratamento, e para ambos os grupos

de ligadura ortoddntica também. O teste de McNemar foi utilizado para verificar diferencas
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Intragrupos no inicio e seis meses apds o tratamento ortoddntico. E o0 mesmo teste, também

foi utilizado para verificar diferencas entre grupos. O nivel de significincia foi de 5%.

RESULTADOS

Para o indice de placa foram encontradas diferengas estatisticamente significantes
entre 0s dois perfodos de tempo analisados, como também, em ambos os métodos de
amarracio ortoddntica (Tabela I). Os valores mostraram uma média de 37,72%
inicialmente, e 63,72% apds seis meses quando se utilizou anel eldstico. As ligaduras
metdlicas aumentaram os valores de 37,72% para 51,09% no periodo final. Ao comparar os
dois tipos de acessdrio de amarracdo ortodOntica, o resultado demonstrou indice de placa
maior no grupo de ligaduras eldsticas. No indice de sangramento gengival os valores foram
ainda mais discrepantes entre € intragrupos. Os valores no grupo de anéis eldsticos (12,28%)
foram maiores do que nas ligaduras metélicas (6,71%). Antes da instalacio de aparelho fixo
0s percentuais eram bem menores 4,28% e 3,86% (Tabela II).

Para o parimetro de profundidade & sondagem, néo ocorreu diferenca significante
entre o grupo dos elasticos (2,21mm) e o grupo das ligaduras metélicas (2,13mm) apés
colagem ortodéntica (Tabela III). Entretanto, a0 comparar os valores iniciais € os finais, os
grupos mostraram diferenca estatistica, de forma que a profundidade inicial média foi de
1,46mm e 1,42mm. |

Microbiologicamente, as diferengas ndo foram significantes no periodo inicial,
como mostrado na tabela TV. Neste caso, a maioria dos sitios foi negativa para todos
periodontopatégenos avaliados antes do tratamento. Quando a andlise ocorreu depois do
tratamento ortoddntico, considerando os dois grupos (Tabela V), ou nos dois tempos para
anéis elasticos (Tabela VI) e para ligaduras metdlicas (Tabela VII), verificaram-se
diferencas estatisticamente significantes para Tf e Pn, entre os periodos avaliados, bem
como, no método de amarracio ortoddntico uiilizado.

O percentual de sitios positivos encontrados tanto para Tf como para Pn foi de
92,85%, nos dentes amarrados com anéis elasticos. A reducio dos valores observados para

o grupo amarrado por ligaduras metédlicas foi de 57,14% para Tf e 71,42% para Pn (Figura
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A). Nio foram encontradas diferencas estatisticamente significantes para os outros

microorganismos avaliados (Aa, Pg e Pi).

DISCUSSAO

Diversos estudos relataram que a instalagio de aparelho ortoddntico promove

5-9,12,14,15-17,21- .
23 ! 23 o que foi demonstrado também, nesta

10,11,18

acimulo de biofilme dentdrio,
presente pesquisa. Entretanto, poucos autores avaliaram as diferencas periodontais e
microbioldgicas entre os métodos de amarraciio do arco ortodfntico. O periodo de
observacio dos possiveis efeitos no periodonto, entre as 2 técnicas utilizadas neste estudo,

foi determinante para que a coleta do biofilme final fosse realizada apds seis meses, um

perfodo satisfatério para comecar a observacdo de uma doenga cronica, como a periodontite.

Neste perfodo, a cooperacfio € a motivacdo dos pacientes para a higiene bucal ndo foi
modificada, numa tentativa de simular situacGes clinicas bastante comuns. Em outros
estudos, as maiores alteragbes periodontais ocorreram 3 meses apds a colagem

1011 comparativos entre anéis

ortoddntica.”™ Em nossa metodologia e de outros estudos
elasticos e ligaduras metdlicas foram utilizadas para avaliagio microbiolégica o método de
arco cruzado, como condicdo de reduzir variaces individuais e diferencas intragrupos,
entretanto, existem deficiéncias invitdveis e dificuldades relacionadas a possibilidade de
contaminagio bacteriana através do arco, que com certeza, ocorrem inevitavelmente.

Um elevado percentual de sangramento em dentes com braquetes colados* e dentes
bandados’ também foi relatado devido presenca de aparelho ortoddntico fixo. Nossos
resultados em dentes amarrados com anéis eldsticos determinaram uma maior tendéncia de
sangramento gengival, este dado corroborou com o estudo de Tirkkahraman et al,11 08
guais avaliaram o sangramento em cinco semanas apds a colagem, e concluiam que a
utilizacdo de anéis eldsticos ndo é recomendado em pacientes com higiene bucal deficiente.
Entretanto, estes autores também relataram que denies amarrados com anéis eldsticos
demonstraram que ¢ ndmero de microorganismos (Streptococcus mutans and Lactobacilli)
foi um pouco maior do que nas ligaduras metédlicas, de forma que a diferenca nio foi

significante estatisticamente, e poderia ser ignorado. Estes autores também nfo observaram

diferencas ao comparar o indice de placa entre eldsticos e metais. Neste pardmetro clinico,
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nosso resultado mostrou uma importante associagéio com o tipo de amarracio ortodéntica, ¢
demonstrou um elevado indice de placa no lado da arcada dentdria fixada por anéis
elasticos. A discrepincia com o nosso estudo, nestes pontos, pode estar relacionada pelas
diferengas nos microorganismos analisados, no tipo de teste microbioldgico, no periodo de
avaliacdo estudado, ou nos fatores de resisténcia do hospedeiro das amostras. Até o tempo
necessdrio para o desenvolvimento de inflamacio gengival, na auséncia de higiene oral,
varia de uma pessoa para outra e depende da velocidade de formagio do biofilme.**

Por outro lado, o pardmetro clinico como profundidade a sondagem, foi observada
uma diferenga significativa apds a instalacfio do aparelho ortod6ntico fixo, mas ndo foram
verificadas discrepincias quando a andlise ocorreu entre os dois métodos de amarragdo
ortoddntica avaliados. Esta situacdo clinica, crion um ambiente propicio para
desenvolvimento de microorganismos, mas em um dos lados da arcada dentiria, esta
condicio estava ainda mais favordvel, pelo menos para as bactérias Tf e Pn, correlacionada,
provavelmente, pela presenca dos anéis eldsticos.

Em estudo realizado com microscopia eletronica de varredura (SEM) para avaliar
colonizacio bacteriana associada ao aparelho ortoddntico fixo, os autores observaram que o
método de amarracio ortodGntica ndo aparentava influenciar nos tipos bacterianos aderidos
ao compdsito ou as superficies de esmalte.'® Entretanto, esta metodologia foi realizada
somente em (rés semanas € o arco ortodéntico ndo estava amarrado aos braquetes, pois o
modelo experimental do estudo incluiu somente um denie colado em cada quadrante.

Nosso estudo demonstrou diferenca significativa no mimero de sitios positivos de
Pn e Tf apés colagem ortoddntica, bem como nos anéis elésticos utilizados para amarrar um
dos lados das arcadas dentdrias. Inicialmente, a espécie P. nigrescens era mais comumente
observada em criancas do que em adultos,”® entretanto, posteriormente esta bactéria foi
listada como sendo um possivel patgeno relacionado A periodontite do adulto.”’
Interessantemente, um autor relatou que o biofilme supragengival interdental poderia servir
como habitat natural de P. nigrescens e de outros supostos periodontopatégenos em
individuos saudéveis.”® T. forsythia foi uma espécie observada em major niimero nos sitios
de doenga periodontal destrutiva do que em sitios sadios, ou com gengivite.‘j'9 Além disso, a
Tf foi detectado mais freqiientemente e em maior niimero em lesdes periodontais ativas do

o~ : H 50 # =
que em lesdes inativas.”™ Alguns autores também relataram que esta espécie era a mais
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detectada em quadros refratarios,” com elevagio de anticorpos séricos em paciente com
periodontite.”” Qutros pesquisadores consideraram o Tf como sendo o fator de risco
microbiano mais significativo que distingue individuos com periodontite daqueles que se
apresentam periodontalmente sauddveis,**

Os resultados de Forsberg et al'® mostraram que a maioria das unidades dentérias
amarradas com anéis eldsticos, demonstrou um maior mimero de microorganismos no
biofilme, do que os dentes amarrados com ligadura metdlica. Neste aspecto, estes
resultados foram semelhantes aos nossos, € tamb€m foi realizado em um perfodo de tempo
maior. Contudo, a avaliaco realizada por estes autores foram em S mutans e Lactobacilli,
patégenos catiogénicos. Qutros autores®* observaram o desenvolvimento de biofilme e de S.
mutans associado a ligaduras metdlicas e anéis eldsticos em pacientes ortoddnticos tratados
com e sem 0.4% de fldor gel estanhoso. Os resultados mostraram que o nimero de S.
mutans na saliva e no biofilme ndo foi diferente estatisticamente entre os dentes amarrados
com anéis eldsticos e ligaduras metdlicas, ou entre os grupos: experimental ¢ controle.
Nesta investigacfio, as amostras finais de biofilme foram coletadas entre 15 ¢ 30 dias ap6s
instalacio do aparelho, enquanto que nossa avaliagio final do biofilme foi realizada apés 6
meses.

Nosso estudo também mostrou que as diferencas nfo foram significantes para os
microorganismos Aa e Pi, nulo para Pi na tabela IV, e nulo em todas situacGes analisadas
para Pg. Entretanto, principalmente bactérias como A. actinomycetemcomitans foram

2 Portanto, pelos

associadas em pacientes ortoddnticos com inflamacdo gengival
pardmetros clinicos avaliados e pelo resultado significativo de sitios positivos para Tf e Pn,
0s anéis elasticos demonstraram nma maior correlagiio com estes tipos de microrganismos,

geralmente encontrados em doengas periodontais, do que as ligaduras metalicas,

CONCLUSOES

A utilizacdo de anéis eldsticos promove uma retengio significativa de biofilme, com
alteragOes clinicas significantes para o indice de placa ¢ indice de sangramento gengival.
Elas também propiciaram uma maior presenca de periodontopatdgenos como Tannerella

Jorsythia € Prevotella nigrescens.
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TABELAS

Tabela I. Média (Desvio Padrio) de IP em fungdo do tratamento e do tempo.

Tempo Método de amarragio ortodéntica
Eléstico Metal

Inicial 37,72% (19,35) A b 37,72% (18,21) A b

Final 63,72% (12,43) Aa 51,09% (12,27)B a

Médias seguidas de letras distintas (maitisculas na horizontal ¢ mimiscula na vertical
diferem entre si pela ANOVA) .

Tabela II. Média (Desvio Padréio) de IS em funcio do tratamento e do tempo.

Tempo Método de amarracdo ortodéntica
Eldstico Metal

Inicial 4,28% (4,12) A b 3,86% (3,86) Ab

Final 12,28% (6,66) A a 6,71% (3,71)B a

Médias seguidas de letras distintas (maiisculas na horizontal ¢ mindscula na vertical
diferem entre si pela ANOVA).

Tabela ITI. Média (Desvio Padrio) de OS em fungfo do tratamento e do tempo.

Tempo Meétodo de amarragiio ortoddntica
Elastico Metal

Inicial 1,46 (0,29) A b 1,42 (0,29) Ab

Final 2,21 (0,49) A a 2,13(0,45)Aa

Médias seguidas de letras distintas (maitisculas na horizontal e mindscula na vertical
diferem entre si pela ANOVA),
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Tabela IV. Freqiiéncia absoluta e relativa entre os 2 grupos antes do tratamento.

BACTERIA

sem eldstico

sem Metal

Freqiiéncia absoluta e

relativa (%)

Aa

+ 4

4+ 4

26 (92.86%)
1 (3.57%)
0 (0.00%)
1 (3.57%)

0.3173 ng

Tf

+ o+

+ v 4

23 (82.14%)
1(3.57%)
4 (14.24%)
0 (0.00%)

0.1797 ns

Pg

+ 4+

+ 1 4

28 (100.00%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)

Pi

27 (96.43%)
0 (0.00%)
1 (3.57%)
0 (0.00%)

Pn

|+ 4+ 1

+
+

+ 0 4+ |+ 0+

22(78.57%)
{ (3.57%)
1(3.57%)

4 (14.29%)

1.000 ns

* significativo pelo teste de McNemar (p<0,05); ns: ndo significativo
(-) Sitio dental negativo; (+) Sitio dental positivo.

Tabela V. Freqiiéncia absoluta e relativa entze os 2 grupos apds 6 meses.

BACTERIA

anéis eldsticos

ligaduras metilicas

Freqiiéncia absoluta ¢

relativa (%)

Aa

+ 4+

26 (92.86%)
0 (0.00%)
1(3.57%)
1 (3.57%)

0.3173 ns

Tf

+= 0 4+ |+ v 4

1 (3.57%)
1(3.57%)
11(35.29%)
15 (53.57%)

0.0039*

Pg

4+ 4

28 (100.00%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)

Pi

5 4+

25 (39.29%)
2 (7.14%)
1 (3.57%)
0 (0.00%)

0.5637 ns

Pn

v 4+

+
+

+ « + |+ 0+ |0 4

1 (3.57%)

1 (3.57%)

7 (25.00%)
19 (67.86%)

0.0339*

* significativo pelo teste de McNemar (p<0,03); ns: nfo significativo
(-) Sitio dental negativo; (+) Sitio dental positivo.
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Tabela VI Fregiiéncia absoluta e relativa entre 0s 2 tempos para o grupo de anéis eldsticos.

BACTERIA Antes Apds 6 meses Frequen(:lla absoluta ¢
relativa (%)

25 (89.29%)

2 (7.14%) 0.5637 ns
1 (3.7%)
0 (0.00%)

Aa

2 (7.14%)
22 (78.57%) <0.0001*
0 (0.00%)
4 (14.29%)

Tf

L T N . |

78 (100.00%)
0 {0.00%) -
0 (0.00%)

0 (0.00%)

Pg

26 (92.86%)
1 (3.57%) 1.000 ns
1 (3.57%)
0 (0.00%)

Pi

2 (7.14%)
21 (75.00%) <0.0001*
0 (0.00%)
5 (17.86%)

Pn -

+ 0 o+ o+ o F a0+ F

* significativo pelo teste de McNemar (p<0,05); ns: nio significativo
{-) Sitio dental negativo; {(+) Sitio dental positivo.

Tabela VII. Freqiiéncia absoluta e relativa entre os 2 tempos para o grupo de ligaduras metélicas.

BACTERIA Antes Ap6s 6 meses Freqiiéncia absoluta e p

relativa (%)

25 (85.29%)
1 (3.57%) 0.5637 ns
2 (7.14%)

0 (0.00%)

Aa

11 (39.29%)
16 (57.14%) 0.0003*
1 (3.57%)
0 (0.00%)

Tf

1|+ 4+
+ 0+ |+ 0 4+

|+ +

28 (100.00%)
040.00%) -
(3 (0.00%)
0 (0.00%)

Pg

+ +

26 (92.86%)
2 (7.14%) -
0 (0.00%)
0 (0.00%)

Pi

7 (25.00%)

16 (57.14%) 0.0003*
1(3.57%)

4 (14.29%)

n -

+ 4+
L N R N L

* gignificativo pelo teste de McNemar (p<0,03); ns: ndo significativo
(-) Sitio dental negativo: (+) Sitio dental positivo.
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FIGURAS

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% sitios positivos

sem elastico  sem metal ligaduras ligaduras
elasticas metalicas

avaliacao inicial e final

Figura A. Percentual de sitios positivos para microorganismos Tf € Pn, comparando os 2
métodos de amarracdo ortodontica nos tempos inicial e apos 6 meses.
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