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CAMINHAR,

As vezes o caminhar ¢ lento, mas o importante € nio parar.
Mesmo um pequeno progresso ¢ um avanco na direcio certa.
E qualquer um é capaz de fazer um pequeno progresso.
Se vocé nio pode conquistar algo importante hoje,
Conguiste algo menor.

Pequenos riachos se transformaram em rios poderosos.

Continue em frente.

O que de manha parecia fora do alcance, pode ficar mais

préximo a tarde se vocé continuar em frente,
O tempo que usar trabalhando com paixiio e intensidade
aproximara vocé do seu objetivo.
E bem mais dificil comecar de novo se vocé para
completamente.

Entio, continue em frente. Nio desperdice a chance que
vocé mesmo criou.

Existe algo que pode ser feito agora mesmo, ainda hoje.
Pode niio ser muito, mas fard com que vocé continue no jogo.
Caminhe ripido enquanto puder.

Caminhe lento quando for preciso.

Mas, seja o gque for continue andando,

E vocé conseguiri alcancar suas metas...
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II- RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os parfimetros clinicos e
microbiolégicos associados & presencga de anéis e braquetes ortoddnticos em
pacientes submetidos a tratamento na clinica de Ortodontia da
FOP/UNICAMP. Foram selecionados 10 pacientes que preenchiam os
critérios de inclusdo:; presenca de sinais clinicos de inflamac&o gengival,
idade entre 12 e 20 anos e em fase final de remocio do aparelho ortodéntico.
Os dentes selecionados para a pesquisa foram 16-11-26. Foram avaliados em
dois periodos, constituindo os grupos: feste: durante a vigéncia da inflamagéo
gengival; controle: os mesmos dentes receberam profilaxia profissional apos
a retirada do aparetho ortodontico e foram reavaliados trinta dias apds. Os
parametros clinicos utilizados foram o indice de placa, indice de sangramento
gengival e profundidade de sondagem. O exame microbiologico incluiu a
técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As bactérias pesquisadas
foram: Porphyromonas gingivalis (Pg), Bacteroides forsytus (Bf),
Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa), Prevotela intermedia (Pi),
Prevotela nigrescens (Pn). Os dados foram submetidos a analise estatistica
utilizando o teste McNemar. Observou-se redugdo significativa na

profundidade de sondagem, no indice de placa e sangramento & sondagem. A



inflamac@o gengival estava associada a presenga de periodontopatégenos
demonstrada pelo PCR. A remoc¢do do aparelho ortodontico fixo associada a
profilaxia resultou em significativa diminuigéo na frequéncia de detecg¢éo do
Aa e Bf. Dentro dos limites deste estudo, conclui-se que as bactérias
associadas a inflamacdo gengival durante o tratamento ortodontico podem ser
reduzidas ap6s a remogfo do aparelho e profilaxia profissional. Estes
achados reforcam a importancia do controle de placa em pacientes portadores

de aparelhos ortodonticos fixos para diminuir o risco de doenga periodontal.

Palavras-chave: periodontopatdgenos, gengivite, ortodontia, PCR



I11- ABSTRACT
The goal of the present study was to evaluate the clinical and microbiological
aspects associated with orthodontic appliances in patients of the Orthodontic
Graduate Clinic of the School of Dentistry at Piracicaba. The 10 patients
included in the study were at the end of the orthodontic treatment (phase of
removal of the appliance) and were selected according to the inclusion criteria:
clinical signs of gingival inflammation and age between 12 and 20 years. The
evaluation was performed in the teeth 16-11-26 in two periods: test: during the
course of gingival inflammation, control: the same teeth submitted to a
professional prophylaxis and 30 days after the removal of the appliance. The
clinical parameters evaluated were plaque index, gingival bleeding index,
probing depth and the microbiological evaluation with the polymerase chain
reaction technique (PCR) to detect the presence of the following bactéria:
Porphyromonas gingivalis (Pg), Bacteroides jforsytus (Bf), Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Aa), Prevotela intermedia (Pi), Prevotela nigrescens
(Pn). The data were analyzed by the McNemar test. A statistically significant
reduction in probing depth, plaque and gingival bleeding index was observed. It
has been shown the presence of putative periodontal pathogens associated with
the gingival inflammation during the orthodontic treatment. The return to the

periodontal health achieved by a professional prophylaxis and the removal of the



appliance resulted in a statistically significant reduction in the detection of 4a
and Bf. It can be concluded that the periodontopathic bacteria associated with
gingival inflammation during orthodontic treatment can be significantly reduced
by the removal of the appliance associated to a professional prophylaxis. The
importance of a plaque control regimen during orthodontic treatment is
reinforced by the findings of the present study.

Key words: periopathogens, gingivitis, orthodontics, PCR



IV- INTRODUCAO

A correcBo do posicionamento dental e maloclusGes pelo tratamento
ortodéntico pode permitir uma higiene oral melhor, apesar da pesquisa nesta
area apresentar resultados conflitantes. Considera-se que dentes mal
posicionados promovem um actmulo maior de placa bacteriana quando
comparados a dentes bem alinhados (GRIFFITHIS & ADDY ,1981). Entretanto,
este fato parece ser clinicamente relevante apenas para pacientes que nfo
controlam bem a placa (ALEXANDER, 1970).

Nos pacientes que possuem um bom nivel de higiene oral néo foi
observada relagdo entre irregularidades de posi¢8o em dentes posteriores e a
doenga periodontal (BEAGRIE & JAMES, 1962). Estudos retrospectivos de
longa duragdo mostraram que danos significativos ndo poderiam ser atribuidos
ao tratamento ortoddntico bem como a falta de tratamento ortoddntico teria
pouca influéncia na doenga periodontal em fases tardias da vida (SADOWSKY
& BEGOLE, 1981; POLSON et al, 1988). BAER & COCCARO (1964) notaram
a ocorréncia de aumento gengival logo apds a colocagdo de aparelhos
ortoddnticos fixos que geralmente desaparecia apds a remocio do aparelho.
Outros autores (KLOEHN & PFEIFER, 1974; ZACHARISSON &

ZACHARISSON, 1972; ALEXANDER, 1991) observaram este aumento e



sugeriram que o fendmeno explicaria o aumento na profundidade de sondagem
encontrado durante o tratamento, ndo sendo, entretanto associado a perdas de
insercdo.

A colocagdio das bandas numa posigdo supra gengival permite uma
limpeza mais facil e reduz o risco de possiveis danos a satide gengival, mas
infelizmente, a maioria das margens de bandas supragengivais logo se tornam
subgengivais devido ao aumento de volume do tecido gengival. De um modo
geral, considera-se que a salde gengival é comprometida quando bandas
ortodonticas s@o colocadas (ALEXANDER, 1991; ZACHRISSON, 1976;
BOYD & BAUMRIND, 1992).

Muitos estudos se concentraram na descricdo dos parametros clinicos
como o indice de placa de SILNESS & LOE (1964), indice gengival de LOE &
SILNESS (1963) e profundidades de sondagem. Poucas investigagdes foram
feitas para rever a placa associacia com as mudancas clinicas observadas apds a
colocagdo de aparelhos ortodonticos, talvez pelas dificuldades envolvidas na
identificacdo das bactérias que predominam nas culturas (RUSSELL, 1992).

Considerando que existem evidéncias que suportam a idéia de que
bactérias especificas podem ser responsaveis pela producdo da doenga (SLOTS,
1979; LISTGARTEN & HELLDEN, 1978; SLOTS & LISTGARTEN, 1988),

parece razodvel a hipdtese de que se as bandas ortodbnticas provocam uma



reacdo gengival elas poderiam também influenciar a microbiota subgengival,
tornando-a mais agressiva. Esta pode ser uma das explicagGes para a inflamacio
observada ao redor dos dentes com bandas e bom controle de placa supra
gengival (ZACHRISSON & ZACHRISSON, 1972).

Os métodos de pesquisa se desenirolveram nesta area desde o trabalho
pioneiro de BLOOM & BROWN (1964) que relatou um aumento generalizado
em todas as contagens bacterianas apos a colocagdo de bandas. O Gnico aumento
significativo foi nas contagens de lactobacillus. Pacientes com o maior nimero
de bandas tiveram o mator aumento nas contagens bacterianas. Entretanto, todas
as medidas foram obtidas de amostras de saliva e ndo de areas especificas ao
redor das bandas. Depois da descoberta de que os aparelhos alteram a
microbiota bucal, esforcos foram concentrados em se obter amostras de areas
especificas da boca. A preocupacédo inicial foi com a placa cariogénica mais do
que com a saude gengival j4 que a descalcificagdo ao i‘edor e sob as bandas se
constituia em um problema sério (CORBETT et al, 1981; MIZRAHI, 1982;
MIZRAHI, 1983).

Virios estudos examinaram a placa supragengival (CORBETT et al, 1981;
BALENSEINFEN & MADONIA, 1970; YORK & DURKIN, 1967). Os
trabalhos progrediram entfo para a avaliacdo da placa subgengival ao redor das

bandas ortodonticas, e mais especificamente, nos tipos de bactérias presentes
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com o uso de microscopia de campo escuro, que possibilita uma identificacéo
rapida de organismos moveis (LISTGARTEN, 1982).

As primeiras investigagbes observaram a influéncia de aparelhos
removiveis seguidos pelos fixos na placa subgengival (MULLER & FLORES,
1982; FLORES & MULLER, 1982). Com os aparelhos removiveis, ndo foram
encontradas diferencas significativas nas propor¢des das diversas bactérias em
pacientes com ou sem aparelhos. Concluiu-se que aparelhos removiveis néo
contribuem para mudangas desfavoraveis na composi¢@o bacteriana da placa sub
gengival. Aparelhos fixos, entretanto, causaram uma elevagfo significante de
espiroquetas e fusiformes em um estudo transversal (MULLER & FLORES,
1982).

Em um estudo longitudinal, LEGGOTT et al (1984) seguiram dois grupos
de pacientes sendo um grupo com idade inferior a 18 anos e o outro com mais de
18 anos, durante um periodo de 2 anos apds a colocagdo dos aparelhos
ortodonticos fixos. Os autores encontraram um aumento de 2 a 3 vezes, tanto
nos indices clinicos como no nimero de organismos méveis, apés 6 meses da
colocagdo do aparelho. O grupo de adolescentes manteve estes niveis elevados
durante o tratamento enquanto os pacientes adultos melhoraram em 50% dos
valores maximos observados, ao final do tratamento. Outros estudos

longitudinais mostraram efeitos adversos na microbiota ocorrendo logo apds a
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colocagdo de aparelhos ortoddnticos que s@o seguidos por alteragbes na
quantidade de placa supragengival, sangramento e profundidade de sondagem.
A colocacdo de bandas ortodonticas parece resultar no estabelecimento de uma
microbiota subgengival mais patogénica semelhante a observada na doenca
periodontal.

Considerando os fatos expostos acima, principalmente o pequeno nimero
de investigagdes caracterizando a placa subgengival apdés a colocacdo das
bandas ortodonticas, o objetivo do presente trabalho serd avaliar, através de
pardmetros clinicos e microbioldgicos (PCR), pacientes submetidos a tratamento

ortodontico na clinica de Ortodontia da FOP/UNICAMP.
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V- REVISTA DA LITERATURA

Nenhum profissional deveria iniciar um tratamento
ortodéntico com dreas ativas de destruicdo periodontal. Pacientes acometidos
de doenca periodontal devem ser mais cuidadosamente acompanhados para
prevenir novos episodios de destruicdo que podem resultar em rdpida perda

kossea. (GRABER & VANARSDALL, 1994 )

Placa Dental Bacteriana

As bactérias que habitam a cavidade bucal desde o nascimento até a
morte, colonizam os tecidos moles incluindo a gengiva, a bochecha e a lingua.
Quando os dentes estdo presentes, as bactérias os colonizam tanto supra quanto
subgengivalmente. Estima-se que mais de 400 espécies diferentes sdo capazes
de colonizar a boca. A quantidade de bactérias que colonizam a placa supra
gengival pode exceder 10° em uma Gnica superficie dental, assim como, a
contagem em placa subgengival pode variar de 10° em um sulco raso até 10® em
bolsas periodontais.

Existe uma correlacdo positiva entre quantidade de placa bacteriana e
gravidade da gengivite (ASH et al, 1994) e quantidade de perda dssea (SCHEI

et al, 1959). No entanto, estudos longitudinais (LOE et al, 1965) demonstraram

13



que procedimento intensivo de controle de placa € essencial para erradicacdo da
gengivite clinica.

A transicdo de gengivite para doenga periodontal destrutiva ndo foi
demonstrada experimentalmente em humanos. No entanto, em cdes a gengivite
desenvolve-se como resultado do actiimulo de placa bacteriana (EGELBERG,
1965) e se permitida a sua evolugdo por um periodo suficientemente longo,
ocorre destruicdo permanente dos tecidos de suporte dos dentes, que é
caracteristica da doenca periodontal humana (SAXE et al, 1967; LINDHE et al,
1973). Estes resultados indicam que a doenca periodontal destrutiva pode
originar-se de uma gengivite de longa duragfio, confirmando assim as

conclusdes tiradas dos estudos epidemiologicos.

Paciente Ortodontico / Placa Dental Bacteriana
Em 1972, ZACHIRISSON & ZACHRISSON apresentaram um estudo
com um grupo de 49 adolescentes em tratamento ortoddntico fixo. Os pacientes
receberam instrugdo de higiene oral e bochechos com solugbes fluoretadas
semanalmente. Foram analisados indices de placa, indice gengival, presenca ou
nio de bolsa periodontal e grau de hiperplasia gengival. Observou-se que nesse
estudo a maioria das criangas apresentou gengivite moderada generalizada

durante a terapia ortoddntica apesar da repetida motivacdo e instrucdo de
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escovacdo dental. As condigbes gengivais melhoraram rapidamente apds a
remocio das bandas ortodonticas.

Em 1976, ZACHRISSON focalizou seu estudo em injdrias ao tecido mole
e duro durante e apds a terapia ortodéntica. Métodos padronizados foram usados
para avaliar cérie dentais e condi¢des gengivais, perda de inser¢do e perda dssea
alveolar. Os achados indicaram que a carie ¢ um problema de menor
importancia em pacientes colaboradores, com higiene oral adequada e uso
regular de fluoretos. Referente aos danos periodontais, o autor relatou varios
aspectos:

1)  condicfo gengival: observou que apesar da motivacio para a higiene oral,

alguns pacientes bandados desenvolveram hiperplasia gengival, principalmente
nas éreas interproximais, apés 1 a 2 meses da colocag@o do aparelho fixo e que
apos a remogdo dos mesmos a hiperplasia diminuiu.

2)  perda de inserc#@o: constatou que a variagfo individual foi importante. A

maioria das pessoas ndo tratadas teve pouca ou nenhuma perda de insercdo,
enquanto aproximadamente 50% das tratadas tiveram algum grau de perda de
inser¢do periodontal .

3) perda ossea alveolar: os achados indicaram que os pacientes ortodénticos

apresentaram perda Ossea significantemente maior que as pessoas ndo tratadas,
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em todas as superficies interproximais, principalmente naquelas préximas a
areas de extracfo.

4)  reabsorcio radicular apical: os achados indicaram que as forgas

ortoddnticas, embora importantes quanto a magnitude, tipo, dire¢do e duragio,
ndo sdo os Unicos fatores envolvidos na ocorréncia de reabsor¢io excessiva.
Qutros fatores como predisposicdo individual e trauma prévio tém tambem
grande participacao.

O autor enfatiza que se a higiene oral é boa durante o tratamento, pouco
ou nenhum dano € causado durante o mesmo. Considera que a longo prazo o
tratamento ortoddntico € benéfico aos tecidos periodontais pela melhora da
higiene e da func¢do. No entanto se a higiene for deficiente durante o tratamento
ortoddntico, pode haver o inicio de doenca periodontal. Portanto os resultados
mostraram que com técnicas adequadas e métodos de controle de placa por parte
do paciente os danos sdo reversiveis e os beneficios do tratamento ortodéntico
sdo validos.

FOLIO et al (1985) analisaram a correcdo de maloclusdo em pacientes
portadores de periodontite juvenil apos o término do tratamento periodontal.
Anglises microscopicas da placa subgengival dos dentes tratados
ortodonticamente foram usadas para monitorar longitudinalmente os efeitos das

bandas na microbiota subgengival e também para monitorar a eficicia de terapia
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topica e sistémica dirigida a eliminar as bactérias periodontopatogénicas. A
movimentagdo ortodontica foi completada na maioria dos dentes
periodontalmente comprometidos sem evidente deterioragdo do estado
periodontal. Entretanto nos primeiros seis meses da colocacdo da banda
ortoddntica, todos os pacientes tiveram um aumento significativo no numero de
espiroquetas e bastonetes na microbiota subgengival. Os resultados
demonstraram que o reposicionamento ortodontico pode ser executado com
sucesso em pacientes portadores de periodontite juvenil, desde que seja
executada monitoragdo bacterioldgica e supressio quimioterdpica dos
periodontopatogenos. Os autores ressaltam que a maior dificuldade em se tratar
esses pacientes estaria no fato de se atingir um indice aceitavel de controle de

placa mesmo ap0s o término da terapia periodontal.

Patogenos na Dbenga Periodontal
A inducdo e progressdo da destrui¢io do tecide periodontal é um processo
complexo envolvendo acumulo de placa, liberagdo de substincias bacterianas e
resposta inflamatéria do hospedeiro (MARSH & MARTIN, 1992). Embora as
bactérias raramente invadam os tecidos, elas tém a capacidade de liberar

substancias que penetram na gengiva podendo causar destrui¢do direta do tecido
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pela ac@o de enzimas e endotoxinas, ou agir indiretamente, pela indugfo da
inflamacdo (MARSH & MARTIN, 1992; MARCOTE & LAVOIE, 1998).

Ha estimativas de que entre 300 a 400 espécies bacterianas diferentes sdo
capazes de colonizar a cavidade oral humana sendo que contagens de
microrganismos em sitios subgengivais variam entre 10°, em sulcos saudéveis, a
mais de 10°, em bolsas periodontais profundas (SOCRANSKY & HAFFAIJEE,
1992; SOCRANSKY & HAFFAIJEE, 1994). O nimero de espécies que tém
potencial para iniciar a doenga periodontal é limitado a 20 a 30 espécies. O
sucesso na pesquisa tem sido limitado devido a dificuldades técnicas e
flutuagbes na atitude do profissional frente ao papel das bactérias no
desenvolvimento da doenca (SOCRANSKY & HAFFAIJEE, 1994).

Na periodontite cronica do adulto, os microrganismos que sfo cultivados
com maior freqiiéncia e encontrados em maior numero, sdo geralmente os
bacilos Gram-negativos anaerdbios: Actinobacillus actinomycétemcomitans,
Bacteroides forsythus, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Treponema denticola (SLOTS &
LISTGARTEN, 1988; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1992).

Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa)
Uma das mais fortes associagGes entre um patdgeno suspeito e doenga

periodontal destrutiva esta relacionada ao da. O A. actinomycetemcomitans €

13



um bastonete arredondado, capnofilico, sacarolitico, Gram-negativo, ndo-movel
e forma pequenas colonias convexas com um centro “estrelado” quando
cultivado em agar-sangue. Esta espécie foi primeiramente reconhecida como um
possivel patogeno periodontal por sua elevada frequéncia de deteccio e nimeros
elevados em lesGes de periodontite juvenil localizada (CHUNG et al, 1989;
NEWMAN & SOCRANSKY, 1977, SLOTS, 1976) quando comparada com
outras nas amostras de placa em condi¢des clinicas como periodontite, gengivite

e periodonto sadio.

Logo apos, foi demonstrado que a maioria dos pacientes com Periodontite
Juvenil Localizada (PJL) apresentava uma quantidade bastante elevada de
anticorpos séricos em resposta a esta espécie (ALTMAN et al, 1982; GENCO et
al, 1980) e que existia uma sintese local de anticorpos para esta espécie

(EBERSOLE et al, 1985; SCHONFELD & KAGAN 1982).

Quando os individuos com esta forma de doenga foram tratados com
sucesso, 0 Aa foi eliminado ou reduzido; ao passo que o tratamento insuficiente
estava associado a uma deficiéncia na reducfo da quantidade da espécie nos
sitios tratados (CHRISTERSSON et al, 1985; KORNMAN & ROBERTSON,

1985; HAFFAJEE et al, 1984; SLOTS & ROSLING, 19383).
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Recentemente, o A.actinomycetemcomitans tem demonstrado apresentar
capacidade de invadir as células epiteliais gengivais humanas cultivadas in vitro

(BLIX et al, 1992; SREENIVASAN et al, 1993).

Coletivamente, os dados sugerem que o A.actinomycetemcomitans é um
provavel patogeno da Periodontite Juvenil Localizada (PJL). No entanto, isto
ndo deve ser interpretado como se este patogeno fosse a causa Unica desta
condi¢do clinica ja que alguns individuos com PJL ndo exibem estas espécies

nas amostras de placa subgengival e nfo apresentam anticorpos em resposta a

espécie (LOESCHE et al, 1985; MOORE, 1987).

O A.actinomycetemcomitans também tem sido implicado nas formas
adultas de doencas periodontais destrutivas, mas o seu papel ndo estd claro. A
espécie foi isolada de periodontite do adulto com menos freqiiéncia e em menor
numero do que nas lesdes de PJL (RODENBURG et al, 1990; SLOTS et al,
1990a). Além disso, freqiientemente, a sua quantidade em amostras de placa em
lesGes de adultos ndo foi tdo elevada quanto a dos outros patégenos suspeitos na

mesma amostra de placa (ZAMBON et al, 1983b).

Dados relacionados aos anticorpos e ao tratamento dos pacientes
infectados pelo A.actinomycetemcomitans com periodontite do adulto ou

refrataria forneceram a evidéncia mais convincente de um possivel papel
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etiologico do A.actinomycetemcomitans nas formas de doen¢a periodontal em

adultos (VAN WINKELHOFF et al, 1992).

Resposta elevada a outros patdgenos periodontais suspeitos foi muito
menos comum. VAN WINKELHOFF et al (1992) trataram 50 individuos
adultos com “periodontite generalizada severa” e 40 individuos com
periodontite refratdria os quais foram positivos na cultura para o©
A.actinomycetemcomitans. O tratamento incluiu o debridamento mecénico e a
administracdo de amoxilina e metronidazol por sete dias. Somente 1 dos 90
sitios foi positivo para a cultura do A.actinomycetemcomitans, 3-9 meses apos o
tratamento e 1 dos 48 individuos fo1 positivo a cultura dois anos apos a terapia.
Houve um ganho significativo no nivel de inser¢io e uma diminuicdo na
profundidade da bolsa em todos os pacientes apos a terapia. Dados como estes
sugerem que o A.actinomycetemcomitans provavelmente participa da doenca

periodontal em alguns, mas certamente ndo em todos os individuos adultos.
Porphyromonas gingivalis (Pg)

O P. gingivalis é o segundo mais intensivamente estudado “provavel” patogeno
periodontal. Isolados destas espécies sdo bastonetes Gram-negativos anaerobios,
ndo-moveis, assacaroliticos que usualmente exibem morfologias de cocos a
bastonetes. O P. gingivalis € um membro do grupo muito investigado de

“Bacterdides pigmentados de preto”. Os microrganismos deste grupo formam
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colonias de cor marrom a preta (OLIVER & WHERRY, 1921) em agar-sangue e
foram inicialmente agrupados em wuma espécie TUnica, Bacterdides

melaninogenicus (Bacterium melaninogenicum — BURDON, 1928)

O interesse inicial no P. gingivalis e em outros Bacteroides que se
pigmentam de preto ocorreu inicialmente devido ao seu papel essencial em

certas infec¢des mistas experimentais (SOCRANSKY & GIBBONS, 1965) .

Os membros destas espécies produzem colagenase, uma série de proteases
(incluindo aquelas capazes de destruir imunoglobulinas), endotoxina, acidos
adiposos, NHj, H,S, indol etc. Estudos iniciados no final da década de 70 e que
se estendem até os dias de hoje fortaleceram a associagédo de P. gingivalis com
doenca e demonstraram que a espécie era incomum € em baixo nimero em
gengivite ou gengiva saudavel, mas detectada mais freqiientemente nas formas
destrutivas da doenga periodontal. A espécie tem demonstrado ser reduzida em
sitios fratados com sucesso, mas ¢ comumente encontrada em sitios que exibem
recorréncia da doenga apds a terapia (HAFFAJEE et al, 1988% VAN

WINKWLHOFF et al, 1988).

O P. gingivalis tem demonstrado induzir respostas imunoloégicas locais e

sistémicas elevadas em individuos com viarias formas de periodontites

(MAHANONDA et al, 1991).
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Microrganismos semelhantes a P. gingivalis sdo também fortemente
relacionados com a doen¢a periodontal destrutiva. Assim como o A.
actinomycetemcomitans, o P. gingivalis tem demonstrado ser capaz de invadir as
células epiteliais da gengiva em humanos in vifro (DUNCAN et al, 1993;
LAMOSNT et al, 1992; SANDROS et al, 1993) e foi observado em maior
nimero sobre ou no interior das células epiteliais da bolsa periodontal ou na

placa associada (DZINK et al, 1989).
Bacteroides forsythus

O B.forsythus foi primeiramente descrito em 1979 (TANNER et al, 1979)
como um Bacterdides “fusiforme”. Esta espécie era dificil de crescer, muitas
vezes necessitando de 7-14 dias para desenvolver pequenas coldnias. O
microrganismo € um bastonete altamente pleomorfico, fusiforme, anaerdbico,
Gram-negativo. O crescimento do microrganismo demonstrou ser intensificado
pela co-cultivagdo corh o F.nucleatum ¢ certamente associa-se comumente com
esta espécie nos sitios subgengivais (SOCRANSKY et al, 1988). Observou-se
que a espécie possui uma necessidade incomum de acido N-acetilmurdmico
(WYSS, 1989). A inclusdo deste fator no meio de cultura intensifica
amplamente o seu crescimento. O microrganismo foi observado em maior
nimero nos sitios de doeng¢a periodontal destrutiva do que em sitios sadios, ou

com gengivite (LAI et al, 1987). Além disso, o B forsythus foi detectado mais
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freqlientemente ¢ em maior nimero em lesdes periodontais ativas do que em

lesGes inativas (DZINK et al, 1988).

Inicialmente, pensava-se que o B.forsythus era uma espécie subgengival
relativamente incomum. Entretanto, os estudos de GMUR et al (1989),
utilizando anticorpos monoclonais para relacionar a espécie diretamente em
amostras de placa, sugeriram que a espécie era mais comum do que observado
previamente nos estudos de cultura e seus niveis eram fortemente relacionados
ao aumento da profundidade da bolsa. O mesmo ndo era freqiientemente
observado nas amostras de células epiteliais em individuos sadios. Em
experimentos duplamente-marcados foi demonstrado que o B.forsythus estava
tanto sobre, quanto no interior das células epiteliais da bolsa periodontal
indicando a habilidade de invasfo da espécie. LISTGARTEN et al (1993)
observaram que a espécie mais freqlientemente detectada em quadros
“refratarios” era o B.forsythus . Anticorpos séricos elevados contra B forsythus
tém sido observados em pacientes com periodontite (TAUBMAN et al, 1992) e
muitas vezes extremamente elevados em individuos com doenca periodontal

refrataria.

O papel desta espécie nas doencas periodontais estd sendo esclarecido
através de estudos em desenvolvimento por diversos laboratérios envolvendo

métodos ndo-culturais de enumeracfo, tais como sondas de DNA ou métodos
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imunologicos. Por exemplo, GROSSI et al (1994, 1995) consideraram o
B.forsythus como sendo o fator de risco microbiano mais significativo que
distingue individuos com periodontite daqueles que se apresentam

periodontalmente saudavets.

Estudos em desenvolvimento na “State University of New York” em
Buffalo indicam que o B forsythus € o principal fator de risco microbiano para a
progressdo da doenca periodontal em adultos. Assim, existe uma evidéncia

crescente de que o B.forsythus é um importante patégeno periodontal.
Prevotella intermedia/Prevotella nigrescens

O P.intermedia ¢ o segundo Bacteroides que se pigmenta de preto a atrair
considerave] interesse na patogénese das doencas periodontals destrutivas. Os
niveis desse bastonete arredondado anaerdbico Gram-negativo tém demonstrado
ser particularmente elevados na gengivite ulcerativa necrosante aguda
(LOESCHE et al, 1982) e em certas formas de periodontite (DZINK et al,1983;

MOORE et al, 1985).

Anticorpos séricos elevados desta espécie tém sido observados em alguns,
mas ndo em todos os individuos com periodontite refrataria (HAFFAIJEE et al,
1988b). Esta distingdo torna os estudos iniciais desta “espécie” de dificil
interpretagfio j& que os dados das duas diferentes espécies podem ter sido

agrupados inadvertidamente. No entanto, novos estudos discriminando as
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espécies em amostras de placa subgengival podem fortalecer a relagdo de uma

ou ambas as espécies na patogénese das doengas periodontais.
Fator de Risco para Doenc¢a Periodontal-

GROSSI et al, (1994,1995) observaram que B. forsythus e P. gengivalis
estavam positivamente associados com a perda éssea em 1.426 individuos com
mais de 24 anos de idade.

HAFFAIJEE et al, (1983), demonstraram um risco elevado de progressio
de doenga periodontal com perda de insergdo em sitios que apresentaram
presenca de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans .

Um dos fatores do hospedeiro que influenciam o meio subgengival é a
profundidade da bolsa periodontal. O B. forsythus e o P. gingivalis aumentam
notavelmente em prevaléncia e quantidade com o aumento da profundidade da
bolsa (SOCRANSKY & HAFFJEE ,1991)

Doengas sistémicas debilitantes podem alterar a habilidade do hospedeiro
em lidar com infecgdes e podem exacerbar infecgGes existentes. (GREENSPAN
& GREENSPAN ,1993 ).

Principais Testes Utilizados no Diagndstico Microbioldgico

Existem atualmente inumeras metodologias para a detecco de
microrganismos periodontopatdgenicos. Podemos citar como principais: 1)

avaliagdo microscOpica da microbiota; 2) cultura microbiana; 3) testes
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enzimaticos (BANA=N-Benzoyl-DL-Arginine-2-Naphthylamide ); 4) métodos
imunolégicos; 5) detecciio molecular (sonda de DNA e Reacdo de Polimerase
em cadeia =PCR ).

A reagdo de polimerase em cadeia ( PCR), desenvolvido por MULLIS &
FALOONA em 1987, consiste na ampliagdo in vitro de seqliéncias conhecidas
de nucleotideos ( “primer” ) de DNA ou RNA através de repetidos ciclos de
denaturagdo, anelamento e extensdo dos mesmos por meio da polimerase do
DNA.

O PCR tem se apresentado como um valioso instrumento na detecgéio e
identificacdo de bactérias e virus associados as doencas periodontais
(ASHIMOTO et al, 1996; LOTUFO et al, 1994). A extrema sensibilidade e
especificidade desta técnica permitem a detecgdo de 10 patégenos entre 10° de

outros microrganismos (GUMERLOCK et al, 1991).
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VI- PROPOSICAO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar através de pardmetros
clinicos e microbiolégicos (PCR) as condi¢des periodontais associadas a
pacientes submetidos a tratamento com anéis e braquetes ortodoénticos na

clinica de Ortodontia da FOP/UNICAMP,

28



VII- MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas dez pacientes da clinica de Pos Graduacdo e
Especializacdo de Ortodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP, durante o ano de 2001.
1-Selecao da amostra:

Os pacientes foram selecionados segundo os seguintes critérios de inclusdo:
-} idade: entre 12 ¢ 20 anos
-) pacientes em tratamento ortodontico, na fase final de remocéo do aparelho
-} nfo receberam antibidtico nos 3 meses anteriores ao inicio do estudo
-) ndo receberam nenhuma medicac@o sistémica
-) ndo receberam tratamento periodontal nos 3 meses anteriores ao inicio do
estudo.
-} ndo possuiam o habito de fumar
-) apresentavam sinais clinicos de inflamacao gengival
-) forneceram consentimento formal para a participag&o no estudo
Aspectos Eticos

O estudo foi iniciado apds a aprovacio do protocolo pelo Comité de Etica

em Pesquisa da FOP - UNICAMP, sendo que todos os participantes foram

informados da natureza da pesquisa e sobre seus beneficios e possiveis riscos.
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2-Coleta de dados:

Todos os individuos foram aténdidos na Clinica de Ortodontia da
FOP/UNICAMP. No exame clinico foi feito o levantamento dos seguintes
parametros clinicos: indice de placa dental - (IP); indice sangramento sondagem
— (ISS) e profundidade de sondagem —(PS).

Indice de placa (IP) SILNESS & LOE,1964

0 - nenhuma placa na area gengival

1 - uma pelicula de placa aderida a8 margem gengival livre e & area adjacente do
dente. A placa pode ser reconhecida apenas correndo-se uma sonda pela
superficie do dente.

2 - Acumulo moderado de placa na margem gengival livre e a area adjacente do
dente. A placa pode ser vista a olho nu.
3 - abundéncia de placa na margem gengival livre e a area adjacente do dente.
Indice de sangramento a sondagem (ISS) AINAMO&BAY,1975
Determina a presenca ou auséncia de sangramento gengival, utilizando uma
sonda periodontal passando horizontalmente na face vestibular.
Profundidade de Sondagem (PS)
As éreas avaliadas foram lavadas com um leve jato de agua, para remover os
depdsitos livres. Logo apos foi feita a coleta para os testes microbiologicos. Na

seqiiéncia foram avaliados os parametros clinicos. Para avaliar a profundidade
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de sondagem foi utilizada sonda periodontal de Williams, medindo-se trés
pontos na vestibular, ficando o ponto mais profundo como representante da 4rea.
3- Grupos de Estudo

Grupo_Teste: avaliacdo clinica e microbioldgica nos dentes 16-11-26 com

aparelho ortodéntico (16 e¢ 26 com bandas e 11 com braquetes) e com
inflamacdo gengival.

Grupe Controle: Os mesmos dentes receberam profilaxia profissional no

momento da retirada do aparelho e os pacientes receberam instrugdes sobre a
técnica de escovagéo sulcular (Técnica de Bass), para devolver saide gengival.
Apés 30 dias, a avaliag@o clinica e microbioldgica foi novamente realizada.
4- Amostragem microbiologica

Foi utilizado para o presente estudo a face vestibular dos dentes 16 -11 -
26, como amostragem dos fendmenos inflamatorios e microbiologicos. Neste
trabalho foi pesquisada a presenca nas areas experimentais das seguintes
bactérias (patdégenos periodontais):
Porphyromonas gingivalis (Pg)
Bacteroides forsythus(Bf)
Actinobacillus actinomycetemcomitans(Aa)
Prevotella intermedia(Pi)

Prevotella nigrescens(Pi)
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5-Teste Microbiolégico - PCR (reaciio de polimerase em cadeia )
Coleta das amostras

As coletas foram realizadas nas faces vestibulares dos dentes —~16-11-26,
sendo que na regido supragengival foi utilizado um cotonete (SWABS) e na
regido subgengival uma foice reta (ponta Morse 0/00) .

Amostras da placa supra/subgengival foram coletadas e imediatamente
colocadas em um tubo tipo Eppendorf codificados, com capacidade de 1,5 ml
contendo 300 u! de uma solugdo tampio (PBS) esterilizada. As amostras foram
enviadas ao Laboratério de Microbiologia da FOP- UNICAMP, onde foram
congeladas a — 20°C. A avaliagdo microbioldgica utilizou a reagfo de polimerase
em cadeia — PCR. Esta técnica baseia-se em reac¢des enzimaticas ciclicas de
desnaturagéio pelo calor, hibridizagdo dos oligonucleotideos e sintese enzimatica
de DNA, resultando na amplificagdo exponencial da seqiiéncia de DNA
desejado, permitido a identificacdo de sequéncias de genes especificos, tais
como genes de espécies bacterianas.

Analise microbiologica

A analise microbiologica foi realizada através da técnica da Reagfo em
Cadeia da Polimerase (PCR) com o objetivo de detectar Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens. Os “primers” (Life Tecnologies
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do Brasil Ltda.) foram sintetizados_ segundo as seqiiéncias descritas na tabela 1.
Reagdes de PCR com “primers” especificos para cada uma das cinco bactérias
foram processadas utilizando-se amostras do DNA gendémico purificado de 4.
actinomycetemcomitans (ATCC29522), B. forsythus (ATCC 43037), P.
gingivalis (ATCC 33277), P. intermedia(ATCC ), P. nigrescens (NCTC 9336)

como controle positivo, e agua bi-destilada como controle negativo.

"AAA CCCATC TCTGAGTICTICTTC 37
"ATG CCAACTTGA CGT TAA AT 37

Actinobacillus

actinomycetemcomitans

"GCG TAT GTA ACCTGC CCGCA 3’
“TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACCT 37

Bacteroides forsythus

"AAT CGT AAC GGG CGA CAC AC 3
"GGG TTG CTC CTT CAT CAC AC3’

Porphyromonas gingivalis

“TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG 37
"TAC ACATCTCTGTAT CCT GCG T 3°

Prevotella intermedia

"TTA TGT TAC CCGTTA TGA TGG AAG 37
"ATG GCG AAATAGGAATGA AAGTTA Y

Prevotella nigrescens

th L U h| Lh L] U n] W n

Extracio de DNA das amostras

Todas as amostras foram homogeneizadas ao vortex por 1 minuto. As
amostras de placa supragengival tiveram os swabs retirados com auxilio de
pinca clinica esterilizada. Em seguida, todas as amostras foram centrifugadas

(10.000 rpm. / 5 min/ 4 °C) e o sobrenadante retirado. Aos tubos de
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“eppendorf”, com as T.E., e as mesmas foram homogeneizadas ao vortex por 30
segundos. Em amostras clinicas, foram adicionados 100 pL de tamp&o. Os
tubos com as amostras foram submetidos a um banho de fervura por 10 minutos.
A PCR fot1 processada usando-se 5 pl. das amostras adicionados a 45ulL
de uma mistura de reagentes contendo adgua deionizada bi-destilada, 5,0uL de
solucdo tampéo (10X Reaction Buffer, Taq DNA Polymerase — Gibco BRL,
Life Technologies),1,5 mM MgCl, (Tag DNA Polymerase — Gibco BRL, Life
Technologies), 0.2 mM de cada ANTP (Gibco BRI, Life Technologies), 2 uM
de cada "primer" e 2U Taq DNA Polymerase (Gibco BRL, Life Technologies).
Em seguida, esta mistura reagente foi submetida a um aparelho
termociclador convencional (GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer) de
acordo com a seguinte programacao:
- A. actinomycetemcomitans e P. intermedia (ASHIMOTO et al., 1996): A
reacdo inicia-se com a desnaturacio do DNA a 95°C por 2 minutos, seguida de
36 ciclos — fase de desnaturagio a 94 C por 30 segundos, fase de hibridizacfo
dos “primers” a 55'C por 1 minuto, e fase de extensdo a 72'C por dois minutos —
finalizando a reagdio a 72°C por 10 minutos.
- B. forsythus (ASHIMOTO et al, 1996): A 'reac;?io inicia-se com a
desnaturacdo do DNA a 95°C por 2 minutos, seguida de 36 ciclos — fase de

desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, fase de hibridizagio dos “primers” a 60°C
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por 1 minuto, e fase de extensdio a 72°C por 1 minuto — finalizando a reacdo a
72°C por 2 minutos.
-P.gingivalis (BENKIRANE et al, 1996): A reacdo inicia-se com a
desnaturaciio do DNA a 94'C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos — fase de
desnaturégéo a 94°C por 30 segundos, fase de hibridiza¢do dos “primers” a 70°C
por 1 minuto, e fase de extensdo a 72'C por 30 segundos, finalizando a reagfo a
72°C por 2 minutos.
- P. nigrescens (GUILLOT & MOUTON, 1997): A reagdo inicia-se com a
desnaturacdo do DNA a 95°C por 2 minutos, seguida de 36 ciclos — fase de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, fase de hibridizacéo dos “primers” a 65C
por 1 minuto, e fase de extensdio a 72'C por 1 min, finalizando a reagdo a 72'C
por 2 minutos.
Eletroforese

As amostras, apoés a reacdo de PCR, foram conservadas a 4°C ou
analisadas imediatamente por eletroforese em gel de agarose 1% (Gibco BRL -
Life Technology) em tampéo tris-borato-EDTA. Foi incluido, em cada gel, um
padrdo de peso molecular de 100 pb ou 1 Kb (DNA ladder, Gibco BRL - Life
Technology). Apos o término de cada corrida, o gel foi corado com brometo de
etidio e as bandas foram observadas com auxilio de um transiluminador de luz

ultravioleta.
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6-Analise Estatistica

Comparacdes foram realizadas entre os dados obtidos no exame inicial
(teste) e final (controle), 30 dias apds a remocdo do aparelho para determinar as
possiveis diferengas nos pardmetros avaliados. Os dados foram submetidos ao

Teste de McNemar (oc=0,05)
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VIII- RESULTADOS

Os resultados foram expressos em forma percentual dos exames do PCR
quanto aos testes com marcacio positiva e negativa.

Resultados iniciais e finais (PCR) dos dez pacientes, sendo trés dentes
examinados em cada um (11-16-26) nos quais foram realizados seis testes por
paciente (trés supragengival e trés subgengival) perfazendo sessenta testes. Em
cada teste foram utilizados cinco microrganismos perfazendo um total de

trezentos testes, em cada tempo de pesquisa.
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RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

TESTES (PCR) - SUPRA e SUBGENGIVAL (positivos)

Tabela 1. Freqiiéncias e % de resultados positivos nas avaliaces iniciais e
finais das amostras de placa supra e subgengival.

Microrganismo Inicial (n=60) Final (n=60) P
(McNemar)
Freqliencia % Freqiiéncia %o
Aa 36 60,00 4 6,66 0,0000**
Bf 43 71,66 20 33,33 0,0056**
Pg 09 15,00 6 10,00 0,6056
Pi 04 6,66 4 6,66 0,9247
Pn 8 13,33 12 20,00 0,5023

** Diferenca estatisticamente significativa entre o inicial e final (p<0,01 teste de
McNemar)
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Figura 1. Porcentagem de resultados positivos nas avaliacoes iniciais e
finais (supra e subgengival)-PCR.

TESTES (PCR) - SUPRAGENGIVAL (positivos)

Tabela 2. Fregiiéncias e % de resultados positivos nas avaliacoes iniciais e
finais das amostras de placa supragengival.

Microrganismo Inicial (n=60) Final (n=60) p
(McNemar)
freqiiéncia % freqiiéncia %o
Aa 16 53,33 01 3,33 0,0007%*
Bf 18 60,00 05 16,66 0,0123*
Pg 04 13,33 00 0,00 0,1336
Pi 02 6,66 01 3,33 1,000
Pn 03 10,00 02 6,66 1,000

* Diferenca estatisticamente significativa entre o inicial e final (p<0,05 teste de

McNemar)
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##* Diferenca estatisticamente significativa entre o inicial e final (p<0,01 teste de
McNemar)

o
o

S
SRS
e

resultados
positivos (%)

Inicial
& Final

Microrganismo

Figura 2. Porcentagem de resultados positivos nas avaliacdes iniciais e
finais (supra gengival)-PCR.
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TESTES (PCR)- SUBGENGIVAL (positivos)

Tabela 3. Freqiiéncias e % de resultados positives nas avaliacdes iniciais e
finais nas amostras de placa subgengival.

Microrganismo Inicial (n=60) Final (n=60) p
(McNemar)
freqiiéncia % freqiiéncia %
Aa 20 66,66 03 10,00 0,0009%**
Bf 25 83,33 15 50,00 0,1547
Pg 05 16,66 06 20,00 1,000
Pi 02 6,66 03 10,00 1,000
Pn 05 16,66 10 33,33 0,3017

* Diferenga estatisticamente significativa entre o inicial e final (p<0,05 teste de
McNemar)
** Diferenca estatisticamente significativa entre o inicial e final (p<0,01 teste de
McNemar)
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Figura 3. Porcentagem de resultados positivos nas aval
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RESULTADOS CLINICOS

INDICE DE SANGRAMENTO A SONDAGEM

Tabela 4. Indice de sangramento a sondagem nas avaliacoes inicial e final

Freqii€ncia %o
Inicial 30 100,00
Final 07 23,33

p=0,0003*

*significativa a diferenca entre inicial e final pelo teste de McNemar (p<0,01)

Indice de
sangramento
(%)

Inicial Final

Figura 4. Indice de sangramento a sondagem (%) nas avalia¢des inicial e final
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INDICE DE PLACA

Tabela 5. Indice de placa (freqiiéncias) entre avaliacées inicial e final.

Indice de placa

0 1 2 3
Inicial 0(0.,0%)  05(16,67%) 09 (30,0%) 16 (53,33%)
Final 24 (80,0%)  06(20,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

P= 0,0000%

*significativa a diferenca entre inicial e final pelo teste do sinal (p<0,01)

porcentagem (%)

Inicial Final

Figura 5. Indice de placa (%) nas avaliaces inicial e final



PROFUNDIDADE DE SONDAGEM

inicial e final.

1acoes 1

Tabela 6. Profundidade de sondagem (mm) nas aval

Desvio padrao

Média

2,50 0,508

1,92

Inicial

0,417

Final

P= 0,0000*

ficativa a diferenca entre inicial e final pelo teste t pareado (p<0,01)

signi

*
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Figura 6. Profundidade de sondagem nas aval
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Ilustracdes Clinicas

Figura 7- Aspecto clinico inicial de um paciente selecionado.

Figura 8- Aspecto clinico final do mesmo paciente j4 tratado.
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IX- DISCUSSAQ

Na inter-relagfo da ortodontia com a Periodontia, um aspecto importante €
a constatacdo de que a saude gengival pode ser comprometida quando bandas
ortoddnticas sdo colocadas (ALEXANDER, 1991; ZACHRISSON, 1976;
BOYD & BAUMRIND, 1992). A maioria dos estudos nesta area se concentra
na descricdo dos parametros clinicos e indices como o indice de placa
(SILNESS & LOE, 1964), indice gengival (LOE & SILNESS, 1963) e
profundidades de sondagem. Considerando que existem evidéncias que
suportam a idéia de que bactérias especificas podem ser responsdveis pela
producdo da doenga periodontal (SLOTS, 1979; LISTGARTEN & HELLDEN,
1978; SLOTS & LISTGARTEN, 1988), parece importante a investigacdo das
alteracGes na microbiota associadas ao uso de bandas ortoddnticas. Entretanto,
poucas investigégﬁes foram feitas para rever a placa associada com as mudaﬁgas
clinicas obsérvadas apos a colocag¢do de aparelhos ortodonticos, talvez pelas
dificuldades eﬁvolvidas na identificacdo das bactérias que predominam nas
culturas (RUSSELL, 1992).

Estudos retrospectivos de longa duragdo - mostraram que danos
significativos ndo poderiam ser atribuidos ao tratamento ortoddntico bem como

a falta de tratamento ortoddntico teria pouca influéncia na doenga periodontal
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em fases tardias da vida (SADOWSKY & BEGOLE, 1981, POLSON et al,
1988). Entretanto, ALSTAD E ZACHRISSON (1979) relataram que até 10%
dos individuos tratados ortodonticamente mostraram destruicdo periodontal.
Assim, se o tratamento pode causar deterioragfio significativa da sadde
periodontal em uma parte dos pacientes, parece ser importante identificar os
fatores associados a esta situag@o para que se possa preveni-la.

A transicdo de gengivite para doenga periodontal destrutiva ainda néo foi
demonstrada experimentalmente em humanos. Através de modelos animais,
sabe-se que a gengivite desenvolve-se como resultado do acimulo de placa
bacteriana (EGELBERG, 1965) e, se for permitida a sua evolugfio por um
periodo suficientemente longo, pode ocorrer destruicio permanente dos tecidos
de suporte dos dentes (SAXE et al, 1967; LINDHE et al, 1973). Estes
resultados indicam que a doenca periodontal destrutiva pode originar-se de uma
gengivite de longa duragdo, confirmando assim a importincia do controle da
inflamacéo.

Com o surgimento de novos agentes de unido direta, os aparelhos fixos
poderiam influenciar menos a satde gengival. Entretanto, o uso de bandas ainda
¢ comum em molares, com suas margens geralmente posicionadas sub
gengivalmente. Independente do nivel de higiene oral, quando um aparelho fixo

¢ colocado, a maioria dos pacientes desenvolve gengivite generalizada dentro de
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um curto periodo de tempo apds a colocagdo (POLSON et al, 1988; BAER &
COCCARO, 1964; BOYD & BAUMRIND, 1992; MIZRAHI, 1982).

A mudanca qualitativa na microbiota, com o surgimento de bactérias
associadas a doenca justificaria a inflamacgdo observada ao redor de bandas
mesmo em pacientes com excelente controle da placa supragengival (BAER &
COCCARO, 1964). Estas observacdes justificam a necessidade de se examinar
populagdes bacterianas especificas na placa subgengival associadas com as
bandas ortoddnticas.

Portanto, o presente estudo examinou o0s aspectos clinicos e
microbiologicos durante e apdés a remocdo de aparelhos ortodonticos em
pacientes que apresentavam inflamacdo gengival. As comparagdes foram
realizadas entre dois momentos: durante o uso do aparelho ortoddntico e na
presenca de inflamacdo gengival (inicial/teste) e 30 dias apds a remogédo do
mesmo, apos restabelecimento da satide gengival (final/controle). Os mesmos
sitios foram avaliados nos dois momentos, nos mesmos pacientes, 0 que evita a
variabilidade entre os pacientes.

Quando as amostras de placa supra ¢ subgengival foram consideradas de
forma conjunta, os resultados revelaram uma redugio estatisticamente

significante na porcentagem de areas positivas para 0 Aa e Bf.
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No periodo inicial, 0 Aa estava presente em 60% das areas examinadas,
sendo que no periodo final apenas 6,6% das areas apresentavam este patogeno
(P<0.05). As areas que apresentavam o Bf foram reduzidas de 71,6% para 33,3%
(P<0.05). Os demais patogenos avaliados nfo apresentaram mudangas
significativas. A avaliac@o realizada somente com a placa supragengival revelou
redugdo significativa na porcentagem de areas positivas para o 4a (53,3% para
3,3%) e Bf (60,0% para 16,6%). Os demais patégenos avaliados na placa supra
gengival ndo apresentaram diferencas significativas entre os periodos iniciais e
finais. A avaliagdo da placa subgengival revelou uma redugfo significativa nas
areas positivas para o Aa (66,6% para 10%) apos a remocio do aparelho e
restabelecimento da sa(de gengival. As diferencgas entre os periodos ndo foram
significativas para Bf, Pg, Pi ¢ Pn para a placa subgengival.

A presenga do Aa em mais da metade das 4reas avaliadas no presente
estudo suporta a idéia de que as bandas ortodonticas poderiam influenciar a
microbiota subgengival, tornando-a mais agressiva. A maior probabilidade de
deteccio deste patdogeno na presenca de sinais clinicos de inflamacio foi
previamente relatada (MONBELLI et al, 1995) e esta de acordo com as
observacdes deste estudo onde se utilizou pacientes que apresentavam

inflamacdo gengival no periodo inicial. Entretanto, existem outros autores que
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relataram que o0 Aa esteve fracamente associado com placa bacteriana e
sangramento a sondagem (BONTA et al, 1985; SHILOAH & PATTERS, 1997).

Importante também ¢ ressaltar que o 4a € reconhecido como um possivel
patdégeno periodontal por sua elevada freqiiéncia de detecgio e numeros
elevados em lesBes de periodontite juvenil localizada (CHUNG et al, 1989;
NEWMAN & SOCRANSKY 1977; SLOTS, 1976). A associagdo destes
patogenos com formas agressivas de doenca periodontal poderia ser justificada
em parte pela capacidade de invadir as células epiteliais gengivais humanas
cultivadas in vitro (BLIX et al, 1992; SREENIVASAN et al, 1993). Entretanto,
existem evidéncias de que mediadores da resposta imune s@o também
participantes nos resultados destrutivos associados a este patogeno,
demonstrando a dependéncia da participacdo do hospedeiro (ZADEH et al,
1999). Ou seja, € possivel que o Aa esteja presente até mesmo em individuos
clinicamente normais sendo que sua interacio com o sistema imune parece ser
fundamental para o entendimento da patogénese da doenga periodontal. A sua
presenca pode ser considerada como um faftor de risco a satde periodontal que
deve ser observado pelo profissional dedicado a ortodontia. A demonstragdo da
sua reduc@io apos a remocgdo do aparelho e restituicdo da saude periodontal
enfatiza a importancia de medidas eficientes de controle da inflamag&o durante o

fratamento ortodontico.



A importancia do Bf no desenvolvimento da doenca periodontal também
ndo pode ser subestimada. Sabe-se que este microrganismo foi observado em
maior numero nos sitios de doenga periodontal destrutiva do que em sitios
sadios, ou com gengivite (LAI et al, 1987). Além disso, o B.forsythus foi
detectado mais freqlientemente e em maior mimero em lesdes periodontais
ativas do que em lesdes inativas (DZINK et al,1988). LISTGARTEN et al,
(1993) observaram que a espécie mais freqgiientemente detectada em quadros
“refratarios” era o B.jforsythus. GROSSI et al (1994, 1995) consideraram o
B.forsythus como sendo o fator de risco microbiano mais significativo que
distingue individuos com periodontite daqueles que se apresentam
periodontalmente saudaveis. Por todas estas razdes, a reducgfo da presenga deste
microorganismo como a observada no presente estudo parece ser importante
para diminuir o risco a futuras perdas de inser¢éo periodontal.

Uma reducio estatisticamente significante nas areas que apresentavam
sangramento gengival foi observada entre os periodos iniciais e finais (100%
para 23,3%, respectivamente). No periodo inicial, as dreas que apresentavam
escores 2 ¢ 3 para o indice de placa constituiam 80,3% das éareas avaliadas
enquanto que no perfodo final, o escore 1 fol observado em 80% das é&reas,
mostrando redugdo significativa na presenca da placa supragengival. A redugdo

nos indices de placa e sangramento, demonstra a correlacfio positiva entre
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quantidade de placa bacteriana e gravidade da gengivite (ASH et al, 1994) bem
como refor¢am os achados de estudos que demonstraram que procedimentos
intensivos de controle de placa sdo essenciais para erradicagio da gengivite
clinica (LOE et al, 1965).

Diferenca estatisticamente significante fol observada entre a
profundidade de sondagem média inicial (2,5mm) e final (1,9mm),
demonstrando uma redugdo média de 0,6 mm, obtida apoés restituicdo da satde
gengival. Este dado corrobora as observacdes de BAER & COCCARO (1964)
que notaram a ocorréncia de aumento gengival logo apds a colocacdo de
aparelhos ortodonticos fixos que geralmente desaparecia apds a remogéo do
aparelho. QOutros autores (KLOEHN & PFEIFER, 1974; ZACHRISSON &
ZACHRISSON, 1972; ALEXANDER, 1991) também observaram este aumento
e sugeriram que o fenémeno explicaria o aumento na profundidade de sondagem
encontrado durante o tratamento, ndo seﬁdo entretanto associado a perdas de
inser¢do. Portanto, as mudangas na profundidade de sondagem poderiam ser
justificadas pela resolugdo da inflamacdo e edema. A diminuigio da
profundidade de sondagem também poderia contribuir para  mudancas
qualitativas observadas na placa subgengival.

Apesar de que apenas a cultura poderia determinar os niimeros relativos e

absolutos de microorganismos, possibilitando a obtengdo de cepas padrfio e a
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realizacdo de antibiogramas, o PCR tem se apresentado como um valioso
instrumento na detecgdo e identificagio de bactérias e virus associados as
doengas periodontais (ASHIMOTO et al, 1996; LOTUFO et al, 1994). A
extrema sensibilidade e especificidade desta técnica permitem a detecc¢do de 10
patégenos entre 10° de outros microrganismos (GUMERLOCK. et al, 1991).

Este estudo demonstrou a efetividade da aplicagdio desta técnica para a
identificacdo da presenca de patdgenos periodontais em pacientes em tratamento
ortodéntico e inflamacdo gengival. A observacdo da presenca de patdgenos
periodontais como o Aa e o Bf nestes pacientes chama a atencfo para a
importancia do conhecimento do perfil microbioldgico dos mesmos, com vistas
ao monitoramento individualizado durante o tratamento ortoddntico bem como o
desenvolvimento de métodos de manutencio mais eficientes e especificos.

O conhecimento dos fatores de risco a destruico periodontal parece ser o
caminho para a prevencdo de problemas periodontais que poderiam
comprometer o sucesso do tratamento ortoddntico. A observagio feita no
presente estudo de que estes patdgenos periodontais podem ser
significativamente reduzidos pela eliminacéo de fatores de retencéio de placa e
medidas eficientes de higienizacdo indicam que os esforcos para o©
desenvolvimento de novas formas de fixacfo e regimes de manuten¢do durante

o tratamento ortodontico sdo essenciais.
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X- CONCLUSOES

1- O teste molecular através do PCR demonstrou ser titil como um auxiliar
no diagnostico microbiolégico na préatica clinica.

2- A presenga do aparelho fixo é fator de retencdo de placa levando ao
aparecimento de inflamag8o gengival.

3- A preseng¢a de inflamacdo gengival pode estar associada a presenca de
periodontopatogenos, demonstrada pelo PCR.

4- A remocio do aparelho fixo ortoddntico, realizacdo de profilaxia
profissional ¢ a motivacdo para higiene bucal proporcionam uma
diminuicdo estatisticamente significante do Aa e Bf

5- A remocgdo dos aparelhos fixos, a profilaxia profissional e a motivacéo
para higiene bucal levam a satude periodontal na maioria dos pacientes,
caracterizada pela diminuic@o significante nos indices de placa e de
sangramento gengival, bem como nas profundidades de sondagem.

6- O controle de placa em pacientes portadores de aparelhos ortoddnticos
fixos ¢ de extrema importincia para diminuir o risco de doenca

periodontal.
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XIH- ANEXOS

ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE (TCL)

Consentimento Formal Para Participar
Em Pesquisa Clinica

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

Nome:

(nacionalidade) , profissao
Portador do Rg: Cic
Residente

Cidade Estado

Concordo com absoluta consciéncia dos procedimentos a que vou me
submeter para a realizacio deste trabalho (remociio do aparelho
ortodontico) , exame clinico e microbiolégico , (assim como profilaxia
dental) , nos termos relacionados nas disposicdes anteriores. Esclareco
ainda que este consentimento nfo exime a responsabilidade profissional que
executara os procedimentos clinicos.

Piracicaba, de de 2001-08-14

Assinatura do paciente ou responsavel

Atenciio : em caso de duvida escreva para o Comité de Ktica em Pesquisa
da FOP/UNiCAMP .Av. Limeira 901 —Cep 13414-900 Piracicaba.SP
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ANEXO 2
Resultados obtidos pela analise por PCR: amostras iniciais

Amostra Bactérias
N° Paciente Dente | A.a. | B.f. \P.g. | P.i. |P.n.
Placa

1 i1 - - - - -
2 supra |16 + |+ - - +
3 PACIENTE -1 26 - + - - -
4 11 - - - - -
5 sub 16 A+ 14 - - -
6 26 - + - - -
7 11 + - - - -
8 supra 116 + - + - -
0 PACIENTE -2 26 + - - - R
10 11 + |+ |+ - -
11 sub |16 + | + - - -
12 26 + - - - -
13 11 + - - - -
14 supra |16 + | - - - -
15 PACIENTE-3 26 + | + - - -
16 11 ¥ | F | + | - |-
17 sub 16 + [ + | + - -
18 26 + 1+ [+ -1-
19 11 - - - - -
20 supra |16 + + - - -
21 PACIENTE-4 76 IR BT BT R R
22 11 - - - - -
23 sub |16 + 0+ | - - -
24 26 + | + - - -
25 11 - - - - -
26 supra |16 + + - -
27 PACIENTE-5 26 N BT R S —
28 11 + - - + -
20 sub 16 + + - - -
30 26 + |+ - - -
31 11 - - - - -
32 supra |16 + | + - - -
33 PACIENTE-6 26 + |+ - - +
34 11 + |+ - +
35 sub i6 + | + - - -
36 26 + |+ | - N s
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N° Paciente Dente | A.a. |B.f. |P.g. |P.i. P.n.
Placa
37 11 + + - - -
38 supra 16 + 4+ L+ |+ -
39 PACIENTE-7 26 4 + - + -
40 11 + + - + -
41 sub 16 + | + - - N
42 26 + + - - -
43 11 - - - - -
44 supra |16 - + - - -
45 PACIENTE-S8 26 - - - - -
46 11 -+ - - -
47 sub 16 - + - - -
48 26 - -+ - - -
49 11 - - - - -
50 supra |16 - + - - -
51 PACIENTE-9 26 - + - N +
52 11 - - - - -
33 sub 16 + + - - -
54 26 + + - - -
55 11 - |+ ] - - -
56 supra |16 - + - - -
57 PACIENTE-10 26 - + - - -
58 11 - + - - +
59 sub 16 - + - - +
60 26 - + - - +

+ : presenca de bactéria
- : auséncia de bactéria
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Resultados obtidos pela analise por PCR: amostras finais

Amostra Bactérias
N’ Paciente Dente [4.a. | B.f |P.g.|Pi. [P.n.
Placa
61 11 - - - - -
62 Supra |16 - - - | - -
63 PACIENTE-1 26 - - Z Z -
64 i1 - L+ - -
65 sub 16 - -+ - -
66 26 - |+ - - -
67 11 - - - - -
68 supra (16 - - ~ - -
69 PACIENTE-2 26 + | - - - R
70 11 + | - - - -
71 sub 16 - + - - ¥
72 26 + 7+ -1 -1+
73 11 -+ - - -
74 supra |16 - - - - -
715 PACIENTE-3 26 - - - - -
76 11 - - - - -
77 sub |16 -+ ] - -+
78 26 - - |+ - -
79 11 - - - - -
80 supra |16 - - - - z
81 PACIENTE-4 26 - F+ | - - -
82 11 - -+ -
83 sub |16 - -+ ] - -
84 26 - - - - -
85 11 - - - - -
86 supra |16 - - - - -
87 PACIENTE-S 26 - - N - N
88 11 - [+ | - T -
89 sub 16 -+ -1+ 1 -
90 26 -+ -+ ] -
91 11 - |+ - - -
92 supra |16 - - - - -
93 PACIENTE-6 26 - - - Z N
94 11 - - - - -
05 sub 16 - + - -
96 26 - - - - -
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N° Paciente Dente | A.a. [B.f. |P.g. | P.i. [P.n.
Placa
97 11 - - - - -
98 supra |16 - - - - -
99 PACIENTE-7 76 N R - . ;
100 11 - - - - -
101 sub 16 + - - - x
102 26 -+ ] - - |+
103 11 - - - - -
104 supra |16 - - - - -
105 PACIENTE-8 76 - N - N N
106b 11 -]+ - - -
107 sub 16 - + - - +
108 26 - + - - +
109 11 - - - - -
110 supra (16 - - - _
111 PACIENTE-9 26 N N R N N
112 11 -+ ] - N -
113 sub 16 - - - - -
114 26 - - N - N
115 11 - - - - -
116 supra |16 - - S
117 PACIENTE-10 76 U B R I s
118 11 - - N - -
119 sub 16 - - - - i
120 26 - + - - +

+ : presenca de bactéria
- : augéncia de bactéria
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ANEXO 3

Tabela Inicial — Paciente Gengiva Inflamada

Paciente dente indice de placa indice sang/
profun/sondag/
11 3 X 2,0
i 16 3 X 3,0
26 3 X 2,5
11 3 X 2,5
2 16 3 X 2,5
26 3 X 2,0
11 1 X 1,5
3 16 2 X 3,0
26 2 X 3,0
11 3 X 2,0
4 16 3 X 3,0
26 3 X 3,0
11 3 X 2,0
5 16 3 X 3,0
26 3 X 3,0
11 1 X 2,0
6 16 2 X 2,5
26 2 X 3,0
11 1 X 2,0
7 16 2 X 3,0
26 o) X 2,5
11 1 X 1,5
8 16 2 X 2,0
26 2 X 2,5
11 2 X 2,0
Y 16 3 X 3,0
26 3 X 3,0
11 1 X 2,0
10 16 3 X 3,0
26 3 X 3,0
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TABELA FINAL —apés 30 dias /remogio aparelho /profilaxia

Paciente dente indice de placa indice sang/
profun/sondag/
11 0 - 1,5
1 16 0 - 2,0
26 0 - 2,0
11 0 - 2,0
2 16 0 - 2,0
26 0 2,0
11 0 - 1,0
3 16 0 - 2,5
26 0 - 2,0
11 0 - 1,5
4 16 1 + 2,0
26 1 + 2,5
11 0 - 1,5
5 16 1 + 2,5
26 1 + 2,5
11 0 - 2,0
6 16 0 - 2,0
26 0 - 2,5
11 0 - 1,5
7 16 0 - 2,0
26 0 - 2,0
11 0 - 1,0
8 16 0 - 1,5
26 0 - 2,0
11 0 - 1,5
9 16 0 - 2,0
26 0 - 2,0
11 0 - 1,5
10 16 1 + 2,0
26 1 + 2,5
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ANEXO 4

TESTE-PCR

Tabela 1 —mostrando o total % do resultado inicial do teste supra / sub

gengival (total de trezentos testes)

teste +

teste -

Aa=36=60,00%

Aa=24=40,0%

Bf=43=71,66%

Bf-17=28,33%

Pg=9=15,0%

Pe=51=85,0%

Pi= 4=6,66%

Pi= 56=93,33%

Pn=8=1333%

Pn=12=20,0%

Tabela 2 — mostrando o total % do resultado inicial do teste supragengival

(total de cento e cingiienta testes)

feste +

teste -

Aa=16=53,33%

Aa=14=46,66%

Bf=18=60,0%

Bf=12=40,0%

Pg= 4=13,33%

Pe=26=%6,66%

Pi= 2=6,66%

Pi=28=93,33%

Pn=3=10,0%

Pn=27=90,0%

Tabela 3- mostrando o total % do resultado inicial do teste sub gengival

(total de cento e cingiienta testes)

teste +

teste -

Aa=20=66,66%

Aa=10=3333%

Bf=25=83,33%

Bf=5=16,66%

Pa=5=16,66%

Pg=25=83,33%

Pi=2=6,66%

Pi=28=93,33%

Pn=5=16,66%

Pn=25=83,33%
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Tabela 4 —mostrando o total % do resultado final do teste supra/ sub

gengival (total de trezentos testes)

teste + teste -
Aa=4=6,66% Aa=56=93,33%
Bf=20=33,33% Bf=40=66,66%
Pg=6=10% Pg=54=00,0%
Pi=4=6,66% Pi=56=93,33%
Pn=12=20% Pn=48=80,0%

Tabela 5 —mostrando o total % do resultado final do teste supra gengival

(total de cento e cinqgiienta testes)

teste + teste -
Aa=1=333% Aa=29=96,66%
Bf=5=16,66% Bf=25=83.,33%
Pg=0=0,0% Pg=30=100,0%
Pi=1=3,33% Pi=29=06,66%
Pn=2=6,66% Pn=28-93,33%

Tabela 6 —mostrando o total % do resultado final dos testes sub gengival

(total de cento e cingiienta testes)

teste + teste -

Aa=3=10,0% Aa=27=90,0%
Bf=15=50% Bf=15=50,0%
Pg= 6=20,0% Pg=24=80,0%
Pi=3=10,0% Pi=27=90,0%

Pn=10=33,33%

Pn=20=66,66%
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Tabela 7 —mostrando o total % comparativo do resultado inicial e final + do

teste supra/ sub gengival

teste inicial +

teste final +

Aa=36=60,0%

Aa=4=6,66%

Bf=43=71,66%

Bf=20=33,33%

Pg=9=15,0%

Pg= 6=10,0%

Pi=4=6,66%

Pi= 4=6,66%

Pn=8=13,33%

Pn=12=20,0%

Tabela 8 — Mostrando o total % comparative do resultado inicial e final -

do teste supra/ sub gengival .

teste inicial -

teste final -

Aa=24=40,0%

Aa=56=93,33%

Bf=17=28,33%

Bf=40=66,66%

Pg=51=85,0%

Pg=54=90,0%

Pi=56=93,33%

P1=56=93,33%

Pn=52=86,66%

Pn=48=80,0%

Tabela 9 —mostrando o total % comparativo do resultado inicial e final + do

teste supra gengival .

teste inicial +

teste final +

Aa=16=53,33%

Aa= 1=3,33%

Bf=18=60,0%

Bf= 5=16,66%

Pg= 4=13,33% Pg=0=0,0%
Pi= 2=6,66% Pi= 1=3,33%
Pn=3=6,66% Pr= 2=6,66%
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Tabela 10 —mostrando o total % comparativo do resultado inicial e final -
do teste supragengival.

teste inicial -

teste final -

Aa=14=46,66%

Aa=29=96,66%

Bf=12=40,0%

B{=25=83,33%

Po=26=86,66%

Pg=30=100,0%

Pi=28=93,33%

Pi=29=96,66%

Pn=27=90,0%

Pn=28=93,33%

Tabela 11 —mostrando o total % comparativo do resultado inicial e final +

do teste sub gengival .

teste inicial +

teste final +

Aa=20~66,66% Aa=3=10,0%
Bf=25-83,33% Bf=15=50,0%
Pg= 5=16,66% Pg= 6=20,0%
Pi= 2=6,66% Pi= 3=10,0%

Pn= 5=16,66%

Pn=10=33,33%

Tabela 12 —mostrando o total % comparativo do resultado inicial e final -

do teste sub gengival .

teste inicial -

teste final -

Aa=10=33,33%

Aa=27=90,0%

Bf=5=16,66%

Bf=15=50,0%

Pp=25=83,33%

Pg=24=80,0%

Pi=28=93,33%

Pi=27=90,0%

Pn=25=83,33%

Pn=20=66,66%
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XIII- APENDICES

I - Produtos para PCR e eletroforese

¢ N’ de amostras: 10 pacientes x 6 amostras por paciente = 60 | v 4o amostas a serem

o . s . . analisadas = 60 x 5 = 300
e N° de bactérias: 5 bactérias (A.a., B.f,P.g.,Pi.e P.n.) amostras clinicas

¢ 1 corrida de PCR pode ser realizada com 20 amostras clinicas + 2 controles
(positivo e negativo) = 22 micro tubos de reacio

e 300 amostras clinicas + 20 = 15 corridas = 15 x 2 controles = 30, .., o total
de amostras (300 amostras clinicas + 30 controles) para PCR = 330 amostras

para PCR

1. Taq DNA polimerase

1 amostra — 0,6 L | frasco — 100 uL
330 amostras — X Y —198uL
X= 198 pL Y = 1,98 frascos = 2 frascos
2. ANTP

1 frasco contém 100 pLL a 10mM. Usamos 0,5 pL a 2ZmM por amostra, portanto 1
frasco rende 500 ulL.

1 amostra — 0,5 uL 1 frasco —» 500 ul.

330 amostras ~» X Y —165ul
X=165 pL Y = 0,33 frascos = 1 frascos
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3. Primers

1 par de primers por bactéria, cada frasco rende aproximadamente 1000 pL

] amostra — 1,0 uL 1 frasco — 1000 pl.
330 amostras -» X Y -» 330 uL
X= 330 uL Y = 0,33 frascos = 1 frascos

Reagentes para eletroforese

1 frasco de agarose 1,5%, 100g
1 frasco de Padrio de peso molecular 100pb, 100 pL.

Material descartavel
ponteiras azuis (1000 pl.) — 1 pacote com 500 unidades
ponteiras amarelas (200 uL)- 1 pacote com 1000 unidades
ponteiras incolores (10 puL)~ 1 pacote com 1000 unidades
tubos eppendorf de 1,5 mL — 1 pacote com 1000 unidades
tubos eppendorf de 200 pl. — 1 pacote com 1000 unidades
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FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

LIPS A RARD

Cartificamos que ¢ Projeto de pesquisa intitufado “Avaliaglo ciinica e microbiologica  das condigBes periodontais

assocdadas an uso de aparelhos ortoddniicos fixos”, sob o protocolo n® BLE/2001, do Pesquisador Emprson José Saifips sob a
responsabilidede dos Profs. Drs. Darcy Flivie Nouer e Enilson Antonio Sailwm, estd de acordo com a Resoluglo 196/96 do Conselho Nadional de
Salde/MS, de 10/10/96, tendo sico aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - FOP,

Phracicaba, 12 de setembro de 2001

We certify that the ressarch project with title “Clinical evaluation and microbioldgica of the conditions associated

periodontais to the use of apparels fixed ortaddnticos”, protocol no 07772001, by Researcher EFTIGFSOIT José Salfum responsibility by
Prof, Dr. Darcy  Pravie Mouer and Enilson Antonds Satium, is in agreement with the Resolution 196/96 from National Committes of Health/Health
Department {BR) and was approved by the Ethical Committee in Resarch at the Piracicaba Dentistry School/UNICAMP (State University of Cammipinas).

Phracicaba, P, Brazi, September 12 2001

Prof. Or. G’e&rq L mz (i{ma[en ,...A@mf (Dr ﬂni,mzo CBenm Afves de mec#es
Sacretario - | Coordenador |
CER/FOP/UNICAMP [CER/FOP/UNLCAMP
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