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COSTA, Tania Maris Pedrini Soares. FracOes dentinarias reconhecidas por
imunoglobulina G salivar em pacientes submetidos a tratamento ortodéntico.
2010. 70fls. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

A andlise de anticorpos a dentina pode contribuir com o diagnéstico precoce da
reabsorcdo dentaria bem como para uma melhor compreensdo dos mecanismos
imunopatoldgicos envolvidos no processo de reabsorcdo dentaria humana.
Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo analisar nivel de IgG anti- fracbes
de extrato dentinario humano em amostras de salivas de pacientes submetidos a
tratamento ortodéntico. Metodologia: O extrato dentinario humano foi obtido a partir
de 37 dentes (3°°/ molares) integros, inclusos ou semi-impactados com indicacéo
cirdrgica, obtendo-se inicialmente dentina em pd e a seguir tratada com solucéo
desmineralizadora e centrifugacdo. O extrato dentinario foi submetido a
fracionamento em coluna de sephadex G-25, obtendo-se duas fracdes (FI e Fll). A
fracdo FIlI foi re-fracionada em coluna de sephadex G-100 obtendo-se as sub-
fracOes Fll-a e Fll-b. As fracdes FI e Fll-a foram utilizadas como antigeno (30 ug/mL)
e analisadas por ensaioimunoenzimatico (ELISA) com amostras de salivas
provenientes de dois grupos: grupo (n=13) antes (T0) e 0 mesmo apds um ano (T12)
do tratamento e, grupo com aproximadamente 48 meses pos-término de tratamento
ortodontico, apresentando reabsorcdo radicular apical (PT) (n=10), tendo como
controle saliva de doadores saudaveis que nunca foram submetidos a tratamento
ortodéntico e sem reabsorcdo dentaria (ST) (n=10). Adicionalmente as fracdes Fl e
Fll-a foram analisadas por western blotting com pool de amostras de saliva de
ambos o0s grupos. Resultado: O nivel de IgG salivar anti fracdo-FI de extrato
dentinario humano foi significativamente maior em amostras de saliva (T12) em
relacdo ao (TO) (p < 0.05) e também no grupo (PT) em relagcéo ao (ST) (p < 0.05),
nao sendo observada a diferenca com a fracdo Fll-a. Os resultados de western
blotting da fracdo FI demonstraram reconhecimento de componentes de MM ~35 e
~53 kDa por amostras de saliva (T12) e de ~50, ~53 e 70 kDa por amostras de
saliva (PT). Na fracao Fll-a, foram detectadas duas bandas de MM ~35 e ~40 kDa
em ambos os grupos. Concluséo: Durante o tratamento ortoddntico pode ocorrer
aumento no nivel de IgG salivar as fragcbes de extrato dentinario humano e os
componentes de extrato dentinario associado a reabsorcdo dentaria reconhecidos
por 1gG salivar durante ou pés-tratamento ortodontico apresentam MM entre 70 e 35
kDa.

Palavras-chaves: Proteinas dentinarias. Reabsor¢do radicular. Extrato dentinério.
Anticorpo. ELISA.



COSTA, Tania Maris Pedrini Soares. Dentin fractions recognized by salivar G
immunoglobulin ~ from patients submitted orthodontic treatment. 2010. 70fls.
Dissertation (Master's degree in Experimental Pathology) — State University of
Londrina, Londrina. 2010

ABSTRACT

The anti-dentin antibody analysis can contribute to the premature diagnosis of dental
resorption as well as to a better understanding of immunopathological mechanisms
involved in the human dental resorption. Objective: The purpose of this work was to
analyze the human dentine extract anti-fractions IgG level in patients submitted
orthodontic treatment. Methodology: the human dentin extract was obtained from 37
teeth (3™/molars), enclosed or semi-impacted, with surgical indication, obtaining
firstly powder dentine and afterwards, dentine treated with demineralized solution,
and centrifugation. The dentin extract was submitted to sephadex G-25 column
fractioning, obtaining two fractions (FI and FIl). FIl fraction was refractioned in
sephadex G-100 column, obtaining sub-fractions Fll-a and FlI-b. FI and Fll-a were
used as antigen (30 pg/mL) in enzymelinked immuno assay (ELISA) to analize
human saliva samples from two groups: patients (n=13) without dental resorption
history, before the treatment (TO) as control and a year after start orthodontic
treatment (T12), showing apical root resorption and another with approximately 48
months after the ending of the orthodontic treatment, showing apical root resorption
(PT) (n=10), having as a control, saliva from healthy donors without treatment and
without dental resorption (ST) (n=10) Results: The human dentin extract anti-Fl
salivary 1gG level was significantly higher in saliva samples (T12) in relation to (TO)
(p < 0.05) and also with saliva samples from patients of group (PT) in relation to
(ST) (p < 0.05), and no difference observed with Fll-a. Fl-fraction western blotting
analysis resulted in two mains components with MM ~35 and ~53 kDa recognized by
saliva samples (T12) and MM ~50, ~53 and ~70 kDa by saliva samples (PT). In the
Fll-a fraction were detected two bands MM ~35 e ~40 kDa in both groups.
Conclusion: During orthodontic treatment can to occur high in salivar IgG level the
human dentin extract fractions and the dentin extract components associated the
external root resorption recognized to salivar IgG during or after treatment present
MM between 70 and 35 kDa.

Key words: Dental proteins. Root resorption. Dentin extract. Antibody. ELISA.
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Arg — arginina

Asp — aspartato ou ac. aspartico

BMP - proteina osteomorfogenética

BSP — sialoproteina 6ssea

Cu - cobre

DMP-1 — proteina da matriz dentinaria 1

D. O. — densidade Optica

DSPP - sialofosfoproteina dentinaria

DSP - sialoproteina dentinaria

EDTA — acido etilenodiamino tetra-acético

EGF — fator de crescimento epidermal

ELISA — ensaio imunoenzimatico

F — flaor

Fe - ferro

FGF — fator de crescimento de fibroblastos

Gly - glicina

GLA — proteina que contém &cido y -carboxiglutdmico
GM-CSF - fator estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos
IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

IGF-I, IGF- Il — fator de crescimento semelhante a insulina
HCL — acido cloridrico

HP DPP - fosfoproteina altamente fosforilada

H,O, - &gua oxigenada

H,S04 — acido sulfarico

IL — interleucina

INF - interferon

LT — linfécito T

M-CSF — fator estimulador de colénias de macrofagos
MMP — metaloproteinase

OC - osteocalcina

OPD - orto-fenilenodiamino



OPN - osteopontina

OPG - osteoprotegerina

OS - osteonectina

PBS — tampéo fosfato salino

PBST — tampéo de PBS

PDGF — fator de crescimento derivado de plaquetas

pH — potencial hidrogeniénico

PLGF — fator de crescimento placentario

PMSF - fluoreto de fenilmetanosulfonado

PNCs — proteinas ndo colagenosas

PP — fosfoproteina ou fosfoserina

PT — individuos analisados ~ 48 meses apoés término de tratamento ortodéntico
RANK — receptor ativador do fator nuclear Kappa b

RANK-L — ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa b
RGD — sequéncia especifica de aminoacidos Arg-Gly-Asp

rpm — rotacdes por minuto

RRAE — reabsor¢ao radicular apical externa

RT-PCR —reacao de transcriptase reversa seguida da reacado em cadeia polimerase
SDS - dodecil sulfato de sédio

SIBLINGSs — glicoproteinas ligadas a pequenas integrinas

ST - Individuos que nunca foram submetidos a tratamento ortodéntico
TEMED - tetrametila tilendiamina

TGF — fator de crescimento transformador

TIMP1 — inibidores de metaloproteinases 1

TNF — fator de necrose tumoral

TO - individuos analisados antes do tratamento ortodéntico

T12 —individuos durante 12 a 13 meses de tratamento ortodéntico
UORs — unidades osteorremodeladoras

v— volts

VEGF - fator de crescimento do endotélio vascular

Zn — zinco

°C - graus centigrados

~ - aproximadamente

o — alfa



B — beta

kDa — quilodalton

mm — milimetro

M — molar

MM — massa molecular
mg — miligrama

mL — mililitro

N — normal

nm - nanémetro

ug — micrograma

uL — microlitro
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1 INTRODUCAO

Reabsorcéo radicular apical externa € um processo patolégico de natureza
inflamatdria, que ocorre em consequéncia do movimento ortodéntico, causando um
dano estrutural nas raizes dos dentes permanentes (FUSS; TSESIS; LIN, 2003).
Embora o tratamento ortodéntico tenha como finalidade principal uma melhora
estética e funcional da ocluséo, o risco de reabsorcdo radicular apical externa em
casos corretamente planejados corresponde ao custo biolégico que deverd ser
assumido pelo profissional, com a concordancia do paciente (CONSOLARO;
CONSOLARO, 2008).

Nas investigacfes dos possiveis mecanismos de inducdo e regulacdo do
processo da reabsor¢cdo dentaria humana, a imunogenicidade da dentina tem
mostrado participacdo. A dentina contém varios polipeptideos e moléculas
sinalizadoras depositadas em sua matriz mineralizada (SILVA; ROSA; LARA, 2004)
gue, uma vez expostas ao sistema imunoldgico, poderdo ser reconhecidas por
anticorpos anti-dentina (KING; COURTS, 1988; 1989; NG; KING; COURTS, 1990;
HIDALGO; ITANO; CONSOLARO, 2005; RAMOS, 2008). No presente trabalho
foram observadas alterac6es dos niveis de IgG salivar anti-fracdes de dentina
humana e realizada a caracterizacdo das proteinas antigénicas. A analise de IgG
salivar aos antigenos dentinarios pode contribuir com o diagnostico precoce da
reabsorcdo dentaria, bem como para uma melhor compreensdo dos mecanismos

imunopatol6gicos destes processos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A dentina, o osso alveolar e cemento sdo semelhantes em sua
composicdo e mecanismos de formacdo. Sao constituidos por uma rica matriz
organica extracelular, envolvida por cristais de hidroxiapatita (ROBEY, 1996;
BUTLER, 1998), participando dos eventos celulares e moleculares nos processos

reabsortivos dentarios juntamente com o ligamento periodontal.

A reabsorcao radicular dos dentes € um fenébmeno biolégico complexo,
multifatorial e se caracteriza pela perda de cemento e dentina (RAMANATHAN;
HOFMAN, 2006; PI1ZZO et al., 2007). Em humanos, a reabsorgao radicular
fisiologica ocorre durante a esfoliagdo da denticdo decidua para dar lugar a
permanente (TEN CATE, 2001; KATCHBURIAN; ARANA, 2004). Enquanto que
na denticAo permanente, terA sempre uma caracteristica patolégico-inflamatoria
em consequéncia de uma injaria fisica ou quimica na superficie interna ou externa
da raiz (FUSS; TSESIS; LIN, 2003) deixando a superficie mineralizada desnuda e
susceptivel a acdo dos clastos (GUNRAJ, 1999).

O primeiro relato sobre a reabsorcdo das estruturas dentarias foi feito por
Michael Blum em 1530 e depois por Bates em 1856, sendo que durante muitos anos
confundiu-se carie radicular, reabsorcdo radicular externa e reabsorcdo radicular

interna associada a infec¢des pulpares (HIDALGO, 2001).

Segundo Consolaro (2002) a reabsorcao radicular patolégica pode ser
classificada de acordo com a superficie dentaria afetada (interna, externa), fase de
evolucdo do processo (ativa, paralisada e reparada), regido dentéria afetada
(coronaria, cervical e apical), comprometimento da raiz (simples e mudltiplas),
dimensdo da causa do processo (local, sistémica e idiopatica), mecanismo de
ocorréncia do processo (inflamatoria e por substituicdo), quanto a evolucdo clinica
do processo (transitoria ou progressiva), quanto a extensao (superficial, reparada,

circunferencial).

Como agentes etioldgicos da reabsor¢ao radicular patologica, podemos citar:
trauma dental (intruséo, luxacéo, avulséo), infec¢cOes periodontais, procedimentos

periodontais, clareamento de dentes desvitalizados, dentes impactados, cistos e
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tumores, anquilose, necrose pulpar seguida de injuria na predentina do canal pulpar,
idiopatica e tratamento ortoddntico (TROPE, 1997; FUSS; TSESIS; LIN, 2003;
CHOLIA; WILSON; MAKDISSI, 2005). Estes fatores etiologicos atuam como fatores
locais que danificam a superficie radicular, com consequente exposicdo da dentina
(CONSOLARO, 2002).

Embora muitos dos estudos sobre reabsorcédo radicular patologica presentes
na literatura investiguem os fatores etioldégicos que levam a este processo, 0S
mecanismos de inducdo e regulacdo envolvidos ainda ndo sdo completamente
conhecidos (SAMESHIMA; SINCLAIR, 2004).

2.1 MECANISMOS FISIOLOGICOS DE INIBICAO DA REABSORCAO RADICULAR

Alguns fatores podem ser responsaveis pela inibicdo parcial ou total da
reabsorcdo radicular permitindo a integridade e funcdo do dente: ligamento
periodontal, remanescentes epiteliais de Malassez e a estrutura anatomo-fisiol6gica
formada pela camada de cementoblastos e pré-cemento e pela pré-dentina e
odontoblastos que revestem, respectivamente as superficies externa e interna da
raiz (SOARES et al., 2002). Outro fator € a camada de cemento intermediario (TEN
CATE, 2001). Sugere-se que no ligamento periodontal seja liberado algum fator de
inibicdo de proteases que inibiria a reabsorcdo radicular quando os dentes sao
submetidos ao estresse funcional da mastigacdo (GUNRAJ, 1999). Supde-se que 0s
remanescentes epiteliais de Malassez teriam a funcdo de manter a largura do
ligamento periodontal, além de participar do reparo da superficie radicular (TEN
CATE, 2001; SOARES et al.,, 2002). No entanto acredita-se que o principal fator
responsavel pela inibicdo da reabsorcéo seja o cinturdo formado externamente pela
camada de cementoblastos e pré-cemento e pela camada de pré-dentina e
odontoblastos internamente (GOLD; HASSELGREN, 1992). As células deste
cinturdo parecem ser capazes de sintetizar algum fator de inibicdo da reabsorcéao
mineral (SEGAL; SCHIFFMAN; TUNCAY, 2004). No entanto, o mecanismo de

inibicAo mais aceito € o de que os clastos para se ativarem necessitam do contato
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de seus receptores de membrana (integrinas) com moléculas especificas da matriz
mineral (HORTON; HELFRICH, 1992). Assim, a camada de cementoblastos e de
odontoblastos impediria este contato e a sinalizagdo para a reabsor¢cao mineral. E a
camada de cemento intermediario por apresentar uma estrutura hipercalcificada
parece formar uma barreira entre os tdbulos dentinérios e o ligamento periodontal
(TEN CATE, 2001).

2.2 REABSORCAO DENTARIA E ORTODONTIA

A possivel relacdo entre ortodontia e reabsorcdo radicular dos dentes
permanentes foi observada, inicialmente, por Ottolengui em 1914 e comprovada
radiograficamente por Ketcham em 1927, ao constatar que a reabsorcgdo radicular
apical poderia ser uma consequéncia iatrogénica e comum do tratamento
ortodéntico, sendo que ocasionalmente poderia ser severa e, que o tipo de aparelho

usado teria influéncia neste tipo de reabsorcao.

A reabsorcao radicular provocada pelo tratamento ortodéntico € também
chamada de Reabsorcao Radicular Apical Externa (RRAE) ou Reabsorcao Radicular
Inflamatéria Induzida Ortodonticamente (BREZNIAKI; WASSERSTEIN, 2002;
SEGAL; SCHIFFMAN; TUNCAY, 2004; KRISHNAN; DAVIDOVITCH, 2006).

2.3REABSORCAO RADICULAR APICAL EXTERNA

A reabsorcéo radicular apical externa é uma patologia que se mantém
pela inflamacé&o local, instalada apés trauma e lesdo da superficie radicular do
dente, durante o movimento ortodontico (FUSS; TSESIS; LIN, 2003). A regido
geralmente mais acometida é a apical, porque durante o movimento ha uma
maior concentracao de forcas neste local (HARRIS, 2000), produzindo uma leséao

que se inicia na superficie externa da raiz (GUNRAJ, 1999). A presenca do
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trauma na superficie radicular e a colonizacdo da superficie mineralizada

desnuda por células multinucleadas sdo os fatores desencadeantes deste
processo (FUSS et al., 2003).

2.3.1 Graus de Severidade

Vérias observacdes histoldgicas e radiograficas apresentadas na literatura
tém confirmado que o tratamento ortodontico se faz acompanhar de um

encurtamento radicular o qual poderd ocorrer nos estagios iniciais do tratamento
(BREZNIAKI; WASSERSTEIN, 1993; JANSON, 2000).

L 4

LMD

by

Figura 1. a) Classificacdo da severidade das RRAE (LEVANDER; MALMGREN,1988)
b) - Aspecto radiogréfico das RRAE (SANTOS et al., 2007).

0-B - Antes do tratamento ortoddntico sem sinais de reabsor¢do 1-C -

Reabsorcdo minima ou leve (Graul)- contorno apical irregular. 2-C -

Reabsorcdo moderada (Grau 2)- menor ou igual a 2mm. 3-D - Reabsor¢ao

severa (Grau-3) - maior que 2mm e menor que 1/3 da raiz. 4-E - Reabsorc¢éo
extrema (Grau 4)-maior que 1/3 do comprimento da raiz.
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Ha diferentes graus de severidade de RRAE que sdo determinados pela
extensdo do tecido radicular perdido. Levander e Malmgren (1988) classificaram as
RRAE em 4 graus (Figura 1-a) e na (Figura 1-b) — Aspecto radiografico das RRAE.

Na maioria das vezes a reabsorcdo radicular apical externa € leve,
assintomatica, com preservacao da vitalidade pulpar, ndo havendo alteracbes da
coloragcdo do dente a ndo ser, que uma grande area seja afetada (FUSS; TSESIS;
LIN, 2003).

Através de investigacOes histologicas em ratos observou-se que a RRAE
pode se iniciar com 14 a 20 dias depois que a forca ortoddntica € aplicada
(ENGSTROM, C.; GRANSTROM, G.; THILANDER,B., 1988). A reabsorcéo radicular
apical externa quando progressiva, pode causar danos adversos como
comprometimento da funcéo, da estabilidade e chegar a perda dentaria (CAMBI et
al., 2002; SILVA FILHO et al., 1993).

2.3.2 Epidemiologia

Entre os pesquisadores, ha uma grande variacdo na prevaléncia da RRAE
gue pode estar relacionada com a diferenca entre os critérios utilizados para a sua
identificacdo (HARRIS, 2000).

Os incisivos superiores sdo os dentes escolhidos para se mensurar a
incidéncia, prevaléncia e o grau da reabsorcdo radicular apical externa pelo
tratamento ortoddntico porque sdo os dentes mais acometidos neste processo
(LEVANDER; MALMGREN, 2000). Sendo assim, estudos aleatérios da medida do
comprimento dos incisivos superiores e as radiografias periapicais padronizadas,
sdo os métodos mais utilizados para se avaliar a ocorréncia desta patologia. Isto se
deve a relagcdo custo-beneficio do método, em detrimento as radiografias em norma
lateral ou mesmo as panoramicas, que apresentam um resultado e uma
confiabilidade inferiores (SILVA FILHO et al., 2005).

Imagens digitais tém maiores vantagens quando comparada as radiografias
convencionais por serem de melhor qualidade, reduzirem a radiacdo em

aproximadamente 70%, ndo necessitarem da utilizacdo de produtos quimicos e por
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apresentarem opc¢Oes de contraste nas imagens dos tecidos anatbmicos e
patolégicos (PAREDES; GANDIA; CIBRIAN, 2006).

As tomografias computadorizadas Cone Beam, apresentam resultados mais
fidedignos do que as radiografias periapicais, com alta resolucdo e possibilidade de
reconstrucdo de imagens em multiplos planos. Este método tem mostrado preciséo
para investigar encurtamento radicular e alteracbes Osseas durante o tratamento
ortodéntico, porém, ndo é utilizado como rotina devido ao seu alto custo, além de
expor o paciente a um maior nivel de radiacdo (ESTRELA et al.,, 2009; HENRIK;
KERSTIN; HANS-GORAN, 2010).

Segundo Brezniaki; Wasserstein (1993), a média da reabsorcao radicular
apical externa dos incisivos centrais e laterais apos tratamento ortodontico € menor
que 1,5mm variando de 0,5 a 3mm durante o tratamento, sendo que na maioria dos
casos ela é leve e assintomatica. Mirabella e Artun (1995) encontraram uma
frequéncia de RRAE severa de 5% a 18%. Killiany (1999), relatou que reabsorcoes
radiculares maiores que 3mm ocorreram numa frequéncia 30% e que 5% dos
individuos tratados tiveram RRAE maiores que 5mm. Sameshima e Sinclair (2001)
encontraram RRAE = 2mm em 25% dos casos. Segundo Consolaro (2002) cerca de
10% das reabsorcgOes radiculares em Ortodontia sdo severas. Brin et al. (2003),
relataram que 99% dos casos tratados apresentaram RRAE.

As reabsorcbes mais acentuadas foram observadas no incisivo lateral
superior (SAMESHIMA; SINCLAIR, 2001) seguidos pelos incisivos centrais
superiores, incisivos inferiores, raiz distal dos primeiros molares inferiores, segundo
pré molares inferiores, segundo pré molares superiores, molares superiores e
inferiores (SILVA FILHO et al., 1993).

Ha consideravel variacdo na quantidade de reabsorcdo radicular entre
pacientes tratados ortodonticamente mesmo quando a idade, sexo, natureza da
maloclusdo e tipo de tratamento sdo constantes. Estas variacbes poderdo ser
devidas a diferencas intrinsecas individuais (HARRIS, 2000). Quando a reabsorcao
radicular é evidente antes do tratamento é um indicativo de uma susceptibilidade
aumentada de reabsorcdo radicular moderada para severa durante o tratamento
(HARTSFIELD; EVERETT; AL-QAWASMI, 2004). Pacientes ortodonticos com
reabsorgdo radicular detectavel durante os primeiros 6 meses de tratamento ativo

apresentam maior grau de reabsor¢cdo nos 6 meses seguintes de tratamento e que



22

este risco de reabsor¢ao radicular pode ser identificado de acordo com a quantidade
de reabsorcdo durante os estagios iniciais de tratamento (ARTUN et al., 2005;
2009).

2.3.3 Fatores de Risco

A progressao e severidade das RRAE podem ser afetadas por fatores de
risco individuais, sistémicos, locais e relacionados a biomecénica utilizada no
tratamento ortodéntico (OWMAN-MOLL; KUROL, 2000).

A - FATORES INDIVIDUAIS

Alguns pesquisadores consideram que a susceptibilidade individual a
reabsorcédo radicular € o maior fator determinante do grau de severidade da RRAE
com ou sem tratamento ortodéntico (HARTSFIELD; EVERETT; AL-QAWASMI, 2004,
SEGAL; SCHIFFMAN; TUNCAY, 2004).

Os fatores genéticos podem ser responsaveis por variacdes de reabsorcao
radiculares associadas ao tratamento ortodéntico. A IL- 1 € um potente estimulador
de reabsorcdo 6ssea através do recrutamento de células osteoclasticas durante o
movimento ortodéntico, sendo que recentemente foi identificado um polimorfismo
entre o gene da IL-1f localizado no alelo 1 em individuos homozigotos, estando
associado a 15% das variacdes de RRAE nos incisivos superiores (Al-QAWASMI et
al., 2003; HARTSFIELD; EVERETT,; AL-QAWASMI, 2004). Outro gene candidato
para RRAE € o gene TNFRSF11A, que codifica a proteina RANK (receptor ativador
do fator nuclear kappa-b) principal molécula estimuladora da osteoclastogénese (AL-
QAWASMI et al., 2003; 2006).

O estudo profundo da susceptibilidade e resisténcia da reabsor¢cédo dentaria
em modelos experimentais com camundongos sdo necessarios para se entender os

caminhos moleculares e genéticos envolvidos na patogénese da RRAE. No entanto,
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os defeitos genéticos encontrados ndo caracterizam por si s6 uma relacdo de
hereditariedade na reabsor¢édo dentaria (CONSOLARO; CONSOLARO, 2009).

B - FATORES SISTEMICOS

Macnab (1999) observou que fatores sistémicos como, os mediadores
inflamatoérios produzidos durante a asma, sdo capazes de alcancar o ligamento
periodontal e atuar sinergicamente, favorecendo o aumento da reabsorgéo radicular.
Observou-se que pacientes asmaticos tém reabsorcédo radicular estatisticamente
mais significante do que pacientes ndo-asmaticos embora os dois grupos exibissem
reabsorgcédo grau-2 e grau-3. Nishioka et al. (2006) observaram um grupo de 60
individuos japoneses que foram submetidos a tratamento ortoddntico (18 homens e
42 mulheres) idade 17.7 £ 5.7 e, 60 individuos japoneses para controle (18 homens
e 42 mulheres) idade 16.4 + 6.0. A prevaléncia de RRAE de moderada para severa
foi de 10.3 %. Eles confirmaram que a asma, alergia e a morfologia radicular
podem ser considerados fatores de risco para o desenvolvimento da RRAE severa
em japoneses submetidos a tratamento ortodontico.

Devido a intima relacdo entre movimento dentario e a reabsorcao radicular é
possivel que os fatores nutricionais, doencas Osseas, fatores hormonais,
metabdlicas, idade e drogas que afetam o movimento dentario também possam
afetar a reabsorcéo radicular (TYROVOLA; SPYROPOULOS, 2001).

C- FATORES LOCAIS

Trauma dental - relacionado especialmente com avulsdo, intrusdo e
luxacdo. N&o se contra-indica a movimentacéo dentaria destes dentes desde que se
faca um bom planejamento e controle. Nos traumatismos leves e moderados deve-

se observar por 3 a 4 meses, nos traumatismos severos (avulsao, luxagao) observar
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por 1 ano antes do dente ser submetido ao tratamento ortodbntico e nas fraturas
radiculares observar por 2 anos (CONSOLARO, 2002). Se os dentes traumatizados
exibirem reabsorcdo radicular prévia, maior € a chance de aumento de seu

agravamento durante o tratamento ortodéntico (BRIN et al., 2003).

Forma da raiz - individuos que apresentam raizes curtas, de formato
triangular ou raizes com curvatura tendem a concentrar mais forcas em menor area
apical, apresentando uma propensdo maior a reabsorcdo radicular (MIRABELLA,
ARTUN, 1995; LEVANDER; MALMGREN, 2000). A morfologia da raiz dentéria
representa o principal fator de previsibilidade na ocorréncia das reabsorgdes
radiculares (CONSOLARO, 2002).

Crista alveolar — A variacdo na morfologia da crista alveolar esta
demonstrada na (Figura 2), onde a forma triangular é a mais favoravel porque tende
a absorver parte das forcas aplicadas sobre o dente e ao mesmo tempo propiciam
maior movimentacao dentaria na fase final ou passiva do movimento dentario. Se as
cristas apresentarem forma retangular as forcas se concentrardo mais
especificamente e com maior intensidade nos tecidos periodontais, aumentando as
chances de lesbes na camada cementoblastica e reabsor¢do radicular apical. A
forma rombdide absorve parte da forca aplicada sobre o dente, porém, nao € igual a
gue ocorre na deflexao triangular (CONSOLARO, 2002).

Figura 2. Morfologia da crista alveolar: triangular (TR), rombodide (RO), retangular (RE)
Consolaro (2002).
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Habitos bucais - onicofagia e pressdo atipica da lingua associado a
mordida aberta sdo agravantes na quantidade de reabsor¢cao radicular porque irdo
refletir na forca final aplicada sobre o dente a ser movimentado (CONSOLARO,
2002).

D- FATORES RELACIONADOS A BIOMECANICA UTILIZADA NO TRATAMENTO
ORTODONTICO

Magnitude da forca - Quanto maior a forca maior o estresse no ligamento
periodontal, mais rapido o desenvolvimento das lacunas de reabsorcdo (CASA et al.,
2001). Também ¢é importante a distribuicdo desta forca ao longo da raiz dentéria e
na estrutura 6ssea vizinha. No ligamento periodontal a distribuicdo da forga sofre
influéncia do tipo do movimento dentario, da morfologia da crista 0ssea e da
morfologia da raiz dentaria (CHAN; DARENDELILER, 2005).

Direcdo da aplicagcdo da forca e tipo de movimento ortoddntico -
Grandes danos sao observados em movimentos intrusivos por concentrarem a
pressdo diretamente no apice e também nos casos de inclinagcdo descontrolada
(FALTIN et al., 2001).

Nos incisivos centrais superiores, 0s movimentos de torque lingual s&o
fortemente correlacionados com RRAE e, a combinacdo dos movimentos intrusivos
com torque lingual da raiz sdo as maiores causas de reabsorcfes radiculares nestes
dentes (PARKER; HARRIS, 1998).

Nos movimentos de corpo, embora o estresse produzido pela forca seja
distribuido ao longo da raiz, quanto maior a extensdo do movimento de translagcéo
necessario para o tratamento, maior o risco de reabsorcdo radicular (SEGAL,;
SCHIFFMAN; TUNCAY, 2004; FOX, 2005). A presenc¢a de maloclusao severa requer
maior quantidade de movimento dentario para o seu tratamento. Portanto, as
maloclusdes severas representam risco para a RRAE (HARTSFIELD; EVERETT,;
AL-QAWASMI, 2004).
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Forma de aplicacdo da forgca - forgcas intermitentes resultam em menor
reabsorcdo radicular do que forgcas continuas porque permitem uma pausa para
reparacao do cemento (FALTIN et al., 2001; KAMEYAMA et al., 2003).

Duracéao do tratamento - tratamentos prolongados podem resultar em uma
maior incidéncia de reabsorcdo radicular (FOX, 2005; SEGAL; SCHIFFMAN;
TUNCAY, 2004). A duracao do tratamento também esta relacionada a severidade da
RRAE quanto ao numero, extensdo e profundidade das lacunas de reabsorcéo e
dentina afetada (CASA et al., 2001; SAMESHIMA; SINCLAIR, 2004). O retratamento
ortodéntico implica em lesdo da camada cementoblasica com maior frequéncia e
severidade porgue esta regido ja se apresenta fragilizada pelo tratamento anterior
(CONSOLARO, 2002).

2.4 MOVIMENTO DENTARIO ORTODONTICO E RRAE
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Figura 3. Movimento Dentario no Tratamento Ortoddntico.
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O movimento dentario no tratamento ortoddntico é induzido por forcas
mecanicas com a participacdo do periodonto. O periodonto de protecdo é
representado pela gengiva e o periodonto de sustentagcéo pelo cemento, ligamento

periodontal e osso alveolar (LINDHE, 1999). O ligamento periodontal é constituido
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principalmente por fibras coldgenas e oxitalanicas, além de células, vasos
sanguineos e inervacdo. A funcdo do colageno € resistir ao estresse de tensao,
enquanto as proteoglicanas da matriz extracelular resistem as forcas de pressao
durante o esforco mastigatério. As fibras oxitalanicas séo fibras elasticas
encontradas obliguamente entre as paredes dos vasos sanguineos no ligamento

periodontal dando suporte aos mesmos (TALIC et al., 2003).

A acdo de uma determinada forca aplicada sobre a raiz do dente, pelo
aparelho ortodbntico, provoca areas de compressdo e de tensdo nas fibras do
ligamento periodontal como mostra a (Figura 3). No lado com pressao ocorre
estresse metabdlico das células do ligamento periodontal causado pela compresséo
dos vasos sanguineos. Os locais de hipoxia e necrose isquémica formam areas de
tecido degenerado chamadas de zona hialina (GAENGLER; MERTE, 1983;
(BREZNIAK; WASSERSTEIN, 2002). A presenca de células degeneradas e
necrosadas na zona hialina ativa a fagocitose por macrofagos para que haja nova
migracdo celular e reconstituicdo do tecido lesado. A liberacdo de citocinas e
mediadores pro-inflamatorios tais como prostaglandinas e leucotrienos provocam a
ativacdo de osteoblastos, clastos e macrofagos para o local com conseqiente
reabsorcdo do osso alveolar (CONSOLARO, 2005). A atividade das células
fagociticas e de células multinucleadas continua até que ndo haja mais tecido
hialino presente no local e ou, quando o nivel da forca decresce. Durante a remocao
do tecido necrético que esta proximo da superficie radicular, pode ocorrer dano no
cemento radicular incluindo cementoblastos e pré-cemento (BREZNIAK;
WASSERSTEIN, 2002). Quando a forca ortoddntica € aplicada sobre o dente por
um curto periodo de tempo, podera produzir lacunas de reabsorcdo (Figura 4), na
auséncia de RRAE e ndo Vvisiveis radiograficamente (KVAM, 1972). Neste caso a
reabsorcdo radicular € transitoria e 0 reparo com cemento secundario ocorrera
dentro de 2 a 3 semanas se for uma superficie com pequena area de reabsorcao
(FUSS; TSESIS; LIN, 2003).

As principais citocinas produzidas durante o movimento ortoddntico séo
Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-6 (IL-6), Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a) e prostaglandinas especialmente E2. A presenca de exsudato e
mediadores pro-inflamatorios com pH acido também favorecem a migracéao,

diferenciacao e ativagédo dos clastos. Os clastos juntamente com os osteoblastos e
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macréfagos formam as unidades osteorremodeladoras responsaveis pela
reabsorcdo do tecido mineralizado (Figura 5). As UORs iniciam a reabsor¢do 0ssea
apos 12 horas e sdo numerosas apos 3 a 4 dias (CONSOLARO, 2005). Interagindo
com as UORs havera fatores regulatorios locais, células inflamatorias e fatbres
sistémicos principalmente paratorménio (PTH) e os horménios esterdides sexuais
(FUSS; TSESIS; LIN, 2003; SOARES et al., 2002).

Figura 4. Lacunas de reabsor¢éo — Secc¢dao histolégica em da raiz do 1° Molar
superior apos 9 dias de forca ortodéntica de 25g (HARTSFIELD; EVERETT;
AL-QAWASMI, 2004).

Na presenca de forca ortodontica leve no lado da tenséo ocorrera distensao
do ligamento periodontal com aposicdo Ossea. E assim como conseqiéncia da
inflamacéo e da remodelacdo 6ssea induzida pelo tratamento ortodéntico ocorrera o
movimento dentério para a nova posicao (REITAN, 1974).

Acredita-se que no tratamento ortodontico a reabsorcdo Ossea seja
promovida pelo estresse mecanico e pela inflamacédo como uma forma de adaptacao
do organismo aliviando a for¢a sobre o ligamento periodontal (SANTAMARIA JR, M.,
2009).

Se as forcas forem excessivas, poderdo ser visualizadas areas de
reabsorgcdo 6ssea e até dentaria mesmo do lado da tensdo porque nestas condigbes
sado rompidas as fibras do ligamento periodontal e o aumento excessivo de
mediadores quimicos e proé-inflamatérios sdo semelhantes a aqueles da area de

pressdo. A quantidade de mediadores locais na remodelacédo 0ssea dependera da



29

intensidade da forca no ligamento periodontal e também da anatomia Ossea e
alveolar (CONSOLARO, 2007; MORNDAL, 1987). Com o aumento da forca aplicada
e de sua duracéo havera lesdo dos cementoblastos, pré-cemento e cemento com a
exposicao da dentina (CASA et al.,, 2001). Esta superficie desnuda sera entao
colonizada por células multinucleadas que assumem morfologia e funcéo
odontoclasica e passam a reabsorver o cemento e as areas de dentina exposta
levando a uma reabsorcéo inflamatdria progressiva (BREZNIAKI; WASSERSTEIN,
2002; CONSOLARO; MARTINS-ORTIZ, 2004).

mediadores sistémicos

Figura 5. Instalacdo das UORs. Esta unidade é composta por clastos interagindo com
mediadores liberados localmente pelos osteoblastos e macréfagos. Um
microambiente é estabelecido a partir da firme adesédo dos clastos. O inicio do
processo reabsortivo levara a formagéo das lacunas de Howship (socavacoes
superficiais e multiplas na superficie 6ssea) (CONSOLARO, 2002).

Como fatores locais regulatérios, ativadores da RRAE podem ser citados:
baixa tenséo de 0,, a acidez do meio, citocinas inflamatérias derivadas dos blastos,
tais como fator estimulador de colbnias de macréfagos (M-CSF) e de granulécitos-
macréfagos (GM-CSF), interleucinas (IL-1 e IL-6), fator de necrose tumoral-o (TNF-
a), prostraglandinas (PGE), osteopontina e proteases (SIQUEIRA JUNIOR;
DANTAS, 2000; LOW et al., 2005). Dentre os mediadores locais inibitoérios dos
processos reabsortivos tem-se TGF-a, interferon-gama (INF-y), interleucinas IL-4, IL-
10 e IL- 13, receptor antagonista da IL-1 (IL-1ra) e concentragcGes locais de Oxido
nitrico (SIQUEIRA JUNIOR; DANTAS, 2000).
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A via RANK / RANKL / OPG, parece ser a principal responsavel pela
regulacdo da diferenciacdo osteoclastica, embora se saiba que a ativacdo dos
osteoclastos ndo depende apenas da estimulacdo RANK. O receptor RANK é
encontrado na superficie celular de células progenitoras de osteoclastos. O RANKL
induz a diferenciacdo destas células, enquanto que a OPG inibe, ao impedir o

RANKL de se ligar ao RANK (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Sistema de interacdo RANK/RANKL- para diferenciagéo e ativagéo de
osteoclastos e ou odontoclasto (HAROKOPAKIS-HAJISHENGALLIS, 2007).
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Figura 7. Sistema de interacdo RANK/RANKL/ OPG. OPG media inibicdo da diferenciacéo
e ativagcdo de osteoclasto e ou odontoclasto (HAROKOPAKIS-HAJSHENGALLIS,

2007).
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2.5 DENTINA E RRAE

A dentina é formada de tecido conjuntivo mineralizado, € o tecido mais
abundante do dente. Durante a dentinogénese a dentina coronaria (Figura 8-A) é
revestida externamente pelo esmalte, epitélio reduzido do esmalte, reticulo
estrelado, estrato intermediario e ameloblastos e, a dentina radicular esta revestida
externamente pela bainha epitelial de Hertwig, cemento intermediario e depois da

fragmentacao da bainha por cementoblastos e cemento (Figura 8-B).
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Figura 8. Localizacéo da dentina durante a dentinogénese A- Dentina coronaria
B- Dentina radicular (GOMEZ FERRARI; MUNOZ, 2004).

A dentina é constituida de aproximadamente 65% de matéria inorganica por
peso, sendo a maioria na forma de hidroxiapatita, além de pequenas quantidades de
fosfatos, carbonatos e sulfatos, além de elementos como F, Cu, Zn, Fe, 20% de
matéria organica (~85% de fibras colagenas, principalmente de colageno tipo I, e em
menor quantidade colageno tipo lll, IV e V dispostas em pequenos feixes ao redor e
entre os prolongamentos odontoblasticos), 13% de agua e 2% de citrato, lactato,
lipidios, proteinas nédo colagenosas, proteinas do soro, SOD3, fatores de
crescimento, citocinas, metaloproteinases, entre outros (HIDALGO, 2001; GARANT,
2003; PARK et al., 2009). Park et al. (2009), ao analisarem o proteoma da dentina
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humana através de espectrometria de massa, identificaram 233 proteinas além da
presenca de colageno tipo Xl e XII.

Implantes de blocos, pedacos ou p6 de dentina desmineralizada tém sido
utilizado em defeitos ésseos em humanos e animais, evidenciando que a dentina
induz formacao 6ssea (BANG; URIST, 1967).

2.5.1 Odontoblastos

Os odontoblastos sdo células especializadas da dentina e estdo localizados
na periferia da polpa (Figura 9). Sao responsaveis pela formacgdo da predentina e
pela sintese e secrecdo do coladgeno e das proteinas ndo colagenosas da matriz
dentinaria. Os odontoblastos sdo semelhantes aos osteoblastos na formacao de
suas matrizes e ambos expressam genes marcadores de osteoblastos como
fosfatase alcalina, sialoproteina éssea, osteopontina e osteocalcina (PARK et al.,
2009).

2.5.2 Pré-dentina

A pré-dentina € a camada de matriz ndo mineralizada de 25 a 30um de
espessura, situada entre a camada de odontoblastos e a dentina mineralizada, esta
presente durante a fase de formacgédo da dentina e permanece ao longo da vida do
dente, depositando-se de forma lenta e continua (Figura 9).

Estudos bioquimicos e imunohistoquimicos indicam que h& diferencas
especificas na composi¢do das proteoglicanas na dentina e pré-dentina (SEPTIER,
et al., 1998; STEINFORT et al., 1994). Fibronectina tem sido achada em associacao
com fibrilas de colageno na pré-dentina além de inibidores de metaloproteinases 1
(TIMP1) que também foram encontrados em altas concentracdes na pré-dentina
(ISHIGURO et al., 1994).
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Figura 9. Odontoblastos, pré-dentina, dentina - corte histolégico.

2.5.3 Fatores de Crescimento

Assim como 0 0sso a matriz da dentina apresenta um estoque de fatores de
crescimento como Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e (IGF-II),
Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), Fator de crescimento
epidermal (EGF), Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), Fator de
crescimento de placenta (PLGF), Fator de crescimento de fibroblastos (FGF),
Metaloproteinases (MMP) e Fator de crescimento transformador-B (TGF-
B). Os odontoblastos expressam altos niveis de TGF- B1 que se liga a fibronectina e
decorina inibindo a proliferagdo celular e estimulando a diferenciagdo dos
odontoblastos (SMITH; LESOT, 2001).

E possivel que varios fatores de crescimento e seus receptores, expressos
no dente, possam ser liberados pelos tecidos dentais maduros e tecidos periodontais
sob condigbes normais e patolégicas (IVANOVSKI; HAASE; BARTOLD, 2001;
PARKAR et al., 2001).
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2.5.4 Metaloproteinases

Sao enzimas zinco dependentes capazes de clivar e desnaturar fibras de
coldgeno. Incorporadas na matriz organica da dentina podem estar envolvidas na
remodelacdo tecidual sob condicdes fisiologicas e patologicas. Tém sido implicadas
na degradacado radicular durante o0 movimento dental e reabsorcéo fisiolégica dos
dentes deciduos. Estas enzimas sdo capazes de clivar virtualmente todos os
componentes da matriz extracelular e podem regular a disponibilidade de moléculas
sinalizadoras da dentina e tecidos periodontais (EJEIL et al., 2003). Os
odontoblastos maduros secretam MMP-2, MMP-9 e MMP-8 in vitro (POLASAARI et
al., 2000). Park et al. (2009) em seus estudos detectaram MMP-20 que podem ser
sintetizadas por odontoblastos e secretadas dentro da pré-dentina ou dentina para
degradar a amelogenina que é a maior proteina da matriz do esmalte. A atividade
das metaloproteinases podem ser controladas por inibidores teciduais (EJEIL et al.,
2003).

2.5.5 Proteinas Né&o-colagenosas da Dentina

As PNCs correspondem a 5 a 10% da matriz extracelular, estdo associadas
com a fase mineral e para a extracdo destas proteinas o tecido devera ser
desmineralizado. Muitas sdo proteinas acidas, ricas em ac. glutamico, ac. aspartico,
serina fosforilada, residuos de treonina, com alta capacidade para se ligar a ions
calcio e cristais de hidroxiapatita. Essas proteinas tém sido implicadas na regulacao
da deposicdo mineral durante a osteogénese e dentinogénese (HIDALGO, 2001;
YAMAKOSHI, 2008). A fosforilacdo da treonina e residuos de serina déo lugar a
modificacdo pds-translacional via acdo de caseina-quinases. A mineralizacdo da
dentina foi prejudicada na presenca de inibidores de caseina-quinases, portanto a
fosforilacdo das PNCs é crucial para a biomineralizacdo. Segundo Silva, Rosa e
Lara (2004) torna-se relevante investigar o potencial de atividade das PNCs no

contexto dos processos patoldgicos que afetam os dentes e os tecidos periodontais.
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BMP - A proteina osteomorfogenética apresenta MM de 18,5 kDa em 0sso
humano e 23-25 kDa em dentina, com capacidade de osteoinducdo sendo
considerada fator de crescimento (MIZUTANI et al.,, 1996). Sdo soluveis, agem
localmente como moléculas sinalizadoras que se ligam a receptores especificos na
superficie da célula. Estes receptores ativam mecanismos de sinais de transducao
permitindo a inducéo de genes (SILVA; ROSA; LARA, 2004).

OS - A osteonectina é sintetizada por osteoblastos e odontoblastos. E uma
glicoproteina 6Ossea que se liga ao calcio. Apresenta MM de 43 kDa em
camundongos (HOLLAND,1987).

OC - A osteocalcina € uma proteina que contém acido y-carboxiglutamico
(GLA), o que lhe confere alta afinidade com minerais. E insolGvel, encontrada na
dentina, osso e em outros tecidos (BUTLER, 1992). Pode atuar como agente
quimiotatico para precursores de osteoclastos. Apresenta MM de 5 kDa em ratos
(BUTLER; RITCHIE, 1995).

SIBLING — Sao uma familia de glicoproteinas ligadas a pequenas integrinas
formadas por sialoproteina dentinaria (DSP), proteina da matriz dentinaria 1 (DMP1),
sialoproteina 6ssea (BSP), osteopontina (OPN) e matriz extracelular
glicofosfoproteina (FISHER et al., 2001). Estas proteinas tém caracteristicas comuns
como presenca de fosforilacdo, glicolizacdo e sequéncia de ligacdo celular com
aminoécidos Arg-Gly-Asp (RGD), bem como semelhanc¢as na organizagdo genémica
e localizacdo. Porém as Unicas que apresentam semelhanca no processo
proteolitico e localizacdo tecidual sédo DSP e DMP 1 (QIN et al., 2005). Podem ser
consideradas moduladoras porgue podem interferir com a via alternativa do
complemento (JAIN et al., 2002).

DMP-1- E uma fosfoproteina &cida localizada nos odontoblastos maduros,
cementoblastos e osteoblastos. Sua importancia tem sido demonstrada na
mineralizacdo da dentina, cemento e o0sso (GEORGE et al.,1993; GEORGE;
SILBERSTEIN; VEIS, 1995). A DMP1 esta presente na matriz extracelular do osso e

dentina com um fragmento de 37 kDa, 57 kDa e de uma proteoglicana conhecida
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como DMP 1-PG. Estas 3 formas podem ter funcdes diferentes na dentinogénese e
osteogénese (QIN et al., 2003; 2006).

BSP — A sialoproteina 6ssea € expressa no 0sso, mineralizando cartilagem,
cemento e dentina. Apresenta 23 kDa em ratos. Alguns trabalhos sugerem que a
BSP atua na formacdo da nucleagédo inicial dos cristais de apatita (HUNTER;
GOLDBERG, 1993). Evidéncias in vitro sugerem que BSP expressa sinais de
maturacao para osteoblastos (GORDON et al., 2007).

OPN — A osteopontina pode estar na forma de molécula imovel nos tecidos
e como citocina no fluido corporal (DENHARDT; NODA, 1998). A osteopontina
imovel é expressa no 0sso, cemento, predentina e dentina terciaria e também em
tecidos e células ndo mineralizados. Esta em grande quantidade no 0sso e em
pequena quantidade na dentina. Apresenta 44 kDa em ratos. Pode facilitar a adeséo
de osteoclastos na superficie 6ssea e pode ser um sinal pés-reabsortivo para
recrutamento de osteoblastos. Alguns estudos in vitro tém mostrado que a OPN é
um efetivo inibidor da formacdo de apatita podendo ser o maior fator inibitério da
mineralizacdo por um aumento da acdo dos osteoclastos (BOSKEY et al., 2002;
RAZZOUK; BRUNN; QIN, 2002).

DSPP - A sialofosfoproteina dentinaria € a proteina ndo colagenosa mais
abundante na dentina mas ndo é uma proteina especifica do dente como se
pensava anteriormente. Xiao et al. (2001) foram os primeiros que mostraram a
expressdo do gene dspp fora dos tecidos dentais, no ouvido e maxilares. Qin et al.
(2002), evidenciaram a expressdo do gene dspp também no osso utilizando-se de
técnicas de Western Blotting e RT-PCR. Diferentes mecanismos que governam a
expressdo de DSPP estdo envolvidos no osso e dentina. DSPP € uma proteina
precursora de multidominio com centenas de modificacbes pés translacional, é
expressa pelo gene 4921 transcrito por um Unico RNA mensageiro e sua mutagao
genética causa malformacédo dental hereditaria como dentinogénese imperfeita tipo Il
e Il e displasia dentinaria tipo Il (MAC DOUGALL et al., 1997; YAMAKOSHI, 2008).
Mutacdo da porcdo DSP5 do gene dspp estd associada com dentinogénese

imperfeita (XIAO et al., 2001). Na dentina a DSPP é expressa e secretada por
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odontoblastos e clivada por proteases extracelulares em 3 partes em : Sialoproteina
dentinaria (DSP), Fosfoproteina dentinéria (DPP) identificadas independentemente
na matriz extracelular da dentina (BUTLER et al.,, 1992) e recentemente foi
identificada em suino a DGP uma glicoproteina dentinaria fosforilada (YAMAKOSHI,
2008).

DPP - A fosfoproteina dentinaria € a PNC mais abundante da dentina, ao
redor de 50%. Comp6&e-se de 35% de acido aspartico e 45 a 50% de fosfoserina. E
uma proteina altamente fosforilada que mostra extenso polimorfismo devido a
heterogenicidade genética na regido do cédon (YAMAKOSHI, 2008). A fosfoserina
fosforilada parece ser a molécula regulatéria chave, porém ndo a Unica, na
deposicdo mineral fisiolégica (HE et al., 2005). Masters (1983) descreveu a
dificuldade de se isolar as DPPs em humanos devido a degradacédo observada
durante a técnica preparatoria. Apresenta MM de 140 kDa em humanos. Em gel de
poliacrilamida 5-15% apresentou uma banda de aproximadamente 70 kDa
(TAKAGE; VEIS, 1984). Butler (1992) descreveu a DPP humana como sendo de 90
kDa e que s6 a fosfoproteina altamente fosforilada (HP DPP), havia sido detectada.
Acredita-se a DPP tenha funcdo importante para nucleacdo e modulacdo da
formacdao de cristais de hidroxiapatita (BUTLER, 1998). Mc Curdy, Carkson e Feagin
(1992) relataram que as fosfoproteinas isoladas apresentavam 150 ou 96 kDa em
corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS 7,5% ou 12%. Chang et al.
(1996) identificaram DPP humana em eletroforese de gel de poliacrilamida 7,5%
com SDS e encontraram bandas de 140, 60, 50 e 34 kDa. Clarkson, Chang e
Holland (1998), extrairam DPP humana que apresentou massa molecular de 140
kDa em SDS-PAGE 7,5% e em extragcO0es sequienciais observaram que a MM

variava provavelmente em decorréncia da degradacao.

DSP - A sialoproteina dentindria é uma glicoproteina com 29,6% de
carboidrato incluindo 9% de &cido sialico que forma dimeros covalentes (BUTLER,
1992; YAMAKOSHI, 2008). Corresponde a 5-8% do peso das PNCs de rato e possui
MM de 53 kDa. E rica em serina, glicina e acidos sialico, aspartico e glutamico. A
natureza da DSP do osso e dentina € muito similar, porém, apresentam diferencas

significativas na sua quantidade numa equivaléncia de 1/400 em relacdo a dentina e
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€ expressa precocemente nos dentes em desenvolvimento. Entre as PNCs isoladas
da dentina e do tecido 6sseo a maior diferenga encontrada foram os baixos niveis de
sialoproteina e fosfoproteina dentinaria no 0sso e a baixa quantidade de

osteopontina na dentina (QIN et al., 2002).

2.5.6 Participacdo da Dentina nos Eventos Celulares e Moleculares da EARR

A exposicdo da dentina in vivo € geralmente acompanhada pela colonizacao
por osteoclastos e reabsorcdo da superficie radicular (NE; CARKSON; FEAGIN,
1999). Os osteoclastos entdo dissolvem a matriz mineralizada, endocitam,
transportam e liberam continuamente os componentes da matriz durante o processo
de reabsorcdo (NESBITT; HORTON, 1997). Uma vez liberadas estas moléculas
podem atuar como fator quimiotatico para osteoblastos (OGATA; NIISATO;
MARIWAKI, 1997; TENORIO et al., 1997; TAKATA et al., 1998) células do ligamento
periodontal (OGATA; NIISATO; MARIWAKI, 1997) neutréfilos e macréfagos no local
da reabsorcao (LARA et al., 2003) e a partir dai o curso da reabsorcao radicular vai
depender de uma complexa interacdo entre células inflamatorias, ésseas e do
ligamento periodontal (NE; CARKSON; FEAGIN, 1999), moléculas dentinarias e
microambiente.

A desmineralizacdo da superficie da dentina promove proliferacdo de
osteoblastos e induz eventos de diferenciacdo incluindo producéo de fosfatase
alcalina e mediadores autdcrinos como prostaglandinas e TGF- (SILVA; ROSA,
LARA, 2004). Lara et al. (2003) investigaram o extrato dentinario bruto de dentina
desmineralizada como indutora de resposta inflamatéria onde foi observado in vivo
que o extrato dentinario desencadeia a migracdo de leucocitos em tempo e dose
dependente e in vitro expressdo de Oxido nitrico sintetase induzivel, TNF-a e IL-
1B por macréfagos murinos. Estas observacdes confirmaram os resultados
encontrados por Whal et al. (1993) e Giachelli, Lombardi e Johnson (1998) onde
foram evidenciados recrutamento e ativacao de leucécitos por OPN e TGF-B. Além
disso, DSP e DPP também estimularam macréfagos causando a migracdo de
neutrofilos (SILVA et al., 2004).
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Pereira et al. (2002), observaram a capacidade da dentina humana como
indutora na liberacdo de citocinas IL-1a e IL-1p em cultura celular, desencadeando
a mobilizacéo celular.

Estudos in vitro mostraram que a superficie da dentina € um excelente
substrato para adesdo das células (SCHEVEN; MARSHALL; ASPDEN, 2002) e
também revelaram atividades antagdnicas dos diferentes constituintes da dentina
capazes de atuar em diferentes condi¢cdes na inducdo de formacdo O6ssea ou na
reabsorcdo dental e 6ssea (SILVA; ROSA; LARA, 2004).

Os odontoblastos exibem expressdo constitutiva de IL-8, que tem se
mostrado ser quimiotatica para neutrdfilos, linfocitos T e basdfilos, estimulando a
degranulacdo de neutréfilos e a sua atividade oxidativa bem como a degranulagéo
de mastdcitos. Esta citocina por estar depositada na dentina poderia ser liberada nos
processos reabsortivos e contribuir para exacerbar ou perpetuar a resposta
inflamatoria na regido (LEVIN et al., 1999).

Mastdcitos mostraram uma fungdo reguladora nos processos reabsortivos
em que o0 numero aumentado de mastécitos na polpa inflamada e no espaco
periapical, foram implicados com a reabsorcdo periapical possivelmente por
favorecerem a atividade osteoclastica (SILVA; ROSA; LARA, 2004).

Os fatores de crescimento derivados da dentina podem atuar de modo
autocrino e ou paracrino regulando a proliferacdo e diferenciacao de células 6sseas
com a importante funcao de regulacao local do reparo e reabsorcéo do dente e 0sso.
(FINKELMAN; MOHAN; JENINGS, 1990; HERAS; VALENZUELA; OVERALL, 2000;
ROBERTS-CLARK; SMITH, 2000).

2.6 ANTICORPOS ANTI-DENTINA E REABSORCAO DENTARIA

King e Courts (1988; 1989) e Ng, King e Courts (1990), pesquisaram a
presenca de anticorpos anti-dentina em caes, humanos e camundongos e
observaram que durante a reabsorcdo radicular ativa houve uma diminuicdo dos

titulos de anticorpos contra antigenos dentinarios.
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Wheeler e Stroup (1993) hiperimunizaram camundongos com extrato de
dentina e provocaram reabsorcdo radicular traumatica. O procedimento de
hiperimunizacdo parece ter protegido da reabsorcéo radicular, através de possivel
mecanismo celular da resposta imunologica.

Trope (1997) relatou que a superficie radicular alterada poderia ser
registrada pelo sistema imunologico como um tecido diferente e ser atacado como
um corpo estranho.

A resposta imune inata e a resposta imune especifica podem ser ativadas
por proteinas da matriz dentindria na reabsorcédo radicular (SILVA; ROSA; LARA,
2004).

Hidalgo, Itano e. Consolaro (2005) ao observarem a resposta imune de
pacientes que sofreram trauma dental com consequente reabsorcao por substituicao
demonstraram a participacdo da resposta inflamatéria imunopatologica. Resultados
de ELISA detectaram que o soro destes pacientes continham altos titulos de IgG e
baixa quantidade de IgM anti extrato dentinario total e anti-fracdes em relacdo aos
pacientes do grupo controle. Os autores reforcaram a hipotese que a dentina é
imunogénica e, que o perfil sorolégico de pacientes com reabsorcdo dental por
substituicdo pode ser identificado através da analise bioquimica do seu sangue.

Ramos (2008) avaliou as alteracdes quantitativas nos niveis de IgA
secretora na saliva e IgG sérica anti-extrato dentinario humano nos periodos pré-
tratamento, apds 6 meses e 12 meses de movimentacao ortodbntica. Observou que
0s niveis iniciais de IgA secretora anti-extrato dentinario apresentaram correlacdo
com o desenvolvimento de reabsor¢cbes mais avancadas apdés 6 meses de
tratamento. No entanto, os niveis de IgG sérica diminuiram durante o tratamento,
portanto sem correlacdo com o grau de reabsorcdo e com os titulos apresentados
pela de IgA secretora.

O presente trabalho introduz o fracionamento de extrato dentinario e analise
de IgG anti-fracdbes em amostras de salivas de pacientes antes, durante e pos-
tratamento ortodéntico e, o reconhecimento dos antigenos dentinarios. A 1gG salivar
€ uma classe de anticorpo que chega a cavidade bucal pelo fluido crevicular por
meio do sulco gengival, sendo derivada do soro por difusdo, além de poder ser
produzida localmente (LAMM, 1997; GLEESON; PYNE, 2000). Considerando que os

anticorpos 1gG presentes em saliva representam uma fracdo dos anticorpos IgG



41

presentes no plasma e portanto representam o mesmo perfil antigénico, ha grandes
vantagens na utilizacdo de amostras de saliva em vez de soro por se tratar de
método nado invasivo, de facil obtencdo e com uma melhor aceitacdo pelos

individuos envolvidos na pesquisa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar nivel de IgG anti-fracGes de extrato dentinario humano em amostras

de salivas de pacientes antes, durante e pds-tratamento ortodéntico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Obter e fracionar amostras de extrato dentinario humano por cromatografia de

gel filtragcéo.

2- Determinar nivel de IgG anti-fracbes de extrato dentinario humano, em
amostras de salivas de pacientes durante e apoOs tratamento ortodontico

apresentando reabsorcao radicular apical.

3- Identificar antigenos de fracBes de extrato dentinario humano reconhecidos

por IgG salivar de pacientes com reabsorcao radicular apical.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO EXTRATO DENTINARIO HUMANO

Foram utilizados 37 dentes (terceiros molares) integros, inclusos ou semi-
impactados e com indicacao cirargica, extraidos de pacientes adultos (18 a 33 anos)
no Centro de Especialidades Odontolégicas de Cambé e mantidos em solugéo
estéril de salina-fosfato (PBS) pH 7,4. A medida que estes dentes foram sendo
disponibilizados procedeu-se a limpeza, retirada dos tecidos moles remanescentes,
lavagem, secagem e armazenamento a — 20°C. Para obtencdo do extrato dentinario
os dentes foram desgastados com pontas diamantadas cilindricas em alta rotacdo
sob irrigacdo constante com agua destilada gelada. O esmalte foi desprezado
obtendo-se somente a dentina corondria e radicular sem exposicdo da cavidade
pulpar. Uma vez obtida a dentina em forma de p6 (= 18 g) o material foi
desmineralizado em solucdo guanidina HCL 5M (Sigma, USA) contendo 10% de
EDTA pH 5,0 e inibidor de protease (PMSF), a 4°C por 7 dias. O extrato foi
centrifugado duas vezes a 5000 rpm, durante 20 minutos a 4°C ( Brinkmann
Instruments Inc., USA). O sobrenadante foi coletado e o extrato dentinario bruto foi

armazenado a — 80°C.

4.2 CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO EM COLUNA SEPHADEX G- 25

Para dessalinizar, o extrato dentinario bruto foi passado em coluna de gel
filtracdo - sephadex G-25 (Sigma, St Louis, USA). Foi utilizado aparelho coletor de
fragOes automatico (Nova Analitica, Brasil), foi mantido a 4°C. A leitura foi realizada
em espectrofotbmetro a 280nm. Foram coletados 2 pools: Fracdo Fl e Fracdo Fll
(Figura 8).
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4.3 CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO EM COLUNA SEPHADEX G-100

O extrato dentinario fracdo FIl foi liofolizado (Terroni, Brasil), e
ressuspendido 10 vezes. Este extrato foi refracionado em coluna de gel filtracdo G-
100. Utilizado aparelho coletor de fracbes automatico (Analitica, Nova Analitica,
Brasil). Leitura em espectrofotometro (Pharmacia Biotec- Sweden) a 280nm. Os dois
picos foram coletados: pool Fracdo Fll-a e pool Fracédo Fll-b (Figura 9). Apés, foi

realizada a dosagem de proteinas totais — Método Folin (LOWRY et al., 1951).

4.4 GRUPOS DE INDIVIDUOS

Para as andlises de amostras de saliva foram utilizados dois grupos
distintos de individuos:

Grupo |

Treze individuos com idade média (24+ 12) sendo 9 do género feminino e 4
masculino, provenientes do Centro de Educacdo Continuada em Odontologia —
INTEGRALE (Londrina/PR). Estes pacientes foram analisados antes do tratamento

ortodéntico (TO) e um ano apds o inicio do tratamento ortoddntico (T12).

TO - Os individuos foram avaliados por profissional qualificado através de
anamnese e radiografias periapicais com 0s seguintes critérios para inclusao: Nao
haver se submetido a tratamento ortodéntico previamente, auséncia de historia de
traumatismo da denticdo decidua e permanente, auséncia de doengas auto-imunes,
sem o uso de anti-inflamatorios esterdides ha menos de um més antes das coletas
e sem apresentar sinal radiografico de reabsorcédo dentaria, doenca periodontal ou
lesBes periapicais. Em seguida foram realizadas as andlises destes individuos.

Os pacientes foram submetidos a técnicas ortoddnticas Stright Wire e

Edgwise com braquetes (0.018-inch).
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T12 - Os mesmos pacientes de TO analisados no periodo de 12 a 13 meses
apos inicio do tratamento e j4 apresentando sinal radiogréfico de reabsorcao
radicular apical externa em consequéncia do tratamento ortodéntico.

Foram utilizados como marcadores de reabsorcéo radicular apical externa os

Incisivos superiores.

Grupo

Para este grupo foram selecionados voluntarios académicos da

Universidade Estadual de Londrina.

ST — Sem tratamento ortoddntico. Dez individuos, idade média (21 = 2)
sendo 5 do género feminino e 5 masculino. Os individuos foram avaliados por
profissional qualificado através de anamnese e radiografias periapicais com o0s
seguintes critérios para inclusdo: Nao haver se submetido a tratamento ortodéntico
previamente, auséncia de histéria de traumatismo da denticdo decidua e
permanente, auséncia de doencas auto-imunes, sem o uso de anti-inflamatorios
ester6ides hd menos de um més antes das coletas e sem apresentar sinal
radiografico de reabsorcéo dentaria, doenca periodontal ou lesdes periapicais. Em

seguida foram realizadas as analises destes individuos.

PT — Pdés-término de tratamento ortodéntico. Dez individuos, idade (21,5+
3,5) sendo 6 do género feminino e 4 do masculino, os quais ja haviam se submetido
a tratamento ortodéntico e apresentaram reabsorcdo radicular apical externa
confirmada radiograficamente. Todos os individuos haviam finalizado o tratamento
ortodéntico ha aproximadamente 48 meses. Os incisivos superiores foram utilizados
como marcadores de reabsorcao radicular apical externa.

As amostras de saliva foram obtidas apds consentimento livre e esclarecido

e aprovado pelo Comité de Bioética da Universidade Estadual de Londrina.

4.5 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)
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As placas de ELISA foram sensibilizadas com extrato dentinario Fragédo FI
ou Fracédo Fll-a (30 pg/ mL), diluidos em tampéao carbonato/bicarbonado 0,1M pH
9,6 foram incubadas a 37°C e pernoite a 4°C. Descartada a solugédo, foram
realizadas 4 lavagens em tampéao lavagem com 0,05% de Tween 20 e 0,5% de leite
em po desnatado (Molico - Nestlé, Brasil) diluidos em PBS-T seguida do bloqueio
com 0,5% de Tween 20 e 5% de leite em p6 desnatado em PBS-T, durante 1 hora a
temperatura ambiente. Ap0s novas lavagens, amostras de saliva ndo diluida de
pacientes (TO), (T12) e de pacientes (ST), (PT) em duplicatas, foram incubadas a
37°C durante 1,5 horas. Novas lavagens foram realizadas e posteriormente
incubacdo com conjugado peroxidase anti IgG humana (A-8775 Sigma-Aldrich,
USA), diluido 1:4000 durante 1,5 horas. Apoés lavagens, 100 uL de solugéo substrato
(5 mg OPD, 10 mL de tampé&o citrato 0,1M, pH 4,5 e 10 ML H,0,) foi adicionada em
cada well e apds 20 minutos a reacao foi paralizada com 50 uL de H, S04 4N. Leitura
em leitor de ELISA Multiskan EX reader (Labsystms, Finland) a 492nm. Foram
analisadas somente as fragcdes Fl e Fll-a. A fragdo Fll-b por apresentar menor

reatividade por ELISA, foi excluida do presente trabalho.

4.6 ELETROFORESE SDS-PAGE

Gel de poliacrilamida em gradiente 5 a 15%.

Uma solucéo de acrilamida 5% e igual quantidade a 15% foram pipetadas
separadamente com tris (pH 8,8), agua destilada, SDS 10%, persulfato de amonia
2% e TEMED num volume final de 4 mL. Estas foram colocadas em peca formadora
de gradiente com agitador e transferidas para uma miniplaca vertical formando um
gradiente linear de gel de poliacrilamida 5 a 15%. A seguir o gel foi coberto com uma
camada de alcool isoamilico e aguardou-se até a polimerizagdo completa. Os
residuos de alcool foram removidos por lavagens com agua e ap6és foi adicionado
uma mistura de 2 mL de gel de empilhamento 5%. Em seguida foi introduzido o
pente de acrilico adaptado para formar 2 poc¢os unicos para as fracoes Fl e Fll-a e
um poco para o0 padrdao de peso molecular. As amostras foram preparadas com
tampao de amostra (Sigma, USA) v/v, fervidas durante 5 minutos e introduzidas nas

canaletas. Foi utilizado padrédo de massa molecular pré-corado (Bio Rad, USA) com
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MM 207,34; 114,36; 78,44; 53,08; 35,71; 28,32; 19,32; 6,97. A corrida
eletroforética foi realizada em tampdao tris-glicina, pH 8,2 com 40v no gel de

empilhamento e 80v até o final.

4.7 WESTERN BLOTTING

Apbs eletroforese do gel de poliacrilamida em gradiente 5 a 15% com SDS,
foi realizada a transferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose, por
eletroforese, a 70v por 2 horas, utilizando-se tampéao tris-glicina metanol 10% pH
8,7 a 4°C. Concluida a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi bloqueada
com PBS-Tween 20 e 5% de leite em p6 desnatado (Molico- Nestlé, Brasil), durante
1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas 4 lavagens e, apés
secagem a temperatura ambiente, a membrana foi cortada em tiras individualizadas
contendo as fragcbes Fl ou Fll-a e o padrdo de peso molecular. As tiras de
membrana com as fracdes Fl ou Fll-a, foram incubadas a 37°C, por 1,5 horas e
pernoite a 4°C, com pool de saliva ndo diluida (n=10) com volumes iguais de
pacientes (T0), pool (n=10) de pacientes (T12), pool (n=10) de pacientes ST e pool
(n=10) de pacientes (PT). Apdés 4 lavagens com tampdo de lavagem de PBS
contendo 0,05% Tween 20 e 0,5% de leite em p6 desnatado (Molico-Nestlé, Brasil),
foi realizada a incubacdo a 37°C com anticorpo conjugado peroxidase anti IgG
humana (A-8775-Sigma, USA) diluicdo 1:1000 em tampao diluicdo contendo PBS e
0,5% de leite em pd desnatado durante 1,5 horas. A reacdo foi evidenciada com
TMB e paralisada com agua destilada. Os controles utilizados foram PBS e as
salivas de individuos (TO) e (ST).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise ndo-paramétrica testes de
Wilcoxon pareado para o grupo (TO e T12) e Mann-Whitney para o grupo (ST e PT).
Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0.05.

Para analise de normalidade foram utilizados os testes Lillieforts e Shapiro Wilk.
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6 RESULTADOS

6.1 CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO DO EXTRATO DENTINARIO HUMANO EM COLUNA

SEPHADEX G- 25

A cromatografia do extrato dentinario em coluna de Sephadex G-25 resultou
em um pico principal de absorcdo de luz a 280 nm. A partir de fragdes desse pico,

dois pools (F | e FllI) foram obtidos conforme (Figura 10).

Fracéo |

o | \\ Fracao I

O n T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tubos

D.O. (280 nm)

Figura 10. Perfil espectrofotométrico a 280 nm de extrato dentinario humano fracionado
em coluna sephadex G-25. Obteve-se a Fracdo-FI (tubos 3, 4 e 5) e Fracéo- Fli
(tubos 6, 7 e 8).
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6.2 CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO PARA REFRACIONAMENTO DA FIl DO EXTRATO

DENTINARIO HUMANO EM COLUNA SEPHADEX G-100

A cromatografia da fracdo FIl do extrato dentinério, concentrada por
liofiizacdo e refracionada em coluna de sephadex G-100, resultou em perfil
espectrofotométrico a 280nm contendo 2 picos. As fragcbes correspondentes ao

primeiro pico foram misturadas, obtendo-se pool Fll-a e Fll-b (Figura 11).

0,4 ~
0,35 A

Fracéo ll-a

o
w
1

0,25 A

0,15 - Fracéo Il-b
' “0——0—0—/ ///\\‘

0,05 A v\’\Oﬂ\H_._.

D.O. (280 nm)
o
N

o
H
1

1 23 456 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Tubos

Figura 11. Perfil espectrofotométrico a 280 nm da fragcdo FIl do extrato dentinario humano,
refracionada em coluna sephadex G-100. 1° Pico = Fracéo Fll-a (tubos 6, 7 e 8).
2° Pico= Fracédo FlI-b (tubos 16, 17, 18 e 19).
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6.3 NiVEL DE IgG SALIVAR ANTI-FRAGAO FI DO EXTRATO DENTINARIO HUMANO, POR
ELISA, EM PACIENTES ANTES DO TRATAMENTO (TO) E 12 MESES APOS O INiClO DO

TRATAMENTO ORTODONTICO (T12).

Os resultados de ELISA em D.O. a 492 nm (Figura 12-a e Figura 12-b),
demonstraram um aumento de IgG salivar no tempo T12 em relacdo a TO

estatisticamente significante P < 0.05 (Wilcoxon test).

0.35+ *Ex
0.30+
0.25+4
0.20+
0.15+
0.10+
0.05+4
0.00

IgG salivar anti-FI
(D.O. 492 nm)

(TO) (T12)

(A)

0.35+
0.30+
0.254
0.20+
0.15+4
0.10+
0.05+
0.00

IgG salivar anti-Fl
(D.O. 492 nm)

(TO) (T12)
(B)

Figura 12. Nivel de IgG salivar anti-FI em amostras de saliva de pacientes (TO e T12), por
ELISA, em D. O. a 492 nm. Placas de ELISA sensibilizadas com 30 pg
proteina/mL de fracdo FI e incubadas com amostras de saliva (n=13) de
pacientes antes do tratamento ortodéntico (TO) e apds 12 meses de tratamento
ortodéntico (T12), com reabsor¢éo radicular apical (Wilcoxon test P < 0.05).
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6.4 NIVEL DE IgG SALIVAR ANTI-FRAGCAO Fll-a b0 EXTRATO DENTINARIO HUMANO, POR
ELISA, EM PACIENTES ANTES DO TRATAMENTO (TO) E 12 MESES APOS O INIiCIO DO

TRATAMENTO ORTODONTICO (T12).

Os resultados de ELISA em D.O. a 492 nm (Figura 13), demonstraram IgG
salivar mais elevada em (TO) em relacdo ao (T12), porém sem diferenca

significativa (Wilcoxon test P > 0.05).

.:
o
'l

(D.O. 492 nm)

IgG salivar anti-Fll-a

0.0 T T
(TO) (T12)

Figura 13. Nivel de IgG salivar anti-Fll-a em amostras de saliva de pacientes (TO e T12), por
ELISA, em D.O. a 492 nm. Placas de ELISA foram sensibilizadas com 30 ug
proteina/mL de Fll-a e incubadas com amostras de saliva (n=13) de pacientes
antes do tratamento ortoddntico (TO) e apdés 12 meses de tratamento
ortodéntico (T12), com reabsorgéo radicular apical (Wilcoxon test P > 0.05).
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6.5 NIVEL DE IgG SALIVAR ANTI- FRACAO FI DO EXTRATO DENTINARIO HUMANO, POR
ELISA, EM PACIENTES SEM TRATAMENTO (ST) E cOM APROXIMADAMENTE 48 MESES POs

TERMINO DE TRATAMENTO ORTODONTICO (PT).

Os resultados de ELISA, em D.O. a 492 nm (Figura 14), demonstraram
aumento significativo no nivel de IgG salivar anti-FI no grupo (PT) em relacdo ao
(ST) com P < 0.05 (Mann-Whitney test).

**

0.7
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Figura 14. Nivel de IgG salivar anti-FI em amostras de saliva de pacientes (ST e PT), por
ELISA, em D. O. a 492 nm. Placas de ELISA sensibilizadas com 30 pug
proteina/mL de fracdo Fl e incubadas com amostras de salivas (n=10) de
pacientes com aproximadamente 48 meses apoés término do tratamento
ortoddntico, com reabsorc¢do radicular apical e controle normal sem tratamento
ortodéntico e sem reabsorcdo (n=10). (Mann Whitney test P < 0.05).
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6.6 NIVEL DE IgG SALIVAR ANTI- FRAGAO Fll-a DO EXTRATO DENTINARIO HUMANO, POR
ELISA, EM PACIENTES SEM TRATAMENTO (ST) E COM APROXIMADAMENTE 48 MESES POS

TERMINO DE TRATAMENTO ORTODONTICO (PT).

Os resultados de ELISA, em D.O. a 492 nm (Figura 15), ndo demonstraram
diferenca estatistica significativa no nivel de I1gG salivar anti-Fll-a em pacientes (PT)

em relacdo a (ST) (Mann-Whitney test P > 0.05).
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Figura 15. Nivel de IgG salivar anti-Fll-a em amostras de saliva de pacientes (ST e PT),
por ELISA, em D. O. a 492 nm. Placas de ELISA sensibilizadas com 30 pg
proteina/mL de fracdo Fll-a e incubadas com amostras de salivas (n=10) de
pacientes com aproximadamente 48 meses apOs término do tratamento
ortodontico, com reabsorgédo radicular apical (PT) e controle normal sem
tratamento ortodontico e sem reabsorgdo (ST) (n=10) (Mann Whitney test P >

0.05).
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6.7 WESTERN BLOTTING DAS FRACOES FI E Fll-a DO EXTRATO DENTINARIO HUMANO

Os resultados de andlise de anticorpos anti-dentina humana IgG salivar
demonstraram reconhecimento das Fl e Fll-a por bandas de 35 a 70kDa em T12 e

PT e que nao foram reconhecidas pelos controles (TO) e (ST).

A B
(kDa) (kDa)
78 78
u
53 } 53
35 35
28 28
6 M ¢
FI Fll-a FI Fll-a MM FI Fll-a FI Fll-a MM
T0 T12 ST PT

Figura 16. Resultado de andlise de fragcdo FI e Fll-a por western blotting utilizando pool de
amostras de saliva de pacientes A- (TO, T12) e B- (ST, PT). As fragbes Fl e Fll-a
obtidas por cromatografia de gel filtracdo foram submetidas a eletroforese em
gradiente 5 a 15% seguida de transferéncia para membrana de nitrocelulose e
incubadas com pool de amostras de salivas de pacientes antes do tratamento
ortodéntico (TO) e apdés 12 meses de tratamento ortodbntico (T12), com
reabsorcdo radicular apical e, pool de amostras de saliva de pacientes com
aproximadamente 48 meses apés término do tratamento ortodéntico (PT), com
reabsorcao radicular apical e controle normal sem tratamento ortodéntico e sem
reabsorcao (ST).
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho foi evidenciado aumento significativo no nivel de IgG a
fracdo FI de extrato dentinario humano em pacientes com 12 meses de tratamento
ortodéntico (T12) em relacdo a fase anterior ao tratamento (T0). O mesmo ocorrendo
com as amostras de salivas de pacientes apds o término de tratamento ortodéntico
(T48), sugerindo a permanéncia de estimulo ou de meia vida elevada de células
produtoras de anticorpos a essa fragcdo dentinéaria, mesmo ap0s aproximadamente
48 meses. Anticorpos IgG sado utilizados como marcadores de exposicdes a
antigenos e podem ser detectados depois de longos periodos devido a presenca de
células de memoria e plasmdcitos de vida longa (SCHITTEK; RAJEWSKY, 1990;
SLIFKA et al., 1998).

E possivel que as moléculas da dentina possam funcionar como sinais
regulatorios para reparacao e reabsorcao dental e também dos tecidos periodontais
(SILVA; ROSA; LARA, 2004). Vérios pesquisadores tém associado a reabsorcao
dentaria com antigenos presentes na dentina que poderiam ativar o sistema
imunologico apds a sua exposicdo ou liberacdo da matriz dentinaria (HIDALGO,;
ITANO; CONSOLARO, 2005; KING; KOURTS, 1988, 1989; NG; KING; COURTS,
1990; RAMOS, 2008; SILVA; ROSA; LARA, 2004). E possivel que as condi¢es
locais que levam a quebra do equilibrio fisiolégico entre dente e tecidos periodontais
com exposi¢do de moléculas da dentina durante 0 movimento ortodéntico, possam
interferir com a liberacéo de proteinas sinalizadoras e fatores de crescimento destes
tecidos desencadeando a migracao e ativacao de varios tipos celulares como células
do ligamento periodontal, osteoblastos, osteoclastos e células inflamatérias
relacionadas com o processo de reabsorcao e reparo, que poderiam afetar o curso
da doenca e levar a reabsorcéo radicular apical (SILVA; ROSA; LARA, 2004).

Para melhor caracterizagdo dos componentes imunogénicos presentes na
fracdo FI, foi realizada a sua analise por western blotting, evidenciando a presenca
de 2 componentes principais reconhecidos pelas amostras de salivas de pacientes
com 12 meses de tratamento ortoddntico (T12) e 3 componentes pelo grupo poés-

tratamento ortodéntico (PT).
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A reatividade da fragdo Fll-a foi similar entre o grupo TO e T12 e, embora
nao significativo o resultado do grupo T12 foi menor que o TO. Possivelmente por
esse motivo os resultados de IgA salivar e IgG sérica de pacientes em tratamento
ortodéntico obtido por Ramos (2008) utilizando extrato dentinario total foi menor em
T12 em relacdo ao TO, o que sugere a importancia de se utilizar as fracdes em vez
de extrato dentinario total.

De forma similar a fracdo Fll-a com os pacientes em T12 e PT também né&o
demonstraram diferenca significativa em relacdo aos seus controles respectivos, 0
que poderia sugerir que 0S componentes presentes nessa fracdo nédo sejam
imunogénicas. Todavia de acordo com Ramos (2008) durante o tratamento
ortodéntico poderia ocorrer imunomodulacdo levando a tolerancia imunolégica e a
uma diminuic&o no nivel de anticorpos. E possivel que essa imunomodulacéo possa
ocorrer com algumas fracdes antigénicas do extrato dentinario como o0s
componentes de fragéo Fll-a do presente trabalho. Por outro lado, os componentes
de MM mais elevados, presentes na fracdo FI, poderiam se comportar como bons
imundgenos, considerando que um dos fatores que afetam a imunogenicidade é o
seu tamanho molecular (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

Em relagdo aos nossos resultados de aumento nos niveis de 1gG salivar em
pacientes em tratamento ou pdés-tratamento ortoddntico ha concordancia com os
dados de Hidalgo, Itano e Consolaro (2005), que demonstraram altos titulos de IgG
anti-fracbes de extrato dentindrio em pacientes que sofreram trauma dental com
consequente reabsorcéo por substituicdo em relacdo aos controles. As fragbes mais
evidentes encontradas por Hidalgo (2001) foi a de 55 kDa, seguida de 32,5 e 170
kDa. Possivelmente o componente de MM de 53 kDa detectado no nosso trabalho
seja equivalente ao de 55 kDa e a de ~35 kDa ao de 32,5 kDa de Hidalgo (2001),
onde a inducdo de reabsorcdo foi trauma dental. Assim é possivel que durante o
tratamento ortoddntico, de forma similar a trauma dental, 0s mesmos componentes
da dentina sejam expostos ao sistema imune.

Embora em menor nivel de IgG sérica anti-extrato dentinario em pacientes
em tratamento ou pos tratamento ortodontico observado por Ramos (2008) em
conjunto com o0s nossos resultados reforcam a hipdtese que a dentina é
imunogénica e ou tolerogénica, dependendo possivelmente da fragdo dentinaria, e

0s niveis de anticorpos de pacientes com reabsorcdo dental pode ser identificado
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através de andlise de amostras de sangue ou de saliva. A utilizacdo de amostras de
salivas neste trabalho, por se tratar de um método de obtencdo simples, nao
invasivo e por ser passivel de uma andlise eficiente proporcionou grandes
vantagens. Se o reconhecimento da dentina humana, como antigeno, pelo soro ou
saliva de pacientes associado a tratamento ortodontico pode se caracterizar como
autoimunidade, requer estudos adicionais. Porém, possivelmente a analise dos
niveis de IgG salivar anti-fracdo de dentina humana pode contribuir para o
diagnéstico precoce e estudo dos mecanismos imunopatogénicos envolvidos nos

processos reabsortivos como consequéncia do tratamento ortodontico.
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CONCLUSAO

1. Durante o tratamento ortoddntico pode ocorrer aumento no nivel de IgG

salivar as fragcbes de extrato dentinario humano.

2. O nivel de IgG salivar as fracbes de extrato dentinario humano pode
permanecer elevado mesmo apds aproximadamente 48 meses poés-

tratamento.

3. Os componentes de extrato dentinario associados a reabsorcdo dentaria
reconhecidos por IgG salivar durante ou pos-tratamento ortodontico
apresentam MM entre 70 e 35 kDa.
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