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Introdugao

| . Reabsor¢ao Radicular Apical Externa

A reabsor¢ao radicular pode ser fisiologica e desejavel, como a que ocorre nos dentes
deciduos de modo a permitir a sua substituicdo pela denticdo definitiva. O processo de
reabsor¢do radicular em dentes permanentes &€ um fendbmeno patologico, descrito ja em 1856
por Bates, citado por DOUGHERTY', A associacio entre a reabsor¢ao radicular e o tratamento
ortodontico (TO) podera ter sido relatada pela primeira vez por Ottolengui citado por
MOHANDESAN et al? mas a importancia do problema s6 se imporia mais tarde, com a
evidéncia radiografica apresentada por Albert Ketcham, em estudos publicados em 1927 e 1929,
citados por WAHL®. Com o aparecimento e generalizacdo do uso dos equipamentos de
radiologia dentaria, Ketcham pode avaliar varios casos tratados ortodonticamente e no seu Gttimo
estudo, em 500 pacientes, constatou a existéncia de reabsorcao radicular em 21% dos pacientes.
Na altura, a apresentacao desta evidencia radiogréfica causou agitacdo na comunidade
ortoddntica.

A classificagao dos varios tipos de reabsor¢do radicular € dificil, como o testemunham a
multiplicidade de classificacdes existentes, quase todas elas baseadas em mecanismos etiologicos e
alteracdes histologicas. De um modo geral ela é classificada como externa, com origem na
superficie periodontal da raiz, ou interna, com origem nos canais radiculares e portanto
relacionada primitivamente com uma causa pulpar (Fig.1.1). A reabsor¢do interna é mais rara e
geralmente deve-se a inflamacdao da polpa de natureza traumética ou infeciosa. De acordo com a
localizagdo anatomica, a reabsorcao externa podera ainda ser classificada como apical ou cervical,

podendo ser isolada ou afetar miltiplos dentes.
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Figura I.l. Exemplos de diagnostico radiologico de reabsorgao radicular apical externa (A) e de reabsor¢ao
radicular interna associada a reabsor¢do radicular apical externa (B).

A dassificacio de Bakland® subdivide a reabsor¢io externa em varios subtipos de
acordo com os diferentes mecanismos etiologicos (Tabela |.1). Encontramos vérias causas, a
maioria delas locais, incluindo patologia inflamatoéria, estimulacdo mecanica, nomeadamente a
associada ao TO, lesdes trauméticas, tumores e algumas doencas sistémicas. A reabsorcdao
radicular externa de dentes isolados pode ser um achado radiologico acidental, e reabsor¢des
apicais de | a 3 mm foram descritas em cerca de 7% a 13% de individuos nio submetidos a TO>.

Andreasen® classificou a reabsorcio radicular externa em trés tipos: de superficie,
inflamatoria e por substituicdo. A reabsor¢do de superficie ocorreria sob a forma de micro-
defeitos e teria capacidade de autorreparacdo. Estes defeitos tendem a ocorrer em toda a
superficie radicular, mas sao mais frequentes no terco apical. Geralmente a reparacdo ocorre com

formacao de cemento secundario.
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e ~ , 4
Tabela I.1. Classificagio etiologica das reabsor¢des radiculares

Local Tipo Etiologia
Interna Traumatismo
Infecdo
Externa De superficie Traumatismo
Inflamatoéria Traumatismo
Infecdo

De substituicao (Anquilose)

Pressdo

Associada a doencgas sistémicas

Invasiva (cervical)

|diopatica

Avulsdo e reimplantagao
Luxacdo

Transplantacao

Tratamento ortodontico
Forgas de oclusdo excessivas
Dentes impactados

Dentes supranumerarios
Tumores

Quistos

Hiperparatiroidismo

Doenca de Paget

Sihdroma de Papillon-Lefevre
Displasia 6ssea

Doenca renal

Doenca hepética

Traumatismo

Tratamento ortodontico

Tratamento periodontal
Branqueamento dentério intracoronal
Desconhecida

Desconhecida

A reabsor¢ao inflamatéria usualmente envolve camadas de cemento mais profundas

expondo os tlbulos dentinarios ao ambiente periodontal. Os tlbulos dentinarios sdao assim

submetidos a acdo de células inflamatbrias, como os macrofagos e a células de reabsor¢cao, como

os osteoclastos. Este tipo de reabsor¢do é a mais frequentemente associada ao TO. Finalmente, a

reabsor¢ao por substituicdo ocorre quando o 0sso alveolar comeca a substituir a superficie

radicular reabsorvida, resultando em anquilose. Esta classificacdo baseia-se mais no grau de

gravidade das lesdes do que nos mecanismos etiologicos.

A reabsor¢ao radicular que tipicamente ocorre como complicagao iatrogénica associada

ao TO é uma reabsorcao radicular apical externa (RRAE) e consiste na remocdo ativa de

cemento e dentina ao nivel apical, com reducao permanente da raiz, podendo ser visualizada nas
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radiografias dentérias de rotina””. Trata-se de um processo biolbgico complexo que ocorre
quando as forcas mecanicas criadas ao nivel do apice excedem a resisténcia e a capacidade de
reparacio dos tecidos periapicais'’.

Embora a RRAE raramente afete a funcdo do dente, em alguns pacientes pode ser
severa e conduzir a uma perda permanente e consideravel da estrutura do apice radicular,
podendo, em situagdes extremas, afetar a longevidade do dente e comprometer os resultados de
um TO bem-sucedido.

A reabsor¢do radicular associada ao movimento ortodontico tem sido alvo de grande
preocupacdao e motivo de estudo para muitos investigadores. O interesse crescente por este
fenbmeno nas Ultimas duas décadas deve-se essencialmente a dois motivos: o primeiro prende-se
com o facto do conhecimento mais profundo do genoma humano ter criado a expectativa de
que a identificacado dos genes de suscetbilidade aos fenbtipos multifatoriais, como a RRAE,
propiciaria uma medicina preventiva personalizada; o segundo deve-se ao nimero crescente de
acodes juridicas contra ortodontistas, por reabsor¢oes radiculares iatrogénicas.

A verificagdo imagiologica da RRAE é dificil antes dos 5-6 meses apos o inicio do
tratamento, visto a imagiologia convencional, geralmente utilizada nestes estudos clinicos, sb6
conseguir identificar a reabsor¢do radicular quando a perda de tecido mineralizado é de pelo
menos 60 a 70%® ''. Os estudos histolbgicos conseguem identificar a reabsor¢io muito
precocemente, a partir das sete semanas de movimento ortoddntico'” "°. Esta divergéncia faz com
que as taxas de RRAE associada ao TO variem consoante o critério de diagnostico. Para a maioria
dos autores, o critério utilizado & o imagioldgico, o Unico com interesse na pratica cliica.

Sabe-se que, apesar de a RRAE poder ocorrer em qualquer dente, & mais frequente nos
incisivos maxilares, aos quais se seguem os incisivos mandibulares e os primeiros molares
mandibulares”® '* "% Na maioria dos pacientes ocorre reabsorcio ligeira, com valores médios de
0.5 a 3 mm, raramente comprometendo a fun¢do dentéria. Contudo, em 30% dos doentes, a
reabsor¢ao pode ser superior a 3 mm e em 2-5% dos doentes a RRAE é classificada como severa,
apresentando valores que podem exceder os 5 mm ou |/3 da dimens3o inicial, colocando em
perigo a longevidade do dente”'.

Apesar da inexistencia de critérios rigorosos e consensuais para o diagnostico deste
fenbtipo, ao longo dos anos os autores tém proposto a sua avaliagdo de duas formas: usando
escalas ordinais com as quais sio comparados os dentes nas radiografias” ou através da medicio

17, 23-25

direta da raiz em radiografias . A maior parte dos estudos recentes considera como

patologica a reabsorcao apical radicular superior a 2 mm?”*?,
A RRAE associada ao tratamento ortodontico, que passaremos a designar apenas por
RRAE, & um fenotipo multifatorial ou complexo e a sua etiologia tem sido alvo de muito estudo e

debate. A suscetibilidade a RRAE depende tanto de fatores ambientais, como € o caso das forgas
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mecanicas aplicadas, como de fatores de risco biologicos”. Os fatores de risco biolégicos, ou
relacionados com o paciente, incluem a suscetibilidade genética, que tem merecido grande
destaque nos estudos mais recentes®® * #?2, Contudo, ainda pouco se conhece sobre a forma
como a for¢a ortodontica afeta a expressao dos genes que codificam as proteinas envolvidas no
movimento dentario, na remodelacio do osso alveolar ou na reparagdo das estruturas
periodontais e radiculares. De facto, a mesma forca ortodontica tem aparentemente efeitos muito
17, 24, 33

diferentes dependendo de caracteristicas intrinsecas do paciente

expliquem 25% da variabilidade interindividual da RRAE™ *,

, estimando-se que so

O risco de RRAE ¢ inerente ao tratamento ortoddntico. Assim se compreende a
importancia de um conhecimento aprofundado dos mecanismos etiopatogénicos envolvidos e da
construcao de um modelo integrado de suscetibilidade a esta complicacdo, de modo a permitir
um tratamento personalizado que reduza a sua taxa de ocorréncia.

O conhecimento dos perfis genéticos de suscetibilidade a RRAE, para além de contribuir
para este modelo integrado de risco, esclarece qual o papel de alguns mediadores na patologia

molecular deste fenotipo e propicia a identificacao de novos alvos terapéuticos.

2 . Mecanismos celulares e moleculares

2.1, Células e estruturas intervenientes

As estruturas dentéarias envolvidas na RRAE s3o essencialmente a raiz dentaria e o
periodonto. O periodonto é composto pelos tecidos que asseguram a fixagdo do dente ao
maxilar e inclui dois tecidos mineralizados, o osso alveolar e o cemento, e dois tecidos fibrosos, a
gengiva € o ligamento periodontal (LP). A gengiva que recobre a crista alveolar constitui o
periodonto de protecao do dente, e o ligamento periodontal, osso e cemento, que recobrem a
raiz, formam o periodonto de sustentacdo. No ambito deste trabalho passaremos a referir o
periodonto de sustentacdo apenas como periodonto. Embora anatomicamente distintos, raiz e
periodonto formam um complexo dinamico, mutuamente dependente na resposta aos
fenémenos fisiologicos e patologicos (Fig.1.2).

A raiz é constituida pela polpa, dentina e cemento. A juncao amelo-cementaria, que por
questdes descritivas de anatomia dentaria também é referida como linha cervical, forma a linha de
demarcacdo entre a coroa e a raiz. Enquanto a polpa e dentina se estendem da coroa a raiz, o

revestimento da coroa € o esmalte e o da raiz € o cemento.
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Figura |.2. Esquema do dente e periodonto de sustentagao. Polpa (1), dentina (2), cemento (3), ligamento
periodontal (4), osso alveolar (5).

Ao cemento, tecido calcificado que recobre as raizes dentarias, tem sido atribuido um
papel importante na remodelacio dos tecidos periodontais secundaria ao tratamento
ortoddntico. Funciona como suporte, permitindo a fixagdo das fibras de Sharpey do ligamento
periodontal a sua superficie. Identificam-se dois tipos de cemento: o cemento primario ou acelular,
que se encontra especialmente no terco cervical da raiz, e o cemento secundario ou celular,
localizado no terco apical da raiz, que se forma em resposta as necessidades funcionais. Este
cemento esta dependente da vascularizagao local sendo mais suscetivel a forcas de pressao que
comprometam a irrigacao. As células responsaveis pela formacdo do cemento, os cementoblastos,
encontram-se na superficie do cemento, mais precisamente a revestir uma regiao periférica nao
mineralizada da matriz, o cementoide. Os cementoblastos formam cemento continuamente ao
longo da vida, garantindo a manutencao desta camada protetora da dentina radicular.

O ligamento periodontal, localizado entre o cemento e o osso alveolar, & um tecido
conjuntivo laxo constituido por fibras de colagénio (fibras de Sharpey), raras fibras elasticas, vasos
sanguineos e linfaticos, terminacdes nervosas e diversos tipos celulares, que incluem fibroblastos,
macrofagos e células com capacidade de diferenciacao em células de sintese ou de reabsor¢ao
Ossea e dentaria (Fig. 1.3). Tem uma espessura média de 0.25 mm.

No LP encontram-se vestigios celulares da bainha epitelial de Hertwig, denominados de
restos epiteliais de Malassez, aparentemente sem nenhuma fun¢do, mas que ocasionalmente dao
origem a quistos secundarios a patologia inflamatéria do LP. A agressao do LP durante o
tratamento ortoddntico e a resposta do seu componente celular parecem ter um papel fulcral na
RRAE™,

O osso alveolar faz parte do periodonto de inser¢dao e desenvolve-se a medida que os

dentes erupcionam. Nele se inserem as terminacdes externas das fibras de Sharpey. Com

10
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abundante irrigacdo e inervagao, é extremamente dinamico, sofrendo continua remodelacio”
devido a atividade de células como os osteoblastos e os osteoclastos. A matriz 6ssea ou osteoide
é produzida pelos osteoblastos e sofre mineralizacdo pela deposicio de minerais®.

Para fenomenos fisiologicos como a biogénese do dente, a reabsor¢iao da raiz dos
dentes deciduos e a remodelagdo do periodonto associada ao tratamento ortodontico, sao
fundamentais células que promovem a sintese dos tecidos, como os osteoblastos para o 0sso e os
odontoblastos e cementoblastos para o dente, assim como as células que promovem a
reabsor¢ao dos tecidos, os odontoclastos e os osteoclastos, que também atuam ao nivel do dente

e do osso respetivamente.

Figura 1.3. Imagem histolbgica da raiz dentéria e do periodonto de sustentacdo®. Imagem proveniente da
tese de mestrado da autora: Giemsa, 100x no original. Polpa (1), dentina (2), cemento celular (3), ligamento
periodontal (4), osso alveolar (5).

Os odontoclastos tém caracteristicas morfologicas e funcionais semelhantes as dos

osteoclastos, as células responsaveis pela reabsorcio 6ssea™™*

, € pensa-se que ambos se
diferenciam de células progenitoras hematopoiéticas da medula Ossea. Estas células progenitoras
podem afluir continuamente ao periodonto através da vascularizacao local, nomeadamente pelo
ligamento periodontal. Demonstrou-se que durante a reabsor¢ao da raiz, os odontoclastos
apresentam atividade da H+/K+/ATPase (responsavel pela acidificagdo do meio que promove a
desmineralizagdo do 0sso), da catepsina K e da metaloproteinase tipo 9 (MMP-9) com localizagao
subcelular idéntica & observada nos osteoclastos durante a remodelacio 6ssea’. Também ha

evidéncias de que vias de sinalizacdo importantes para a diferenciacdo e atividade dos

osteoclastos, como a RANK/RANKL/OPG sao igualmente determinantes para os odontoclastos,
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dado que a expressaio do RANKL foi evidenciada em odontoclastos durante a reabsor¢ao
radicular®',

Os odontoblastos tem origem em células ectomesenquimatosas que migram da crista
neural na fase inicial do desenvolvimento embrionario da face e sao responsaveis pela formacdo
da dentina. Em situacdes patologicas com destruicdo da dentina e perda dos odontoblastos,
células com caracteristicas semelhantes surgem na polpa dentaria, provavelmente por
diferenciacio de fibroblastos, formando a dentina de reparacgo™ *.

Os cementoblastos tém uma origem mais discutivel, podendo diferenciar-se a partir de
células do foliculo dentario™ *. No LP parecem existir células com capacidade de diferenciacio
em odontoblastos ou cementoblastos e a diferenciacao numa ou noutra linhagem podera estar
dependente de estimulos locais®.

Ja os osteoblastos surgem de células progenitoras localizadas no periosteo e medula
Osseq, sob a influencia de proteinas morfogénicas osseas (BMPs, de bone morphogenetic proteins)
e outros fatores de crescimento como o fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador beta (TGF-
B). Curiosamente, estes mediadores também parecem ser importantes para a diferenciagao das
células da polpa dentaria em odontoblastos™.

Estudos sobre a capacidade de transdiferenciacio de células tronco do adulto e
regeneracao de tecidos periodontais tem evidenciado as semelhancas entre estes diferentes tipos
de células. Estudos in vitro de culturas em trés dimensdes demonstraram que células tronco do
ligamento periodontal podem diferenciar-se e adquirir caracteristicas fenotipicas de células de
tecido 6sseo, de cemento e de cartilagem quando expostas a proteina | do cemento (CEMPI)*,
Em modelos animais de odontogénese, células do foliculo dentario diferenciam-se em
cementoblastos na presenca de células da bainha epitelial de Hertwig e em osteoblastos na
presenca de células da papila® *°. Estudos anteriores ja haviam sugerido que células tronco da
papila dentaria tinham n3o s6 potencial odontogénico como osteogénico”'.

Para além de poderem ter origens comuns, estas células partilham ainda, como
veremos, mediadores e vias de sinalizacdo, tornando dificil separar a remodelacdo 6ssea da

remodelacdo das estruturas dentarias.

2.2. Mecanismos biologicos

Concetualmente, a Ortodontia consiste na movimentacdo do dente "“dentro” do tecido
osseo. O movimento dentario ocorre por aplicacdo de uma forca que provoca a remodelacdo da

raiz e do periodonto.


http://en.wikipedia.org/wiki/Bone_morphogenetic_protein

Introdugao

Classicamente sempre se considerou que na base deste processo estdo forcas simétricas
de pressdo e de tensao ao nivel do LP, com alteracdo da perfusdo sanguinea e consequente
necrose assética desta estrutura. Embora estudos recentes recorrendo a microtomografias
computorizadas e andlise de elementos finitos nem sempre tenham conseguido comprovar a
teoria das forcas simétricas de pressio/tensio®’, confirmaram o papel fulcral do LP no desenrolar
da resposta biolégica as forcas ortoddnticas, independentemente do tipo de forcas envolvidas™.

A tradugdo histologica inicial dos fenbmenos de remodelagdo € o aparecimento de
zonas de hialinizagdo, correspondendo a necrose tecidular, visiveis a partir do 2° ou 3° dia apbs a
aplicagio do aparelho ortodontico®™ ** . A necrose ocorreria sobretudo na 4area de pressio.
Como consequéncia, ocorrem ao local células imunoinflamatorias, inicialmente macrofagos,
seguidos de outros tipos celulares incluindo fibroblastos e células com capacidade de
diferenciacao em células de remodelacdo do periodonto e raiz. Estas células reabsorvem os restos
necroticos e libertam mediadores que vao contribuir para a remodelacdao das estruturas
envolvidas. A reabsorcao do tecido hialino seria essencial para permitir a progressao do
movimento dentario. Estudos recentes sugerem que a formacdo de tecido necrbtico e a sua
reabsorcio n3o se limita a fase inicial, ocorrendo também na fase linear do movimento dentario™.
Salientando a importancia dos fenoémenos inflamatorios envolvidos, Brezniak e Wasserstein
designaram a RRAE associada ao TO de Reabsor¢ao Radicular Inflamatéria Induzida
Ortodonticamente®,

O tecido hialinizado que se forma durante o movimento dentario tem sido encontrado
junto de areas de reabsor¢io radicular, coincidindo com as zonas de pressio do LP*. A
eliminacdo inicial deste tecido necrético da-se na periferia da zona hialina, contudo, durante a sua

3% Observam-se

remocao, a superficie externa radicular mais proxima pode ser danificada
lacunas de reabsor¢do ao nivel do cemento e da dentina radicular que se vdao expandindo e,
consequentemente, a pressdo exercida pela forca vai-se reduzindo, permitindo a reversao do
processo e a reparacio das estruturas’. Estudos histologicos em animais® e em humanos™
testemunham claramente a ocorréncia de lacunas de reabsorcao em 90% dos doentes, quando a
raiz & comprimida contra o alvéolo dentario®.

A remodelacdo do osso alveolar também é evidenciada pela formacdo de lacunas de
reabsorcio e pela presenca de osteoclastos e osteoblastos”. Segundo os estudos de Sandstedt
citados por VON BOHL* no lado de pressio ocorre reabsorcio 6ssea enquanto no lado de
tensdo surge neoformacdo de osso. A remodelacdo do osso alveolar é essencial para a
integridade da raiz, pelo que fatores que induzam a deficiente reabsor¢ao 6ssea inicial podem
favorecer a reabsorcio da raiz®'.

Felizmente, o facto de o cemento ser altamente denso e mineralizado, torna-o mais

resistente que o 0sso, pelo que a aplicacdo de forgas ortodonticas provoca mais reabsor¢ao Ossea
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do que remocdo de cemento. Por outro lado, os cementoblastos tem capacidade de regenerar o
cemento. A remodelacdo e reparacao da superficie radicular parece comecar duas semanas apos
a remoc¢ao da forca, com a aposicdo de cemento acelular, seguido de cemento celular. Este
processo verificou-se em 38 e 82% das lacunas de reabsor¢do de pré-molares humanos, apos as 2
e 5 semanas, respetivamente®’. Mas, dependendo da intensidade e duracdo da pressio, a fina
camada de cementoblastos pode ser destruida, e se a reabsor¢ao exceder a capacidade de
reparacdo, a dentina é exposta a acdo dos odontoclastos/osteoclastos podendo ocorrer

reabsorcio irreversivel®?

. No caso de uma ilha de cemento ou dentina se separar da superficie
radicular, ela serd reabsorvida, sem que haja possibilidade de reparacio da raiz danificada® (Fig.
|.4). Segundo os estudos classicos de Schwarz citado por VON BOHL®, a mobilizacio dos
dentes sem lesar o LP e a raiz é possivel desde que a pressao exercida no LP ndo exceda a
pressao sanguinea capilar.

Assim, a RRAE poderd ocorrer quando as forgas criadas ao nivel do apice excedem a
resisténcia e a capacidade de reparacio dos tecidos periapicais'®. Podemos considerar que o grau
de reabsor¢do da raiz depende do equilibrio entre forcas mecanicas e “forcas moleculares”. As
forcas mecanicas incluem nao s6 a forca externa exercida mas também a resisténcia dos tecidos e
a pressao sanguinea capilar; as “forgcas moleculares” resultam do equilbrio funcional entre os

varios mediadores e dependem nao s6 da intensidade da resuftante da forca mecanica mas

também do perfil genético do individuo.

Figura |.4. Progressdao da reabsorcdo radicular apical externa (A-D), quando o dente é submetido a forgas
ortoddnticas (representadas pela seta vermelha e azul). Adaptado de Roberts et a/**

Quando os mediadores libertados em consequéncia da agressao do LP n3ao asseguram
uma remodelagdo eficaz do osso alveolar, a tensao local aumenta induzindo a RRAE (menor

reabsor¢ao do osso alveolar e maior reabsorcao da raiz). A ativacdo das mdltiplas vias de
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sinalizagdo molecular envolvidas resulta, indiretamente, da libertacao de mediadores pelas células
locais necrosadas e das células imunoinflamatorias que ai confluem e, diretamente, da estimulagao

de mecanorecetores celulares (Fig.1.5).

Forga ortodéntica
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Figura 1.5. Mecanismos envolvidos na resposta da raiz e periodonto as forgas ortodonticas. Adaptado de
/65

Consolaro et al.

Qualquer que seja o grau de reabsorcdo, raiz, ligamento periodontal e osso alveolar sao
remodelados adaptando-se a nova arquitetura estabelecida, fator importante para a estabilizagao
do dente na nova posicao.

A localizacio preferencialmente apical da reabsorcio radicular externa da raiz*® pode ter
trés justificacoes. A primeira deve-se ao facto das forcas ortodonticas serem muito mais
concentradas no &pice radicular, visto o movimento nunca se dar completamente em translagao, e
geralmente o fulcro ser oclusal relativamente a porcio apical da raiz®. A segunda diz respeito a
orientacao das fibras periodontais, dispostas em diferentes direcdes na regiao apical, o que pode
condicionar maior stresse nessa zona®. A terceira estd relacionada com o facto do terco

coronario estar coberto por cemento acelular, enquanto o terco radicular apical esta coberto por
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cemento  celular®”

, mais vulneravel e facilmente agredido quando sujeito a pressdo e
consequente reducao da pressao sanguinea, como ocorre durante o TO.

Os fenbmenos descritos de remodelacao Ossea e das estruturas dentarias sao
interdependentes, ndo so pela mitua inducdo de forcas de pressao mas eventualmente também

pela libertacao de mediadores moleculares que atuam bidirecionalmente em ambas as estruturas.

2.3. Mediadores moleculares

Nos Ultimos anos, o conhecimento sobre os mecanismos de sinalizacao celular
implicados no movimento dentario sofreu uma enorme expansao. Como foi anteriormente
referido, hoje sabe-se que a forca exercida por um aparelho ortodontico ao nivel do LP
desencadeia uma resposta inflamatoria e induz a libertagago de mediadores que atuam no
microambiente local e que em Ultima anélise serdo os responsaveis pelas alteracoes histologicas e
anatomicas observadas. Estes mediadores tém origem nas células do proprio LP e nas células
imunoinflamatorias atraidas ao local; as células alvo, incluem as células anteriormente descritas
com fun¢do de remodelagao do complexo dentoalveolar.

Entre os mediadores libertados, as citocinas, nomeadamente a interleucina | (ILI), tem
um papel de grande relevo® 7°. As citocinas sio protefhas produzidas por células
imunoinflamatoérias com miltiplas fungdes na resposta imunitaria e inflamatoria, interferindo com a
diferenciagdo, proliferacio, migracio e apoptose celulares’!. As citocinas tém vindo a ser
implicadas em varias condicdes patoldgicas como a doenca cardiovascular, a doenca periodontal,
o cancro e as doencas autoimunes, e as suas concentracoes séricas podem ser usadas como
marcadores de prognostico.

A ILI é produzida por monbcitos e macrofagos e tem como principal funcao a
mediacio da fase aguda das respostas inflamatérias’. Ao nivel do tecido 6sseo é conhecida a sua
capacidade de ativacio dos osteoclastos”. Induz ainda, a producio de outras citocinas pro-
inflamatorias e proteinas associadas. A familia da ILI inclui trés proteinas: a interleucina 1A (ILIA)
(codificada pelo gene /L/A), a interleucina |B (codificada pelo gene /L/B) e o antagonista dos
recetores da ILI, o ILIRN, codificado pelo respetivo gene. Os trés genes dispdem-se ao longo de
uma regiao de 300 kb no brago longo do cromossoma 2 (Figl.6).

Os agonistas ILIA e a ILIB compartilham uma estrutura terciaria muito semelhante, os
mesmos fatores de regulacdo e fungdes, enquanto o ILIRN funciona como um recetor
antagonista, impedindo a ligacdo da ILIA e ILIB ao recetor”. Relativamente 3 capacidade de
inducdo da reabsorc¢do Ossea, a ILIB é |5 vezes mais potente do que a ILIA e 1000 vezes mais

potente do que uma outra citocina, o fator de necrose tumoral (TNF).
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Figura 1.6. Localizagao proxima, em 2ql 3 (cromossoma 2, brago longo, banda I, sub-banda 3) dos genes da
familia da ILI, /L/A IL/Be ILIRN. A regido inclui aproximadamente 300 Kb.

A presenca de elevados niveis de ILIB no tecido periodontal e no fluido crevicular
gengival de pacientes sujeitos a TO tem sido associada ao processo de remodelacao 6ssea, o que
implica um papel desta citocina no movimento dentario ortodontico® *’® (Fig.1.7). A ILIB
também tem sido encontrada em niveis elevados no fluido crevicular nos processos de perda

7% & peri-radiculares”™ ¥. Ao contrario do que se passa na

Ossea das patologias periodontais
periodontite, na RRAE a reabsor¢do do osso alveolar € benéfica e pode ser importante para
diminuir a tensao exercida sobre o LP e a raiz do dente. Esta hipbtese é apoiada por modelos
experimentais de forcas ortodonticas que mostraram que ratos knock-out para o gene da ILIB

desenvolviam mais RRAE do que os ratos wild-type’'.
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Figura 1.7. Atuacao do sistema RANK/RANKL/OPG, da ILIB e do P2x/R ao nivel da remodelacao ossea e
da raiz. Dada a interdependeéncia funcional das moléculas, a repercussao ao nivel da reabsorcao da raiz é
dificil de prever e vai depender do equilibrio estabelecido.

Varios outros mediadores também tém sido associados aos fenébmenos inflamatorios e
de remodelacdo tecidulares induzidos pelo tratamento ortodontico, incluindo as prostaglandinas,
fatores de crescimento e metaloproteinases, interferdes (IFN), fator estimulador de colbnias
(CSF), fator de transformagdo de crescimento beta (TGF), os fatores de necrose tumoral alfa e

beta (TNFa e TNFPB) ou a interleucina 6 (IL-6)***. Muitos destes mediadores sio libertados quer
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pelas células inflamatorias quer por outras células locais, como resposta a estimulacdo
desencadeada pelas citocinas.

O sistema constituido pelo ligando do recetor de ativagao do fator nuclear kB, RANKL
(também designado de recetor do fator de diferenciacdo dos osteoclastos), pelo seu recetor
RANK; e pela osteoprotegerina (OPG), todos eles relacionados com a familia de recetores dos
fatores de necrose tumoral (TNF), é igualmente fundamental para a remodelacdo do tecido 6sseo
e parece participar no desenvolvimento da RRAE.

O RANKL é também designado por TNFSFI | (ligando da superfamilia do recetor do
fator de necrose tumoral, membro | |, ou ainda ligando do recetor ativador do NF-KAPPA-B). E
um polipeptideo com 317 aminoacidos codificado pelo gene T7/NFSF//, que se expressa nos
osteoblastos, ostebcitos, células do estroma da medula Ossea percursoras dos osteoclastos,
linfocitos T e células cancerigenas. Por interacdo com o seu recetor induz a diferenciacdo e
ativacdo dos osteoclastos, promovendo a reabsor¢ao 6ssea. Ao nivel do sistema imunitario,
parece estar envolvido na regulacio da apoptose®.

O RANK, recetor do RANKL, € uma proteina transmembranar de 616 aminoacidos que
se expressa na superficie dos osteclastos, linfocitos T, células dendriticas, células endoteliais e
também células cancerigenas. Quer o RANKL quer o RANK foram igualmente descritos em
odontoblastos, fibroblastos da polpa e do ligamento periodontal, assim como em odontoclastos
isolados®. Ao nivel do osso, a interacio RANKL/RANK estimula a diferenciacio e ativacio dos

osteoclastos e consequente reabsor¢ao 6ssea’’ (Fig. 1.7). Li et a/¥’

utilizaram ratos knock-out para
o RANK e constataram que estes ratos tinham um défice de osteoclastos e defeitos profundos na
reabsor¢ao e remodelacdo Ossea, mostrando osteopetrose e ainda defeitos no desenvolvimento
do osso endocondral.

A OPG, também designada como fator inibidor da osteoclastogénese, € um recetor
sollvel, sem dominio transmembranar, com 410 aminoacidos. Produzida pelos osteoblastos e
pelas células osteogénicas do estroma, tem um efeito protetor sobre a reabsor¢ao Ossea ao atuar
como um recetor competitivo do RANK, impedindo a sua ligagio ao RANKL®*™ (Fig. 1.7).

Mutacdes nos genes que codificam estas trés proteinas associam-se a doencas Osseas
hereditarias como a osteopetrose familiar recessiva, a osteodlise familiar e a doenca de Paget
esporadica’.

Varios estudos /n vivo evidenciam que o tratamento ortodontico altera os niveis e
padrio de expressio destas moléculas®™ **Verificou-se que no ligamento periodontal, do lado de
compressao do dente, a expressao do RANKL estd aumentada associando-se a ativagao dos
osteoclastos e a acelera¢do do movimento dentério; ao invés, no lado de tensiao, ocorre um
acréscimo na producao de OPG. Em modelos animais foi também verificado que a transferéncia

do gene da OPG para tecidos periodontais inibia a osteoclastogénese dependente do RANK e
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diminufa o movimento dentario, enquanto a transferéncia do gene do RANKL induzia os efeitos
opostos%.

Estudos /n wvitro com cultura de células do LP, submetidas a forcas de compressao,
mostraram aumento da expressao do RANKL e da ILIB, e que a producao de ILIB regulava a
producao de RANK, a qual era inibida quando se adicionava ao meio de cultura um antagonista

do recetor da ILI%*

. Num outro estudo, verificou-se que cementoblastos humanos submetidos a
tensdo e estimulados com ILI induziam a expressio de RANKL e em menor grau de OPG". A
duracdo e intensidade das forcas de tensao, conhecidos fatores de risco para a RRAE, também se
associaram a variacao do aumento da secrecao de RANKL e diminuicdo da secrecdo de OPG em
células do LP**%. O proprio aumento da intensidade do movimento dentario por irradiagdo com
laser de baixa intensidade, com eventual utilidade na reducdo do tempo de tratamento, podera
também ser explicado pela via RANKL/RANK/OPG™,

Tal como para a ILIB, estes mediadores também poderdo ter um papel na destruicao
do osso alveolar na periodontite, tendo sido detetados niveis elevados de RANKL e diminuidos
de OPG no liquido crevicular destes doentes” ™,

A maioria dos trabalhos descritos avalia a variacao dos niveis destas moléculas induzida
pelo TO, mas poucos descrevem as diferencas na presenca ou auséncia de RRAE. Num dos
poucos trabalhos que avalia este aspeto, Yamaguchi et a/”> descrevem um aumento significativo
de RANKL e reducao de OPG nas células do LP humano em casos de reabsor¢ao radicular
severa. Este achado, aparentemente contraditorio com as funcdes do RANKL e OPG ao nivel do
tecido Osseo, podera explicar-se se considerarmos que estas moléculas também podem induzir
diretamente a reabsorcao da raiz. De facto, sao miltiplas as evidéncias que sugerem a existencia
de um processo de regulagdo comum a reabsor¢do dos tecidos mineralizados do osso e do
dente, como sejam as anteriormente descritas origens comuns de células tronco, a capacidade de
transdiferenciacdo celular e a partilha de mediadores moleculares (Fig. 1.7). Voltaremos a este
assunto na discussao.

Outro fator recentemente implicado na resposta bioldgica ao TO é o recetor
purinérgico P2RX7 (Recetor Purinérgico P2X, Canal |bnico de abertura dependente de ligando,
7). O P2RX7 & um canal ibnico, ndo seletivo, dependente de ATP, que se expressa em muttiplas
células, nomeadamente nos osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, células do sistema imunitario,
epiteliais, neuronais e gliaisgg"oz. Recentemente, o P2RX7 foi ainda identificado em células do LP

de dentes submetidos a forcas ortodonticas'®

. Nos ossos longos, a ativagao do P2RX7 tem um
efeito pro-osteogénico, induzindo a apoptose dos osteoclastos e a diferenciacdo e ativagao dos
osteoblastos'® ', Ratos knock-out que n3o expressam o recetor apresentam uma significativa
reducio da massa 6ssea nos 0ssos longos e aumento do nimero de osteoclastos'®. O P2RX7

estd envolvido na formacdo Ossea induzida mecanicamente, sendo-lhe atribuida cerca de 73% da
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resposta osteogénica a tensio in vivo” ',

Este efeito seria mediado pela libertacdo da
prostaglandina E2'%,

Nas células imunoinflamatorias, a ativagao do P2RX7 pode induzir a libertacdo de
citocinas, como a ILIB, ILIA, IL6, IL18 ou o TNFa'% '?. A libertacio destes mediadores atrairia ao
local células capazes de metabolizar tecidos necrbticos e apoptodticos como macrofagos e
neutrofilos.

Pouco se sabe do papel do P2RX7 na etiopatogenia da RRAE, embora, aparentemente,
o efeito predominante resulte da sua fungao nos fendmenos inflamatorios locais e da indugao de
libertacdo de ILIB. A ILIB, por sua vez, como anteriormente descrito, estimula os osteoclastos,
quer diretamente quer por ativacao do sistema RANK/RANKL. Esta hipbtese apoia-se num dos
raros estudos sobre o tema, no qual Viecilli et al. utilizando ratos knock-out para o gene P2RX7,
encontraram um aumento do infiltrado de macrofagos e de hialinizagdo ao nivel do LP assim
como um aumento da ocorréncia de RRAE comparativamente aos animais wild-type'”, explicada
pela diminuicdo da libertacao local de ILIB e insuficiente remodelacdo 6ssea. A figura 1.7 ilustra a

interdependéncia funcional do sistema RANK/RANKL/OPG, da ILIB e do P2RX7 ao nivel da

remodela¢do Ossea e da raiz.

3. Fatores de risco

Mdltiplos estudos anteriores associaram a RRAE consequente ao TO a fatores
mecanicos e clihicos dependentes do tratamento e a diversos fatores biologicos relacionados com

o paciente, entre eles a suscetibilidade individual geneticamente determinada® '%.

3.1. Fatores de risco relacionados com o tratamento ortodontico

Entre os varios fatores relacionados com o tratamento ortoddntico, incluem-se a
duracdo do tratamento, a quantidade de deslocamento apical, as caracteristicas das forcas

aplicadas, a direcao do movimento dentario, o tipo de aparelho e a técnica de tratamento.

3.1.1. Duragdo de tratamento

A duragdo do tratamento & um dos fatores mecanicos mais referenciados como

17, 22, 68, 109-114

estando relacionado com a RRAE” Alguns destes estudos recorreram a

2,22, 68

ortopantomografias para a medicdo de RRAE''" ' outros a radiografias periapicais ou ainda

a radiografias cefalométricas''*.
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Num estudo retrospetivo recente os autores analisaram alguns fatores predisponentes
para a reabsor¢do radicular apical dos incisivos superiores em pacientes ortododnticos sujeitos a
“retracdo em massa’" dos incisivos superiores e a intrusao com mini-implantes, tendo obtido uma
correlacdo muito significativa entre a RRAE e a duracio do tratamento''”,

Em alguns trabalhos foi ainda analisado o fator duracdo do tratamento por estadios.
Mohandesan et a/%, s6 avaliaram a reabsorczo radicular aos 6 e 12 meses, pelo que n3o é possivel
inferir sobre os perigos de um TO muito prolongado, mas somente sobre as diferencas de RRAE
ao longo do primeiro ano. Baumrind et a/*® encontraram um aumento de 0,38 mm por cada ano
de tratamento. J4 Nanekrungsan et a/'", que avaliaram a % RRAE por grupos de tempo de
tratamento (1, 2, 3 e mais de 3 anos), verificaram um aumento progressivo so a partir do 3° ano.

Contudo, ha outros autores que ndo comprovaram a associacao entre o aumento da
duracio do tratamento e a ocorréncia de RRAE'"#*!'e 117,

A discordancia dos resuttados pode ter varias explicacdes. Para além da variabilidade das
amostras e das metodologias utilizadas no diagndstico e nos protocolos terapéuticos, ha a
considerar que uma maior duragdo do tratamento nem sempre corresponde a um TO “ativo”
prolongado, pois se o paciente faltar frequentemente as consultas de controlo ou se o clihico
preferir perfodos mais longo entre consultas, o doente estara sujeito a menos periodos de
ativacdo. Outra variavel que pode confundir e influenciar a duragao de tratamento é a existéncia

de planos de tratamentos mais complexos.

3.1.2. Deslocamento apical

A quantidade de deslocamento apical pode constituir um bom indicador do grau de
ativacdo global dos aparelhos ortodonticos. Os incisivos superiores sdo, provavelmente, dos
dentes sujeitos a maior deslocamento apical e talvez seja esta a razao de serem mais propensos a
niveis severos de reabsorcio radicular. Numa meta-analise''? conduzida no sentido de elucidar
sobre os possiveis fatores etiologicos da RAEE induzida pelo TO, verificou-se que a média de
reabsor¢ao radicular apical se correlacionou fortemente com a totalidade do deslocamento apical
(r = 0,822) e com a duragdao do tratamento (r = 0,852). Em 2005 um outro estudo veio

corroborar a importancia destes mesmos fatores''®.

3.1.3. Caracteristicas das forgas aplicadas

As caracteristicas das forgas utilizadas, como a magnitude, o seu intervalo de aplicacao e
variacao da intensidade da for¢a aplicada ao longo do tempo, também tém sido frequentemente

estudadas.
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3.1.3.1. Magnitude da forga

Ha na literatura opinides diferentes sobre o nivel de forca que resulta no melhor efeito
mecanico ao nivel do ligamento periodontal, durante o movimento ortodontico. Assume-se que
um sistema de forcas 6timo é importante para uma resposta biologica adequada ao nivel do LP'"”.

Nas Gltimas 8 décadas, o conceito de “forca ideal’” mudou substancialmente. Em 1932,
Schwartz citado por VON BOHL* introduziu este conceito e para este autor, o nivel 6timo de
forca € o comparavel a pressao que o sangue exerce nas paredes dos capilares do LP, devendo
ser sO ligeiramente superior, de modo a comprimir parcialmente os vasos sem os obstruir. De
acordo com Schwartz, forcas bem inferiores ao nivel ideal ndo causariam reacdo no LP e as que
que excedessem esse nivel levariam a formagao de areas de necrose e ao atraso no movimento
dentério. Esta definicio foi ligeiramente modificada por Oppenheim'® citado por BREZNIAK® que
defendeu o uso da forca mais leve, ainda capaz de provocar movimentacdo dentaria e, por
Reitan'”' citado por HARRIS'? que demonstrou a existéncia de areas acelulares no lado de
pressao, mesmo com o uso de forgas leves, recomendando este nivel de forca.

Atualmente, considera-se que a forca 6tima serd a que tem magnitude e caracteristicas
(intervalo de aplicacdo e variagdo de intensidade) que permitam produzir a movimentacdao
dentaria necessaria sem dano tecidular e com o maximo conforto do paciente. A forca ideal pode

123124 continuando a nio haver

ser muito diferente para cada individuo e para cada dente®
evidéncia cientifica do nivel de forca recomendado para a melhor eficiencia na ortodontia
clinica'”.

A aplicagdo de forcas leves induz um movimento dentario com reduzido “custo”
biologico, com a formacdao de pequenas areas de hialinizagao, reabsorcao Ossea direta e sem
remocdo de cementoblastos'” %' A aplicacio de forcas pesadas resulta em maior “custo”
biologico, com a formagdao de areas hialinas extensas, reabsor¢dao 6ssea indireta, remocao de
cementoblastos, atraso no inicio do movimento dentario e eventuais danos irreversiveis das
estruturas dentarias e do periodonto de sustentacdo'”. Assim, a magnitude da forca é
considerada um fator determinante do grau de reabsorcdo radicular'® '#* %% 1%,

Em varios ensaios clinicos randomizados, a aplicacao de forcas pesadas produziu
significativamente mais reabsor¢ao radicular do que a aplicagao de forgas leves ou do que a sua
n3o aplicacio'?'""**, Num destes estudos clinicos verificou-se que o volume médio das crateras de
reabsorcio era | 1,59 vezes maior no grupo de forcas pesadas do que no grupo de controlo'*.
Estes resultados sao consistentemente descritos tanto no lado de compressao como no de
tenséoéz 109, 127, I33.

A magnitude da for¢a depende do aparelho ortodontico, do movimento a ser realizado,

do total de area radicular envolvida, da quantidade de osso de suporte e das caracteristicas do
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periodonto de sustentacdo e protecdo. Idealmente, a forca deveria ser quantificada de forma
individual, mas isso obrigaria um controlo absoluto e impossivel de todas estas variaveis. Embora a
literatura ainda seja inconclusiva, pensa-se que mais importante do que a magnitude da forga
aplicada, € a sua resultante por area radicular, parametro ainda mais dificil de avaliar com
precisio’.

A realidade é que ha grande dificuldade na avaliacao fidedigna da intensidade das forgas
aplicadas pelo ortodontista. No trabalho de Kurol et a/"** foi pedido a 20 ortodontistas que
aplicassem uma forca adequada para a movimentacdo de um dente com um aparelho simples,
constituldo por uma banda no molar, um bracket no dente a ser movimentado e um fio
ortoddntico. Os resuttados mostraram que as forgas aplicadas tiveram grande variedade inter e
intra-operadores (de 30 a 100 cN) e que alguns recorreram a medicao da for¢a por instrumentos
especificos enquanto a maioria se baseou na sensibilidade digital.

Estudos recentes em ratos recorrendo a microtomografia computorizada, a cortes
histologicos e a andlise de elementos finitos de modo a poder reproduzir os diferentes niveis de
tensdo radicular, conclufram por uma relagao direta entre RRAE e magnitude das forgas utilizadas.
Confirmaram ainda que a RRAE severa estava associada a formagao de tecido hialinizado no LP,

decorrente de forcas elevadas ou de aplicagio mais prolongada'®.

3.1.3.2. Intervalo de aplicacdo da forca

O intervalo de aplicacdo da forca, que corresponde ao tempo entre consultas, pode
influenciar a suscetibilidade a RRAE. Como ja anteriormente descrito, a for¢a ortodontica cria uma
zona de pressdo no LP, e, como resposta tecidular, ha formacdo de areas hialinas e reabsor¢ao
local dos tecidos, de forma a aliviar a pressiao, permitindo a reparacio e remodelacdo'”. A
aplicacao iterativa de novas forcas implica a persisténcia das lesdes e podera dificultar a
reconstituicao dos tecidos. Desta forma, o aumento no intervalo de aplicacdo da forga facilitaria a
reparacio'”. O planeamento do TO deve ter em conta este facto, pelo que as consultas de
controlo ortodontico para reaplicacdo de forcas, devem ser realizadas, em média, a cada trés
semanas. No entanto, perante uma situacao de risco aumentado de reabsor¢ao radicular, pode e

deve aumentar-se o intervalo de aplicacao.

3.1.3.3. Forgas continuas / descontinuas

A variagdo da intensidade da forca aplicada ao longo do tempo também tem sido
estudada. Relativamente a esta caracteristica, as forcas sao classificadas como continuas ou

descontinuas, podendo as Gltimas serem intermitentes ou interrompidas.
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A forca continua é aquela que exerce uma carga de valor constante sobre os dentes.
Clinicamente, € muito dificil conseguir a aplicacao de for¢as verdadeiramente continuas, dado que
ha sempre uma reducdo da magnitude da forga inicial 2 medida que o dente se vai movimentando
e ocorre remodelacio do periodonto'™ ** '* Atualmente, o recurso a fios e molas de niquel-
titanio, permite gerar forcas de acdao continua e de valor constante, mas sdo uma excecao no
ambito dos materiais e sistemas usados em ortodontia.

A forca intermitente pode ser definida como uma for¢a continua intervalada por
periodos de repouso e que estaria associada aos aparelhos removiveis e a alguns complementos
do TO com aparelhos fixos, como os elasticos intermaxilares®. Os niveis de forca declinam
abruptamente até zero de forma intermitente, quando o aparelho ortodontico € removido pelo
paciente. Uma forca desta natureza, geralmente € de elevada magnitude, promove movimentos
de Jiggling, sem um perfodo ideal de repouso para a reconstituicdo dos tecidos. No entanto, ha
baixa evidéncia de que as forcas de jiggling tenham um papel no aumento da reabsor¢do
radicular® **,

A forca designada por interrompida, ndao é mais do que uma subdivisaio da forca
intermitente. Ela vai reduzindo de magnitude, devido ao movimento dentario e a alteracdo das
propriedades do sistema mecanico do aparelho. Tanto as forgas continuas como as interrompidas,
podem ser obtidas pelos aparelhos fixos. A forca interrompida, caracteriza-se por ser ativa
durante um determinado tempo e depois se dissipar, criando um periodo de repouso no qual o
dente que foi movimentado é apenas mantido em posicao. Este periodo de repouso propicia
melhores condicdes de reparacdao dos tecidos e cria condicdes mais favoraveis a uma nova
resposta quando o aparelho for reativado. As alteracdes no LP s6 se dao na fase inicial, apos a
aplicacdo da forga, dado que a intensidade da for¢a se vai reduzindo até atingir niveis inbcuos.
Nesta fase, o dente deixa de se movimentar, permitindo a reparacdo e remodelagao das
estruturas.

Ha uma evidéncia cientffica limitada de que as forcas contihnuas produzam
significativamente mais reabsorcio radicular do que as forgas interrompidas. Acar et al'’’
compararam o efeito obtido com uma forca de 100 g efetuada por elasticos intraorais com
aplicagdo descontinua (12 horas por dia) e continua (24 horas por dia), tendo constatado que a
aplicacdo da for¢a continua provocou significativamente mais reabsor¢ao radicular do que a forga
descontinua. Estes resultados estdo de acordo com os de outros estudos segundo os quais as
forcas interrompidas provocam menos reabsorcio radicular do que as forcas contihuas®™ '**'*',

Os sistemas mecanicos com menor risco de RRAE seriam os que exercem uma forga
de magnitude leve e de natureza interrompida (descontinua), se utilizados com um intervalo de
aplicacdo suficientemente amplo para permitir que se complete o ciclo do movimento dentario

assegurando a remodelacdo e recuperacdo das estruturas.
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3.1.4 Direcdo do movimento dentério

A evidéencia cientffica tem revelado que mais importante do que a magnitude absoluta
de forca aplicada, sdo a forga resultante por area radicular e a sua distribuicdo ao longo da raiz e
osso adjacente, na depend@ncia do tipo de movimento dentario induzido' 1%/,

A maior concentracdao de forca tem sido observada nos movimentos de intrusao, de
torque'* e de inclinagdo n3o controlada (#jpping), quando se usam fogas pesadas'* '*,

Num estudo de Hans et a/'®, verificou-se que a forca extrusiva nao resultou em maior
nivel de RRAE, quando comparada com o grupo controlo, enquanto que a forga intrusiva resultou
em quatro vezes mais RRAE, quando comparada com a forga extrusiva. Estes resultados estdo de
acordo com a literatura anterior que ja referia que o maior dano é observado com movimentos

dentarios intrusivos porque concentram a pressao no apice radicular'® ** 114,

Weltman et al”’

, estudaram os fatores etiologicos da RRAE através de uma revisao
sistemética de | | ensaios clinicos randomizados, sugeriram a necessidade do uso de forgas leves,
muito particularmente na intrusao de incisivos. Foi também sugerido que a duracao do tratamento
&€ de particular importancia quando ha intrusao dos dentes antero-superiores e que nos pacientes
com elevado potencial de reabsorcdo € necessaria uma vigilancia apertada durante os
movimentos de intrusdo''’.

Os movimentos de torque radicular induzidos aos incisivos superiores estao fortemente
relacionados com a reabsorcao apical destas raizes. No ambito dos movimentos dentarios
efetuados, a conjugacdo de intrusdo e torque palatino/lingual das raizes é a causa mais forte da
RRAE\O, 146, I48.

Os movimentos de gressao estdo associados a um risco menor de RRAE, dado que a
tensio é distribuida de forma mais uniforme ao longo de toda a raiz'.

Muitos dos estudos até agora efetuados no ambito da RRAE em humanos sao
retrospetivos, o que dificulta a avaliagdo dos fatores mecanicos associados ao TO. No futuro, sao
necessarios trabalhos prospetivos, direcionados para a avaliagado de tipos de movimentos

dentarios especificos.

3.1.5. Tipo de aparelho

O tipo de aparelho utilizado podera influenciar a ocorréncia de RRAE. Estudos mais
antigos encontraram menos reabsorc¢ao radicular nos pacientes com aparelhos removiveis do que

naqueles que usavam aparelhos fixos™ '¥.

Mais recentemente, foram comparadas as forcas
aplicadas por aparelhos removiveis termoplasticos e por aparelhos ortodonticos fixos, tendo-se
verificado que as forcas pesadas dos aparelhos fixos (225 g) produziram mais RRAE do que as

forcas leves (25 g) nos aparelhos fixos ou que as forcas efetuadas por aparelhos removiveis
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termoplasticos'*®

Concluiu-se que as forcas leves aplicadas por aparelhos fixos e as forcas
produzidas por dispositivos removiveis termoplasticos tinham um risco semelhante de RRAE.

O uso de elasticos intermaxilares de classe Il também tem sido associado a maior grau
de RRAE, devido as forcas de jiggling nos dentes de ancoragem” '"®. Quanto a técnica Invisalign,
um estudo longitudinal recente, com 100 pacientes, ndo evidenciou aumento significativo de
reabsorcio radicular mensuravel'.

Além do aparelho ortodontico de base selecionado para o paciente, frequentemente é
necessario recorrer a aparelhos complementares para ancoragem ou expansao maxilar. Quando o
TO passa por uma expansdao maxilar rapida, o aparelho Hyrax, que € um expansor de ancoragem
dentaria, € muitas vezes o eleito. No que diz respeito ao uso deste tipo de aparelho, os estudos
clinicos anteriores focaram-se na reabsor¢ao radicular de molares e pré-molares maxilares, que
sao os dentes de ancoragem para este aparelho, tendo encontrado maior frequéncia de RRAE nas
suas superficies radiculares vestibulares e apicais'™® °'"'*’. A associacio entre RRAE nos incisivos
maxilares e o aparelho Hyrax s6 foi estudada em humanos por Sameshima e Sinclair'’®, sem que
se tenha encontrado qualquer correlacao. Num estudo em gatos, o uso deste aparelho constituiu
um fator de risco para RRAE nos incisivos centrais, tendo os autores sugerido que a associagao se
relacionava com casos de #jpping severo e de proximidade radicular dos incisivos™. Mais
recentemente, tém vindo a ser desenvolvidos aparelhos de expansdao maxilar com ancoragem
0ssea, ao invés de ancoragem dentaria, com o intuito de reduzir os efeitos colaterais dento-

alveolares, como é o caso da reabsor¢o radicular'™ "™,

3.1.6. Técnica de tratamento

Alguns autores sugeriram que a técnica de Begg podia induzir efeitos mais nocivos sobre
~ 158 - ~ . I . o
as raizes °, mas varios outros nao encontram diferencas realmente significativas entre as técnicas
de Begg, Tweed, Straight-wire ou Edgwise'® ** '**, Também ainda n3o se comprovou qualquer
LA : : : : : R : : 14,160, 161
influéncia do tipo de sistemas Edgewise, convencionais ou auto ligaveis, ativos ou passivos .
A utilizagdo de materiais ortodonticos contemporaneos produz significativamente
menos reabsorc¢ao radicular do que as técnicas estandardizadas mais antigas. Acredita-se que para

tal contribuam o uso de arcos'®” super-elasticos e termo-ativaveis e de arcos de aco retangulares

de menor seccao durante a retra¢dao dos incisivos e o acabamento.

3.2. Fatores de risco relacionados com o paciente

Varios fatores biologicos tém sido descritos nos Ultimos 50 anos como contribuindo

para a suscetibilidade a RRAE, contudo o tema permanece controverso.
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De entre os fatores mais estudados destacam-se a idade, género, algumas caracteristicas
da raiz, traumatismos dentarios, maus habitos orais, severidade e tipo de ma oclusao, salde oral,

doencas concomitantes ou medicacao sistémica.

3.2.1. Idade

Com o aumento da idade média da populagdo e o maior interesse pela estética, os
adultos tem realizado cada vez mais tratamentos ortodonticos. Assim, &€ do maximo interesse
perceber se a idade & um fator de risco de RRAE. Bishara et a/'®® compararam as medicdes de
radiografias periapicais de adultos que nao efetuaram TO, aos 25 e aos 45 anos, e verificaram que
o comprimento radicular permanecia estavel, o que os levou a inferir da seguranca do TO neste
intervalo etario. Contudo, estdo descritas alteracdes fisiologicas dos tecidos nos adultos que
podem propiciar a reabsor¢ao das raizes: o ligamento periodontal torna-se menos vascularizado e

mais estreito, 0 0sso mais denso e avascular e o cemento mais espesso”(’

. O facto do terco apical
da raiz ser mais fortemente ancorado nos pacientes adultos do que nos jovens poderia igualmente
dificultar o movimento dentario e aumentar o stresse mecanico sobre a raiz.

20, 24, 109, 164

A verdade é que, salvo algumas excecdes , @ maioria dos autores ndo

encontrou evidéncia da associacio entre a RRAE e a idade cronolbgica® " #* 3" >7 ¢ 122 Se og
dentes do adulto forem movidos com forcas leves e cuidadosamente na fase inicial, o TO n3o

conduz necessariamente 3 RRAE'®.

322 Género

A influéncia do género tem sido avaliada por varios autores. A maioria ndo encontra
uma associacao consistente'® '” 2% 3% 1% Qs dados do estudo clihico randomizado de Scott et a/'®'
também apontam para a improbabilidade de o género ser um fator de risco para a RRAE.

No entanto, ha conclusdes contraditorias com autores a relatarem o género masculino

E68, 166

como mais suscetivel a RRA , engquanto outros encontraram maior prevaléncia no género

feminino?® ' 168,

323 Caracteristicas da raiz

Algumas caracteristicas da raiz como a morfologia radicular, a existéncia de RRAE prévia
ao TO, a rizogénese incompleta e o tratamento endoddntico, tém sido implicadas na etiologia da
RRAE.
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3.2.3.1. Morfologia radicular

Dos diferentes tipos morfologicos de raizes, as triangulares, as em forma de pipeta e as
raizes dilaceradas sao as que propiciam maior concentracao de forcas por area de ligamento
periodontal na regidao apical. Este facto, segundo varios autores, facilita a ocorréncia de lesdes
graves no cemento e, consequentemente, maior suscetibilidade & RRAE'" 203 1> 116168 ' Contudo,
nem todos os autores encontraram uma correlagdo significativa entre anomalias radiculares e

RRAE'"" e nos estudos mais recentes esta variavel ja ndo tem sido analisada.

3.2.3.2. Rizogénese incompleta

A literatura € unanime ao admitir que as consequéncias bioldgicas do movimento
dentario ortodontico em dentes com rizogénese incompleta sao menores do que as verificadas

197179 As forcas aplicadas nos dentes com rizogénese

nos dentes com rizogénese completa™
incompleta nao propiciam tao faciimente isquemia do LP, morte dos cementoblastos ou produgao
de elevados niveis locais de mediadores de reabsorcio®. Desta forma, pode considerar-se que
dentes imaturos, com apice aberto, sio menos suscetiveis a reabsorcdo. Segundo Linge e Linge”,
provavelmente este achado deve-se ao facto da sua nutricdo ser melhor e de terem maior
nlmero de células na area apical. Outra possivel explicacdo é o facto da camada espessa de pré-

dentina destas raizes ter um efeito preventivo.

3.2.3.3. Dentes com tratamento endoddntico

A existéncia de antecedentes de tratamento endoddntico ndao contraindica um
tratamento ortoddntico'”!. O movimento dentario ortoddntico de dentes com tratamento

endoddntico é similar ao dos dentes vitais''® ' 7!

, dado que os processos que ocorrem durante
o movimento ortoddntico provem de alteracdes no periodonto adjacente e ndo dependem da
vitalidade pulpar. Vérios estudos apontam mesmo para o facto dos dentes com tratamento
endoddntico serem menos vulneraveis 8 RRAE quando comparados com os dentes vitais® ' 7
'3, Essa maior resisténcia poderia dever-se a um aumento da dureza e densidade dentinaria,

promovida pela diminuicio da hidratacio da dentina radicular'”".

3.2.34. Existéncia de RRAE prévia ao tratamento ortodontico

Varios autores sao unanimes quanto ao facto de existir elevada correlacdo entre o
nimero de dentes envolvidos e gravidade de reabsorcao radicular presentes no inicio do TO e a

RRAE existente quando o aparelho ortoddntico & removido'® '® ' 2 '3 Assim, a presenca de
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reabsorcoes radiculares prévias ao tratamento poderia indicar um aumento de suscetibilidade

individual a reabsorcdo durante o tratamento.

3.24. Traumatismo dentario

Os dentes traumatizados apresentam maior tendéncia para a reabsorcdo radicular
espontanea, ndo induzida por TO. Esta predisposicao esta diretamente relacionada com a
gravidade do traumatismo do periodonto'” "*°. A evidéncia cientffica de estudos comparativos
entre dentes traumatizados e nao traumatizados sujeitos a TO, diz-nos que os primeiros sao mais

suscetiveis a reabsorcio radicular, devido a lesdes do LP e do cemento'” "> 17" 174,

Segundo Andreasen et a/'”

as forcas traumaticas comprimem o ligamento periodontal
e a RRAE surge como uma sequela do processo de cicatrizacao, em que o LP é reduzido ou
mesmo perdido. A caracteristica biologica dos dentes traumatizados que melhor podera explicar a
sua predisposicdo para a reabsor¢ao radicular € a lesao da camada de cementoblastos que reveste
e protege a raiz. Apesar de tudo, e dados os resultados inconclusivos dos varios estudos

epidemiolbgicos, ndao esta contraindicada a movimentacao de dentes traumatizados, desde que

haja um bom planeamento com controlo de for¢as e dos movimentos dentarios.

3.2.5. Maus habitos orais / Mordida aberta anterior

A pressao atipica da lingua associada a interposicao lingual e a mordida aberta anterior
que |he est4 associada, foram referidos como fatores agravantes da reabsorcio radicular'® 77,
Newman'’® justifica este facto com a fun¢do anormal da lihgua, que exerce uma forca cronica e
intermitente sobre os dentes anteriores. Linge e Linge™ verificaram que habitos como a succdo
digital e onicofagia ndo possuiam uma relagdo direta com a RRAE, contudo, os mesmos autores,
numa investigacio posterior'/, constataram uma correlagdo entre os maus habitos de interposicio
lingual e a RRAE. A ac¢do da pressao atipica da lingua sobre as raizes deve ser analisada antes do
inicio do TO, considerando a intensidade e a frequéencia do habito. Embora a relagdo causa-efeito
entre maus habitos orais e aumento de risco de reabsor¢dao ainda nao esteja devidamente

esclarecida ou comprovada, antes do inicio do tratamento recomenda-se sempre a eliminacao do

habito.

3.2.6. Severidade e tjpo de ma oclusdo

Nao ha evidencia cientffica da existencia de correlagdo entre ma oclusio e RRAE
induzida pelo tratamento ortoddntico’. Contudo, seria expectavel que a presenca de ma oclusao

severa fosse um fator de risco por exigir maiores amplitudes de movimento dentario, pelo tipo de
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"% De facto, num estudo

mecanica envolvida'” e por requerer um tratamento mais prolongado
de Kaley e Phillips'*, verificou-se que pacientes de Classe | com um overjet aceitavel evidenciaram
significativamente menos RRAE do que os pacientes de Classe Il ou lll.

Os tratamentos que envolvem a extracdo de pré-molares com o intuito de camuflar
discrepancias esqueléticas ou desarmonias dento-maxilares acentuadas requerem uma grande

amplitude de movimentos dentarios, o que pode predispor a reabsorcao radicular, por se ir além

dos limites biolégicos’.

3.2.7. Sadde oral

Baden'”® verificou que o equilbrio, entre a resisténcia e a reparacio dos tecidos
periapicais pode estar alterado quando os dentes nao tém capacidade de suportar for¢as normais,
por terem um periodonto enfraquecido, nomeadamente por doenca periodontal ou perda de

/'’ referem uma forte relacio estatistica entre a ocorréncia de RRAE e estes

dentes. Harris et a
fatores, concluindo que a perda de estabilidade dos dentes adjacentes, o uso mais acentuado dos
dentes remanescentes e a perda de ancoragem Ossea radicular, sao indicadores significativos de

suscetibilidade a RRAE.

3.2.8. Condicdo sistémica do paciente

Embora a maior ou menor frequencia de RRAE durante o tratamento ortoddntico
pareca estar associada principalmente a fatores locais'®, algumas doencas sistémicas tém sido
implicadas.

Foi descrito um aumento da incidéncia de RRAE em doentes com asma, mas apenas
relativamente aos molares do maxilar superior'®’, o que poderd dever-se & proximidade destas
ralzes com o seio maxilar inflamado e A atuagio dos mediadores inflamatérios®. Alguns estudos
clinicos evidenciam um aumento de risco nos pacientes com alergias, mas sem resultados
estatisticamente significativos'®, embora numa amostra de populagio japonesa se tenha
encontrado associagdo com significado estatistico'®,

Durante décadas, as endocrinopatias foram referidas como causas de alteracdes ao nivel
Osseo e de fendbmenos associados ao TO, como a velocidade do movimento dentario e as
reabsor¢des radiculares. A possivel relacdo entre reabsor¢ao radicular e endocrinopatias foi

estudada por Francischone et a/'®

em amostras de grande dimensao, sem que se tenha
confirmado a associacdo. Embora se pense que a taxa de remodelagao Ossea influencia o
movimento dentario, estudos em modelo animal sugerem que uma taxa de remodelagdo Ossea
elevada, como no caso do hipertiroidismo, ou reduzida, como no hipotiroidismo ou

hiperparatiroidismo, ndo influencia a RRAE induzida por TO'% Estudos de cementoblastos
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também ndao conseguiram identificar a presenca de recetores para mediadores hormonais de
remodelacdo Ossea, como a paratormona, nestas células, tornando pouco provavel uma

correlacdo com a RRAE'® &,

3.2.9. Efeito de certos farmacos

A hipbtese de que certos farmacos podem influenciar a reabsorcao radicular,
estimulando-a ou inibindo-a, ainda nao esta devidamente comprovada.

Estudos /n vivo com ratos submetidos a TO mostraram que a administracdo de
corticosteroides em doses altas (15 mg/kg) aumentava a reabsor¢do radicular, mas que em doses

baixas (I mg/kg) a reduzia'®

. Ha relatos em como a administracdao de prednisolona influencia o
movimento dentario em ratos e reduz a reabsorcao radicular, por interferir com o metabolismo
do 4cido hialurénico'?’.

Os efeitos da hormona L-tiroxina, também sao controversos. Ha estudos em modelos
animais a demonstrar que o aumento das doses de L-tiroxina reduz a RRAE e aumenta o
movimento dentario'®. Esta reducdo de RRAE em humanos também foi relatada, mas estes
resultados devem ser interpretados com cautela dado que nao ha estudos randomizados com
pacientes ortoddnticos submetidos a administracao de L-tiroxina.

Os bifosfonatos sdo usualmente indicados para a prevenciao e tratamento da
osteoporose. Os seus efeitos de alteracdo do metabolismo Osseo, sdo ainda desconhecidos no
paciente ortodontico'® '*°, Estudos em ratos parecem relacionar a inibicio da reabsorcio 6ssea
induzida pelos bifosfonatos com a inibicdo da reabsor¢ao radicular, dependendo da dosagem
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utilizada™'. No entanto, também tem sido demonstrado que este farmaco produz alteracdes da

superficie do cemento, inibindo a formacdo de cemento acelular e aumentando a vulnerabilidade

da raiz para a reabsorcio'”

. Um estudo recente com mulheres de mais de 50 anos sujeitas a esta
medicacao, revelou a existencia de RRAE moderada nos dentes maxilares anteriores, pelo que foi
recomendado o uso de forcas leves nestes pacientes, por forma a minorar estes efeitos'®.

A administragdo de anti-inflamatorios nao-esteroides limita o movimento dentario,
provavelmente por inibicdo da sintese de prostaglandinas e consequente reducdao da reabsor¢ao
bssea'”,

Os metabdlitos da vitamina D tém a fun¢do de controlar a absor¢ao intestinal de célcio
e fosfato. Relativamente ao seu possivel uso no controle da movimentacao dentaria induzida,
Collins e Sinclair'™ demonstraram que a administracio topica de |,25-diidroxicolecalciferol

aumenta o grau do movimento, sem efeitos colaterais aparentes. Contudo, a utilizagao da vitamina

D na Ortodontia clinica ainda necessita de estudos mais aprofundados, de forma a determinar a
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dosagem correta, a frequencia das administracoes e, principalmente, os possiveis efeitos colaterais
locais e sistémicos que podem decorrer da sua utilizagao a longo prazo.

3

Ha autores'” a referirem que os estrogénios diminuem a taxa de movimentacio

ortoddntica e que pacientes a tomarem contracetivos orais ou a fazerem terapeutica hormonal de

19519 citados

substituicdo poderdo ter diminuicdo do indice de reabsorcao Ossea. Outros trabalhos
por RAMOS'” referem que a exposicdo a contracetivos orais, bem como o estado de gravidez,
nao interferem com o movimento ortodontico, nem com o processo de reabsor¢ao radicular.
Para um farmaco ser capaz de interferir na taxa de remodelacdao 6ssea dos maxilares,
deve ter um efeito muito especifico para esta regido ou a sua aplicacao deve ser local. Além disso,

a dosagem deve ser alta e o periodo de acdo muito prolongado'”

. Os analgésicos e os anti-
inflamatorios, apesar de exercerem efeito sobre certos mediadores locais da remodelacdo Ossea,
se forem administrados em pequenas doses e por curtos perfodos de tempo ndo interferem
significativamente na velocidade da movimentacao dentaria. Os corticosteroides podem levar a
osteoporose, se administrados por periodos longos e em doses elevadas, mas nos maxilares, isto
sO acontecera numa fase muito avancada da doenca. Nos trabalhos experimentais, de modelo
animal, que tém vindo a ser realizados para detetar o efeito dos medicamentos sobre os tecidos,
as doses utilizadas sdo elevadas e os periodos de exposicao muito longos, uma vez que estes
animais tem um tempo de vida curto. Desta forma, ainda nao ha garantias sobre qualquer
alteracdo no movimento dentario causada por algum tipo de medicamento que o paciente tenha
tomado durante o tratamento ortodontico.

E relevante recordar que a maioria dos pacientes submetidos a tratamento ortoddntico
sao adolescentes e jovens saudaveis, e que as situacdes de doencas concomitantes ou de

medicagdao sistémica com possivel efeito ao nivel das estruturas envolvidas na RRAE s3o

verdadeiras excecoes.

3.3. Suscetibilidade genética

3.3.1. Polimorfisrnmos do DINA

Os estudos recentes de sequenciacdo do genoma humano permitiram identificar a
existéncia de milhdes de variacdes entre os individuos da populacdao saudavel, denominados
polimorfismos. Estas variantes genéticas sao frequentes e geralmente apresentam uma frequéncia
alélica superior a 19%. A sua caracterizagao e localizacdo no genoma tém contribuido de forma
significativa para a investigagdao médica, permitindo identificar diferencas na suscetibilidade genética

dos individuos para miltiplas doencas.
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Os polimorfismos do DNA sao habitualmente classificados como Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (polimorfismos em comprimento de fragmentos de restricaio ou RFLPs),
Variable Number Tandem Repeats (polimorfismos de nUmero variavel de repeticdes em tandem
ou VNTR), Single Nucleotide Folymorphisms (polimorfismos de nuclebtido Unico ou SNPs) e
Copy Number Vanations (variacoes do nlmero de copias ou CNVs).

Os SNPs sdo variagdes que consistem na substituicdo de um Unico nuclebtido por
outro'”. Estdo contabilizados em mais de dez milhdes ao longo de todo o genoma, localizam-se
tanto em regides codificantes como em regides ndo codificantes e sdo a principal causa da
variacao fenotipica entre humanos. A sua enorme densidade confere-lhes um grande potencial na
identificacao de genes de suscetibilidade a doencas multifatoriais. As novas tecnologias de arrays
permitem a caracterizacdo simultanea de milhares de SNPs e vieram revolucionar o estudo destas

doencas®®

. Os RFLPs sdo variantes de SNPs que se localizam em sequéncias reconhecidas por
enzimas que digerem a dupla cadeia de DNA, as endonucleases de restricao, pelo que podem ser
identificados recorrendo a estas enzimas.

Os VNTRs, consistem na variagdo do nUmero de repeticdes de motivos dispostos
sequencialmente, em tandem, e, dependendo da sua extensdo, classificam-se em satélites,

20.201 " Os alelos diferem no

minissatélites e microssatélites ou STRs (de Short 7Tandem Repeats)
nimero de repeticoes do motivo. De ampla distribuicdo pelo genoma, sao mais frequentes em
regives nao codificantes. Muito variaveis, sao o tipo de polimorfismo utilizado em Medicina
Forense, sendo também frequentemente utilizados como marcadores genéticos.

Os CNVs consistem em variagbes gendmicas estruturais quantitativas (delecdo,
duplicacao/amplificacao) compostas por segmentos longos de DNA que variam de | kilobase (kb)
até varias megabases (Mb), englobando um ou varios genes e regides ndo codificantes. Sao as
variantes genéticas mais recentemente descobertas, com elevado potencial no estudo de
fen6tipos complexos®? 2,

Os polimorfismos que interferem com a expressao génica podem ter consequéncias
fenotipicas. Estes polimorfismos podem estar presentes nas regides codificantes e originar
substituicdo de aminoacidos (variagcdes missense) com consequente alteracdao nas propriedades e
funcdo das proteinas, ou localizar-se em regides reguladoras (regiao promotora, 5' UTR e 3" UTR)
e interferir com a taxa de transcricdo e com a quantidade de proteina sintetizada. Podem ainda
interferir com o splicing, e, por exemplo, originar a sintese de isoformas de proteinas, ou alterar a
estabilidade do RNA e, consequentemente, diminuir a sintese proteicazoz' 204,

Alguns polimorfismos ndo interferem com a expressao génica, como acontece com a
maioria dos que se localizam em regides nao codificantes ou que originam variacdes sinbnimas

(sem variacao do aminoacido). Estes polimorfismos, ndo funcionais, sao os utilizados em Medicina

Forense e podem ser muito Uteis para estudos de genética clihica e na investigagdo ao

33



Reabsor¢ao Radicular Apical Externa associada ao tratamento ortodontico

funcionarem como marcadores. Eles sio marcadores porque sendo de localizacgdo bem
conhecida, “marcam” posicdes no genoma e podem assinalar a presenca de genes proximos,
associados a doencas, com os quais co-segregam. Esta caracteristica dos polimorfismos é

explorada nos estudos de identificacdo dos genes de suscetibilidade aos fenotipos genéticos.

3.3.2. Fendtjpos complexos

O fendtipo, entendido como toda a caracteristica ou fendmeno passivel de ser
identificado e avaliado, é determinado pela interacdo de fatores genéticos e ambientais. As
variantes genéticas designadas por mutacdes, responsaveis pelas doencas monogénicas, sao raras
na populacdo e caracterizam-se por constituirem gendtipos de elevada penetrancia, ou seja, com
uma probabilidade de manifestacdo da doenca geralmente superior a 60% (quase sempre
superior a 80%). Mas mesmo nestas doengas hereditarias, de transmissdao mendeliana, fendbmenos
como a penetrancia incompleta ou a expressividade variavel s6 se explicam pela coexisténcia de
genes modificadores e pela influencia de fatores externos ao doente, a maioria ainda

desconhecidos (Fig.1.8).

Fenétipos mendelianos
Gene
Fatores e ol - Modificagao Genética
Ambientais ' ‘ l
Proteina s
l ................ . Proteina(s)
Fendtipo

Figura 1.8. Fatores que determinam os fenétipos mendelianos, ditos “monogénicos”’. Adaptado de Abass et
al.ZOS

Mais frequentes na populagcdo, sao os fenotipos e doencas genéticas complexas ou
multifatoriais, determinadas pela interacdo de fatores ambientais com dezenas a centenas de
variantes genéticas, sendo por isso poligénicas (Fig. 1.9). Estas variantes genéticas associadas aos
fendtipos complexos sao os polimorfismos e por si s6 nao causam doenga, embora cada uma,
individualmente, possa contribuir para um pequeno aumento ou reducdao da suscetibilidade ao

fenbtipo, sendo por isso consideradas variantes de baixa penetrancia. Sdo deste tipo, doencas
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como a diabetes mellitus ndo isulino-dependente, a maioria dos cancros, a periodontite, as fendas
nao sindromicas do labio e palato, a carie dentaria ou a RRAE. Dada a impossibilidade de
reproducao das condicdes ambientais e da transmissao de um perfil genético complexo, as
doencas multifatoriais ou complexas, embora apresentem agregacao familiar, ttm um baixo risco

de recorréncia e de transmissao.

Fenotipos complexos

Gene1 Gene2 Gene3 Gened4d

Estbres FA—_ FA, FA

Ambientais (FA)

Proteina 1 Proteina 2 Proteina 3 Proteina 4

o | oS e
N%

Fenotipo

Figura 1.9. Fatores que determinam os fenotipos complexos ou multifatoriais. Adaptado de Abass et a/*®

A quantificacdo da contribuicdo genética para os fenotipos complexos é dada pelo
conceito de herdabilidade, que avalia a propor¢ao da variabilidade fenotipica atribuivel a
variabilidade genética da populagao. A herdabilidade é especifica de uma populagdo e varia
inversamente com a variabilidade dos fatores ambientais. Por exemplo, na RRAE, a herdabilidade
pode aumentar se todos os especialistas adotarem o mesmo protocolo terapeutico. Um dos
métodos para avaliar a herdabilidade, é através do estudo da concordancia entre gémeos
monozigbticos e dizigbticos. Nas doencas monogénicas, a concordancia entre gémeos
monozigbticos € de 100% e dos dizigbticos de 50%, e a herdabilidade é proxima de 100%. Nos
fenbtipos complexos, a herdabilidade varia de 30% para o cancro da mama a cerca de 70% para
as anomalias do espetro do autismo’. As previsbes de herdabilidade s6 sio aplicaveis a
populacdes e nao a individuos.

De entre os diversos estudos de identificacao dos fatores de risco para a RRAE
associada a tratamento ortodontico, tem-se concluido que os fatores classicamente avaliados,
biologicos e relacionados com o tratamento, apenas explicam cerca de 25% da variagdo deste
fen6tipo™ . Varios foram os autores que propuseram a influéncia da genética na ocorréncia da

RRAE induzida pelo movimento ortodontico. Alguns referem que quando essa suscetibilidade
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individual existe, a reabsorcdo radicular pode ocorrer mesmo na auséncia de outros fatores
etiologicos'”. Newman'®’, foi o primeiro a propor a existéncia de agregacio familiar para a RRAE,
contudo, depois dele, vérios autores t28m vindo a debater este tema'® ®" "> % Ngan et a/*”’
confirmaram a existencia de uma componente genética na RRAE num estudo retrospetivo de
gémeos, tendo encontrado indices de concordancia para gémeos monozigbticos de
aproximadamente o dobro dos encontrados nos gémeos dizigbticos. Como era de esperar, a
concordancia dos gémeos monozigoticos foi inferior a 100%, confirmando a importancia dos
fatores ambientais na RRAE.

A anélise de trios, pais e filho, ou pares de irmaos, também tem sido utilizada. Harris et
al'” realizaram um estudo sobre o componente genético da RRAE no qual avaliaram exames
radiograficos de pré e pos tratamento de 103 pares de irmaos, tendo verificado a existéncia de
uma herdabilidade elevada de cerca de 70% para as raizes dos incisivos maxilares e dos primeiros
molares mandibulares, mas insignificante para os incisivos mandibulares, o que explicaram pela
escassa variagao obtida no comprimento destas raizes. Além disso, constataram uma variagao na
reabsor¢do radicular muito mais significativa entre familias do que entre os irmaos da mesma
familia. Este dado pode ser muito importante no planeamento do TO de um paciente cujo irmao
tenha sofrido RRAE significativa. Este trabalho foi o primeiro a quantificar a contribuicao genética
para a RRAE e foi confirmado mais tarde por Hartsfield et a/'® que obtiveram resultados
semelhantes.

Na tentativa de melhorar a capacidade de prever a sua ocorréncia, nos Gltimos anos a
investigacao tem sido particularmente dirigida para a identificacao das variantes genéticas de

suscetibilidade a RRAE.

3.3.3. Estudos de associacdo

Para a identificacdo dos genes de suscetibilidade aos fenétipos de etiologia genética, a
estratégia a adotar depende da penetrancia das variantes genéticas envolvidas. Para variantes de
elevada penetrancia, com um modo de transmissao mendeliano, utilizam-se estudos de ligacao,
recorrendo a marcadores genéticos polimorficos. Em familias afetadas, procuram identificar-se os
polimorfismos que co-segreguem com a doencga ao longo das geracdes. Estes polimorfismos
funcionam como marcadores, identificando a posicado do gene que verdadeiramente esta
envolvido no fenbtipo, tornando possivel a sua posterior caracterizagao. Sao necessarias familias
extensas, com varios elementos doentes.

Os estudos de ligacdo tém pouco poder estatistico para detetar variantes de baixa ou
moderada penetrancia como os polimorfismos associados a fenotipos complexos, com um baixo

risco de transmissao, e para os quais os agregados familiares t&m um escasso nimero de doentes.
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Nestes casos, a abordagem que se tem revelado mais eficaz consiste em estudos de associagao
em populacdes.

Os estudos de associagao consistem na comparagdao da frequéncia de uma variante
especffica entre casos e controlos. As variantes mais frequentes nos doentes assinalam genes de
suscetibilidade. Na metodologia do gene candidato, selecionam-se genes funcionalmente
relacionados com a etiopatogenia da doenca, ou posicionados num /ocus previamente relacionado
com a doenca através de estudos de ligacao™ ***. Avancos tecnolbgicos recentes, com o recurso
aos microarrays, permitiram a analise simultanea de centenas a milhares de SNPs por individuo®®,
Nestes estudos, as variantes genéticas nao sao selecionadas pela sua hipotética relacao funcional
com o fendtipo e podem estar localizadas em regides nao codificantes, pretendendo-se
sobretudo uma cobertura global do genoma (Genome-Wide Association studies, ou GWA). Os
GWAs tém custos muito avultados e exigem amostras de populacdes na ordem das centenas a
milhares de individuos. Tém a vantagem de identificar novas e imprevistas associagdes, mas a
verdade é que os resultados nem sempre s3o reproduzidos, os marcadores identificados sao de
baixa penetrancia e até ao presente sem utilidade clinica evidente’”.

Com o Projeto do Genoma Humano, que foi concluido em 2003 e o /nternational
HapMap Project (2005), os investigadores teém, atualmente, novas ferramentas para a identificar as

variantes genéticas de suscetibilidade para as doengas comuns.

34. Genes de suscetibilidade para a reabsor¢do radicular

Como ja foi referido, a investigacdo sobre a suscetibilidade genética para a RRAE tem-se
baseado na estratégia de genes candidatos, muito provavelmente devido as exigéncias
metodolbgicas dos estudos de tipo GWA, que requerem amostras de enormes dimensdes e
critérios de diagnostico precisos, duas condigdes dificeis de concretizar no estudo da RRAE.

Os genes candidatos até agora estudados, codificam proteihas relacionadas com a
remodelacdo Ossea e da raiz dentaria e/ou com fungdes imuno-inflamatorias (Tabela 1.2). Os
genes do grupo da ILI, a ILIA e a ILIB, sao os mais referenciados.

Para este trabalho estudamos polimorfismos de 4 genes candidatos, o gene /L/5 o gene
TINFRSFI1B o gene TNFRSF/IA e o gene P2RX7, pelo claro envolvimento das proteinas por
eles codificadas na remodelacao dos tecidos 6sseos e da raiz do dente (Tabela 1.3). Estes genes ja
foram igualmente associados a suscetibilidade a periodontite, a alteracdes do metabolismo 6sseo,
e alguns deles a RRAE. Os polimorfismos foram selecionados pela sua frequéencia (superior a 5%),
pelo seu potencial papel funcional na expressao génica, e, no caso do SNP da ILIB, também por

ser um marcador amplamente referenciado na literatura.
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Tabela 1.2.Genes e polimorfismos investigados como fatores de suscetibilidade a RRAE

Gene* e

. Estudo Rx Resuttados Ref.
polimorfismo
ILIB 55 il P e Evidenciade DL com a Al-Qawasmi
(rsl 143634)  amencanas C RRAE, nos incisivos centrais 2003
caucasianas nesdlEres
(n=118)
TINSALP 38 familias P e Evidencia de DL entre o STR  Al-Qawasmi
TNF americanas C proximo do gene 20032
TNFRSE /A caucasianas TINFRSF/ 1A e a RRAE, nos
(n = 124) incisivos centrais maxilares
IL1B 6| brasileiros  Per Associacao significativa Bastos L
(rs1 143634) 2009%
ILIA 49 alemaes P Associacdo apenas para O Gulden N
(rs1800587) SNP do gene /L/A 2009%
ILIB
(rs1143634)
/LB 54 japoneses P e Sem associacdo Tomgg/asu Y
(rs| 143634) C 2009
IL1TA 93 espanhois P e  Associagao apenas para o Iglesias-
(rs1800587) caucasianos C SNP do gene /L/B Linares
IL1B Em dentes 2012°
(rs1143634)  endodonciados
IL1TA 106 P e Associcao apenas para o Linhartova P
(rs1800587) Repiblica C SNP do gene /L/RN, 201328
/1B Checa especialmente no sexo
(rs1143634) feminino
ILIRN
(rs419598)
IL1TA 54 espanhois P e Associacao apenas para os Iglesias-
(rs1800587) caucasianos C SNPs da /L/Beda /L/RN Linares
ILIB 2012%
(rs1143634)
ILIRN
(rs419598)
VDR 377 Per Associacao significativa Fontana
(rs731236) brasileiros 20122

Referéncias; C- Radiografia cefalométrica; P- Radiografia panoramica; Per- Radiografia periapical; DL- Desequilibrio de
ligacdo; /L/B- gene da interleucina | beta; 7NSALP- gene da fosfatase alcalina ndao especifica de tecido; 7NF gene do
fator de necorse tumoral alfa; 7NFRSF/ | A- recetor ativador do NF-KAPPA-B; /L /A- gene da interleucina | alfa; /L/RIN-
gene do antagonista da interleucina |; VDR- gene do recetor da vitamina D; * De acordo com a Hugo Gene
Nomenclature Committee (OMIM: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/)

38



Introdugao

Tabela 1.3. Genes e SNPs estudados

Gene' Refer SNP?  Localizagdo no

Jproteina /Nome com  genoma? Consequéncia funcional

TNFRSFI 1B rs3102735  NG_0/2202.1.g4314A>G Varante  da  regido
NM_002546.3:c.-1010A>G reguladora com possivel

/OPG N163A>G Regiio resulador interferéncia quantitativa na
eglao reguladora expressao génica
8q24.12
TNFRSF/ 1A rs1805034 NG_008098. | :g.39694C>T Variante missense
NM_0038392:c575C>T  (p.Vall92Ala) com possivel
/RANK 1575C>T B0 6 interferéncia na funcao da
1802133 proteina
/1B rs| 143634 NG_008851.1.28967C>T  Variante sinbnima
NM_000576.2:c315C>T  (p.Phel05Phe) com
/ILIB /3954C>T Bdo 5 possivel interferéncia
2913 quantitativa na expressao
q génica ou com fun¢ao de
marcador
PORXT7 1718119 NG_011471.2.g49426 G>A Variante missense
NM_002562.5:c./042G>A  (p.Ala348Thr) com ganho
/P2RX7 Bxdo | | de funcao
12q24.31

|- De acordo com a Hugo Gene Nomenclature Committee (OMIM: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/); SNP — Single
Nucleotide Polymorphism; 2 - De acordo com a base de dados SNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/); Nome com- nome
comum; OPG — Osteoprotegerina; RANK- Recetor Ativador do NF-KAPPA-B; ILIB — Interleucina | Beta; P2RX7 -
Recetor Purinérgico P2X, Canal 16nico de abertura dependente de ligando, 7.

3.4./. Polimorfismo rs/ /43634 do gene IL /B

O gene /L/B é constituido por 430 kb e a sua expressao é regulada ao nivel da
transcricdo e pobs-transcricao. Um dos seus mUltiplos polimorfismos, o SNP rsl 143634, ou
3954C>T, foi o primeiro a ser identificado como um fator de suscetibilidade para RRAE em 2003,
por Al-Qawasmi et a/®'. Neste trabalho pioneiro, os pacientes homozigotos para o alelo com
citosina (C, também designado de alelo |) apresentaram um risco de desenvolver RRAE (definida
para valores superiores a 2 mm) cerca de 5,6 vezes superior relativamente aos restantes pacientes
(heterozigotos ou homozigotos para o alelo com timina, T). O polimorfismo explicava 15% da
variacao da RRAE nos incisivos centrais maxilares.

O SNP rsl 143634 localiza-se no exdao 5, codao 105, e embora seja uma variante
sinbnima, (p.Phe|05Phe; ndo alterando o aminoacido fenilalanina da posicao 105), tem-lhe sido
atribuido um papel funcional na expressao génica. Estudos /n vitro com monbdcitos humanos
evidenciaram que a homozigotia para a variante T se associava a niveis de ILIB 4 vezes superiores,

e a heterozigotia a niveis 2 vezes superiores, relativamente & homozigotia para o alelo C *"%. O
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mesmo foi confirmado com doseamentos da ILIB no liquido crevicular de pacientes submetidos a
tratamento ortoddntico”"’.

Estes resultados sugeriram que o alelo C seria um fator de risco para RRAE porque, ao
reduzir a producdao de ILIB, impediria a remodelagdo do osso alveolar, favorecendo, assim, a
pressdo e stresse prolongados exercidos sobre a raiz dentaria®' (Fig 1.10). Estudos com modelos
de ratos knock-out para o gene /L/B submetidos a forcas ortodonticas parecem confirmar esta
hipbtese, uma vez que os animais que nao expressavam a citocina apresentaram niveis mais
elevados de RRAE®'. Contudo, h4 resultados discordantes: em ensaios /n vitro, o aumento da

214215 & num estudo em que

producao da ILIB pelo alelo T ndo foi confirmado por alguns autores
se comparou a producao da interleucina por monocitos de doentes submetidos a TO, nao se

encontraram diferencas significativas nos niveis de ILIB entre pacientes com e sem RRAE*",

Forca ortodontica

Ligamento periodontal
comprimido

IL1B - alelo C ILIB -alelo T
‘L Produgdo IL1B T Produgdo IL1B
Reabsorcdo da cortical 6ssea Reabsorcdo da cortical 6ssea
Adjacente ao LP Adjacenteao LP

l l

|T Pressdo Radicular | N, Press@o Radicular I
|T Reabsor¢@o Radicular | N Reabsor;éoRadicuIar'

Figura 1.10. Modelo proposto para a interferéncia do SNP rs| 143634 do gene da ILIB na RRAE.

A associagao entre a variante C deste polimorfismo e a RRAE tem sido frequentemente
descrita em populacdes geograficamente distintas como as do Brasil, EUA ou Espanha™ *" ¢,
embora com pequenas diferencas nos resuttados. Na amostra brasileira®, os pacientes com alelo
C, homo e heterozigotos, apresentaram um aumento de suscetibilidade para RRAE com um oadd
ratio (OR) de 4 comparativamente aos doentes com genbtipo TT, enquanto na amostra de
Espanha®’ se verificou que o genétipo CC era o de risco, com um odd ratio de 3,477 quando
comparado aos gendtipos CT e TT. No entanto, alguns estudos clinicos ndo confirmaram esta

28,130,210

associacao e outros identificaram o outro alelo, T, como sendo o de maior risco. Foi o caso
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de Iglesias et al’' que, ao avaliarem a ocorréncia de RRAE em dentes endodonciados,
encontraram um aumento de predisposicao genética para os homozigotos para o alelo T (OR =
1'1.59), quando comparados com os homozigotos ou os heterozigotos para o alelo C (p = 0.006).
Curiosamente, os mesmos autores, num outro estudo com dentes vitais, tinham verificado uma
associacao quer com o alelo C quer com um outro polimorfismo do gene /L/RN.

O estudo de Bastos e Lages™ tem a particularidade de ter recorrido a radiografias

periapicais para avaliar a RRAE, embora com uma amostra reduzida, de apenas 61 individuos.

3.4.2. Polimorfismo rs/805034 do gene TINFRSFI 1A

Como anteriormente descrito, ha muiltiplas evidéncias da importancia do sistema
RANK/RANKL/OPG no metabolismo Osseo e também na resposta biologica ao TO.
Polimorfismos nos genes que codificam estas protefnas tem por isso sido frequentemente
estudados em associagao a patologia Ossea e articular. Os estudos de associagao com a RAEE tem
sido escassos.

O gene TNFRSF/IA (membro | IA da superfamilia do recetor do fator de necrose
tumoral ou ainda recetor ativador do NF-KAPPA-B), localizado em 18g21l, codifica a proteina
RANK. O SNP rs1805034, ou 575C>T, localiza-se no exdo 6 e & uma variacao missense, levando
a substituicdo do aminoacido valina pela alanina na posicao 192 da proteina (p.Vall92Ala), o que

podera alterar qualitativamente a fun¢do da proteina. Este SNP foi anteriormente estudado em

217 218

relacdo com a necrose assética ap0Os artroplastia®’, a artrite reumatoide”® e a doenca de Faget
do osso esporadica’’. Varios outros polimorfismos deste gene t&m sido associados as mesmas e a
outras patologias osteoarticulares”"”.

Um dos raros estudos genéticos sobre o papel do gene 7/NFRSF/ /A na suscetibilidade

° onde foi identificada uma

a RRAE, consistiu num estudo de ligacio com pares de irmaos™
associacao entre o marcador microssatélite D 18S64, fortemente ligado ao gene 7NFRSF/ /A e a
RRAE afetando os incisivos centrais superiores, sugerindo o envolvimento deste /ocus ou de outro
nas suas proximidades. Nas bases de dados consultadas, ndo ha registo de outros artigos

publicados que associem polimorfismos deste gene a suscetibilidade genética para a RRAE.

3.4.3. Polimorfismo rs3/02735 do gene TINFRSF/ /B

O gene humano da osteoprotegerina (OPG), designado por 7NFRSF/ /B (membro | I1B
da superfamilia do recetor do fator de necrose tumoral), estd localizado no cromossoma 8
(8924), tem 29 kb e consiste em cinco exdes e 4 intrdes. Existem 4 transcritos para o

TINFRSF/ 1B sendo o 4 o predominante. A maioria dos polimorfismos deste gene localiza-se em
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regides reguladoras, principalmente na regidao flanqueadora 5, mas também nas juncdes
exao/intrao.

O SNP estudado, o rs3102735, ou -1010A>G (previamente designado por Al63G),
localiza-se na regidao reguladora, pelo que podera influenciar a taxa de transcricdo do gene e os
niveis de sintese da proteina OPG. Este SNP tem sido associado ao risco de fraturas e baixos

indices de densidade 6ssea’”®?%,

344 Polimorfismo rs/718119 do gene P2RX7

O gene humano FPZRX7 (Recetor Purinérgico P2X, Canal lonico de abertura pendente
de ligando, 7) estd localizado no cromossoma 12 (q24.31). Codifica um recetor purinérgico
extracelular, com funcdes de canal ibnico, nao seletivo, dependente de ATP. Dos muitos
polimorfismos descritos neste gene, || SNPs n3o sinbnimos tém repercussao na funcao do
recetor. Trés variantes com perda de funcao (p.Glu496Ala, p.lle568Asn, p.Arg307GIn) e duas com
ganho de funcdao (p.HisI55Tyr e p.Ala348Thr) foram ja associadas a varios fenotipos
osteoarticulares'®" 1% 2%,

O SNP rsI 718119 corresponde a variante missense com ganho de fungao p.Ala348Thr
(na posicao 348 da proteina, o aminoacido alanina é substituido pelo aminoacido treonina).
Localizado no ex@o ||, consiste na transicio G>A, embora na base de dados SNP venha descrito
como T>C, por ter sido inicialmente referenciado na cadeia complementar. De acordo com a
funcdo pro-osteogénica do P2X7R, a variante com ganho de fungido, (nuclebtido adenina, A,
correspondendo ao aminoacido treonina), foi associada a aumento da densidade Ossea e
diminuicio do risco de fraturas %",

O recetor P2X7 compreende um volumoso dominio extracelular glicosilado e rico em
cistefnas, dois domihios transmembranares (Tml e TM2), um curto domihio intracelular
correspondendo ao terminal amina (N) e um domiio intracelular de comprimento variavel,
correspondendo ao terminal carboxilico (C)'% #* 2% A variante p.Ala348Thr esta localizada no
domihio Tm2. Estudos de mutagénese dirigida sugerem que o residuo 348 é importante para a
funcio do canal ibnico quando este est4 aberto?.

Ensaios /n vitro, com expressao de sequéncias recombinantes em monocitos humanos,
demonstraram que haplotipos do FZRX/ com a variante p.Ala348Thr exibiam um ganho de
funcio, dependente da presenca desta variante, e induziam um aumento da produco de IL 1B,

Até ao momento, nao ha referéncias a estudos de populacdes sobre o papel dos

polimorfismos deste gene na suscetibilidade a RRAE.
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3.4.5. Outros polimorfismos

Para o gene do recetor antagonista da ILI, o /L/RN, alguns polimorfismos, de tipo SNP
e VNTRs, t&8m sido ocasionalmente associados a RRAE? . O antagonismo funcional entre a
proteina ILIRN e a ILIB torna estes estudos relevantes, contudo, as variantes alélicas destes
polimorfismos sao raras e o seu significado funcional duvidoso, sendo necessarios estudos mais
conclusivos.

O polimorfismo (rs731236) do gene VDR (que codifica o recetor da vitamina D) foi
associado ao aumento de expressio da RANKL e a diminuicdo da expressio da OPG,
promovendo a diferenciacdo osteoclastica. Desta forma, podera influenciar a suscetibilidade a
RRAE, 4 semelhanca do que tem sido descrito para a osteoporose e para a periodontite”'',

Outro gene candidato é o da fosfatase alcalina ndo especifica aos tecidos, codificada
pelo gene 7NSALF uma enzima com um papel relevante na mineralizacdo e formagao do
cemento **. Em ratos sem expressio do gene 7/NSALP verificou-se uma reduczo da formaczo de
cemento acelular nos molares e atraso na erup¢ao dentaria™.

Estudos prévios implicam o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa) na remodelagao
bssea in vitro e in vivo™, justificando a sua inclusio como gene candidato para a RRAE. Além
disso, h4 evidéncias de que os niveis de TNFa no sulco gengival estio elevados durante o TO®,
Contudo, num estudo de Al-Qawasmi et a/’” nio se evidenciou qualquer associacio entre a
RRAE e o polimorfismo selecionado deste gene,

Eventualmente, outros polimorfismos de mediadores envolvidos na reabsorcao 6ssea e

da raiz dentaria poderao vir a ser relacionados com a RRAE, como sejam polimorfismos dos

genes da IL-6 e do TNFB entre muitos outros.

4 . Diagnostico imagiologico

Para a identificacdo de genes de suscetibilidade a fenotipos complexos, a definicao de
critérios objetivos de diagnostico € essencial. Na avaliagao da dimensao da raiz dos dentes, tal sO
pode ser conseguido por avaliacdo imagioldgica. A imagiologia aplicada a Medicina Dentaria € uma
area cientffica e tecnologica em constante evolugao. Técnicas como tomografia computadorizada
de feixe conico (TCFC) permitem, atualmente, a andlise detalhada das estruturas dentarias e do
periodonto em trés dimensdes. Contudo, o risco de exposicao a radiagdo ionizante tem

restringido as indicacdes para a sua aplicagao clinica e limitado a sua utilizagdo em investigacao.
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4.1. Ortopantomografia

Em finais dos anos 50, o Dr. Yrjo Veli Paatero experimentou e propds um método de
radiografias panoramicas para as arcadas dentarias”’" . Foi ele que desenvolveu os fundamentos
da radiografia panoramica a partir dos principios da tomografia, tendo-a designado de
pantomografia, uma contracdo das palavras panoramica e tomografia. Esta técnica torou possivel
radiografar as superficies curvas dos maxilares desdobrando-as num s6 plano. Apresentou ainda a
evolugdo dos processos radiograficos com 3 centros rotacionais, conhecidos por centros
ortopantomogréficos, que se mantém até a atualidade. Este exame radiografico tem vindo a ser
designado de mdltiplas formas, mas no presente trabalho, iremos adotar o termo
ortopantomografia (OPT).

Nesta técnica, o filme e a ampola giram simultaneamente em direcdes opostas,
descrevendo uma elipse, permitindo, recorrendo a um colimador, criar secgdes de imagens
relativas a uma determinada area anatomica, designadas panoramas. As secoes das imagens sao
adicionadas umas as outras formando uma imagem (nica”'. Cada secio de imagem é formada
tendo como base um Unico plano, a “area de corte” ou “area focal” (focal trough). A "‘area focal”
representa uma zona imaginaria de trés dimensdes com a forma da arcada dentaria e de
dimensdes especfficas, utilizada para posicionar os dentes anteriores do paciente” ** (Fig. I.11).
O principal inconveniente desta técnica é que a imagem resultante € uma radiografia seccional
produzida pelo movimento do aparelho em que, como em todas as outras formas de tomografia,
sO as estruturas localizadas dentro da “area de corte” sao evidentes na imagem final. Assim, todas
as estruturas fora desta area sao distorcidas ou eliminadas™.

Recorrendo a um feixe de radiacdo estreito, de origem extra oral, & possivel limitar a
difusdo dos raios X, aumentar o contraste da imagem e diminuir a dose de radiacdo. Quanto a
dimensao vertical da imagem, ela ndo é afetada pela rotacdo do feixe no plano horizontal. De

realcar que a imagem geométrica resultante desta técnica, mantém as suas proporcdes”'.

Figura .1 1. Esquema representativo da Zona focal. Fonte: William S. Moore?®,
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Na clinica ortoddntica, a OPT e a telerradiografia de perfil da face sao exames
requisitados por rotina e com vasta aplicacao clinica, dado que se consideram essenciais para um
correto diagnostico e tratamento ortodontico. Na realidade, este tipo de exame radiogréfico
permite uma representacao panoramica do sistema mastigatorio, estendendo-se desde a porg¢ao
inferior das Orbitas até ao bordo inferior da mandbula e incluindo as articulacdes tempo-
mandibulares e os seios maxilares. Outras vantagens da radiografia panoramica em ortodontia sao
a reduzida exposicdo a radiacdo, o menor consumo de tempo pelo operador (dado que o
posicionamento do paciente é relativamente simples), o menor gasto de tempo de consulta para

o paciente e a melhor colaboragio do mesmo?*

. Note-se que a dose efetiva de radiacao € cerca
de um quinto da dose de um status periapical completo.

Apesar de este exame apresentar limitacoes capazes de reduzir a qualidade da imagem
radiografica, algumas delas sao contornaveis desde que haja um bom conhecimento da técnica a
aplicar. A qualidade da imagem radiografica final depende essencialmente do correto
posicionamento do paciente e da proximidade das estruturas anatbmicas requeridas a origem do
foco.

Para o posicionamento do paciente ha orientacdes técnicas especfficas consensuais.
Quanto a proximidade das estruturas anatomicas alvo com a origem do foco, na maioria dos
aparelhos comerciais ela € variavel, enquanto a distancia foco-filme permanece constante. Alis, a
maior desvantagem desta técnica radiogréfica passa precisamente pelo facto da propor¢ao da
distancia foco-objeto com a distancia objeto-filme nao ser igual em todas as regides, resuttando
num fator de ampliacdo variavel”’'. Particularmente nos casos de classes esqueléticas Il e Il tora-
se muito dificil obter uma boa definicdo da imagem do sector anterior mandibular e maxilar em
simultaneo, o que dificulta a obten¢do de medicdes lineares precisas.

Relativamente a possivel alteracao das dimensdes, obtida na OPT, ela ocorre
basicamente na dimensdo horizontal da imagem. Quanto ao fator de ampliacao, ele esta estimado
em cerca de 20-35%"**, sendo idéntico nos planos horizontal e vertical, dentro da zona focal. Na
dimensao vertical, a ampliacao das estruturas fora da zona focal varia muito pouco e em fungao da
profundidade do objeto”**, Na dimensdo horizontal, a ampliacio fora da zona focal, aumenta
consideravelmente com o incremento da distancia entre o centro de rotag¢do e a zona focal, no
lado do centro de rotacao.

Para se obter uma qualidade de diagnostico maxima, a OPT deve respeitar os seguintes
critérios de qualidade: mandibula em forma de "U", raizes dos dentes anteriores facilmente visiveis
com o minimo de distor¢ao e sem opacidade, simetria dos condilos e do ramo da mandibula,
ampliagdo igual em ambos os lados da linha média, plano oclusal com ligeira curva para cima e

ainda aus@ncia de objetos metalicos removiveis (Fig. |.12)%** %% 2%,
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Imagem A

Imagem B

Figura 1.12. Imagens de ortopantomografia: (A) respeitando os critérios de qualidade e (B) sem critérios de
qualidade.

4.2. Radiografia Periapical

A radiografia periapical permite uma imagem com mais pormenor e menor distor¢ao,
com um fator de ampliagio usualmente inferior a 5%**. Gher’*® avaliou o comprimento de um

implante dentario, comparando as medicoes obtidas na radiografia periapical € na OPT e verificou
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uma precisdo de cerca de 0,3 mm para a periapical e de 0,4 a 1,7 mm para a OPT. Contudo, se
for efetuada na consulta ortodontica, a radiografia periapical exigira varias aquisicoes radiograficas
de forma a abranger toda a denticdo, com maior exposicdo a radiacdo, e nao exclui a necessidade
da obrigatoria ortopantomografia inicial. Nos casos em que os apices ndao sao visualizaveis com
precisao ou em que existam fatores que indiquem um risco acrescido de RRAE ou perda Ossea
vertical, as radiografias periapicais estdo indicadas, ainda que como exame complementar a8 OPT**

Sameshima e Asgarifar”* efetuaram um estudo com o intuito de perceberem qual dos 2
tipos de radiografia, periapical ou ortopantomografia, seria mais eficaz na avaliagago da forma
radicular na fase de pré-tratamento e na quantificacdo da reabsor¢do radicular apical externa no
poOs-tratamento. Tal como outros autores, confirmaram o sobrediagnostico de RRAE na OPT
relativamente a radiografia periapical, mesmo depois de aplicado o fator de correcao de
ampliacdo de cerca de 20-35%. Contudo, s6 nos incisivos inferiores € que essas diferencas foram
estatisticamente significativas. Na regiao maxilar anterior, a zona que apresenta usualmente maior
indice de RRAE, as diferencas na avaliacdo do comprimento das raizes entre os 2 tipos de
radiografia foram inferiores a 0,2 mm. Quanto a forma radicular, os resultados deste trabalho
indicaram que as radiografias periapicais permitiam a sua visualizagdo de forma mais detalhada.

A maior exatiddo das radiografias periapicais na medicao da RRAE, conseguida pela
técnica de paralelismo, ndo exclui algumas dificuldades e a sua acuidade ja tem sido questionada,

devido aos erros provocados pela variagio na morfologia dentaria*'.

4.3. Novas técnicas de imagiologia

A tomografia computadorizada de feixe conico (TCFC) & um método imagiologico que
permite a obtencdao de imagens tridimensionais das estruturas da regiao maxilo-facial. Quando
comparada com a tomografia computadorizada convencional, o uso da tecnologia TCFC tem

242, 243

vantagens importantes na pratica clinica, como a reducao significativa da dose de radiacdo a

obtencdo de uma imagem espacial de elevada resolucdao, o menor tempo de exposicao, o menor

|24

nimero de artefactos e a andlise em tempo real”™. Varios estudos tem comprovado que, gracas

ao recurso a um voxel isotropico, a TCFC consegue obter grande precisao nas medidas
lineares™>*".

Por tudo isto, esta técnica tem ganho popularidade em varias areas da Medicina
Dentéria, incluindo a ortodontia. Contudo, a TCFC n3o estd indicada como exame de rotina no
paciente ortodontico dado o acréscimo consideravel de dosagem de radiacdo comparativamente

as radiografias convencionais em 2D, As doses de radiacio da TCFC szo 3 a 7 vezes maiores

do que as da OPT e 40% inferiores as da convencional tomografia computorizada®™'. A Academia

47



Reabsor¢ao Radicular Apical Externa associada ao tratamento ortodontico

Americana de Radiologia Oral e Maxilo-facial desenvolveu algumas diretrizes para a pratica clinica,
das quais se destacam as seguintes: |) os beneficios provenientes da utilizacao da TCFC no
diagnobstico e/ou tratamento devem superar os potenciais riscos associados a exposicao da
radiacdo; 2) a utilizacdo da TCFC deve ser restrita a situacdes em que uma dlvida clinica nao
consiga ser respondida por métodos convencionais clinicos nao radiograficos ou métodos
radiograficos com menor dose de radiacdo; 3) evitar pedir uma TCFC unicamente para a
obtencdo de telerradiografia e/ou ortopantomografia; 4) evitar tirar radiografias convencionais em
2D se o exame clinico indicar que um estudo através de TCFC & o mais adequado®™.

Atualmente, na area da ortodontia, uma das indicacdes para a TCFC é a avaliagao da
reabsor¢ao radicular. O clinico deve decidir em consciéncia e com base nas diretrizes mais atuais.
Dudic et a/*?, em 2009, compararam a capacidade de detecao da RRAE associada ao tratamento
ortoddntico por meio de OPT e de TCFC num estudo de 22 doentes. onde avaliaram todos os
dentes. Verificaram que 335% e 49% dos dentes sofreram reabsor¢dao moderada quando
avaliados através de OPT e TCFC, respetivamente. Concluiram que a RRAE é subestimada
quando avaliada por OPT e que a TCFC pode ser um método de diagnbstico complementar Gtil
a radiografia convencional, para ser aplicado quando € necessario decidir sobre a modificacdo ou
continuagcdo do TO devido a ocorréncia de RRAE.

Recentemente, Ren et a/>>

compararam a precisao da TCFC e da radiografia periapical
para detecdo de RRAE, em modelos de dentes isolados, tendo obtido valores de sensibilidade e
especificidade de 75,8% e 96,3% para a TCFC e de 67,5% e 82,5% para a periapical. Os autores
referem que a radiografia periapical quando usada como elemento de diagnostico da RRAE, tende
a subestima-la.

Estes resultados nao deixam de ser confusos quando analisados globalmente com os
estudos anteriores, segundo os quais a OTP sobrestimava a incidéncia de RRAE quando

|234

comparada com a periapical™, sugerindo a necessidade de estudos randomizados com amostras

de maior dimensao.

4.4. Medicao da RRAE em radiografias

/212 3 maioria dos autores tem

Com base em trabalhos prévios de Al-Qawasmi et a
considerado como valor corte (cut-off) para a significancia clinica de RRAE o valor de 2 mm,
dividindo os individuos em grupo controlo, se RRAE < a 2mm, e doentes, se RRAE > 2mm. Este
valor provavelmente resultou dos estudos iniciais ** onde se encontrou um encurtamento médio

da raiz de 1,34 mm nos pacientes submetidos a TO. Dadas as limitacdes das medicdes efetuadas

48



Introdugao

a partir das OPT, o valor teré sido arredondado para 2 mm*. O facto é que ndo existe evidencia
cientifica do valor clinico deste valor.

Relativamente ao grau de severidade da reabsor¢do, a classificacado de Levander e
Malmgren, de 1988%, & das mais referenciadas. Estes autores avaliaram radiograficamente a
reabsor¢ao radicular durante o TO e estabeleceram uma classificacdo com quatro niveis (Fig.1.13).
Outros autores também propuseram classificacdes para a reabsor¢ao radicular por niveis, mas
nunca tiveram grande aceitacgo'" ¥ 142 254 255,

Na investigacdo ortodontica, para avaliar e quantificar a RRAE, os autores tém recorrido
as mais diversas metodologias, desde as escalas ordinais, como as de Levander e Malgren, a

calibradores manuais digitais, a softwares especificos e imagem digital, a microscopia Otica ou

eletronica e, mais recentemente, a tecnologias de imagem 3D (TCFC).

Figura 1.13. Classificagdo dos niveis de reabsor¢do radicular durante o tratamento ortodontico, sugerida por
Levander e Malmgren®.,

-

N\

|- Reabsor¢ao minima (contomo apical irregular); 2- Reabsor¢ao moderada (<2mm); 3- Reabsor¢ao severa
(>2mm<1/3 da raiz); 4- Reabsorc¢dao extrema (> 1/3 da raiz).

No entanto, na maioria dos trabalhos sobre os fatores de suscetibilidade a RRAE, os

autores caracterizam a RRAE de forma quantitativa a partir de radiografias cefalométricas'® */ % ¢"

16, 122, 209, 210, 256-260 27, 28, 30-32, 6l, I, 113 122, 209, 210, 26l
,

ortopantomografias ou ainda radiografias

: : + 26, 115, 117,211,262
periapicais )
Para contornar a imprecisao das medicdes do comprimento da raiz, alguns, raros,

autores, preferem avaliar a propor¢do coroa/raiz’’, método igualmente adotado neste trabalho.
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A identificacdo da juncdo amelo-cementéaria na radiografia € crucial para a correta
medicio da raiz dentaria. Brezniac et a/’*’ para calcularem as alteracdes no comprimento radicular
em duas radiografias diferentes, definiram 2 pontos de juncao amelo-cementaria: a vestibular, que
€ o ponto mais apical, no lado vestibular da coroa, e a mediana, o ponto médio da linha que une
os pontos da jungao amelo-cementaria mesial e distal (Figura 1.14). Segundo estes autores, as
variacoes na angulacdo entre o dente e o filme interferem com as medi¢des dos comprimentos
do dente e da raiz na radiografia e a medicdo através da simples subtracdo do comprimento
radicular na radiografia inicial, pré-tratamento (T 1), e radiografia final, pos-tratamento (T2), pode
conduzir a resuftados de alongamento ou encurtamento, em fungao da direcdo das angulacdes.

Este erro deve ser corrigido recorrendo a formulas especificas'® 7 6% 110 131 164,263,

Figura 1.14. Pontos de referéncia para avaliagado de RRAE. V- Juncio amelo-cementaria vestibular; M -
Juncdo amelo-cementaria mediana.

Fonte: Brezniak et a/?’

Na formula inicialmente proposta por Linge e Linge', considerando que durante o TO
o comprimento da coroa permanece inalterado, a razao entre o comprimento inicial da coroa
(Cl) e o comprimento final da coroa (C2), determina o fator de ampliacdo da radiografia. O valor
do comprimento final da raiz (R2) deve ser corrigido multiplicando pelo fator de ampliacao
(C1/C2).

Uma outra formula, a de McFadden''?, efetua corre¢des para o comprimento da raiz das
duas radiografias, inicial (R1) e final (R2), recorrendo a um fator Cx obtido a partir da medicdo das
coroas, sendo Cx= (CI1+C2)/2. Assim, Rlajustada = Rl (Cx/Cl) e R2 ajustada = R2 (Cx/C2).

Para Brezniac et a/**®

, que testaram as duas formulas, o melhor método para calcular o
encurtamento da raiz € o de Linge e Linge'’, defendendo a escolha da juncdo amelo-cementaria
mediana como ponto de referéncia dentario no calculo do comprimento radicular.

Dada a dificuldade de visualizacao precisa da juncao amelo-cementaria em qualquer tipo

de radiografia, mas particularmente nas OPT, poder-se-ia avaliar a RRAE medindo o comprimento
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total do dente. Contudo, os diversos autores que estudam este tema nao o tém feito, pela
necessidade de corrigir a angulagdao e ampliacao da imagem, utilizando a medicao da coroa antes e
apos o TO.

A radiografia digital € frequentemente usada na prética clinica dentaria, dada a economia
de tempo, as suas vantagens de armazenamento e a maior facilidade de interpretacdao das

252, 264

imagens . A reconstrucdo digital de radiografias, recorrendo a software especffico de

tratamento e andlise da imagem, possibilita uma analise mais precisa e facilita a detecdo precoce

de pequenas modificacdes no comprimento radicular’® %%,

5. Objetivos

Os principais objetivos deste estudo foram: propor um modelo integrado de
suscetibilidade a RRAE, de modo a permitir uma abordagem personalizada do paciente
ortoddntico, com otimizagao dos resultados e minimizacao da ocorréncia desta complicacdo, e
contribuir para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos na etiopatogenia deste fenotipo.

Como objetivos secundarios definiram-se:

- avaliar a contribuicao, para a suscetibilidade a RRAE, de treze variaveis, cliicas e
relacionadas com o TO: idade de inicio do tratamento, género, medicacdo sistémica cronica,
doencas cronicas do foro endbcrino, antecedentes familiares, duragao do tratamento ortodontico,
aplicacao de aparelho Hyrax, aplicacado de aparelho funcional fixo, extracao de pré-molares,
mordida aberta anterior, interposicao lingual, padrao esquelético e overjet;

- avaliar a contribuicdo, para a suscetibilidade a RRAE, de quatro SNPs dos genes
candidatos /L/B TINFRSFI 1A, TINFRSFI 1B e P2RX7.

- descrever as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos selecionados na
populagao portuguesa, dada a sua eventual importancia nao s6 para a patologia oral como para

outras patologias de diversas especialidades médicas
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| . Desenho do estudo

Este trabalho &€ um estudo retrospetivo e observacional e envolveu diferentes
instituicdes: o Servico de Ortodontia da Area de Medicina Dentéria da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra e duas clinicas ortodonticas privadas onde trabalha a autora deste
estudo, de onde foram selecionados os pacientes, e o Servico de Genética Médica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Coimbra, onde foi realizado o estudo genético.

A aplicagao informética criada para a determinacao de RRAE a partir das imagens de
ortopantomografia foi desenvolvida em colaboracado com um dos orientadores desta dissertacao,
o Professor Doutor Miguel Angel Guevara Lopez. O tratamento estatistico foi realizado com o

apoio técnico e cientifico do Professor Doutor Nuno Filipe Jorge Lavado.

2 . Populagdo

A amostra de pacientes foi construida a partir do arquivo da consulta da Pos-graduacao
de Ortodontia da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e do arquivo de duas
clinicas ortodonticas privadas. Foram analisados os processos de pacientes que iniciaram e
terminaram o tratamento entre 2000 e 2010, num total de 790. Deste universo, foram
aleatoriamente selecionados pacientes, nao consanguineos, que cumpriam os critérios de inclusao
definidos para este estudo, para serem contactados pela autora do projeto no sentido de se
explicar o ambito do trabalho e pedir a sua colaboracdo, informando da necessidade futura da sua
presenca numa consulta para recolha de amostras de saliva e eventual fornecimento de alguns
dados clinicos. Como resuttado deste longo trabalho de selecao, foram reunidos 212 pacientes
que acederam em colaborar. Contudo, a amostra final apenas incluiu 195 individuos, tendo os
restantes sido excluidos por auséncia de resultados genéticos ou por critérios de andlise

estatistica. Foram avaliados 6 dentes do maxilar superior, os quatro incisivos e os dois caninos.
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O:s critérios de inclusao dos pacientes neste estudo foram os seguintes:

ser de raca caucasiana e de origem portuguesa (até a segunda geracdo de
ascendentes);

ter concluido tratamento ortodontico fixo, seguindo um protocolo
estandardizado, com a técnica de strajght-wire e aparelho fixo pré-ajustado com
prescricao de Roth e s/ot de 0.018/0.030 polegadas;

ter uma ortopantomografia prévia ao tratamento (realizada nos 6 meses
anteriores) e outra efetuada nos 6 meses que se seguiram a remocao dos
aparelhos fixos; ambas cumprindo os critérios de qualidade deste tipo de
exame;

ter um processo clihico completo, com historia clinica que permitisse a recolha
de todos os parametros pretendidos;

nao apresentar malformacdes craniofaciais, agenesias dentarias, dentes
supranumerarios ou caninos maxilares impactados;

possuir uma denticdo em que os incisivos e caninos maxilares tivessem atingido
uma formacao radicular completa a data do inicio do tratamento;

ausencia de fraturas coronarias, de traumatismos ou de caries nos bordos
incisais antes e durante o tratamento;

auséncia de raizes com morfologia aberrante;

ter um plano de tratamento sem extracdes no maxilar superior (a excecao dos
sisos), ou sO6 com extracdo de 2 pré-molares maxilares e sem cirurgia
ortognatica;

auséncia de doenca periodontal.

Os pacientes deram o consentimento informado por escrito (Anexo 3), de acordo com

0s principios

éticos da investigacdo médica e dos direitos humanos, referidos na declaracao de

Helsinquia (versao 2002, www.wma.net/e/policy/b3.htm). Este projeto de investigacdo, na area de

experimentacao clinica, foi aprovado pela Comissdao de FEtica da Faculdade de Medicina da

Universidade de Coimbra (Anexo 4).

Os dados clinicos foram recolhidos por consulta do processo clinico e por um inquérito

ao qual os pacientes responderam na mesma consulta (Anexo 5) que permitiu a recolha de saliva

para extracao de DNA. Para além dos parametros dos critérios de inclusao, foram analisadas as

seguintes variaveis clinicas: género, idade no inicio do tratamento, medicacao sistémica cronica,

doencas cronicas do foro endocrino, antecedentes familiares, duragdo do tratamento, extra¢des
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de pré-molares superiores, padrao esquelético, aplicacao de expansor Hyrax, aplicagdo de
aparelho funcional fixo, overet, mordida aberta anterior e interposicao da lingua.

Os expansores maxilares Hyrax foram sempre aplicados no inicio do tratamento
ortoddntico, ativados com quatro voltas no dia da cimentacdo e com duas voltas por dia (0.25
mm por volta) durante o perfodo ativo e mantidos por seis meses. O uso de aparelho funcional
fixo e os antecedentes de medicacdo sistémica e de endocrinopatias foram excluidos da anélise
estatistica posterior, devido ao reduzido nimero de pacientes existentes. Da mesma forma,
excluimos a variavel antecedentes familiares, por auséncia de pacientes com antecedentes
familiares conhecidos de RRAE.

Os 195 pacientes da amostra final incluiram 72 homens e 123 mulheres, com uma idade
média de 17.24 anos e um desvio padrao de 6.8 anos; o tempo médio de tratamento foi de 36

meses, com um desvio padrao de 10 meses.

3. Avaliagao da RRAE

3.1. Avaliagdo das ortopantomografias

As ortopantomografias (OPT) foram todas realizadas com ortopantomografo Gendex
Orthoralix SD-2 CEPH. O fator de ampliagdo deste equipamento é de 1.25:1.

Para garantir a qualidade da radiografia panoramica, verificou-se o cumprimento dos
critérios anteriormente definidos™" **. As radiografias de todos os pacientes, relativas a fase pré
(T1) e pos (T2) tratamento ortodontico foram digitalizadas com a resolugao de 300 dpi e 256
niveis de cinzentos, recorrendo a um scanner - Epson Expression 1680 Pro - e gravadas em
formato TIFF (7agged I/mage File Format). A observagdao destas imagens, para posterior
mensuracao das dimensdes radiculares, foi efetuada num monitor Asus de 22 polegadas, para
permitir uma melhor identificacdo dos pontos alvo.

Para determinar o padrdo esquelético dos pacientes, foram efetuadas andalises
cefalométricas a partir de telerradiografias efetuadas antes do TO.

De forma a dispormos de um método normalizado, simples e o mais preciso possivel
para medir a RRAE, foi desenvolvido, especificamente para este trabalho, o prototipo de um
software, designado por ARIAS (Apical Resorption Image Analysis System), em MATLAB, versao
7.12.0.635 (R201 la). A aplicagdo inclui trés etapas: (1) pré-processamento de imagem, (2) selecao

dos pontos de referéncia e (3) produgio, registo de valores e calculos™”*®
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A etapa de pré-processamento de imagem destinou-se a melhorar a qualidade das
imagens radiogréaficas, de forma a aumentar o potencial de discriminagdo na area dos dentes a
estudar. Com este intuito, selecionou-se uma area retangular (regido de interesse), que incluiu s6
0s quatro incisivos e os caninos superiores. Foram explorados varios tipos de filtros baseados na
estatistica da intensidade de imagens e também na combinacdo de algumas operacoes
morfolbgicas mateméticas™® **’ de forma a obter uma melhoria da imagem radiogréfica.

O:s filtros de imagem foram aplicados as radiografias originais T1 e T2 (Fig. 2.1 A e C
respetivamente) dando origem a imagens digitalmente melhoradas na area a estudar. Iniciou-se
com a aplicagdo das transformacdes morfologicas fop-hat e bottom-hat para produzir as
imagensT| e T2 top-hat e bottom-hat, posteriormente, as imagens iniciais adicionaram-se as
imagens fop-hat e o resultado foi subtraido das bottom-hat, de modo a produzir as imagens T |

e T2 finais melhoradas (Fig. 2.1. B e D respetivamente), utilizadas para as medicoes.

A —TI original C-T2 original

).“

B - T1 processada e com medi¢oes D-T2 processada;. com medigoes

Figura 2.1. Imagens iniciais de pré (A) e pos (C) tratamento e as mesmas imagens apos aplicagao de filtros
pelo ARIAS (B e D respetivamente). As mensuragdes foram efetuadas nas imagens processadas.
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A formula matemética das operacdes de pré-processamento de imagem € a seguinte:

E=A-8B sendo £ a imagem melhorada
A=0+T
B =¢(O)- O, sendo B aimagem bottom-hat

7 =0 —y(O), sendo T aimagem top-hat e O a imagem original (T| ou T2)

Na etapa seguinte, selecionaram-se manualmente quatro pontos em cada um dos seis
dentes, criando uma geometria cruciforme: dois pontos nas extremidades verticais,
correspondendo ao bordo incisal (V1) e ao éapice (V2) e dois pontos nas extremidades
horizontais, referentes a juncao amelo-cementéria mesial (H1) e distal (H2), colineares com o
ponto de interse¢do da raiz com a coroa. Desta forma, foram estabelecidos dois segmentos de
reta e o ponto de intersecao entre os segmentos vertical e horizontal, que permitiram avaliar os

comprimentos da raiz e da coroa (Fig. 2.2 A e B).

el

B — T2 processada e com ;nedigées

A — T processada e com medicoes

Figura 2.2. Medicdo dos seis dentes antero-superiores na imagem inicial (T1) processada, A, e na imagem
final (T2) processada, B.

V|- ponto vertical incisal; V2- Ponto vertical apical; HI- Ponto horizontal mesial; H2- Ponto horizontal distal.

Finalmente, geraram-se um conjunto de valores correspondentes aos comprimentos de
- raiz inicial (R1), raiz final (R2), coroa inicial (Cl), coroa final (C2) e raiz final corrigida (R2C) -
que foram utilizados para calcular a percentagem de RRAE.

Considerando-se que durante o tratamento ortoddntico o comprimento da coroa nao

sofre alteracdo, a razao entre o comprimento da coroa inicial e o comprimento da coroa final,
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Cl1/C2, determina o fator de ampliacdo do exame radiogréfico. Para avaliar a reabsor¢ao da raiz,
em vez de se utilizar o resultado da subtracdo dos valores inicial e final, optou-se pela avaliagao da
percentagem de reabsorcdo radicular, %RRAE, corrigida pelo fator de ampliagao da imagem.

Os seis dentes antero-superiores foram medidos utilizando o método de Linge e Linge
"/, modificado por Brezniak et al. ***. A formula matematica utilizada para o calculo da % de RRAE

foi a seguinte:

%RRAE = | — (R2C/RI) x 100

(percentagem de reabsor¢ao radicular apical externa)

Sendo:

R2C= R2x FC R2C a raiz final corrigida

FC= CI/C2 FC o fator de correcao da ampliagao e Cl e C2 as dimensbdes iniciais e
finais da coroa

R2C/R/ representa a propor¢ao de raiz remanescente

O software ARIAS, além da relevante vantagem de aumentar o potencial de
discriminagdao da area de interesse, associa 0 processamento matemético e o registo automatico
das medidas, evitando, desta forma, o esfor¢o acrescido do operador no registo manual de todos
os dados obtidos e na aplicagao das formulas indicadas, para cada dente, em cada paciente. Tem
ainda a mais-valia de eliminar os erros com origem na introducao e manuseamento de dados,
uma vez que todos os parametros considerados ficam automaticamente registados e gravados
num arquivo de Microsoft Excel, associado a cada paciente (Tabela 2.1).

No total, considerando as imagens de pré e pos-tratamento, para os 6 dentes dos 195

doentes, foram analisados 2340 dentes e 9360 pontos de referéncia.

Tabela 2.1. Valores resultantes das medicdes automaticas com a aplicagdo ARIAS, correspondentes ao
paciente das figuras 2.1 e 2.2.

Dentes  T-I T-1 T-2 T-2 FC R2 Corrigida Raiz % RRAE
Coroa (C/)  Raiz (R/) Coroa (C2) Raiz (R2) (RZC) remanescente
(R2C/R1)
I3 63.64 122.33 58.22 109.37 1.09 [19.56 0.98 2
12 52.47 88.81 5224 82.50 1.00 82.85 093 7
Il 62.03 101.07 62.00 101.01 1.00 101.06 1.00 0
21 64.28 10348 62.01 82.02 1.04 85.03 0.82 18
22 5991 85.87 5533 7244 1.08 7844 091 9
23 61.68 11227 59.14 107.30 1.04 [11.92 1.00 0

FC- Fator de Correcédo; FC = CI/C2; T| —imagem pré-TO; T2 — imagem pos-TO; R2C = R2 x FC
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3.2. Fiabilidade do método de medigao

Como forma de prevenir o erro inter-operador, todos os procedimentos de
mensuracao anteriormente referidos foram efetuados pelo mesmo operador, especialista em
ortodontia pela Ordem dos Médicos Dentistas, no caso, a autora deste estudo. Para a analise do
erro intra-operador, as OPT de 20 doentes, aleatoriamente selecionados, foram avaliadas duas
vezes, num intervalo de |5 dias, e os valores de %RRAE obtidos foram submetidos a anélise

estatistica (capitulo de resultados).

4 . Caracterizagdo genotipica

4.1. Extragao do DNA

Para a extracdo de DNA procedeu-se a colheita de células da mucosa jugal por ser um
método de facil aceitacdo por parte dos doentes. Apos lavagem da boca com agua durante 10
segundos, por trés vezes, procedeu-se a recolha com zaragatoas esterilizadas, trés por doente. A
ponta da zaragatoa foi cortada e colocada num microtubo de 1.5 ml contendo 200 ul agua
esterilizada. Depois de 30 minutos a temperatura ambiente, os tubos, contendo a ponta da
zaragatoa, foram conservados a -20°C. No laboratério, as amostras foram descongeladas a 4-8°C
e centrifugadas a 15000 x g durante 3 minutos. Aspirou-se o sobrenadante deixando cerca de 50
Ml e adicionaram-se 150 pl de uma suspensdo de Chelex 100® a 10%. A mistura foi aquecida a
56°C durante 30 minutos, depois a |00°C durante 8 minutos e finalmente centrifugada a 15000 x
g durante 5 minutos. O sobrenadante, cerca de 50 pl, contendo o DNA, foi retirado e
armazenado a -20°C, e o tubo contendo a zaragatoa foi desprezado. Para cada doente
conservou-se uma amostra, com o produto total de extracdao das trés colheitas.

A Chelex 100® é um sal sbdico de uma resina quelante e permutadora de ides
frequentemente usado na extragao do DNA para processamento forense. E incerto o papel desta
resina na extracdao do DNA, sendo provavel que quelando ides metélicos bivalentes, cofatores de
Dnases ou quelando ides contidos em proteinas, impeca a degradacao do DNA e purifique a

mistura.
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4.2. Quantificacdo do DNA

Procedeu-se a quantificacdo de DNA e avaliagdo do grau de pureza das amostras, por
espectrofotometria, com leituras das absorvancias nos comprimentos de onda 260/280 nm e
260/230 nm, considerando-se os valores entre |.8 e 2.0 e entre |.8 e 2.2 respetivamente, como
critérios de grau de pureza adequado. Para este efeito, utilizou-se o espetrofotbmetro Nanodrop
ND-1000. As amostras com graus de pureza inferior a |.7 que revelaram dificuldades na
amplificacdo foram repurificadas com o &t QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) seguindo as

instrucdes do fabricante.

4.3. Genotipagem por sequenciagcao

A sequenciagdo permite descrever a composicao de uma sequéncia nucleotidica, o que
a elege como a metodologia de referéncia, quer para confirmacao de resultados quer para o
estabelecimento de controlos internos quando se recorre a outras técnicas de genotipagem.

Neste trabalho, embora a identificacao dos polimorfismos dos 4 genes selecionados
tenha sido realizada pela metodologia de Reagdo de Polimerizacao em Cadeia (PCR) em tempo
real (PCR-TR) com sondas 7agMan e por andlise de Restriction Fragment Lenght Polymorphisms
(RFLPs ou técnica de identificacdo de polimorfismos em comprimento de restricao), para cada
protocolo, foram sequenciadas amostras dos doentes para obter controlos positivos
representativos de cada genotipo. Nos casos de resultados duvidosos persistentes, as amostras
foram sequenciadas. Os primers, as sondas e as temperaturas de emparelhamento ou annealing
estao descritas na tabela 2.2.

Para a 1* PCR da sequenciagao foram utilizados os mesmos primers do protocolo de
genotipagem especffico ou foram desenhados novos primers recorrendo ao software Beacon
Designer (Premier Biosoft). Para cada amplificacdo, num volume final de 25 pl, usaram-se cerca de
200 ng de DNA, 1.5 mM de MgCI2 (Nzytech), 200 ugM de dNTPs (Biolabs), 0.2 yM de primers
(Invitrogen), tampao |x (Nzytech) e 0.03 unidades de 7ag DNA polimerase (Nzytech). Para cada
experiencia, usaram-se 2 controlos de contaminagao (controlos negativos), nos quais o DNA foi
substituido pela agua esterilizada usada na reacdo. Os protocolos de PCR incluiram uma
desnaturacdo inicial de 5 minutos a 95°C, seguidos de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a temperatura de emparelhamento de cada par de primers (Tabela 2.2) e 30 segundos
de extensao a 72°C, finalizando-se com 5 minutos de extensao a 72°C. Utilizou-se um

termociclador “Mycycler’ da Biorad.
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Tabela 2.2. Primers e respetivas temperaturas de emparelhamento utilizadas na 1* PCR

Gene Primers Temperatura
TINFRSF/ 1B’ (OPG) 5'GAG ACA TAT AACTTGAAC ACT TGG 3’ -
5'CAA AGG GCT ATT GGT ATC GG 3
TINFRSFI 1A’ (RANK) 5'GAC CGCAATCTCAGAGTAGC 3 —
5'GCA CATCTATCAACCAACAGG 3
IL1B 5'CTC AGGTGTCCTCGAAGAAATCAA A 3
60°C
5'GCT GCTGTGAGTCCCG 3
P2RX7' 5'AAC GCATCTATCCAAGTC 3’
54°C

5TCT TCCTGT AGT AGT ATT CG3’

|- Protocolo desenhado recorrendo ao programa Beacon Designer (Biorad); 2- Protocolo segundo Kornman et al.”’

Para verificar a existéncia de amplificacdo e a auséncia de contaminagdo e de
amplificacdo inespecffica (presenca de uma Unica banda), as amostras submetidas a PCR foram
corridas numa eletroforese em tina horizontal contendo TAE Ix, a 100 volts. Utilizou-se um gel
de agarose a 2% (p/v) (1.2 g de agarose, 60 ml de TAE Ix e brometo de etidio a 0.5ug/ml. Em
cada pogo do gel, colocaram-se 5 YL da amostra amplificada e | YL de /loading buffertipo IV. Para
a visualizagao das bandas recorreu-se a um transiluminador de ultra-violetas (Vilber Lourmat).

Os produtos amplificados foram purificados em coluna com o kit fet Quick PCR
Product Purifications Spin kit/250 (Genome) para eliminacao de excesso de primers e de sais e
posteriormente eluidos em 30 pl de agua ultrapura.

Na reacdao de sequenciacdo, para um total de 20 I utilizaram-se: | yl do produto de
PCR purificado, 2 YL de solucdo de terminadores (BigDye® Terminator vI.! Cycle Sequencing kit
da Applied Biosystems, que para além dos terminadores contém dNTPs, e DNA polimerase),
tampao Ix, | UM do primer proximal da primeira PCR e 4gua até perfazer o volume final. As
condi¢des da reacdo de sequenciacdo foram as seguintes: desnaturacao inicial de | minuto a
96°C, seguida de 25 ciclos de desnaturacao de |0 segundos a 96°C, emparelhamento de 5
segundos a 50°C e uma extensdo de 4 minutos a 60°C. Utilizou-se um termociclador MyCycler
(Biorad).

O produto da reacdo de sequenciacao foi novamente purificado para remover o
excesso de terminadores e de primers, com o kit Auto Seqg™ G-50 Dye Terminator Removal kit
(GE Healthcare). A eletroforese de sequenciacdo efetuou-se num equipamento AbiPrism /30
Genetic Analyser (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram analisadas recorrendo ao

programa informatico Sequencing Analysis (versao 5.2).
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4.4. Genotipagem dos polimorfismos dos genes 7NFRSF/ /Be IL/B

A técnica de RFLPs é utilizada para detetar variagdes conhecidas, mutacdes ou
polimorfismos, que interfiram com uma sequéncia de restricdo de uma endonuclease. Estas
enzimas, de origem bacteriana, reconhecem sequéncias palindromicas especificas de DNA de
cadeia dupla, que digerem, originando fragmentos que poderdo ser depois separados e
identificados por eletroforese. Esta técnica foi utilizada para identificar o SNP do gene da ILIB
(rsl1143634), seguindo um protocolo previamente descrito 7 e o SNP do gene da OPG
(rs3102735), segundo protocolo criado no laboratbrio, recorrendo ao programa Beacon Designer

(Biorad) para desenho dos primers (Fig. 2.3).

Sequéncia de restricao da Asel

B ATTRAKT 3
3 TAATTA 5

Sequéncia de restricdo da Tagql

5 .. TCOA...B
8...AQGCT...5

Figura 2.3. Sequéncias de restricdo e pontos de quebra das endonucleases Asel e 7agl utilizadas na
genotipagem por RFLP dos polimorfismos dos genes da OPG e da ILIB, respetivamente.

Para a reacdo de PCR, num volume total de 25 I, utilizaram-se: 200 ng de DNA,
tampao |x (Nzytech); 200 uM de dNTPs (Biolabs); 1.5 uM de MgCl> (Nzytech); 0.2 yM de cada
primer (Invitrogen™") e 0.03 unidades de Taq DNA polimerase (Nzytech). As amplificacdes foram
realizadas sob as seguintes condicdes: uma desnaturacado inicial de |0 minutos a 95°C, seguida 35
ciclos compreendendo uma desnaturacao de 30 segundos a 95°C, emparelhamento dos primers
de 30 segundos a respetiva temperatura e uma extensdao de 30 segundos a 72°C, finalizando-se a
reagdo com uma extensao de 10 minutos a 72°C. Utilizou-se o mesmo termociclador MyCycler
(Biorad) anteriormente referido. Como controlos positivos utilizaram-se amostras previamente
genotipadas por sequenciacdo, representativas dos trés genbtipos. Para cada experiencia, usaram-
se ainda 2 controlos de contaminagao (controlos negativos), nos quais o DNA foi substituido pela
agua esterilizada usada na reacdo. Os primers e respetivas temperaturas de emparelhamento
estdo descritos na tabela 2.2.

Para verificar a presenca de amplificacdo especifica e a auséncia de contaminacdo,

realizou-se uma eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% (p/v) nas condigdes
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anteriormente descritas. As amostras amplificadas foram digeridas, utilizando, para um volume final
de 12 I, 9 pl de produto de PCR, 3 unidades da enzima de restricao Asel ou 7adgl, tampao Ix e
agua até perfazer o volume total. A incubagao ocorreu durante a noite a 37°C para a enzima Asel
e a 65 °C para a enzima 7adl. Para a analise dos resultados, as amostras foram submetidas a uma
eletroforese horizontal a 100 volts, num gel de agarose a 3% em TAE Ix, corado com brometo
de etidio (0.5 pg/ml). A exposicao do gel a um transiluminador de UV permitiu a visualizacdo do
padrdo de bandas.

Para a otimizagdo inicial da digestao (quantidade de enzima e de produto de PCR),
utilizaram-se amostras representativas dos 3 genbtipos, previamente sequenciadas, as mesmas que
serviram como controlos positivos.

Para o polimorfismo rs3102735 do gene da OPG amplificou-se um segmento de 290
pb que, na presenca de homozigotia para a variante T (timina), é digerido pela enzima Asel,
originando fragmentos de 160 e 130 pb. Nas amostras com homozigotia para o alelo C (citosina),
o alelo sem sequéencia de restricdo, a auséncia de digestdo origina fragmentos com o
comprimento inicial de 290 pb. As amostras dos heterozigotos identificam-se por um padrao com
trés bandas: uma banda de 290 pb correspondendo ao alelo C, e duas bandas de 160 e 130 pb

com origem no alelo T (Fig. 2.4 e 2.5).

Asel
160 pb 130 pb
— s 290 pb
— mssmmm 160 pb
— msssmmm 130 pb
+
cC TT CT

Figura 24. Esquema do padrdo de migracdo eletroforético correspondente aos trés gendtipos do
polimorfismo rs3102735 (OPG).

65



Reabsor¢ao Radicular Apical Externa associada ao tratamento ortodontico

M 1 2 3

300 pb
200 pb

100pb

Figura 2.5. Resultado da eletroforese da técnica de PCR-RFLP utilizada para identificar o polimorfismo
rs3102735 (OPG). M — marcador de peso molecular; | - homozigoto TT; 2 - heterozigoto TC; 3 -
homozigoto CC.

Para o polimorfismo rs| 143634 do gene da ILIB, amplificou-se um segmento de 194 pb
que, na presenca da variante C é digerido pela enzima 7aql originando fragmentos de 109 e 85
pb. O alelo com a variante T nao contém a sequéncia de restricdo, pelo que nao é digerido e os
fragmentos mantem o comprimento inicial. O padrao de bandas obtido apbs eletroforese permite
a facil identificacdo dos homozigotos TT, com uma Unica banda correspondendo a 194 pb, dos
homozigotos CC, com duas bandas correspondendo a fragmentos de 109 e 85 pb e dos

heterozigotos CT, com um padrao de bandas misto (Fig. 2.6 e 2.7).

Taq |
109 pb 85 pb
| BN {94pb

ssss s 09pb
s = 85pb

T CC CT

Figura 2.6. Esquema do padrao de migracdo eletroforético dos tres genotipos do polimorfismo rsl 143634

(IL1B).
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300 pb
200 pb
100pb

194pb
109 pb + 85 pb

Figura 2.7. Resultado da eletroforese da técnica de PCR-RFLP utilizada para identificar o polimorfismo
rsl 143634 (/L/B). | - homozigoto CC; 2 - heterozigoto CT; 3 -homozigoto TT; M — marcador de peso
molecular.

4.5. Genotipagem dos polimorfismos dos genes PZRX7 e TINFRSFI 1A

A PCR em tempo real & uma técnica que alia a capacidade de amplificagdo exponencial
de sequéncias especificas, ao registo sequencial e cumulativo da quantidade de sequéncias que
vao sendo amplificadas, recorrendo a diversos sistemas de marcagdao com sondas fluorescentes e
ao tratamento dos dados por software proprio. Para a genotipagem dos polimorfismos dos genes
TINFRSFI A (RANK) e PZRX7, recorremos a PCR em tempo real com sondas TagMan (Fig. 2.8).
Nesta técnica, para além do par de primers, usam-se duas sondas que permitem identificar as
duas variantes do SNP. Cada sonda consiste num oligonucledtido complementar a sequéencia a
identificar, contendo um fluoréforo ligado covalentemente (reporter) na extremidade 5, que
emite em comprimentos de onda diferentes para cada sonda, e na extremidade 3’ um
bloqueador (guencher) nao fluorescente (NFQ). Enquanto o bloqueador estiver proximo de
reporter (sondas integras) ndo ha emissdo de fluorescéncia por um efeito de tipo FRET
(Forster/Fluorescence Resonance Energy Transfer). Na fase de emparelhamento da PCR/ os
primers e as sondas TagMan hibridizam com as respetivas cadeias complementares. Durante a
fase de extensao, a sonda é clivada pela atividade exonuclease de 5'- 3" da Tag DNA polimerase,
permitindo a libertacdo do fluordforo e a emissao de fluorescéncia. Assim, s6 havera emissao e
registo de uma determinada fluorescéncia se a sequéncia com a variante complementar a essa
sonda estiver presente na amostra e se ocorrer amplificacdo. Este sistema tem uma maior
sensibilidade do que o método de RFLPs ou mesmo do que a sequenciacao, sendo muito Util

para amostras com baixa concentracao de DNA.
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1. Cadeia de DNA e componentes do TagMan® SNP Genotyping Assay

Sonda- Alelo1 Sonda- Alelo 2
V-oas@ 6

5,Primer Foward
5’ I C  ——
3 N S

_
b B —
Primer Reverse

2. Emparelhamento dos primers e da sonda TagMan®

3 5’

3. Extensdo da cadeia de DNA e clivagem da sonda pela Taqg DNA
polimerase, com inicio da emissao de fluoréscencia

LEGENDA
(V) Reporter VIC* .‘?eporter FAM™ ' Quencher |

Figura 2.8. Atuacdo da sonda TagMan.

Nota: Nos protocolos de discriminagao alélica utilizam-se duas sondas, complementares as sequéncias dos dois alelos a identificar,
marcadas com diferentes fluoroforos. Na fase de annealing, os primers e as sondas hibridizam com as sequéncias alvo complementares.
Na extensao, a DNA polimerase cliva a extremidade 5’ da sonda libertando o marcador fluorescente e ha emissao de fluorescencia.
Adaptado de Koch?”.

A genotipagem de cada amostra é efetuada através da determinacao das fluorescéncias
emitidas: homozigotia na presenca de apenas um produto de amplificagdo, correspondente a um
s6 fluoréforo especffico, e heterozigotia na presenca de dois produtos de amplificacdo,

correspondentes aos dois fluordforos (Fig. 2.9).
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03
02 s

00 + F : i R
0 10 20 30 40
Figura 2.9. Discriminacdo alélica do polimorfismo rs1805034 do gene 7NFRSF// (RANK) por PCR em

tempo real. A- fluorescéncia proveniente das duas sondas correspondendo a presenca de heterozigotia; B e
C correspondem a amostras de homozigotos.

t t
30 40

Como nao ha processamento do produto de PCR (ndo se realiza uma eletroforese), a
probabilidade de contaminacdo é substancialmente reduzida. E igualmente um método muito Util
para nUmeros elevados de amostras.

Para a genotipagem do SNP rs1 718119 do gene P2RX7 utilizou-se o kit TagMan ® Pre-
Designed SINP Genotyping Assays, ref. C_11704039_10 (Applied Biosystem, New Jersey, USA),
com sondas marcadas com VIC e FAM. A reacao de PCR foi realizada num volume final de |5 i,
contendo Ix iQ™'Supermix (Biorad Laboratories, contendo dNTPs, tampiao e DNA polimerase),
0.375 yl de 7agman® SINP Genotyping Assay 40x (Applied Biosystems, contendo os primers) e
|0-30 ng de DNA genbmico.

Utilizou-se o termociclador em tempo real CFX96 (Biorad). Em cada série de PCRs
foram utilizados 2 controlos negativos e 3 controlos positivos de amostras representativas dos
trés gendtipos, previamente estudadas por sequenciacdo. As condicdes de PCR foram as
seguintes: uma pré-desnaturacao inicial de 10 minutos a 95°C, seguindo-se 40 ciclos de 15
segundos a 92°C e um minuto a 60°C (emparelhamento dos primers e extensao). Os produtos
amplificados foram analisados diretamente utilizando o software de discriminagao alélica do
instrumento e representados em formato de grafico.

Para a genotipagem do SNP rs1805034 do gene 7NFRSF/IARANK utilizou-se um

protocolo previamente descrito”"’. Para um volume final de 12 pl, utilizaram-se Ix iQ™'Supermix
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(Biorad Laboratories), 300 nM de primer proximal e distal, 300 nM de sonda para a variante C
(marcada com TET), 400 nM de sonda para a variante T (marcada com FAM) e 10-30 ng de

DNA genomico. Os primers e as sondas estao descritos na tabela 2.3.

Tabela 2.3. Primers e sondas usadas para a genotipagem do polimorfismo rs|1805034

Primers e sondas

Primer proximal: 5’ AGAGTAGAACATCATGGGACAGAG 3'
Primer distal: 5GTG GTT TTC TAG CTG GCA GAG A 37
Sonda para a variante C 5TACGCCAAACGTCAA - 3

Sonda para a variante T 5TACACCAAACGTCAA -3

Utilizou-se o mesmo termociclador em tempo real CFX96 (Biorad) e o mesmo
protocolo de temperaturas.
Em cada série de PCRs foram utilizados 2 controlos negativos e 3 controlos positivos de

amostras representativas dos trés gendtipos, previamente estudadas por sequenciacdo (Fig. 2.10).

A

GAGAAATCCGATG GGTTTGCAGTTCT

el /\/\A[\ Ml

B

AGAAATCCGATGGGTTTGCAGTTCT

WA ] k S ) /\

C

GAAATCCGATGGGTTTGCAGTTCTT

Figura 2.10. Identificacdo do polimorfismo rs1805034 do gene TNFRSFI | (RANK) por sequenciacdo. A —
homozigoto para o alelo C; B — heterozigoto; C — homozigoto para o alelo T.
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5. Anélise estatistica

Para cada paciente foram analisadas nove variaveis clinicas e relacionadas com o TO, e
os 4 SNPs selecionados. A interferéncia das varidveis com a suscetibilidade a RRAE foi avaliada
por um modelo de regressao linear mutltipla.

Para a andlise de erro intra-operator usou-se o teste t de Student para amostras
emparelhadas para a avaliagio do erro sistematico e a formula de Dahlberg®’' para estimar o erro
aleatoério.

A andlise comparativa de %RRAE dos dentes selecionados efectuou-se pelo teste
ANOVA (one-way repeated measurements ANOVA) e testes post-hoc. Para avaliar a %RRAE de
cada dente efectuaram-se os testes a normalidade de Ko/mogorov-Smirmov e Shapiro-Wilk.

A fim de analisar globalmente os fendbmenos de %RRAE para cada individuo e ndo
apenas para cada dente de forma separada, avaliou-se o valor maximo de %RRAE observado nos
seis dentes selecionados de cada paciente, variavel designada por %RRAEmax. Para verificar se a
distribuicao do valor maximo de RRAE era homogénea entre os seis dentes recorreu-se ao teste
de ajustamento do qui-quadrado. Usou-se o método de regressio de entrada faseada que
sucessivamente adiciona e retira variaveis preditoras do modelo (op¢ao mista forward/backward
com as regras: probabilidade de entrada 0.05 e de remoc¢ao 0.10). Assim, criou-se um modelo de
regressao linear multipla, para explorar a relagdo entre o valor maximo de RRAE de cada paciente
e as variaveis preditoras selecionadas. Utilizou-se o programa SPSS (versio 19.0, /BM SPSS
Statistics for Windows, IBM Corp.).

O equilbrio de Hardy-Weinberg foi verificado com o teste do qui-quadrado,
considerando-se como estatisticamente significativo um valor de p<0.05.

Uma analise de regressdo multivariada preliminar foi realizada com os 212 pacientes
inicialmente selecionados, para detetar valores em falta e valores atipicos multivariados (outlers).
Foram eliminados 2 pacientes devido a falta de alguns valores da genotipagem e |5 pacientes
devido a sua elevada influencia (métrica de Cook maior que 4/212 = 0.019) ou a um
comportamento outlier (valores residuais padronizados superior a 2 desvios-padrdao). Por

conseguinte, a seccdao de resultados refere-se a amostra final de apenas 195 pacientes.
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| . Erro intra-operador

Para a andlise do erro intra-operador, as ortopantomografias iniciais e finais de 20
pacientes, aleatoriamente selecionados, foram avaliadas duas vezes pela autora deste estudo, num
intervalo de |15 dias, e os valores de percentagem de RRAE obtidos foram submetidos a analise
estatistica.

A avaliacado do erro sistematico foi efetuada pelo teste t de Student para amostras

271

emparelhadas e o erro aleatorio foi estimado pela formula de Dahlberg”’. Os resultados estdo

descritos na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Resultados das avaliacdes do erro sistematico e do erro aleatorio

Dente [* Medicao 2* Medicao t p Erro de
Dahlberg
Média DP Média DP
13 6.9 6.0 6.8 59 0.8100 04292 05
12 5.0 4.6 4.9 4.5 0.6600 0.5190 0.6
I [1.9 [2.5 1.9 2.3 -0.1000 0.9206 0.9
21 134 16.7 13.4 6.2 0.0423 0.9667 1.0
22 2.6 8.6 2.2 8.4 |.3444 0.1946 0.8
23 79 8.3 8.2 8.6 -1.1932 0.2475 0.8

DP- desvio-padrio; t- teste t de Student para amostras emparelhadas.
Nota: Valores expressos em percentagem de reabsor¢ao.

Relativamente ao erro sistematico, ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas em nenhum dente entre a primeira e a segunda avaliagao (p > 0.05). Quanto ao erro
aleatorio, as estimativas de Dahlberg sao clinicamente toleraveis pois variam entre 0.5% e 1% de

reabsorcio, valores muito inferiores ao limite da normalidade proposto pelos diversos autores™ #

31,61
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2 . Caracterizagdo e comparagao da reabsor¢ao por dente

Apbs um tratamento estatistico preliminar para controlo de valores omissos, outliers
multivariados e valores influentes, e apos exclusao de amostras para as quais fattavam resultados
de genotipagem, a amostra inicial de 212 pacientes foi reduzida para 195 pacientes”’. Os
resultados apresentados correspondem a esta amostra final. Na tabela 3.2 apresentam-se os

resultados da %RRAE para cada um dos dentes em analise dos 195 individuos.

Tabela 3.2. Resultados da avaliagdo da %RRAE para cada dente (n = 195)

Dentes avaliados
Parametro

13 12 I 21 22 23

Assimetria 1.7 0.9 1.5 1.5 1.0 1.3
Média 8.0 1.5 9.5 9.9 10.2 8.3
Desvio-padrao 6.9 8.6 8.2 9.6 8.1 72
Maximo 47.7 37.0 42.1 49.7 37.0 354
Percentil 25 2.8 4.8 35 2.7 35 2.9
50 6.2 9.5 7.2 6.3 8.2 6.6

75 1.1 7.5 139 13.8 15.0 1.3

95 224 29.0 264 31.6 26.6 237

Nota: Valores expressos em %RRAE, exceto para o parametro assimetria que mede o afastamento em relagao a uma distribuicao
simétrica (caso em que o parametro de assimetria seria aproximadamente zero).

O coeficiente de assimetria apresenta valores positivos em todos os dentes, sugerindo
que a distribuicado da reabsor¢dao é assimétrica positiva. A titulo de exemplo, na figura 3.1,
apresenta-se a distribuicado da RRAE do dente 21, sendo os resultados para os outros dentes

semelhantes.

50

4071

Frequéncia

20

lhe

T U T
,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
%RRAE 21

Figura 3.1. Histograma relativo a %RRAE do dente 21
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Os testes a normalidade de cada uma das distribuicdes confirmam a assimetria
existente, rejeitando a hipbtese destas seguirem uma distribuicdo Normal (Testes de Kolmogorov-
Smirmov e Shapiro-Wilk com p < 0.000).

Como se pode verificar na tabela 3.2, a reabsor¢dao média variou entre os 8% (dente
I3) e os |1.5% (dente 12). O desvio-padrdo da reabsorcao foi elevado em todos os dentes,
apresentando valores proximos dos valores da média. O dente |2 destacou-se por apresentar os
valores mais elevados de reabsor¢ao nas medidas de tendéncia central. Dos 195 individuos,
metade apresentou uma reabsorcao superior a 9.5% neste dente. Os 25% dos pacientes com
valores mais elevados, percentil 75 (P75), apresentaram %RRAE superiores a | |.19% para o dente
|3 e superiores a 17.5% para o dente |12, enquanto que para os 5% de pacientes com o maximo
de reabsor¢ao, percentil 95 (P95), os valores foram superiores a 22.4% para o dente |3 e da
ordem dos 30% para os dentes 12 e 21 (Tabela 3.2). A variacao de %RRAE do P25 para o P95 é
de cerca de 8 a 9 vezes.

O recurso ao teste ANOVA (Tabela 3.3) de medidas repetidas mostrou que havia
diferencas estatisticamente significativas entre a reabsorcdo média de cada tipo de dente (Teste
ANOVA de medidas repetidas; F = |1.470, associado a p < 0.001, seja com o pressuposto da

esfericidade ou com as respetivas correcoes).

Tabela 3.3. Teste ANOVA de medidas repetidas a um fator (reabsor¢ao)

Soma de L
Fonte quadrados gl Média F Sig.
] quadrado
Tipo Il
RRAE Assumindo Esfericidade 0.284 5.000 0.057 [1.470 0.000
Greenhouse-Geisser 0.284 4.637 0.061 | 1.470 0.000
Huynh-Feldt 0.284 4754 0.060 [1.470 0.000
Limite inferior 0.284 [.000 0.284 [ 1.470 0.001
Erro Assumindo Esfericidade 5.223 1055.000 0.005
(RRAE) Greenhouse-Geisser 5.223 978.453 0.005
Huynh-Feldt 5.223 1003.137 0.005
Limite inferior 5223 211.000 0.025

gl — grau de liberdade

Os testes Post hoc (Tabela 3.4) mostraram que existiam diferencas significativas entre a
RRAE dos dentes caninos e a RRAE dos dentes incisivos, mas nao entre incisivos centrais e

laterais.
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Tabela 3.4. Testes Post hoc associados a ANOVA de medidas repetidas a um fator (reabsor¢zo).

Intervalo de confianca de 95%

Diferenca .
() RRAE () RRAE média (1) DP Sig? para a diferenca
Limite inferior Limite Superior
2 -041" 006 .000 -060 -022
3 -025° 007 .003 -044 -005
4 -030° 007 .000 -05 1 -009
5 -030° 006 .000 -049 -0l
6 -003 006 1.000 -022 016
2 | 041" 006 .000 022 060
3 016 006 164 -003 035
4 Ol 007 1.000 -010 032
5 Ol 007 1.000 -009 031
6 038" 007 .000 017 059
3 | 025" 007 .003 .005 044
2 -0l16 006 164 -035 003
4 -005 006 1.000 -024 0l3
5 -005 007 1.000 -026 0lé
6 022 .008 062 -001 044
4 | 030" 007 .000 009 051
2 -0l 007 1.000 -032 010
3 .005 006 1.000 -013 024
5 .000 .008 1.000 -022 023
6 027" .008 006 .005 050
5 I 030" 006 .000 Ol 049
2 -0l 007 1.000 -03 1 009
3 .005 007 1.000 -0l6 026
4 .000 .008 1.000 -023 022
6 027" 007 001 007 047
6 I 003 006 1.000 -016 022
2 -038 007 .000 -059 -017
3 -022 008 062 -044 001
4 -027° .008 006 -050 -005
5 -027° 007 001 -047 -007

dente |3, codigo |; dente |2, codigo 2; dente |1, codigo 3; dente 21, codigo 4; dente 22, cddigo 5; dente 23, codigo 6
(Por imposicao do SPSS os dentes estdo codificados de forma sequencial).

Notas: Com base nas médias marginais estimadas * A diferenca média € significativa ao nivel .05; a. Ajustamento para comparacdes
mltiplas: Bonferroni. Valores expressos em propor¢ao de RRAE
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O gréfico de box plots da figura 3.2 permite comparar mais facimente os valores de
%RRAE obtidos para cada tipo de dente. Para cada dente, estio representados os valores
referentes a: menor valor de reabsor¢ao que nao € um outlier; sendo zero em todos os dentes;
percentil 25 (1° quartil), percentil 50 (2° quartil ou mediana), percentil 75 (3° quartil); maior valor
de reabsor¢ao que ndo é um outler; outliers moderados, que se caracterizam por distarem do
valor associado ao 3° quartil mais de 1.5 vezes a amplitude inter-quartis, sendo representados por
circulos; outliers severos, que se caracterizam por distarem do valor associado ao 3° quartil mais

de 3 vezes a amplitude inter-quartis, sendo representados por estrelas.
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Figura 3.2. Percentagem de RRAE para cada dente sob a forma de box plots

O eixo dos Y representa a %RRAE. Circulos indicam outliers moderados; estrelas
indicam outliers severos. n = 195. Na caixa retangular de cada boxplot, o |° quartil corresponde
ao limite inferior da caixa, o 2° quartil corresponde ao traco entre o limite inferior e superior da
caixa e o 3° quartil corresponde ao valor do limite superior da caixa.

A configuracdo das box plots apresenta semelhancas entre pares de dentes simétricos: o
dente |3 com o dente 23: o dente |12 com o dente 22;: o dente || com o dente 2I. Esta
observacao sugere que a reabsor¢ao & simétrica em relacio ao eixo que divide os dois
quadrantes dentarios.

Os dentes |3 e 23 apresentaram os valores mais baixos nos trés quartis, sugerindo que
estes sao os dentes menos sujeitos ao fendbmeno da reabsor¢ao. Esta observacdo esta de acordo

com as diferencas observadas nos testes anteriores Post hoc da ANOVA (Tabela 3.4).
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Os pacientes com valores de RRAE fora do usual, outliers severos, foram revistos para
excluir a hipbtese de erro de leitura ou introdugao de valores. Tendo-se excluido essa hipbtese,

estes foram mantidos na base de dados.

3 . Caracteriza¢dao da reabsor¢ao por individuo

Considerou-se ser clinicamente relevante ter um indicador que refletisse a severidade
global da RRAE por individuo™® *”% Face aos resultados expostos na seccio anterior deste
capitulo e ao facto da média ser muito sensivel a valores extremos, este parametro nao seria o
ideal, pelo que se optou pela percentagem de reabsor¢ao maxima observada nos seis dentes em

cada individuo (%RRAEmMax). As estatisticas de resumo desta variavel encontram-se na tabela 3.5.

Tabela 3.5. Resultados da %RRAE maxima por individuo.

Parametro Estatistica
Média 179
IC de 95% para a média Limite Inferior 16.5
Limite Superior 19.2
Mediana 15.8
Mihimo 1.9
Maximo 49.7
Assimetria 0.834
Percentil 95 36.0

|C — Intervalo de confianca.

Nota: Valores expressos em %RRAE, exceto para o parametro assimetria que mede o afastamento em relacdo a uma distribuicao
simétrica (caso em que o parametro de assimetria seria aproximadamente zero).

Como se observa na tabela 3.5, a média da %RRAEmax é de cerca de 18% e com uma
confianca de 95% pode afirmar-se que a média populacional deste indicador global de reabsorc¢ao
para o individuo esta entre 16.5% e 19.2%.

A %RRAEmax também evidenciou um coeficiente de assimetria positivo, sugerindo que
a sua distribuicao ndo é simétrica, apresentando um enviesamento ligeiramente positivo, ou seja,
concentra-se do lado esquerdo, com uma cauda mais acentuada para a direita. Nas distribuicdes
assimétricas, a mediana é o representante mais usado da tendéncia central, sendo nesta amostra
de cerca de |6%.

Na figura 3.3 apresenta-se o histograma da %RRAEmax. Os testes a normalidade desta
distribuicdo, confirmam a assimetria existente, rejeitando a hipbtese desta seguir uma distribuicao

Normal (Testes de Kolmogorov-Smimov e Shapiro-Wilk com p < 0.000).
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— Normal
25—

Frequéncia

Lo el ]

T I
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Figura 3.3. Histograma relativo a %RRAEmax

Quando se estuda a frequéncia de %RRAEmax por dente (Tabela 3.6) verifica-se, mais
uma vez, que a distribuicdo n3ao é homogénea pelos seis dentes. Apenas |9 individuos
apresentaram a reabsor¢ao maxima no dente |3, por contraste com o dente 12 e com o dente

22, que sofreram a reabsor¢ao maxima em 49 e 42 individuos, respetivamente.

Tabela 3.6. Frequéncias dos dentes que correspondem a %RRAEmax

Frequéncia

Dente

n %
I3 19 9.7
12 49 25.1
Il 22 1.3
21 31 159
22 42 215
23 32 164
Total 195 100,0

n — ndmero de individuos;

O teste de ajustamento do Qui-Quadrado confirma a heterogeneidade, existindo
evidencia estatistica para afirmar que a %RRAEmax nao foi registada com igual frequéncia em
todos os dentes (X* = 22.23; gl = 5; p = 0.005). Estes resultados reforcam as observacdes da

seccao anterior deste capitulo, que assentavam nas medidas de tendencia central (Tabela 3.6),
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confirmando que os incisivos, em particular os laterais, dentes 12 e 22, sao os mais suscetiveis ao

fenbmeno da reabsorcao.

4 . Modelo de previsdo de suscetibilidade a RRAE

Nesta seccao propde-se um modelo de previsao de suscetibilidade a RRAE, baseado

numa analise de regressao linear multivariada, considerando como a variavel dependente do

modelo a reabsor¢ao maxima observada nos seis dentes (%RRAEmax)

272

4.1. Variaveis independentes

As variaveis independentes, intrinsecas aos pacientes e relacionadas com o TO,

consideradas e analisadas enquanto fatores de suscetibilidade para a RRAE foram as seguintes:
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Género — variavel qualitativa nominal com a codificacao O para o género masculino e
| para o feminino;

|dade — variavel quantitativa discreta expressa em anos;

Duragao do tratamento - variavel quantitativa discreta expressa em meses;

Mordida Aberta Anterior (MAA) — variavel qualitativa nominal com a codificagao O
para ndo e | para sim;

Extracdo de pré-molares — variavel qualitativa nominal com a codificagdo O para nao e
| para sim;

Aparelho Hyrax - variavel qualitativa nominal com a codificacdo O para nao e | para
sim;

Interposicao lingual - variavel qualitativa nominal com a codificacao O para nao e |
para sim;

Padrdo esquelético - variavel qualitativa ordinal com 3 niveis. Foi tratada com duas
variaveis binarias (Classe Il Esquelética e Classe Il Esquelética) tendo como referéncia
a Classe | Esquelética;

Overjet - variavel quantitativa continua expressa em milimetros;

Polimorfismos dos genes 7TNFRSFIIA TINFRSFIIB ILIB e P2RX/ — 4 variaveis
qualitativas nominais com 3 categorias (duas para homozigotia e uma para
heterozigotia). Foram tratadas com 8 variaveis binarias, sendo AA a categoria de
referéncia para o polimorfismo do gene PZRX7 e CC a categoria de referéncia para

os polimorfismos dos restantes genes.
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4.1.1. Variaveis clihicas

A caracterizacdo da amostra relativamente as variaveis estudadas encontra-se descrita
na tabela 3.7. A idade média dos pacientes no inicio do TO era de cerca de |7 anos com um
desvio-padrao de 7 anos e constatou-se uma prevaléncia de pacientes do género feminino.

A esmagadora maioria dos pacientes apresentaram padrao esquelético de classe | ou |I,
sendo que apenas 8.7% estavam incluidos na classe Ill, o que esta de acordo com a tendéncia
central para a raga caucasiana. O overjet médio foi de 4.24 mm com um desvio-padrao de 543
mm. Dos 195 pacientes, 28 apresentaram mordida aberta anterior e 58 interposicao lingual. Cerca
de 30% dos pacientes necessitaram de extracdao de 2 pré-molares superiores e apenas 7% dos
pacientes usaram o aparelho de expansdao maxilar — Hyrax.

A duracdao média dos tratamentos ortodonticos foi de 36 meses com um desvio-padrao

de 10 meses.

Tabela 3.7. Caracterizagao da amostra relativamente aos fatores ndo genéticos (n=195).

Parametros DP n %

Caracteristicas da amostra

|dade: Média — 17,24 anos 6.8 anos
Género masculino 72 369 %
Género feminino 23 63.1 %

Dados clinicos
Padrao esquelético

Classe | 99 50.8 %
Classe Il 79 40.5 %
Classe lll |7 8.7 %
Overjet. Média — 3,57 mm 3,07 mm
Mordida aberta anterior 28 4.4 %
Interposicao lingual 58 29.7 %
Dados do TO
Duragao: Média 36 meses 10 Fieses
Extracdao de pré-molares 58 29.7 %
Aparelho de expansao maxilar- Hyrax |4 72 %

DP — Desvio-padrao; n — nUmero de individuos

4.1.2. Varidveis genéticas

Na tabela 3.8 estdo descritas as frequéencias alélicas e genotipicas encontradas na
populagdo. Os alelos mais frequentes sao considerados os originais (wild type) e os mais raros, as

variantes surgidas posteriormente na evolucdo da espécie humana. Os genbtipos dos
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homozigotos para a variante mais recente estao sub-representados, particularmente para o SNP
rs3102735 do gene TNFRSF/ 1B.
O equilbrio de Hardy-Weinberg foi verificado para os 4 polimorfismos estudados (p >

0.05) recorrendo ao teste de 2 com correcao de Yates.

Tabela 3.8. Frequéncias genotipicas e alélicas dos 4 polimorfismos

rs1805034 rs3102735 rs| 143634 rs|718119
(TINFRSF1 1A) (TINFRSFI 1B) (LB (P2RX7)
Genbtipo Genétipo Genbtipo Genobti
enotpo (Frequéncia) enotpo (Frequéncia) enotpo (Frequéncia) enotpo (Frequéncia)
TT 79 TT 147 CcC 104 GG 84
(0.405) (0.754) (0.533) 0431)
CcT 86 cT 43 cT 75 GA 89
(0.441) (0.220) (0.385) (0.456)
cC 30 cC 5 TT 6 AA 22
(0.154) (0.026) (0.082) ©.113)
Alelo Frequéncia Alelo Frequéncia Alelo Frequéncia Alelo Frequéncia
T 0.626 T 0.864 C 0.726 G 0.659
@ 0374 @ 0.136 T 0274 A 0.341

n — nmero de individuos; 7NFRSF/ /B— gene da OPG; TNFRSF/ /A — gene do RANK
Frequéncia alélica = n° de alelos/ n° total de alelos para o /ocus nessa populagao.

Nota: Para um /ocus autossomico, o n° total de alelos é do dobro do n° de individuos da amostra. Por exemplo, para o alelo C do SNP do
/L /B teriamos (2 x 104 + 75)/2x195

4.2. Modelo de regressdo linear

Na elabora¢ao do modelo de previsao de suscetibilidade a RRAE preferiu-se um modelo
de regressao linear multivariado e preteriram-se a abordagem por regressao logistica e as curvas de
ROC, dado que ndo havia uma variavel categoérica de outcome clinico que se pudesse designar como
referencia. Os estudos até agora efetuados com regressao logistica envolvem o uso de uma medida
arbitraria de 2 mm de reabsorcao radicular % %832 ¢!,

Para explorar a correlagao entre a %$RRAEmax por doente, variavel dependente continua, e
as variaveis independentes anteriormente descritas, foi usado um modelo de regressao stepwise com
a opgao mista forward/backward que sucessivamente adiciona e elimina variaveis de acordo com dois

critérios: probabilidade de entrada igual a 0.05 e probabilidade de remogio igual a 0.107**"*,

A aplicacao deste tipo de modelo requer a validacdo prévia dos seguintes pressupostos:
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| - dimensao da amostra suficiente em relacdo ao nUmero de variaveis independentes;
2 - controlo de valores omissos, outfiers multivariados e valores influentes;
3 - auséncia de multicolinearidade e de singularidade;

4 - normalidade, linearidade, homocedasticidade e independéncia dos residuos.

Relativamente aos pontos | e 2, como ja foi referido anteriormente, o nlUmero de
elementos, 195, resulta de um tratamento estatistico preliminar que foi aplicado tendo em vista o
controlo de valores omissos, outlers multivariados e valores influentes. Desta forma, 2 individuos
foram removidos devido a presenca de valores omissos em alguma das variaveis genéticas; o controlo
de outliers e valores influentes foi efectuado através de um modelo de regressdo linear preliminar,
envolvendo todas as variaveis independentes anteriormente referidas, do que resultou a exclusdo de
quinze individuos por apresentarem elevada influéncia (Cook’s D superior a 4/n=0.019) ou
comportamento de outlier multivariado (residuos estandardizados superiores a dois desvios-padrao).

Ha autores’”

a sugerir um miimo de 5 observacdes por cada variavel independente.
Tendo sido usadas |8 variaveis independentes, seria necessario um minimo de 90 individuos, pelo
que uma amostra de 195 individuos podera ser considerada adequada.

A ausencia de multicolinearidade e de singularidade, ponto 3, foram validadas pelas
métricas 7olerance e VIF. A tabela 3.9 apresenta os valores destas estatisticas, em cada iteracao da
regressao stepwise, para cada uma das variaveis incluidas no modelo.

A estimativa da 7olerance para cada variavel incluida no modelo foi, em todos os casos,
confortavelmente superior ao valor de referéncia de 0.10°*. Do mesmo modo, a estimativa da VIF
para cada variavel incluida no modelo foi sempre inferior ao valor de referéncia de 10”*, Assim, estas
métricas sugerem que o pressuposto da auséncia de multicolinearidade e de singularidade nao é
violado.

Como a regressao stepwise envolve um processo iterativo de competicao entre todas as
variaveis, foram também analisados os valores das estimativas da 7oferance e da VIF para as variaveis
excluidas de cada modelo. Os valores obtidos também sugerem que o pressuposto da auséncia de
multicolinearidade e de singularidade nao é violado (Anexo 6).

O critério da normalidade dos residuos, ponto 4, foi averiguado através de um grafico de
probabilidade normal (Fig. 3.4). O grafico sugere que nao ha grandes desvios em relacdo a

normalidade dos residuos, dado que os pontos representados estao razoavelmente distribuidos

sobre a diagonal.
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Tabela 3.9. Estatisticas de colinearidade para as variaveis incluidas no modelo por estadio da regressao stepwise

Modelo Tolerance VIF
| (Constante)
Duragao tratamento 1.000 1.000
2 (Constante)
Dura¢do tratamento 986 .015
Ap. Hyrax 986 1.015
3 (Constante)
Duragao tratamento 985 1.015
Ap. Hyrax 972 1.029
P2RX7 GG 986 1.015
4 (Constante)
Duracgao tratamento 915 1.092
Ap. Hyrax 940 1.064
P2RX7 GG 978 1.022
Extracao PM 905 [.105
5  (Constante)
Duragao tratamento 910 1.099
Ap. Hyrax 925 1.081
p2rx/GG 960 [.041
Extracdo PM 903 [.107
Género 952 1.051

Tolerance — métrica usada para o diagnostico de multicolinearidade; VIF- métrica usada para o diagnostico de
multicolinearidade.
Nota:Variavel dependente: %RRAE méxima.

Os pressupostos linearidade, homocedasticidade e independéencia dos residuos foram
validadas através da andlise da dispersao dos pontos cujas coordenadas sao os valores preditos pelo
modelo e os respetivos residuos (Fig. 3.5). Como se pode observar na figura 3.5, a nuvem de pontos
apresenta uma dispersao bem enquadrada no interior de uma forma retangular, sugerindo a
linearidade e a homocedasticidade dos residuos.

Relativamente ao pressuposto da independéncia dos residuos, admitimos a sua validade
dada a independencia da RRAE entre pacientes.

O modelo de regressao stepwise com a opc¢ao mista forward/backward convergiu ao fim
de cinco iteracdes (Anexo 6). No estadio final o modelo mostrou que as variaveis clinicas e genéticas
(Tabela 3.10) selecionadas explicam 27% da variabilidade da %$RRAEmax (ANOVA: F = |5315, p =
0.000; coeficiente de determinagao ajustado = 0.270, n = 195).

86



Resultados

0,67

Probabilidade Acumulada Esperada

0,27

0,0

0,0 0,2 0!4 ofe 0!8
Probabilidade Acumulada Observada

T
1,0

Figura 3.4. Grafico de probabilidade normal dos residuos de regressao estandardizados. Variavel dependente:

%RRAEmMax
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Figura 3.5. Gréafico de dispersdo entre os valores preditos pelo modelo e os residuos associados. Variavel

dependente: %RRAEmMax
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Tabela 3.10. Resultados do modelo de regressao linear mltipla *

Coeficiente nao Coeficiente
standard standard
Parametros
n % B DP Beta t p
(Constante) 76 24 3.145 0.002
Feminino 123 63%  -32 1.2 -0.162 2580 00!l
Duragio do TO (meses) 03 0. 0275 4270 0000
Extracdo pré-molar
58  30% 4.0 1.3 0.193 2.990 0.003
Aplicagao Hyrax
4 7% 84 23 0.230 3.599 0.000
PZRX7- GG 84 43% 3. 12 0.162 2595 0010

(referéncia- AA)

a - Modelo de regressao linear mltipla tendo a %RRAEmax como variavel dependente e todas as outras como variaveis
independentes; B — valores de coeficientes ndo estandardizados; DP — desvio padrao; Beta — valores de coeficientes
estandardizados.

As variaveis com uma contribuicdo significativa (p < 0.05) para o modelo foram as
seguintes: género (p < 0.05), duracdo do tratamento (p < 0.001), extracdo de pré-molares (p <
0.01), aplicacdo Hyrax (p < 0.001) e gendtipo GG do SNP do gene FPZRX/ (p <0.01). Todas as

outras variaveis foram excluidas do modelo pelo método stepwise.

A tabela 3.10 descreve a contribuicao de cada variavel incluida no modelo, assumindo que

todas as outras permanecem constantes, constatando-se que, em média:

Os valores de %RRAEmMax para o género feminino foram 3.2% inferiores aos do sexo

masculino (B = - 3.2);

Cada més adicional de tratamento representa um aumento de 0.3% (B = 0.3) da

%RRAEMax;

Os individuos com extracao de pré-molares apresentam 4% mais de %RRAEmax
(B=4.0);

e O uso do aparelho de expansao Hyrax incrementa a %RRAEmax em 8.4% (B = 8.4);
e A presenca do genbtipo GG do gene PZRX7 esta associada a um incremento de
3.19% de %RRAEmax (B = 3.1), relativamente aos outros genbtipos deste gene para

o SNP considerado.

88



Resultados

Da tabela 3.10 pode-se extrair também a seguinte de equacdo que serve de modelo de

predicao da %RRAEmax:

%RRAEMax = 7.6 - 3.2x Género + 0.3 x Duragdo + 4x Extragdo + 8.4 x Hyrax + 3.1 x PZRX7 cc

Os valores a atribuir as variaveis independentes nesta equacdo, sao os seguintes:

Género Feminino -1

Género Masculino - 0

Duracdo do tratamento — N° de meses de TO previsto
Extracdo dos 2 pré-molares superiores - |

Nao extracdo dos 2 pré-molares superiores — 0
Aplicacao de aparelho Hyrax — |

Nao aplicacao de aparelho Hyrax — 0

P2RX7, gendtipo GG — |

PZRX7, genotipo AA ou GA -0

4.3. Duragdo do tratamento por estadios

Dada a relevancia da variavel tempo de tratamento e os resuftados contraditorios
apresentados pelos diferentes autores, analisou-se o comportamento da variavel ao longo do tempo,
para o que se definiram 4 estadios: 1) entre | e 24 meses; 2) entre 25 e 36 meses; 3) entre 37 e 48
meses € 4) mais de 48 meses. A variavel estadio, ou intervalo de tempo (variavel qualitativa ordinal),
foi tratada com trés variaveis binarias, tendo como referéncia o estadio de [-24 meses.

Para testar a necessidade de diferentes coeficientes por estadio, foi realizada uma regressao
linear mdltipla sobre a %RRAEmax com 4 variaveis independentes: a duragdo do tratamento e as trés
variaveis binarias referentes aos estadios (mais detalhes no Anexo 6). Contudo, os resultados,
descritos na tabela 3.1, mostraram que os coeficientes por estadio nao eram significativos (p > 0.1),
pelo esta variavel nao foi integrada no modelo final. Verifica-se, pois, que a contribuicdo da variavel

duracdo do tratamento se mantem relativamente constante ao longo do tempo.
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Tabela 3.I11. Resultados do modelo de regressao linear multipla para varios intervalos de duragdgo do
tratamento
Coeficiente nao Coeficiente
standard standard
Modelo |
B DP Beta t P
(Constante) 5.6 4.0 [.393 0.165
Duracao tratamento (meses) 04 0.2 0456 2401 0.017
Dura¢ado tratamento: 25-36 m 2.7 2.8 -0.140 -0.938 0.350
Duragao tratamento: 37-48 m 4.7 4.5 -0.223 -1.047 0.296
Dura¢do tratamento: = 49 m =27 6.3 -0.097 -0.423 0.673

Modelo de regressao linear muttipla tendo a %RRAEmax como variavel dependente e todas as outras como
variaveis independentes; B — valores de coeficientes ndo estandardizados; DP — desvio padrdo; Beta — valores
de coeficientes estandardizados

4.4. Epistasia entre os genes /L/Be P2RX7

Dada a interferéncia funcional entre as protefnas P2RX7 e ILIB anteriormente descritas,
quer ao nivel das células imunoinflamatorias quer o nivel das células do osso alveolar, avaliou-se a
existéncia de epistasia entre os polimorfismos estudados dos respetivos genes.

Para o SNP do gene /L /B, escolhemos o alelo C, habitualmente considerado a variante de
risco, como alelo de base, e para o SNP do gene P2RX7 selecionou-se o alelo A, ao qual é atribuido
um ganho de funcdo (Tabelas 3.12 e 3.13). Os cruzamentos CC-AA e CT-AA ndo foram

considerados por estarem pouco representados na amostra (Tabela 3.12).

Tabela 3.12. Andlise de epistasia entre os genes /L/Be P2RX/

Tipo Frequéncia n Frequéncia %
CCAG 45 23.1 %
CC-AA 13 6.7 %
CT-AG 38 19.5%
CT-AA 6 31 %
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Foram realizados dois testes t-Student, um para testar a igualdade entre a média da
%6RRAEmMax para o subgrupo CC-AG e a média da %RRAEmax para a populacdo (Tabelas 3.13) e
outro para testar a igualdade entre a média da %RRAEmax para o subgrupo CT-AG e a média da
%6RRAEmMax para a populagao (Tabelas 3.14).

Os individuos com o cruzamento CC-AG apresentaram um valor médio de %6RRAEmax
inferior aos restantes (15.7 e 18.5% respetivamente), no entanto, o teste t-Student mostra que nao
ha diferencas significativas (p > 0.05) entre os valores médios da %RRAEmax para os individuos com

o cruzamento CC-AG e a restante populagido (Tabelas 3.13).

Tabela 3.13. Resultados do teste t-Student para o subgrupo CC-AG

Estatistica de grupo

Epistasia n Média DP Erro padrdo
%RRAEmMax restantes 150 18.5 9.7 0.8
CC-AG 45 |57 8.4 .2

Teste t de amostras independentes

Teste de Levene Teste-t para igualdade de médias
i g IC 95% para a
. P lerenca de diferenga
F Sig. t g (bilateral) médias P —
Inf. Sup.
%RRAEmax CI 0708 0401 1.761 193 0.080 2.8 1.6 -0.3 6.0
2 1907 82673 0.060 2.8 1.5 0.1 58

n — nimero de individuos; gl — grau de liberdade; DP — Desvio padrdo; Cl - Assumindo variancias iguais; C2 - Nao

assumindo variancias iguais

Os individuos com o cruzamento CT-AG apresentaram um valor médio de %6RRAEmax
inferior aos restantes (16 e 18.3% respetivamente), no entanto, o teste #Student também mostra
que nao ha diferencas significativas (p > 0.05) entre os valores médios da %RRAEmax para os
individuos com o cruzamento CT-AG e a restante populagao (Tabelas 3.14).

Concluiu-se que a epistasia dos genes /L/B (alelo C) e PZRX7 (alelo A) no mesmo
individuo ndo se traduz em diferengas na suscetibilidade 3 RRAE. Assim, ndo se considerou a variavel

epistasia dos genes /L /B e PZRX7 para o modelo final.
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Tabela 3.14. Resultados do teste ¢-Student para o subgrupo CT-AG.
Estatistica de grupo

Epistasia n Média DP Erro padrao
%RRAEMax restantes |57 18.3 9.8 0.8
CT-AG 38 16.0 8.0 |3

Teste t de amostras independentes

Teste de Levene Teste-t para igualdade de médias
’ IC 95% para a
. P diferenca de diferenca
F Sig. t g (bilateral) médias P ——
Inf. Sup.
%RRAEmax Cl 6926  0.009 1.356 193 0.177 2.3 1.7 -1.7 57
2 [.535 66773 0.129 23 1.5 -0.7 53

n — nmero de individuos; gl — grau de liberdade; DP — Desvio padrao; Cl - Assumindo variancias iguais; C2 - Nao

assumindo variancias iguais
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Discussao

A RRAE é uma das complicagdes iatrogénicas do tratamento ortodontico. E um
fenbtipo complexo ou multifatorial, determinada por fatores de risco mecanicos e biologicos,
incluindo a suscetibilidade genética. A definicao precisa dos fatores envolvidos e a quantificacao
da sua contribuicdo ndo tem, contudo, sido facil.

A identificacdo dos perfis moleculares de suscetibilidade a RRAE permite desvendar
0s mecanismos envolvidos e abre caminho a prevencdo e ao planeamento mais personalizado
do tratamento ortodontico. No presente estudo, propusemo-nos estudar treze variaveis
clinicas ou relacionadas com o TO e os polimorfismos de quatro genes candidatos, a fim de

construir um modelo integrado, multifatorial, de suscetibilidade para a RRAE.

| . Desenho do estudo

A necessidade de uma amostra que ultrapassasse os 100 doentes, dado o nUmero
de variaveis envolvidas e as suas caracteristicas e os limites de tempo que urgia cumprir, pouco
compativeis com um seguimento prospetivo de cada doente de pelo menos 2 anos,
motivaram a op¢ao por um estudo retrospetivo e pela OPT como método de diagnostico.

Da totalidade de processos inicialmente analisados, devido a aplicagdo rigorosa de
todos os critérios de inclusdao e a ausencia de resposta de alguns pacientes, apenas 212 foram
selecionados. Posteriormente, foram excluidos 2 pacientes por dificuldades na genotipagem e
outros |5 por imperativo da andlise estatistica ficando a amostra final com 195 pacientes.
Salientamos que dos estudos publicados de suscetibilidade genética a RRAE, a maioria analisa
amostras com menos de 100 doentes, o que aumenta a probabilidade de falsos positivos e
dificulta a identificacao de variaveis genéticas de baixa penetrancia. Este & um dos estudos de
suscetibilidade genética a RRAE com maior nimero de dentes analisados.

Os dentes estudados foram selecionados por serem dos mais afetados pela patologia
e dos menos expostos as limitacdes da OPT. A anilise efetuada aos caninos, que, tanto

30, 116

quanto sabemos s6 foi anteriormente realizada por dois autores , exigiu que apenas

fossem incluidos os doentes com desenvolvimento completo das raizes. Com base nos valores

médios das tabelas de Nolla?’®

para a calcificagao dos dentes permanentes, o desenvolvimento
dos caninos maxilares esta no estadio 9 aos |3 anos e no estadio 10 aos 14 anos, tanto para o
sexo feminino como masculino. As diferencas entre os 2 sexos para a calcificacdo dos dentes
s3o menores do que para o desenvolvimento 6sseo”’ citado por MOYERSY® As tabelas de
calcificacdo apresentam valores médios e ha sempre individuos com calcificacao precoce ou

tardia, ou seja, ha uma grande variabilidade individual na idade dentaria. Esta variabilidade na

calcificacdo dos dentes permanentes € muito maior do que em geral se sup0e, e a verdade é
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que as tabelas mais conhecidas e difundidas do desenvolvimento dentario foram baseadas em
estudos de amostras muito pequenas”’”’ citado por MOYERS”®, Na amostra de pacientes
analisada neste trabalho, tal como em toda a populacdo, também ha alguns pacientes com
calcificacdo precoce.

Nao obstante as vantagens reconhecidas da radiografia periapical, em estudos de
investigacdo recentes sobre a RRAE induzida pelo tratamento ortoddntico, a OPT, associada
ou n3o a telerradiografia de perfil da face, continua a ser frequentemente utilizada®® * ** %',
Um dos principais motivos prende-se com o facto de ser universal, no exercicio da ortodontia
clinica, requisitar por rotina a radiografia panoramica e a telerradiografia de perfil da face, dado
que sdo ferramentas essenciais para o diagnostico e planeamento do tratamento. Além disso, a
OPT apresenta algumas vantagens quando comparada com a radiografia periapical, permitindo
uma menor exposicao a radiacdo, menor consumo de tempo e a visualizacao imediata de toda
a denticao e estruturas adjacentes. Os estudos de avaliacdo da RRAE que recorrem a OPT
incluem frequentemente mais dentes e amostras de maiores dimensdes™ *" '****, Contudo, a
utilidade da telerradiografia de perfil da face na detecdo da reabsor¢ao radicular € limitada pela
sobreposicao dos dentes e no caso da OPT pelo facto dos apices radiculares poderem estar
situados fora da zona focal”®. As limitacdes das medicdes na OPT s3o o fator de ampliacio e
as distor¢des. Este exame pode sobrestimar a quantidade de perda radicular em

aproximadamente 20%-35%"" mas este fator de ampliacio é relativamente constante na

|235, 237 E24O

dimensao vertica , precisamente o parametro mais importante na analise da RRA
Além disso, principalmente devido a distor¢ao da imagem, a comparagao de uma panoramica
com um status periapical revelou diferencas méaximas nos incisivos inferiores, mas miimas nos
incisivos superiores™, justamente os dentes mais frequentemente afetados e avaliados no
presente trabalho®'.

Por sua vez, a radiografia periapical permite obter imagens com mais pormenor,
menor distorcio e com um fator de ampliacio usualmente inferior a 5%”* **. Ha varios

estudos recentes sobre a RRAE associada a ortodontia com este tipo de radiografia® ** ' "¢

80281 'mas o nGmero de dentes estudados raramente ultrapassa os quatro (os incisivos

superiores) e o nUmero de doentes é reduzido. Por outro lado, mesmo este exame foi ja

questionado como método ideal para a medicao da raiz com precisao, devido a erros

provocados pela variabilidade da forma do dente*'.

A tomografia computorizada de feixe conico (TCFC) possibilita imagens 3D de

elevada precisao (sub-milimétrica), permitindo evitar erros e aumentar a reprodutibilidade das

247, 282

medicoes , com muito menor exposicao radiografica que as técnicas convencionais 3D**

B Nao fosse este acréscimo de dosagem de radiacio e o seu elevado custo,

comparativamente as radiografias convencionais em 2D, e a TCFC seria, provavelmente, o
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método de diagnbstico ideal para a avaliagdo da RRAE. Estudos que comparam a TCFC com a
radiografia periapical™® ** e com a OPT*? concluem que estes dois Ultimos exames
radiograficos subestimam a quantidade de RRAE quando comparados com a TCFC. Como a
OPT havia sido descrita como sobrestimando a reabsor¢ao radicular, fica-se na dlvida sobre o
tipo e valor do erro de diagnostico inicialmente atribuido a OPT. Faltam estudos comparativos
dos trés métodos com amostras de dimensao suficiente, e sobretudo, que avaliem a evolucao
clinica, porque muito provavelmente, as reabsor¢des mihimas, ndo terdo consequéncias na
estabilidade dentaria.

Neste estudo, para minimizar as limitacoes intrinsecas a OPT, foram tomadas varias
precaucdes e adotadas metodologias especificas. As radiografias foram realizadas com o
mesmo equipamento, um ortopantomografo Gendex Orthoralix SD-2 CEPH, com um fator
de ampliagdo de 1.25:1. Os doentes com imagens que ndao cumpriam os critérios de qualidade,
foram excluidos. Verificou-se sempre o posicionamento da cabeca, o fator de erro mais
relevante associado as medicdes na OPT®" ¥,

Estudos recentes demonstram que a combinacdo de processamento digital de
imagens e de técnicas de inteligencia artificial permitem o desenvolvimento de métodos novos
e mais precisos para a andlise de radiografias®®®. Atualmente a ortodontia € uma das
especialidades da Medicina dentaria em que as técnicas de processamento de imagem digital
sao cada vez mais Uteis para o diagnostico clihico e planeamento virtual do TO. O modo de
medicao utilizado pelos diferentes autores varia desde o recurso a softwares comerciais como
ARARA’™ ou o Nemoceph® *', a medicdes manuais com um paquimetro de precisio de
0.lmm®, A implementacgio de um protétipo de software (ARIAS), especificamente
desenvolvido para este trabalho, permitiu uma melhoria no grau de precisio e
reprodutibilidade das medi¢des nas radiografias panoramicas digitais, simplificando o processo
e evitando a introdugao de erros humanos. O programa permite melhorar a qualidade da
imagem e a facilidade e precisio com que se determinam os pontos para as medicdes,
possibilita o registo dos valores, introduz o fator de correcdao com base na variagdo do
comprimento da coroa entre a OPT inicial e a OPT final e ainda faz o calculo automatico da %
de RRAE para cada dente do paciente.

As imagens foram todas analisadas pelo mesmo operador, especialista em
ortodontia. O estudo de variabilidade intra-operador (teste t) nao encontrou diferencas
estatisticamente significativas entre a primeira e a segunda avaliagdo para qualquer um dos
dentes estudados (p > 0.05), pelo que podemos afirmar que a metodologia nao apresenta
erro sistemético. Relativamente ao erro aleatbrio, as estimativas de Dahlberg””' s3o

clinicamente toleraveis pois variam entre 0.5% e 1% de reabsorcao.
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As limitacdes da ortopantomografia foram igualmente minimizadas pelo método
selecionado para calcular a RRAE, j4 anteriormente utilizado por outros autores™?® %', Trata-
se do método de Linge e Linge'” modificado por Brezniak et a/**

fator de ampliagdo da OPT. A avaliacao da RRAE foi efetuada pela % de RRAE, calculada a

, que permite compensar o

partir da razao entre as dimensoes da raiz final corrigida e a raiz inicial (R2C/RI). A anélise da
RRAE como uma percentagem do comprimento da raiz inicial, em vez do uso de medigoes
em valores absolutos (usualmente em milimetros) tem a vantagem de ser uma avaliagao clinica
mais realista do grau de reducao da dimensdao da raiz, uma vez que ha variagoes nos
comprimentos radiculares dos diversos dentes de uma populagio e entre diferentes
populacdes. De facto, o mesmo valor de RRAE pode ser clinicamente mais ou menos
significativo, dependendo da raiz ser menor ou maior. Embora a maioria dos autores avalie a
RRAE pela diferenca entre os valores iniciais e finais da raiz em milimetros, alguns também

recorrem a valores percentuais. Ha dois trabalhos™ '"

em que a RRAE foi calculada
inicialmente em milimetros e depois convertida em percentagem, usando a formula: (RI-
R2)/R1x100. Gulden et a/™® expressaram-na através da razio coroa/raiz, em %.

Para além da andlise geral da suscetibilidade de cada dente para a %RRAE,
considerou-se ser importante encontrar um parametro global que refletisse a gravidade clinica
e simultaneamente a suscetibilidade individual para este fenotipo. Pelo facto da média
(reabsorcao média dos seis dentes analisados) ser muito sensivel a valores extremos, e da
mediana suavizar a severidade da reabsor¢ao, concluiu-se que estes parametros nao seriam os
ideais. Em alternativa, optou-se, tal como fizeram Linge e Linge™ e Al-Qawasmi et a/°', por
escolher o dente com maximo valor de reabsorcdo de entre os seis dentes, como o indicador
de RRAE para cada individuo. Contudo, enquanto os referidos autores avaliaram o valor
méximo de RRAE de cada paciente em milimetros, neste trabalho optou-se pela %$RRAEmax.

Neste trabalho optou-se por analisar a RRAE como uma variavel continua e nao
como variavel discreta. Como ja anteriormente referido, a maioria dos estudos tem
considerado como limiar para a significincia clinica de RRAE o valor de 2 milimetros®" *”.
Contudo, este critério € apenas estatistico e a sua correlagdo clinica, nomeadamente com a
excessiva mobilidade dentéria, a necessidade de contencdo ortodontica com retentor fixo
colado, ou mesmo a perda dentaria, nunca foi comprovada. Dada a inexisténcia de critérios
clinicos bem definidos, ndo se efetuaram estudos de regressao logistica. Alguns, raros autores

também optaram por uma andlise de regressio linear'"* ',
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2 . Valores de Reabsor¢ao Radicular Apical Externa (RRAE)

A prevaléncia da RRAE associada ao tratamento ortoddntico € muito variavel na
literatura, dependendo dos métodos e critérios de diagnostico utilizados e das caracteristicas
da amostra®, podendo ir de zero a 100 por cento'”.

Avaliando cada um dos 6 dentes individualmente, a média da %RRAE encontrada
variou entre 8% (dente 13) e |1.5% (dente 12), a mediana oscilou entre 6.2% (dente 13) e
9.5% (dente 12) e so 5% dos doentes (percentil 95) tiveram dentes com valores de %RRAE
superiores a 22.4% (Tabela 3.2). Relativamente a %$RRAEmax (%RRAE maxima por individuo),
encontramos uma média de 18% (£9.5%), uma mediana de 16%, um valor minimo de 1.9%,
um maximo de 49.7% e um percentil 95 de 36%. A comparagao com outros autores é
dificultada pela diversidade de metodologias usadas. Dos autores, anteriormente referidos, que
também usaram a RRAEmax, nenhum usou valores em percentagem, tendo um deles
recorrido a radiografias periapicais” e o outro a OPT e a telerradiografia de perfil da face®'. De
qualquer modo, a reabsor¢ao severa, para muitos autores definida como a perda radicular
superior a 5 mm ou a que atinge mais de um terco do comprimento da raiz (>33%), tem sido
descrita em 2-5% dos pacientes ortoddnticos®” ', valores proximos dos 36% que
encontramos para o percentil 95 (Tabela 3.5). A comparacao dos resultados deste trabalho
com os demais autores € possivel se convertermos as medicdes em milimetros em % de
RRAE usando os valores de referéncia para as dimensdes das raizes dentarias’®, Considerando,
por exemplo, o incisivo central superior, o tamanho médio da raiz € de 16,5 mm, pelo que 5
mm de raiz correspondem a 30% do comprimento radicular.

19, 30, 61, 116, 122, 244Y VeriﬂCémOS

A semelhanca do que aconteceu em estudos anteriores
que os incisivos superiores foram os dentes que apresentaram maior grau de reabsor¢ao, com
diferencas estatisticamente significativas de RRAE em relagao aos restantes dentes. A maior
suscetibilidade a RRAE pode dever-se ao facto da extensdo do movimento ortodontico destes
dentes ser usualmente maior do que na denticdo restante, e das caracteristica estruturais da
raiz dos incisivos, que na sua relacdo com o osso e o LP, tendem a transferir a maioria das
forcas para o apice™™.

Embora os resultados da avaliacdo da RRAE para cada dente dos 195 individuos nao
evidenciem diferencas significativas entre incisivos centrais e laterais (Tabela 3.2), ao
analisarmos as frequéncias dos dentes correspondentes a %RRAEmax por individuo (Tabela

3.6), verificdamos que os incisivos laterais estdo mais frequentemente envolvidos do que os

incisivos centrais.
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Assim, os resultados obtidos neste trabalho e nos ja previamente publicados nao
divergem significativamente, ndo obstante as diferencas metodolbgicas, como o tipo de exame

imagiologico, OPT ou periapical, ou 0 método de avaliagao da RRAE utilizados.

3 . Fatores nao genéticos

Dos fatores analisados, os que revelaram ter uma contribuicdo significativa para a
RRAE foram a duragdo do tratamento, o género, o uso de aparelho Hyrax, as extracdes de
pré-molares e a homozigotia para o alelo G do polimorfismo rsI718119 (gene PZRX7). No
conjunto, estes fatores explicaram 27% da variabilidade fenotipica da amostra estudada. Vamos
referir-nos a cada um dos fatores estudados, em particular, aos que se mostraram relevantes,
iniciando pelos nao genéticos.

O género ja tinha sido anteriormente descrito como fator de suscetibilidade para a
RRAE™ ¢ ' "embora com resultados contraditérios. Baumrind et a/*, tal como no presente
estudo, verificaram uma maior suscetibilidade para o género masculino, enquanto Kjaer'®® e
Mohandesan et a/” identificaram o género feminino como o mais suscetivel. Nos resultados
aqui apresentados, os valores médios para o género feminino foram apenas 3 por cento
inferiores aos do género masculino (p < 0.011). A causa da variabilidade entre homens e
mulheres ndo esta esclarecida, podendo atribuir-se a diferencas dos perfis hormonais que se
repercutam no metabolismo 6sseo e na idade de maturacdo Ossea ou a variagdes da resposta
imunoinflamatéria. A variagdo da exposicao a fatores ambientais, como o tabaco, de uso
frequente mesmo na adolescéncia, também nao pode ser excluida. As discordancias entre os
resultados dos varios autores podem dever-se a diferencas metodolbgicas, a estratificacdo da
populagao e a interferéncia de outros fatores como a variagao genética entre populacoes.

Os resultados que descrevemos reforcam a relacdo direta, descrita por outros
autores, entre a duracio do tratamento e a probabilidade de ocorréncia de RRAE? '# 1% €& 11
%7 e contrariam os resultados de outros, que n3o evidenciaram qualquer papel relevante para
este fator’™ ''®, Em alguns casos, a discrepancia de resultados poderé estar relacionada com o
tempo de tratamento médio dos doentes. No presente trabalho, a média da duragdo do
tratamento foi de 36 meses, com um desvio padrdo de 10 meses; quanto aos autores que nao
encontraram qualquer correlagio, na amostra de Mirabella e Artun''® o periodo de tratamento
foi mais curto, de 24 meses +/- 8 meses, mas no trabalho de Linge e Linge24 foi mais longo, de
36 +/-16 meses.

Baumrind et a/®® sugerem que, por cada ano de tratamento ortodontico, ocorrem

0.38 mm de reabsor¢ao radicular. No presente trabalho, encontrou-se um aumento médio de
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reabsorcdo radicular de 0.3% por cada més, o que equivale a 3.6% de acréscimo de RRAE por
cada ano. Como usualmente um TO tem uma duracdao de cerca de 2 anos, € importante
avaliar se o risco de RRAE é maior a partir deste perfodo. Levander e Malmgren dividiram os
doentes em grupos, consoante a dura¢do do tratamento tinha sido de um, dois, ou mais de
dois anos, mas apenas concluiram que o tempo total se relacionava com a RRAE. Ja
Nanekrungsan et a/'", verificaram um aumento progressivo da incidéncia de % de RRAE a
partir do inicio do 3° ano de tratamento. No nosso trabalho, dividindo os pacientes em 4
grupos, consoante o TO durou até 2 anos, entre 2 e 3 anos, entre 3 e 4 anos e mais de 4
anos, verificou-se que o risco era constante ao longo dos anos, com um aumento em média
de 3,6% por cada ano adicional.

A aplicacdo de aparelho de expansao Hyrax revelou-se um fator de suscetibilidade a
RRAE. Sempre que se aplicou este aparelho ele foi cimentado no infcio do tratamento de
forma a obter a adequada dimensdo transversal do maxilar o mais rapidamente possivel e foi
seguido um protocolo relativo a ativacdo e ao periodo de contencao. Os estudos até agora
efetuados salientaram o facto de o aparelho Hyrax induzir reabsor¢do radicular sobretudo nos

130, 151153, 288. A aSSOCia(_;é,O que

dentes de ancoragem, que sdo os molares e pré-molares
identificamos entre a expansao maxilar rapida por aplicacao de Hyrax e a RRAE dos incisivos
maxilares, tanto quanto sabemos, s6 foi relatada em modelos animais*, Num dos raros
estudos que relacionou a RRAE com o uso de expansores palatinos e em que nao foi evidente
qualquer correlacio”, estudaram-se os incisivos centrais com radiografias cefalométricas, um
tipo de exame com uma definicdo da regido apical destes dentes inferior a da OPT. Um
trabalho recente com a TCFC conclui que o aparelho Hyrax reduz o volume das raizes dos
dentes posteriores de ancoragem, mas os restantes dentes nio foram avaliados',

Uma possivel explicacdo para a associagdo que encontramos entre o uso de
expansor palatino e a RRAE nos incisivos superiores € o facto de estes dentes poderem ter
sido sujeitos a tjpping durante a fase ativa e de contencao do aparelho Hyrax. No estudo em
modelos animais de Vardimon et al"™, o tpping dos incisivos centrais deu-se
preferencialmente por movimentagdao distal do apice, enquanto a coroa se manteve
estacionaria, criando maior proximidade dos apices de incisivos centrais e laterais, o que pode
ter causado a reabsorcao radicular. Ha alguns estudos a sugerir que as raizes dos incisivos
superiores sofrem reabsor¢dao quando entram em contato proximo ou sdo movimentadas

contra estruturas de grande densidade, como as coroas de caninos impactados®®’ ou as

corticais 6sseas vestibulares?™

ou palatinas™. No nosso estudo retrospetivo este fator niao
pode ser avaliado. Além disso, nos pacientes a quem colocamos o aparelho Hyrax, ndo se
verificaram diferencas de RRAE estatisticamente significativas entre os incisivos laterais e

centrais, que foram os mais afetados.
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Apesar de so se ter aplicado o aparelho de Expansao Maxilar Rapida, Hyrax, em 14
(7%) dos nossos pacientes, este fator apresentou um elevado significado estatistico (p de
0.000) e um coeficiente de regressao de 0.084, o que traduz um incremento de %RRAEmax
na ordem dos 8% para os portadores deste aparelho. Por outro lado, como recorremos a uma
andlise de regressao linear multipla, as diferencas encontradas nos pacientes com aplicacao de
Hyrax nao podem ser explicadas pela interferencia de outras variaveis estudadas como por
exemplo a idade, duracao do tratamento ou as extragdes de pré-molares. Relativamente a
extracdo dos pré-molares superiores, este procedimento so foi aplicado a um dos 14
pacientes com aplicagdo de Hyrax. Dada a importancia clinica deste fator e o nimero escasso
de pacientes envolvidos, sera necessario confirmar estes resultados em amostras de maiores
dimensoes.

Os pacientes cujo plano de tratamento envolveu a extracao de pré-molares
superiores apresentaram maior percentagem de RRAE, que se traduziu num aumento de
%RRAEmMax de 4% (p = 0.003). Estes resultados estio de acordo com as conclusdes de

% %7 embora em desacordo com alguns relatos anteriores®® ''°, A

estudos recentes”
associacao pode explicar-se pelo facto de que no TO realizado apos a extracdao de pré-
molares, os caninos e os incisivos serem expostos a uma maior retracao, de varios milimetros,
especialmente nos casos de grande protrusdo incisiva (devido ao overjet aumentado).
Verificou-se, por exemplo, que nos casos com extracao dos 4 pré-molares ocorre mais RRAE
do que nos casos sem extracao ou com extracao apenas dos dois primeiros pré-molares
maxilares””. Assim, o aumento de RRAE pode estar relacionado com a distancia a que os
incisivos e caninos sdao movidos ou com o uso comum de arcos retangulares com torque
elevado e com o facto de muitos casos de extracdao terem um tratamento mais prolongado.
De entre os fatores analisados, alguns ndo tiveram uma contribuicao significativa para
a ocorréncia de RRAE, pelo que n3ao foram incluidos no modelo de regressao mdltipla.
Embora teoricamente os pacientes com maior idade possam ser mais suscetiveis a
ocorréncia RRAE por apresentarem o terco apical da raiz mais fortemente ancorado, o que
podera contribuir para uma maior pressao local, a verdade & que com a excecao de poucos

19, 115, 164

estudos , @ maioria dos autores, tal como no presente trabalho, nao encontra associagao

entre a reabsorcio e a idade cronologica® '» 3" %768 122 170.172,

Linge e Linge”, num estudo de referéncia nesta area, associam o mau hébito de
interposicao lingual a incidencia de RRAE. Em individuos com habitos parafuncionais, como o
bruxismo ou com mordida aberta anterior concomitante com interposicao lingual, esta descrita
a ocorréncia de RRAE mesmo sem TO™. E possivel que a interposicao lingual, muitas vezes

associada a mordida aberta anterior, e as forcas ortodonticas possam ter um efeito aditivo ou

interagir com a suscetibilidade individual e determinar o desenvolvimento de RRAE. A acao da
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pressao atipica da lingua sobre os dentes anteriores, verificada em 29.7% dos pacientes do
presente estudo, ndo evidenciou associagdo com o aumento de suscetibilidade a RRAE.

Segundo Beck e Harris* o grau de mordida aberta anterior estaria correlacionado
com a gravidade da RRAE dos primeiros molares maxilares e mandibulares devido a
necessidade de maior intrusao destes dentes. Como ja anteriormente referido, esta descrita a
associacao entre RRAE nos incisivos centrais maxilares, mordida aberta anterior e existéncia de
pressao atipica da Iihgua e interposicao lingual entre as arcadas dentarias por longos periodos.
A forga crbnica e intermitente da lingua sobre os dentes anteriores, poderia desencadear ou
manter a mordida aberta anterior'’® '’ Motokawa et a/*’' encontraram uma correlacdo entre
a reabsorc¢ao radicular e casos de mordida aberta, especialmente nos dentes hipofuncionais.
Na nossa amostra, a mordida aberta anterior ndo se mostrou um fator de suscetibilidade a
RRAE. De salientar que dos 28 pacientes com mordida aberta anterior, |2 (37,5%) foram
submetidos a extracao de pré-molares superiores.

O grau de movimento dentéario induzido pelo tratamento ortodontico foi sempre
considerado como determinante para a ocorréncia de RRAE. Ha autores que lhe atribuiram
uma contribuicao de 10% a um terco para a variabilidade da RRAE encontrada nos pacientes
submetidos a TO' ** *°. Dada a natureza retrospetiva deste trabalho, ndo foi possivel
quantificar diretamente o grau de movimento dentario. Este fator é alias de muito dificil
quantificacdo e a sua avaliagao é frequentemente indireta. Mais facil, porque mais objetiva, € a
avaliacdo das variaveis que influenciam o grau de movimento dentéario, como sejam a extracao
prévia dos pré-molares, ja anteriormente discutida, a ma oclusao esquelética, o overjet e o
overbite.

Relativamente ao tipo de ma oclusao esquelética (classe |, Il ou Ill) os resuttados da
literatura sao relativamente unanimes ao concluir que ndo ha padroes esqueléticos imunes a
RRAE®® ' Brin et al''" verificaram uma associacio positiva, mas esse estudo foi efetuado
exclusivamente em pacientes com méa oclusdao de classe Il e overjet maior que 7 mm. No
presente estudo, o padrao esquelético menos frequente foi o de classe lll, presente em 8.7%
dos pacientes, como € usual na raga caucasiana, tendo a classe Il incluido 40.5% dos pacientes.
Nao se verificou associacao entre qualquer um dos padroes esqueléticos e a RRAE.

Quanto ao overbite sabe-se que quanto maior & o seu valor, maior sera a
necessidade de intrusdo incisiva e maior a probabilidade de reabsorcio radicular destes
dentes*. Contudo, ndo se avaliou este fator.

De entre os estudos publicados, alguns descrevem uma associa¢ao significativa entre
a presenca de um overet consideravel e a ocorrencia de RRAE nos incisivos maxilares. A
justificacdo é semelhante a da extracao dos pré-molares, dado que nestes casos muitas vezes o

ovenjet esta aumentado® '”. Nos nossos pacientes, o overjet médio no inicio do TO foi de

103



Reabsor¢ao Radicular Apical Externa associada ao tratamento ortoddntico

3,57 mm com um desvio padrdao de 3,0/ mm, mas ndo se constatou que esta variavel fosse
preditiva de RRAE, o que podera dever-se ao facto dos valores médios estarem dentro dos
parametros normais e de termos uma percentagem baixa de doentes com ovenet
consideravel. Contudo, Nanekrungsan et a/'"> num estudo de 181 individuos em que avaliaram
0s quatro incisivos superiores, apesar de sb terem 26% dos dentes com um overjet entre 4 e
6 mm e 6% dos dentes com um valor superior a 6 mm, encontraram associacao positiva
entre o overjet e a RRAE. Contudo, no grupo com overet inferior a | mm, a % RRAE por
dente foi igual a do grupo com overet entre 4 e 6 mm. A justificacdo pode residir na
existéncia de outros fatores que aumentaram a suscetibilidade nos casos de elevado overjet e
nao ao proprio overet. Noutro estudo de |38 pacientes com relagao positiva ente RRAE e
overjet, o valor desta variavel era de 9 +/- 2mm e os pacientes eram todos de classe II'"".
Aqui, ao contrario do caso anterior, a associagao podera explicar-se pelo elevado overet

De entre os fatores etiologicos que ndo avaliamos diretamente, ha alguns fatores
mecanicos muito importantes no desenvolvimento da RRAE, como & o caso da magnitude da
forca aplicada ao dente e o tipo de movimento induzido. Contudo, como sabemos, ha uma
grande dificuldade na avaliacao fidedigna destes parametros, que ainda € maior quando se
pretende avaliar a sua resultante por area radicular, mesmo recorrendo a instrumentos
especfficos. Para estudar corretamente estes fatores, controlando todas as outras variaveis
intervenientes, os modelos animais, nomeadamente os que recorrem a analise de elementos
finitos sao a melhor abordagem, embora a extrapolacdao para humanos nao seja linear e possa
induzir a erros. Em amostras de pacientes, s6 os estudos prospetivos permitem algum rigor na

avaliacdo dos fatores mecanicos.

4 . Fatores genéticos

A contribuicao dos fatores mecanicos para a suscetibilidade a RRAE foi estimada em
cerca de 25%" *, pensando-se que os restantes 75% estario dependentes de fatores
intrinsecos ao paciente, nomeadamente de fatores genéticos. A contribuicdao do perfil genético
individual foi sugerida pela primeira vez em 1975'*" e algumas das estimativas de herdabilidade

61, 122

em investigacoes com pares de irmaos e com gémeos™ resultaram em valores bastante

elevados, entre os 50% os 84%, se bem que ndo para todos os dentes. Estao descritas

diferencas étnicas, com uma menor incidéncia de RRAE nos asiaticos comparativamente aos

caucasianos, o que se poderd dever quer a fatores genéticos quer a fatores ambientais®'”.

Modelos animais permitem estudos com controlo dos fatores ambientais e da

heterogeneidade genética que complicam os estudos genéticos em humanos. A variagdo na
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gravidade da RRAE entre diferentes estirpes de ratos também apoia a ideia de que a RRAE é
controlada a nivel genético, envolvendo miltiplos genes'”. No conjunto, os dados sio
compativeis com um modelo de fenbtipo complexo, multifatorial, dependente de multiplas
variantes genéticas e de fatores nao genéticos. Este conceito € importante para perceber que,
ao contrario dos fendtipos monogénicos, para a RRAE nao havera testes genéticos preditivos,
apenas de maior ou menor suscetibilidade, dado que, individualmente, cada variante genética
ter4, em principio, uma baixa penetrancia, isto € um pequeno efeito. Por outro lado, o risco
de recorréncia nas familias serd baixo, inferior a 25% para irmaos e inferior a 100% para
gémeos monozigbticos.

A base molecular da variabilidade genética sao os polimorfismos do DNA que
determinam a existéncia de afteracdes quantitativas ou qualitativas do proteoma. Atualmente,
um dos objetivos primordiais das ciencias médicas € a identificacdo de perfis de polimorfismos
associados a suscetibilidade genética e aos fenbtipos complexos. Este conhecimento iria
contribuir, nao s6 para uma melhor compreensao da etiopatogenia destas doencgas, mas
sobretudo para encontrar marcadores de diagnostico e de prognostico que fundamentem as
op¢oes terapéuticas e para identificar novos alvos moleculares para terapéuticas dirigidas.

Uma das abordagens para a identificacado dos genes de suscetibilidade a estes
fenbtipos, e a Unica que tem sido utilizada na RRAE, consiste na realizacdo de estudos de
associacdo com genes candidatos. Estes genes sdo selecionados por terem alguma relacao
funcional com o fendtipo, o que pressupde o conhecimento dos fendbmenos moleculares
envolvidos na RRAE.

Durante o movimento ortodontico, a compressao do ligamento periodontal induz
uma redugao do fluxo sanguineo, com consequente destruicao dos tecidos, o que desencadeia
a libertacao de mediadores e a atracao de células imunoinflamatoérias. Cria-se assim um
microambiente favoravel a remodelacdo do periodonto e da raiz, fendmeno essencial para a
adaptacdo das estruturas a nova arquitetura da arcada dentaria e a sua estabilizagao. A RRAE
ocorre por desequilibrio destes fenbmenos.

Os grandes atores da remodelacdao do periodonto e da raiz, e portanto da RRAE,
sao as células imunoinflamatorias e as células com capacidade de formagao e de destruicao
quer do osso alveolar, osteoclastos e osteoblastos, quer das estruturas dentarias, os
odontoclastos, odontoblastos e cementoblastos. Ha ainda a considerar células com capacidade
de transdiferencia¢do numa destas populacdes celulares, algumas habitualmente ja presentes
nos tecidos locais e outras recém-chegadas pela corrente sanguinea. Esta populacdo celular
complexa liberta mediadores moleculares que, por ligacdo a recetores, vao induzir a
ativacao/inibicdo delas proprias (via autdbcrina) e das células vizinhas (via paracrina). Do

equilibrio destas vias de sinalizagdo se decide do predominio dos fenbmenos de sintese ou de
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lise e destruicdao. Todos os genes que codificam as moléculas envolvidas sao genes candidatos
para a RRAE induzida pelo TO e muitos tem ja sido estudados.

A visdao classica, mecanicista da RRAE, apoiada por resultados moleculares iniciais,
explica todos os fendbmenos da RRAE com base na reabsor¢ao deficiente do osso alveolar, por
insuficiente ativacao dos osteoclastos e consequente acréscimo do stresse mecanico sobre a
raiz. Contudo, como veremos, muitos dos resultados sugerem que a remodelacdo da raiz nao
€ apenas um fendbmeno secundario, mas pode ser diretamente induzida pelos mediadores
moleculares libertados.

A ILIB é um dos mediadores da remodelacao Ossea com maiores evidéncias de
participacao na RRAE e os polimorfismos no gene que a codifica foram dos primeiros fatores
de suscetibilidade genética a serem propostos. A ILIB é uma citocina libertada por células
imunoinflamatorias, capaz de ativar os osteoclastos e de induzir a reabsorcao 6ssea. Niveis
aumentados desta citocina foram inicialmente descritos no fluido crevicular gengival de
doentes com periodontite cronica, na qual também ocorre perda de osso alveolar’” e
posteriormente também detetados nos pacientes submetidos a tratamento ortoddntico® "+7¢
2 Estes factos e a evidencia de que ratos knock-out para o gene /L /B desenvolviam mais
RRAE do que os ratos wild-type’', levaram ao conceito de que a reabsorcao radicular ocorria
por défice de reabsorcao do osso alveolar.

Um polimorfismo do gene da ILIB, o SNP rsl 143634, tem sido frequentemente

E* 3" °" e com a periodontite”* ** Embora se

descrito como estando relacionado com a RRA
trate de uma variante sindbnima, alguns estudos /n vivo e in vitro sugerem que o alelo C,
também designado de alelo |, se associa a baixos niveis de ILIB*'* e o alelo T, ou alelo 2, a
niveis aumentados’”. Estes resultados estariam de acordo com os estudos de epidemiologia
genética que associam o alelo T a risco de periodontite e aumento de reabsor¢cao do osso
alveolar’” e o alelo C a risco de RRAE, pelo fenémeno oposto®™ * ', Num estudo de Al-
Qawasmi et a/®' o SNP rs| 143634 foi mesmo implicado em 15% da variabilidade da RRAE em
incisivos centrais maxilares.

As variantes sinbnimas sao quase sempre inbcuas mas podem ser funcionais por
criarem um novo local de splicing ou por interferirem com a estabilidade do RNA ou com a
taxa de traducdo da proteiha. No caso do SNP do gene /./B um dos dois Ultimos
mecanismos podera estar envolvido.

No presente estudo, tal como sucedeu com outros autores?® 30210

, N3O CONseguUiMOos
confirmar que o polimorfismo rsl 43634 se associasse a ocorréncia de RRAE. Embora o alelo
C seja geralmente considerado o alelo de risco, num estudo clinico recente em dentes
endodonciados’ o alelo T, foi identificado como sendo o de maior risco, com particular

aumento da predisposicdo genética para os homozigotos (odds ratio: 11.59; p= 0.006; IC:

106



Discussao

95%), quando comparados com os homozigotos ou os heterozigotos para o alelo C. Curioso,
é o facto de os mesmos autores, num outro estudo” com dentes vitais e numa populagio da
mesma origem, terem verificado uma associacado com o alelo C deste polimorfismo (odds
ratio. 347, p= 0.027; 1C: 95%). Alias, as divergéncias de resuftados s3o igualmente comuns nos
estudos da periodontite.

Variagdes das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo rsl 143634 do
gene /L/B entre diferentes populagbes ndo sio raras e podem justificar a diversidade de

resultados entre amostras de diferentes etnias®'®

. Contudo, as frequéncias da nossa amostra e
as descritas para outras populacdes europeias caucasianas num estudo recente’'® sio muito
semelhantes (s6 diferem em 2%) e nao explicam a discrepancia de resultados. Estas
divergéncias sao frequentes quando se estudam os fenotipos complexos e podem dever-se a
contribuicao, variavel com a populagao, de miltiplos polimorfismos cuja expressao pode ser
interdependente. Diferencas nos critérios de selecdo dos pacientes e na metodologia de
diagnostico sdao também comuns. Outra explica¢do reside nas dimensdes das amostras
estudadas, frequentemente muito reduzidas, com menos de 100 doentes™”® *" ** o que
favorece as falsas associacdes. Ha ainda a considerar que o significado funcional do
polimorfismo permite dlvidas: por um lado, alguns autores ndao conseguiram provar a variacao

dos niveis de sintese da proteina pelos alelos de risco®'**'>

, por outro lado, os estudos /n vitro
publicados analisam linfocitos de doentes e nao foi efetuado nenhum estudo funcional em
sistemas de expressdo génica controlada, que fizesse prova da funcionalidade da variante.

Os genes da ILIB, da ILIA e do antagonista do recetor da ILI, o /L /RN, localizam-se
numa regiao de 430 kb no braco longo do cromossoma 2. A ILIB partilha fun¢des com a ILIA
e o seu efeito € antagonizado pelo antagonista do recetor da ILIB, pelo que alguns autores
avaliam conjuntamente a influéncia e interagcao de polimorfismos dos trés genes. Por exemplo,
Gulden et a/* encontraram uma correlagio entre a RRAE e o polimorfismo rs|800587(-
889C>t) do gene /L /A mas ndo para o rsl| 143634 do gene /L /B E possivel que numa amostra
de maiores dimensdes os resultados tivessem sido idénticos para os dois polimorfismos dado

que estes foram descritos como estando em forte desequilbrio de ligacio alélica™

CJa
Linhartova et a/”®, num estudo efetuado em pacientes da Repiblica Checa e recorrendo a
OPT e a radiografias laterais cefalométricas, s6 encontraram associa¢ao para uma variante
VNTR (Vanial Number of Tandem Repeats) do intrio 2 do gene /L/RN. Estudos recentes®” ¥
identificaram um outro polimorfismo do gene /L/RN, o rs419598, como sendo de
suscetibilidade a RRAE.

No presente trabalho n3o avaliamos os polimorfismos dos genes /L/A e /L/RN. O

SNP da ILIA pareceu-nos menos importante por estar em desequilibrio de ligacdo com o

rsl 143634 do gene da ILIB e também porque a ILIA tem menor atividade ao nivel do
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metabolismo 6sseo’” e as suas variantes funcionais terdo, em principio, menor repercussao do
que as da ILIB. A avaliacio de polimorfismos do gene /LRN parece-nos interessante,
sobretudo para verificar um possivel efeito de epistasia e sera futuramente realizada.

O sistema RANK/RANKL/OPG esta envolvido na regulagao do metabolismo 6sseo.
A interacao RANKL/RANK estimula a diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos, induzindo a
perda 6ssea’', efeito contrariado pela proteina OPG, que impede esta interagio por ligacio
competitiva com RANKL® % ¢ Algumas variantes dos genes que codificam estas proteinas
tém sido frequentemente associadas a diferentes fenbtipos osteoarticulares, quer multifatoriais
como a osteoporose ou a artrite reumatoide, quer monogénicos como a doenca de Paget.

Multiplas evidencias sugerem que estas moléculas estao envolvidas nos fenomenos
de remodelacdo Ossea e da raiz induzidos pelas forcas ortodonticas. Niveis elevados de
RANKL e baixos niveis de OPG foram associados a maior facilidade de movimento dentario™
7 %7 e, paralelamente, a presenca de periodontite”, dois fenémenos relacionados com
reabsor¢ao do osso alveolar.

Os genes que codificam estas protefnas sdo naturalmente genes candidatos de
RRAE, embora seja dificil encontrar estudos que analisem esta associacdo. Neste trabalho
analisamos o papel dos polimorfismos rs3102735 do gene 7NFRSF/ /B (OPG) e rs1805034
do gene TNFRSFITA (RANK) mas ndo houve evidencia de qualquer associacdo
estatisticamente significativa.

O SNP do gene da OPG esta localizado na regido reguladora, podendo interferir
quantitativamente com a sintese de proteina. A variante guanina (G) foi associada a uma
menor densidade mineral bssea ou a maior frequéncia de fraturas em diferentes localizacdes
bsseas?!" 22 Desconhecemos a existéncia de estudos de associacio com a RRAE. Na nossa
amostra, o alelo C teve uma frequéncia baixa, de apenas 0.136, o que pode ter contribuido
para a falta de significado estatistico.

O SNP estudado do gene do RANK| é uma variante missense, com possiveis efeitos
qualitativos sobre a funcdao da proteina e, tal como no caso da OPG, ha estudos que o
relacionam com patologia osteoarticular’" *'" *'®. Relativamente a RRAE, h4 apenas um estudo
familiar que a associa um polimorfismo proximo do locus do RANK??,

A dificuldade em evidenciar uma associacao entre a RRAE e estes polimorfismos
pode estar relacionada com o facto do sistema RANK/RANKL/OPG poder exercer uma dupla
fun¢do de remodelacao tecidular, com efeitos aparentemente contraditorios, ao nivel do osso
alveolar e da raiz dentaria.

De facto, ha varios estudos que localizam estas moléculas ndo s6 nos osteoclastos
mas também em células dentirias como os odontoblastos, odontoclastos, fibroblastos da

polpa e do ligamento periodontal® e cementoblastos”. Mesmos os recetores da ILI sio
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expressos em muitas células, e ndo s6 nos osteoclastos e seus percursores, e nas experiéncias
de Diercke et al’ cementoblastos estimulados por ILIB expressaram RANKL e OPG. Sabe-se
isualmente que odontoclastos e osteoclastos apresentam semelhancas funcionais® e que
ambas se diferenciam a partir de células progenitoras circulantes, muitas das quais expressam o
recetor RANK??, Ha ainda evidéncias de que as células tronco das duas estruturas, osso e
dente, t2m capacidade de transdiferenciacao™®”'.

Yamaguchi et a/”® descrevem um aumento significativo de RANKL e redugdo de
OPG nas células do ligamento periodontal humano em casos de reabsor¢ao radicular severa
sustenta a hipotese de que o efeito destes mediadores sobre a raiz pode ser direto, e ndo
apenas secundario a uma deficiente reabsorcao do osso alveolar. Se assim fosse, na presenca
de RRAE, os niveis de RANKL estariam mais baixos e os de OPG mais elevados.

No conjunto, os resultados sugerem a existéncia de um processo de regulacao
comum a reabsor¢do dos tecidos mineralizados do osso e do dente. Diferentes mecanismos,
aparentemente antagbnicos podem estar em jogo: se a via de sinalizacdo induz apenas a
reabsorcao 6ssea, o aumento da razio RANK/OPG favorece a reabsorcido do osso alveolar
por estimulacdo da osteoclastogénese e diminui o risco de RRAE ao criar menor tensao sobre
o apice radicular; se a via induz a reabsorcao radicular por diferenciacio e ativacio de
odontoclastos, entdo o aumento da razao RANK/OPG sinaliza risco para a RRAE. E provavel
que os dois fendbmenos ocorram, mas nao sejam simultaneos, ou que estejam dependentes de
variagoes quantitativas, dificeis de avaliar, da expressao dos recetores ou de diferengas entre
osteoclastos e odontoclastos nas vias de transducao de sinal intracelulares. O pleno
esclarecimento sobre a atuacao destas moléculas teria utilidade clinica, uma vez que a avaliagao
das concentracdes destas moléculas no liquido crevicular pode ter valor prognostico e sugerir
novas terapéuticas dirigidas.

A complexidade destes fenbmenos, em que a mesma molécula se associa a
consequeéncias diferentes, dependendo do momento de atuacdo, das células acessiveis e do
equilibrio entre diferentes moléculas, justifica a dificuldade em estabelecer relacdes causa/efeito
e genbtipo/ fendtipo, assim como a frequente discrepancia de resultados.

O recetor P2X7 (P2RX7) &€ um canal ibnico dependente de ATP e expressa-se nos

99, 100, 300

osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos em células do sistema imunitario e muitas outras.

O P2RX7 foi igualmente identificado em células do ligamento periodontal de dentes sujeitos a

forcas ortodonticas'®

. A nivel dos ossos longos é-lhe atribuido um efeito pro-osteogénico, pela
ativacdo dos osteoblastos e inducdo da apoptose dos osteoclastos, nomeadamente em ossos
submetidos a tensdo mecanica, o que foi comprovado inclusivamente com modelos knock-

100, 104, 105, 301, 302
out .
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Ao nivel das células imunoinflamatoérias, como macréfagos, neutrofilos e linfocitos, a
expressao do P2RX7 parece regular e limitar os fenbmenos inflamatorios ao promover a

"7 Nestas células, a ativacdo do recetor induz a

remogao de tecidos necroticos e apoptoticos
libertacado de mediadores inflamatorios, entre os quais a ILIB e ILIA. Esta dualidade de
funcdes, ao nivel das células osseas e inflamatbrias, tornam o gene deste recetor purinérgico
num candidato preferencial a suscetibilidade a RRAE.

O gene P2RX7tem varios polimorfismos missense com consequéncias na fun¢ao do
recetor. Algumas variantes com perda ou ganho de funcao foram ja associadas a patologias
como leucemias linfociticas cronicas familiares, dor cronica, doencas psiquiatricas, osteoporose

% Neste trabalho analisimos o SNP com ganho de

e risco de fratura, entre varias outras
funcdo, rsI718119 (G>A), corresponde a variante missense Ala348Thr. As alteracdes da
permeabilidade do poro membranar criado pela ativagdo do P2RX7 associadas a esta variante
foram comprovadas por estudos funcionais /n vitro®® %,

Na amostra estudada, verificou-se que o genotipo GG, presente em 43% dos
pacientes, correspondente a uma menor atividade do recetor relativamente aos genotipos AG
e AA se associava a aumento de risco estatisticamente significativo (p<0.0l) para a
suscetibilidade a RRAE. No modelo de regressao linear, o valor de B (coeficiente nao
estandardizado) para os homozigotos GG é de 0.03, correspondente a um aumento de risco
de 3% relativamente ao gendtipo de menor risco AA. Do mesmo modo, podemos concluir
que a variante com aumento de funcao protege da ocorréncia de RRAE. De entre os varios
SNPs do gene P2RX7, este foi selecionado por ter significado funcional e porque ambos os
alelos eram frequentes na populacdo, tendo o alelo mais raro uma frequéncia de 0.34. Teria
sido interessante verificar se o resultado seria reprodutivel ou até mais evidente para variantes
nulas, mas dado as suas baixas frequéncias na populacao caucasiana, teria sido necessario um
estudo com uma amostra de muito maiores dimensoes.

Tendo em conta apenas o efeito pro-osteogénico do P2RX7 e o mecanismo da
RRAE centrado na menor reabsorcao do osso alveolar, o alelo de risco deveria ser o A,
associado a um aumento de fun¢ao da proteiha. Contudo, os nossos resultados apontam no
sentido inverso. Um resultado paralelo foi descrito por Viecilli et a/'”, que num estudo com
ratos knock-out para o PZRX7 verificaram um aumento de RRAE induzida por tratamento
ortoddntico. Nos animais sem expressao do P2RX7, havia maior concentragdo de macrofagos
e hialinizagdo mais extensa do ligamento periodontal. A explicacdo pode residir no efeito da
ativacio do recetor sobre a libertacio de ILIB pelas células imunoinflamatérias'% /.

A necrose e lise celular que ocorrem ao nivel do ligamento periodontal submetido

as forcas ortoddnticas, poderiam levar a libertacao de ATP, com consequente ativacdo do

recetor P2RX7 das células imunoinflamatorias atraidas ao local, que libertariam ILIB. A ILIB,
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por sua vez, ativaria os osteoclastos, quer diretamente, quer por indugdao do sistema
RANK/RANKL™ favorecendo a remodelacio do osso alveolar.

Assim, & possivel que num microambiente inflamatorio, ao contrario do que
ocorreria nos 0ssos longos sob tensao, o efeito da ativacdo do P2RX7 ao nivel das células
imunes, induzindo a libertacdo de ILIB, se sobreponha ao efeito da estimulacdo direta do
recetor ao nivel dos osteoclastos. Neste caso, as consequéncias da auseéncia ou menor
capacidade funcional do P2RX7 seriam sobreponiveis as do défice funcional da ILIB,
dificultando a reabsorcao do osso alveolar e impondo maior pressao sobre as estruturas
dentarias. Outra possivel explicacdo podera residir em eventuais diferencas do metabolismo e
das vias de sinalizagdo entre o osso alveolar e os ossos longos, os Unicos para os quais
verdadeiramente estao comprovados os efeitos pro-osteogénicos do P2RX7. Finalmente, e em
paralelo com o que descrevemos para o sistema RANK/RANKL/OPG, pouco se sabe da
expressao deste recetor purinérgico em células como os odontoblastos, cementoblastos e
odontoclastos, desconhecendo-se se interfere ou nao diretamente com a remodelacao das
estruturas dentarias. A apoiar um efeito predominantemente nao 6sseo do P2RXY, Viecilli et
al'” no seu modelo knock-out, ndo evidenciou qualquer efeito estatisticamente significativo
sobre a osteogénese do osso alveolar nem sobre a facilidade do movimento dentario. Um
achado importante neste modelo animal de RRAE é que a diferenca entre ratos knock-out e
wild type sb se verificava para forcas > 10KPa o que reforca a necessidade do uso clinico das
for¢as minimas necessarias, sobretudo para pacientes com um gendtipo de risco.

E habitual considerarem-se quatro requisitos para comprovar a associagao doenca /
polimorfismo: (1) o polimorfismo do gene deve influenciar o produto do gene; (2) o
enviesamento da amostra deve ser controlado; (3) a existencia de fatores externos, como o
tabagismo e a classe socio-econdmica devem ser controlados e (4) o produto do gene afetado
deve fazer parte da etiopatogenia da doenca. No estudo aqui apresentado, poderao existir
algumas reservas no ponto 3, dada a dificuldade em controlar todos os fatores externos
possiveis. Quanto ao significado funcional do polimorfismo e a relacdo da proteina com a
fisiopatologia da doenga, foram sobejamente demonstrados. A analise da variavel RRAE por
regressao linear limita a interferéncia dos outros fatores avaliados. Contudo sera essencial
verificar os resuftados com amostras de maiores dimensoes.

Dada a possivel interdependéncia funcional entre o P2RX7 e a ILIB, analisiamos a
existéncia de epistasia associando os polimorfismos dos dois genes, mas nao se verificou

qualquer efeito das combinagcdes de genbtipos sobre o risco de RRAE.
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5. A RRAE como fenétipo complexo

No modelo proposto que resultou das variaveis analisadas, a contribuicao da variavel
genética identificada é de apenas 3.1%, dentro dos 27% explicados pelo modelo, pouco
acrescentando a contribuicao dos outros fatores. E verdade que apenas 4 polimorfismos foram
estudados, de entre as dezenas a centenas que eventualmente estardao envolvidos. Contudo, a
experiencia dos Gltimos dez anos com estudos de associacdo de tipo GWA, nos quais se
avaliam milhares de polimorfismos, confirma quao dificil é a identificacido dos Joc de
suscetibilidade a fen6tipos complexos® =%, Para doencas como a diabetes melitus, apds varios
projetos de GWA de grandes consorcios internacionais, e milhdes de euros dispendidos, as
varias dezenas de polimorfismos identificados apenas explicam cerca de 5 a 10% da
variabilidade fenotipica e eventualmente 10 a 20% da variabilidade genética (herdabilidade),
sendo a restante porcio conhecida como “‘the missing heritability ™. De um modo geral, para
estas doencas, o odd ratio dos /oci implicados varia de 0.5 a | para os que determinam uma
diminuicao do risco, e de | a 2 para os associados a aumento do risco. Alids, a maioria das
vezes, conclui-se que para a previsdao da suscetibilidade a doenca, a determinacdo do perfil
genético pouco acrescenta a avaliagao clinica dos fatores de risco, neste caso o Iihdice de
massa corporal e os antecedentes familiares.

Esta dificuldade em estabelecer uma correlagao gendtipo/fendtipo advém sobretudo
da natureza poligénica e multifatorial destas patologias. Aparentemente o nimero de variantes
genéticas implicadas & muito superior ao esperado, e a escassa contribuicao para o fenotipo
dificulta a sua identificacao mesmo recorrendo a estudos de milhares de individuos e a
sofisticada tecnologia disponivel. Acresce que dada a complexidade das vias moleculares
envolvidas e as miltiplas interacdes entre as moléculas, o peso de cada variante muda de
acordo com o contexto criado pelas restantes variantes e pelas condigdes do meio, existindo
um nUmero indeterminado de combinagdes possivess.

Nao obstante estas dificuldades, os estudos de tipo GWA serdao, no momento, a
metodologia mais adequada para a identificacdo dos /oc/ de suscetibilidade aos fenotipos
complexos. Eles t&tm permitido conhecer melhor a causa da variabilidade interindividual e os
mecanismos moleculares das doencas, revelando padroes comuns a identidades clinicas
aparentemente diferentes, sugerindo novos alvos terapéuticos e, ocasionalmente, identificando
variantes com algum potencial clinico como no caso de polimorfismos funcionais da
apolipoproteina E (APOE), conhecidos marcadores de risco para a doenca de Alzheimer,
doenca cardiovascular e menor longevidade.
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Um outro mecanismo interferente é a epigenética™. A epigenética pode explicar

algumas das alteracdes estaveis e duradouras da expressao génica induzidas por fatores do
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meio externo, fisicos, quimicos e mesmo relacionais, e internos como sejam as hormonas.
Sabe-se que estes mecanismos, que nao interferem com o cddigo genético, mas apenas com a
sua leitura, como a metilacao de bases de citosina, desacetilacdo das histonas e condensa¢do
da cromatina, estao dependentes da constituicdo de bases do DNA, logo, também sao
influenciadas pela variabilidade genética individual. A verdade é que a presenca de um gene
funcional ndo garante que a proteina seja sintetizada, se por exemplo ocorrer metilacdo da
regido reguladora, e uma variante genética que diminua a fun¢do da protena pode ser
compensada por um aumento da sua sihtese por desmetilacao da mesma regiao reguladora e
consequente aumento da transcri¢ao.

Embora este trabalho verse sobre a RRAE secundaria ao TO, o problema clinico € a
instabilidade dentaria que se |he podera associar. Para este outro fenotipo, embora
relacionado, é possivel que possam convergir fatores adicionais, como a existéncia de
periodontite ou as caracteristicas mecanicas das proteinas de suporte do tecido conjuntivo. A
verdade & que os poucos estudos existentes sobre o prognostico a longo prazo dos dentes
com evidéncia de RRAE sugerem a interferéncia de outros fatores para além da dimensao da

raiz restante®.

6 . Aplicagao clinica

Na pratica clinica, o conhecimento dos fatores que interferem na suscetibilidade a
RRAE permite uma abordagem mais personalizada do doente na fase pré, pos e durante o
TO. A experiencia de cerca de uma década de investigacao tem demonstrado que os modelos
mais Uteis para avaliar a suscetibilidade as doengas complexas ou multifatoriais sao modelos
que integram variaveis clinicas e genéticas.

Previamente ao TO torna-se necessario informar sobre o risco de ocorréncia de
RRAE e obter um consentimento informado por escrito. O risco atribuido ao perfil genético
nao é ainda suficientemente conhecido para justificar a genotipagem, pelo que a avaliagao
indireta pela clinica deve prevalecer. Como para qualquer fenotipo complexo, a existéncia de
antecedentes familiares € importante, aumentando o risco com o nUmero de familiares
afetados e a gravidade do fendtipo nesses familiares.

A dificuldade na realizacgdo de meta-andlises e de estudos multicéntricos ndo tem
permitido que se chegue a conclusdes definitivas sobre os fatores a ter em conta na avaliagao
do risco de RRAE. O modelo estatistico encontrado neste trabalho (%RRAEmax = 7.6 —
32*%Género + 03*Duracdo + 4*Extracdo + 84*Hyrax + 3.1*P2RX7cc) necessita de
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validacdo posterior, mas pode ser um instrumento de orientacao para a avaliagdo do risco de
RRAE e planeamento do tratamento.

Numa aplicagado do modelo a 2 pacientes com menos ou mais fatores de risco,
teriamos:

-para uma paciente do género feminino, com 2 anos de tratamento (24 meses), sem
aparelho Hyrax, sem extracdo de pré-molares e com gendtipo AA para o polimorfismo
rsI718119 do gene PZRX7: % RRAEmax = | 1.6

- para um paciente do género masculino, com 3 anos de tratamento (36 meses),
com aparelho Hyrax, com extracao de pré-molares e com gendtipo GG para o polimorfismo
rs1 718119 do gene P2RX7/: % RRAEmax = 33.9

Estes valores correspondem a um risco maximo por paciente, constituindo uma
estimativa que, embora imprecisa visto que o modelo explica menos de |/3 da variabilidade de
fenbtipo, € a possivel.

Ja no decurso do tratamento, na presenca de fatores de risco prévios como a
existéncia de antecedentes familiares, sera mais seguro aumentar o intervalo entre as consultas
de controlo para ajustamento das forcas® e evitar a exposicio aos fatores de risco
relacionados com o tratamento (extracdo de pré-molares ou prolongamento do tratamento).

A vigilancia dos dentes mais expostos a RRAE com periapicais de 6 em 6 meses tem
sido preconizada por alguns autores e permite uma maior seguranca na implementacdo do

¥, No entanto, convém relembrar que os raios X expdem o

plano de tratamento'" **
organismo a um efeito cumulativo da radiagao ionizante e a abordagem e decisao nestas
circunstancias, tal como referido para a TCFC, deve seguir o principio ALARA (“as low as
reasonably achievable”), efetuando o menor nUmero possivel de radiografias na fase pré e pos-
tratamento.

Caso se detete RRAE, o nivel das forcas deve ser reduzido. Uma possivel abordagem
consiste em nos 3 meses seguintes suspender as forcas na arcada dentdria afetada e s6
proceder a aplicacio de forcas na ndo afetada'*®. Se a RRAE detetada for grave ou evoluir num
exame radiologico subsequente, ha que discutir com o paciente as hipbteses de tratamentos
alternativos que reduzam o tempo do TO, como sejam a realizacdo de desgastes
interproximais ao invés de extracdes, solucdes protéticas para fecho de espacos, libertacao de
alguns dentes dos arcos ativos ou a conten¢ido precoce dos dentes com reabsorcao®. Mais
uma vez se salienta que ndo ha estudos prospetivos que validem os protocolos de follow-up
sugeridos, que se baseiam sobretudo no conhecimento dos fenbmenos biologicos envolvidos
e no bom senso clinico.

Independentemente da existéncia ou ndo de fatores de risco, a documentacdo do

final de tratamento com radiografias € imperativa e permite a detecdo da RRAE. Os pacientes
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e/ou pais, devem ser informados deste facto. Esta informacdo pode vir a ser (til num eventual
tratamento ortoddntico de irmaos ou filhos” ' Apés o TO, todos os dentes que sofreram
RRAE grave devem ser sistematicamente sujeitos a follow-up clinico e radiografico, até que
ocorra estabilizacio da raiz”’. Contudo, se tal nio ocorrer, o tratamento endodontico com
hidroxido de calcio pode ser considerado™®,

Independentemente da severidade da RRAE imagiol6gica, para a decisao clinica de
vigiar ou recorrer a contencdes fixas, o fator decisivo & o grau de estabilidade dentaria. E
possivel que a intensa investigacdo em curso sobre os mecanismos moleculares e mecanicos
envolvidos no TO venham a sugerir atuacdes mais fundamentadas e novas possibilidades de
terapéuticas complementares.

No futuro, de acordo com a conveniéncia clihica e o perfil individual de risco de

193

RRAE, o tratamento poderd ser mais personalizado e incluir medicacio'*" ou outros

procedimentos especificos como o uso de laser de baixa energia™ **

que possam interferir no
movimento dentario. Desta forma podera ser possivel controlar a velocidade da movimento
dentario, evitar eventuais desconfortos, interferir no tempo de tratamento e ainda diminuir o

risco de ocorréncia de reabsorcdes radiculares.
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Conclusdes

Para a avaliacdo da suscetibilidade a fendtipos complexos, os modelos deverdo
integrar variaveis genéticas e nao genéticas, de modo a refletir o seu carater multifatorial. Foi o
que pretendemos com este trabalho, onde foi avaliada a contribuicdo de varios fatores,
genéticos, clinicos e relacionados com o tratamento, para o desenvolvimento da reabsor¢ao
radicular apical externa induzida pelo tratamento ortodontico.

Este € o primeiro estudo a analisar a suscetibilidade associada a este fenotipo
recorrendo a um modelo de regressao linear multipla, que também explora a contribuicao de
polimorfismos genéticos.

Entre as principais contribuicdes deste estudo, incluimos:

- A implementagao de um software de tratamento de imagem — ARIAS —
especificamente desenvolvido para este trabalho, que permitiu uma melhoria no grau de
precisao e reprodutibilidade das medicdes nas radiografias panoramicas digitais, simplificando
significativamente o processo de medicao (quando comparado a medicdo com calibradores

manuais) e de calculo da RRAE.

2- O método utilizado para calcular e avaliar a RRAE, e o recurso a um parametro
global, capaz de refletir a gravidade clinica e, simultaneamente, a suscetibilidade individual para
este fenotipo, a %$RRAEmax. Este método permitiu minimizar os erros inerentes a imagem da

OPT.

3- A confirmagao de que os incisivos superiores, sobretudo os laterais, apresentam
maior suscetibilidade a RRAE do que os caninos e de que cerca de 5% dos pacientes sofrem

uma reducao da dimensao da raiz da ordem dos 30%.
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4- A andlise da suscetibilidade a RRAE recorrendo a um modelo de regressao linear
mUltipla, o que obvia a necessidade de estabelecer um limiar de normalidade artificial e
possibilita futuras utilizacdes na avaliacao clihica do paciente e planeamento personalizado do

tratamento.

5- A identificacdo de cinco variaveis que no conjunto explicam 27% da variabilidade
do fendtipo: duragdo do tratamento, género, utilizacdo de aparelho Hyrax, extracdes de pré-
molares e homozigotia para o alelo G do polimorfismo rsl 718119 (gene PZRX/). Este € o
primeiro trabalho que associa este SNP a suscetibilidade a RRAE. A presenca do gendtipo GG
associou-se a um incremento médio de 3% de RRAE maxima, dos 27% explicaveis pelo
modelo. A associagao da utilizagao de aparelho expansor maxilar tipo Hyrax com a RRAE nos

dentes maxilares anteriores também ainda ndo tinha sido descrita em estudos clinicos.

6- A verificacdo de que a influencia do fator duracdo do tratamento é constante ao

longo do tempo e nao aumenta nos tratamentos mais prolongados.

7- A verificagdo de que os polimorfismos, rsl 143634 do gene /L/B, rs3102735 do
gene TINFRSF/ 1B (OPQG) e rs1805034 do gene 7TNFRSF/ /A (RANK) nao parecem ter um
papel relevante na suscetibilidade a RRAE em populagdes com caracteristicas genéticas e
clinicas semelhantes a da amostra estudada; O mesmo se constatou para fatores como a idade
de inlcio do tratamento, mordida aberta anterior, interposicao lingual, padrao esquelético e

ovenet.

8- A descricdo das frequéncias alélicas e genotipicas destes polimorfismos na

populacdo portuguesa, com utilidade para diferentes areas da medicina.

9- A proposta de que os fendbmenos biologicos e moleculares da RRAE n3o sejam
apenas secundarios a maior ou menor remodelacao do osso alveolar, mas que ambas as
estruturas, raiz e osso, partilhem mediadores moleculares e células remodeladoras, numa
mUtua interdependéncia, de cujo equilibrio dependera o resultado anatomo-funcional final das

estruturas.

|0- A proposta de um modelo de avaliacdo da suscetibilidade do paciente a RRAE,

que quantifica a %RRAEmax a partir das variaveis identificadas como sendo significativas,

%RRAEmMax = 7.6 — 3.2*Género + 0.3*Duracao + 4*Extracao + 8.4*Hyrax + 3.1*P2RX 7.
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Este trabalho apresenta algumas limitacdes, em grande parte inerentes ao facto de se
tratar de um estudo retrospetivo, como sejam o exame de diagnostico imagiologico utilizado, a
ortopantomografia, o recurso a informagao do processo clinico e a pequena dimensao da
amostra. Os fatores de erro da OPT foram devidamente considerados e minimizados pela
metodologia adotada, tal como foi descrito nos capitulos anteriores. Uma amostra de maiores
dimensdes (apesar de esta ser uma das maiores de entre as referenciadas nos estudos
genéticos de RRAE) permitiria uma maior confianca no grau de significado estatistico dos

resultados obtidos.

Perspetivas futuras

Todo o projeto de investigacdo, sobretudo quando concluido, é um ponto de
comeco, sugerindo e desvendando novas questoes e diferentes abordagens.

No futuro, pensamos ser essencial proceder a estudos clinicos prospetivos e
randomizados e com uma amostra de maiores dimensdes. Os estudos multicéntricos seriam
os ideais nao fosse a variabilidade e a complexidade do tratamento ortodontico.

O recurso a métodos imagiologicos mais precisos, como a Tomografia
Computorizada de Feixe Conico, e a comparagao das varias metodologias permitiria ndao so
uma melhor afericdo dos fatores etiologicos como também concluir pela selecio e
escalonamento dos exames numa perspetiva clinica.

Um seguimento a longo prazo, alguns anos para além da conclusao do tratamento,
com a verificagdo da ocorréncia da indesejada instabilidade dentaria que imponha solucdes de
recurso, esta ainda por fazer. S6 assim serd possivel encontrar uma definicdo mais objetiva e
clinicamente Gtil de RRAE.

A identificacao de outros /oc/ de suscetibilidade a RRAE podera beneficiar da selecao
de uma populagdo com situacdes de RRAE mais grave e com baixa exposicao a fatores de
risco nao genéticos.

O recurso a modelos de culturas celulares e estudos histologicos, baseados em
modelos animais, poderdo contribuir para aprofundar os mecanismos moleculares envolvidos e
avaliar a proposta interdependencia e partilha de mediadores e de vias de transducdo de sinal
entre os diferentes tipos de células envolvidos na RRAE.

Quanto ao modelo proposto, ele tera de ser validado na pratica clinica.
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Resumo

Resumo

A reabsorcao radicular apical externa (RRAE) associada ao tratamento ortodontico
constitui a sequela clinica e o efeito adverso indesejavel mais frequente em ortodontia. Trata-
se de um fendtipo complexo, determinado por fatores biologicos intrinsecos ao paciente,
incluindo multiplas variantes genéticas, e por fatores extrinsecos, como sejam as forgas
mecanicas aplicadas. Resulta em perda permanente da estrutura dentéria mais apical e, embora
raramente grave, pode afetar a longevidade do dente. Atualmente nao existem critérios
padronizados para o diagnostico imagiologico com comprovada correlagao clinica.

O conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos permite uma maior
compreensdo dos fatores desencadeantes e pode contribuir para o planeamento
personalizado do tratamento e prevencao da RRAE. Polimorfismos de genes que codificam as
proteinas envolvidas na remodela¢do do osso alveolar e da raiz tém sido sugeridos como fator
de suscetibilidade.

Neste trabalho pretendeu-se estudar o papel de treze fatores clinicos e relacionados
com o tratamento e de quatro polimorfismos de genes candidatos, com o objetivo de propor
um modelo multifatorial integrado capaz de prever a reabsorcao radicular apical externa.

O estudo retrospetivo incluiu |95 pacientes tratados com aparelhos ortodonticos
fixos, segundo o protocolo estandardizado, 72 do sexo masculino e 123 do sexo feminino,
com uma idade média de 17.24 anos (DP+6,8). O tempo médio de tratamento foi de 36
meses (DP£10). A reabsor¢ao radicular apical externa foi avaliada e medida nos 4 incisivos e
nos 2 caninos do maxilar superior, utilizando ortopantomografias obtidas antes e depois do
tratamento, num total de 2544 dentes medidos. Desenvolveu-se um software especffico que
permite otimizar o processamento de imagem, registar os dados e efetuar, de forma

automatica, os calculos da percentagem de reabsorcao radicular. Recorrendo a um modelo de
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regressao linear multipla, em que a variavel dependente foi a percentagem de reabsor¢do
radicular méxima registada para cada paciente (% RRAEmax ), avaliou-se a contribuicdo de
variaveis genéticas, clinicas e relacionadas com o tratamento. A genotipagem dos quatro
polimorfismos (rs1718119 do gene FP2RX/ rsl 143634 do gene /L/B rs3102735 do
TINFRSF/I 1B o gene que codifica a OPG, e rs1805034 do 7NFRSF/ /A, o gene que codifica o
RANK) foi realizada pelas técnicas de RFLP, PCR em tempo real com sondas TagMan e
sequenciacdo. Para evitar o erro inter-operador, todos os procedimentos de medicdo foram
realizadas pelo mesmo operador. Para a andlise do erro intra-operador, as ortopantomografias
de 20 doentes, aleatoriamente selecionados, foram avaliadas duas vezes, no intervalo de |5
dias e os valores de %RRAEmax obtidos foram analisados pelo teste t de Student para
amostras emparelhadas (para o erro sistematico) e pela formula de Dahlberg (para o erro
aleatorio).

Os dentes mais frequentemente afetados foram os incisivos superiores. Verificou-se
o equilibrio de Hardy - Weinberg para os quatro polimorfismos. A andlise do erro médio
intra- operador confirmou a fiabilidade do método (p > 0.05 no teste t de Student e 0.5 a 1%
no teste de Dahlberg). Cinco variaveis clinicas e genéticas explicaram 27 % da variabilidade de
%6RRAEmMax (ANOVA : F = 5315, p = 0.000 ; coeficiente de determinagao ajustado =
0.270, n = 195). As variaveis com contribuicdo Unica mais significativa para o modelo foram: o
género (p < 0.05), duragao do tratamento (p <0.001), extracdo de pré-molares (p < 0.01),
aparelho Hyrax ( p < 0.001) e gendtipo GG do polimorfismo rs1 718119 do gene PZRX7 (p <
0.01). Outras variaveis, como idade, ovenet, interposicdao lingual, mordida aberta anterior,
padrdo esquelético e os outros polimorfismos tiveram menor contribuicdo. Fatores como os
antecedentes familiares, patologias associadas ou medicacdo sistémica estavam pouco
representados na amostra pelo que nao puderam ser avaliados.

Este estudo permitiu identificar variaveis clinicas, relacionadas com o tratamento e
genéticas, que podem explicar cerca de 30% da variabilidade da RRAE dos pacientes
submetidos a tratamento ortoddntico. Este € o primeiro estudo clinico que identifica e destaca
o FPZRX7, que codifica um canal ibnico dependente do ATP envolvido em vias de
mecanotransdugao de sinal no tecido Osseo, como um possivel fator de suscetibilidade a
reabsor¢dao radicular apical externa. O impacto limitado destas 5 variaveis na reabsor¢ao

radicular sugere a existéncia de outros, provavelmente miltiplos, fatores de baixa penetrancia.
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Abstract

Orthodontic-induced external apical root resorption (RRAE) is the most common
clinical sequel and undesirable side effect of orthodontics. It is a complex phenotype, being
determined either by biological patient intrinsic factors including multiple genetic variables and
external factors as mechanical forces.

Although rarely serious, it results in permanent loss of the most apical dental
structure and can affect the dentition longevity. Currently, there are no standardized imaging
criteria for diagnosis with proven relation to clinical outcome. Delineation of molecular profiles
of RRAE would unravel the mechanisms involved and facilitate prevention and more
personalized orthodontic treatment planning. Polymorphisms of genes encoding proteins
involved in alveolar bone and root remodeling have been implicated in root resorption
etiology.

We proposed to study the role of thirteen clinical and treatment related factors and
four polymorphisms of candidate genes to RRAE susceptibility, in order to obtain a
multifactorial integrative model able to predict this complication.

This retrospective study included 195 patients treated with multi-bracket
appliances, 72 males and 123 females, with an average age of 17.24 years (SD£6.8). The
average treatment time was of 36 months (SD+ 10). Root resorption was measured in the four
maxillary incisors and maxillary canines using before and after treatment panoramic
radiographs, in a total of 2544 measured teeth. A design-to-purpose software was developed
to optimize image processing and data collection. Using a multiple linear regression model,
where the dependent variable was the maximum % of root resorption for each patient
(%6RRAEMax), the contribution of genetic, clinical and the treatment variables were assessed.

Genotyping of the 4 polymorphisms (rs|718119 from FP2RX7 gene, rs| 143634 from /L/B
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gene, rs3102735 from TNFRSF//B  the geneencoding OPG, and rs1805034
from 7TINFRSFI 1A, the gene encoding RANK) was performed by RFLP and real time TagMan
assays and sequencing. To prevent inter-observer error, all the measurement procedures were
carried out by the same operator. The intra-observer error analysis was conducted by both
the Student’s #test for paired samples (for systematic error) and the Dahlberg formula (for
random error).

The most frequently affected teeth were maxillary incisors. Hardy-VWeinberg
equilibrium was verified for all four polymorphisms. The analysis of intra-observer mean error
confirmed the reliability of the method (p > 0.05 in Student’s t test and 0.5% to 1% in
Dahlberg test). Five clinical and genetic variables explained 27% of the %RRAEmax variability
(ANOVA: F = 15315, p= 0.000; adjusted determination coefficient = 0.270, n = |95).

The variables with more significant unique contribution to the model were: gender
(p <0.05), treatment duration (p <0.001), premolar extractions (p <0.01), Hyrax appliance
(p <0.001) and GG genotype of rs1 718119 from FP2RX7 gene (p <0.01). Other variables, such
as age, overjet, tongue thrust, anterior open bite, skeletal pattern and the other polymorphisms
had minor contributions.

This study allowed to identify clinical, treatment and genetic variables that can explain
about 30% of RRAE variability between patients submitted to orthodontic treatment. This is
the first clinical study that identifies and highlight the FPZRX7 a gene codifying an ATP-
dependent ionic channel involved in mechano-transduction pathways of bone cells, as a
possible susceptibility factor to RRAE. The limited impact of these 5 variables in root

resorption suggests the existence of other, probably multiple, low penetrance factors.
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| . Lista de abreviaturas e simbolos

A nomenclatura usada para os genes esta de acordo com a HUGO gene

nomenclature committee.

* — Simbolo colocado apos a sigla do gene, representando um alelo
2D — Duas dimensbdes
3D — Trés dimensodes

3" — Extremidade de sequéencia nucleotidica com o hidroxilo do carbono 3 da

pentose livre

livre

5" — Extremidade de sequéncia nucleotidica com o fosfato do carbono 5 da pentose

Ala — Aminoéacido alanina

Ap — Aparelho ortodontico
Arg — Aminoacido arginina
Asn — Aminoacido asparagina
cN — Centihewtons

CNV (Coppy number varation) — Polimorfismo constituido pela variagado do nimero

de cbpias de uma sequéncia do genoma, habitualmente com extensdo superior a |Kb

DNA (ou ADN) — Acido desoxirribonucleico
dNTPs — Desoxinucleotideos triosfatados

dp — Desvio padrao

fig — Figura

Freq —Frequéncia

g — Grama
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GIn — Aminoacido glutamina

Glu — Aminoécido acido glutamico ou glutamato
GWA — Genome Wide Association
His — Aminoacido histidina

IC — Intervalo de confianca

ILI — Interleucina |

ILIA — Interleucina |A

ILIB — Interleucina 1B

ILIRN — Recetor antagonista da IL|
IL 1A — Gene da interleucina | A
IL1B— Gene da interleucina | B

/L /RN — Gene do recetor antagonista da IL |
lle — Aminoacido isoleucina

Kb — 1000 pb

M — Molar

MAA — Mordida aberta anterior

mg — Miligrama

MgCl, — Cloreto de magnésio

mL — Mililitro

mM — Milimolar

n — NUmero de individuos

ng — Nanograma

OPT — Ortopantomografia

OPG — Osteoprotegerina

OR (Odd ratio) — Termo estatistico que traduz o risco conferido por uma

determinada condicdo; > | risco aumentado, < | risco diminuido, = | risco idéntico

P2X7R — Recetor purinérgico P2X7

P2RX7 (Purinergic receptor PZX7) — Gene que codifica o recetor purinérgico P2X7
PCR (Polymerase Chain Reaction)— Reagao de polimerizagao em cadeia

pb — Pares de bases

PM — Pré-molares

RANK' (Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B)— Recetor de ativagdo do

fator nuclear kB

RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B /igand) — Ligando do recetor

de ativacao do fator nuclear kB
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RFLP (Restriction Fragment Length FPolymorphism) — Polimorfismo em comprimento
de fragmentos de restricao

RRAE — Reabsorcado radicular apical externa

RRAEmax — Reabsor¢ao radicular apical externa maxima, observada nos seis dentes
antero-superiores do paciente, que é o indicador de reabsor¢ao radicular para o individuo

Rx — Exame imagioldgico recorrendo a radiacao de tipo Rontgen

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) — Polimorfismo constituido pela substituicao
de uma Unica base

TAE — Tampao Tris-Acetato-EDTA

TagDNA polimerase — Polimerase do DNA termorresistente derivada do 7hermus
aquaticus

TCFC — Tomografia computorizada de feixe conico

Thr — Aminoacido treonina

TINF (Tumor Necrosis Factor) — Gene que codifica o fator de necrose tumoral alfa

TINFRSF/ 1 (Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily, member 1) — Gene que
codifica o RANKL

TINFRSFI 1A (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, member | |A) — Gene
que codifica o recetor de membrana RANK

TINFRSFI 1B (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, member | IB) — Gene
que codifica a proteina osteoprotegerina (OPG)

TO — Tratamento ortodontico

Tyr — Aminoacido tirosina

UV — Ultra-violeta

ML — Microlitro

MM — Micromolar

¥* — Qui-quadrado

X 174/Haelll — Plasmideo ¢ X174 digerido com a enzima de restriciao n° 3 com

origem na Haemophilus aegyptius, utilizado como marcador de peso molécula

2 . Glossario

Explicam-se aqui alguns termos de areas cientificas especfficas. Algumas palavras e
expressoes foram utilizadas na lingua inglesa, uma vez que sao de dificil tradugao e de uso

comum na linguagem cientifica corrente.
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2.1. Glossario de Genética

Alelo — Forma alternativa de um gene. Refere-se a uma de duas ou mais variantes
que numa populagao podem ocorrer num determinado /ocus. Em cada individuo, um dos
alelos é de origem paterna, o outro de origem materna. Os alelos podem ser diferentes, por
exemplo, devido ao polimorfismo de um nuclebtido.

Apoptose — Processo de morte celular programada, sem fenbmenos inflamatorios
ou cicatriciais associados.

Cadeia antisense — Cadeia do DNA complementar a sense, a partir da qual ocorre a
transcricdo de um gene (sendo o mRNA sintetizado por complementaridade com a cadeia
antisense, a sua sequéncia vai corresponder a da cadeia sense).

Cadeia sense— Cadeia do DNA cuja sequéncia de nuclettidos corresponde a
sequencia de aminoacidos de determinado gene.

Concordancia — Facto de 2 familiares expressarem o mesmo fenotipo.

Desequilibrio de ligagdo alélica — Ocorréncia de uma associagdo estatistica entre
alelos (variantes genéticas, habitualmente polimorfismos) de /oc/ da mesma regiao
cromossomica, com uma frequéncia superior a que seria de esperar tendo em conta as
frequéncias individuais de cada alelo. Pensa-se que estas associagdes especificas de alelos
teriam sido preservadas por selecdo durante a evolugdo da espécie humana. Estando proximos
e segregando em conjunto, a identificacdo de apenas alguns destes polimorfismos fornece
informacdo suficiente para inferir sobre os restantes polimorfismos da mesma regiao
cromossomica.

Enzimas de restricdo — Enzimas (endonucleases) de origem bacteriana que
fragmentam o DNA através da hidrolise das ligacdes internas de fosfato. A especificidade é
dada pela sequéncia de nucledtidos que a enzima reconhece (sequéncia de restricao),
ocorrendo digestao do DNA sempre que a encontra.

Epigenético (Efeito) — Refere-se a alteragdes num fenotipo, por variagao quantitativa
da expressdo génica, que nao resultam de uma modificagdo na sequéncia do DNA do genoma
da célula, mas de um padrao de modificacdes do DNA e cromatina que incluem a metilagao
de citosinas, modificagdes das caudas das histonas e a compactacdo da cromatina. Este padrao
de modificagdes epigenéticas é estavel e transmissivel nas mitoses, embora seja reversivel e
sensivel a modificacdes do meio interno e externo.

Epistasia — Modulacdao da expressao de um gene por accao de outro gene.

Expressdao génica — Diz respeito aos acontecimentos que conduzem a manifestacao

funcional de um gene.
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Expressividade variavel — Traduz diferencas quantitativas na expressao de um gene,
podendo a expressao do caracter variar de pouco acentuada a grave.

Frameshift — Mutacdo de sequéncia codificante que envolve a inser¢do ou delecdo
de nucledtidos, geralmente num nimero nao miltiplo de 3, interferindo com a sequéncia dos
coddes (ha desvio da grelha de leitura).

Gene candidato — Gene que se considera estar associado a determinado caracter ou
doenca, no decorrer de estudos moleculares, face as funcdes da proteina que codifica.

Hardy-Weinberg (Lei) — Principio fundamental da genética de populagdes: “A
propor¢ao das frequéncias alélicas e genotipicas de uma populacdo permanecem constantes
de geracdo em geracdo, se o acasalamento for aleatorio e se ndao ocorrerem neomutacoes,
selecdao e migracdo.”

Hereditabilidade — Propor¢ao do efeito fenotipico (variabilidade do fenbtipo)
atribuivel a variagao do gendétipo. Resulta do efeito aditivo da expressao dos genes envolvidos
mais o efeito interactivo (epistasia). E caracteristica de uma determinada populagdao, num
determinado momento.

Heterozigotia — Condicao em que ocorrem dois alelos diferentes num determinado
locus de um par de cromossomas homologos.

Homozigotia — Condicao em que ocorrem dois alelos identicos num determinado
locus de um par de cromossomas homdlogos.

Locus — local onde se encontra uma determinada sequéncia de DNA num
cromossoma (plural-/oc)).

Missense — Mutacao em que a alteracdo de um simples nuclebtido causa a
substituicao de um aminoacido por outro diferente na proteina resultante. Esta substituicao
pode alterar ou ndo a fungao da proteina e pode constituir um polimorfismo ou uma mutagao
patogénica.

Nonsense — Mutacdo em que a alteracdo de um simples nuclebdtido leva ao
aparecimento de um codao stop prematuro, do que resulta frequentemente uma proteina
mais curta.

Penetrancia — Probabilidade de expressao de um determinado gendtipo (nimero de
pessoas com o fenbtipo/nimero de pessoas com o gendtipo).

Primer ou sequéncia iniciadora — Oligodesoxirribonucle6tido utlizado em reaccoes
de PCR para iniciar a polimerizagao.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) — Polimorfismo em comprimento
de fragmentos de restricao. Designa variantes genéticas localizadas em sequéncias especificas
do DNA, sequéncias de restricdo, reconhecidas e degradadas por enzimas de origem

bacteriana, as endonucleases de restricao. A variante genética RFLP pode criar ou eliminar uma
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sequéncia de restricdo, fazendo variar o nUmero e o comprimento de fragmentos obtidos
aquando da digestao de DNA por uma endonuclease especifica.

Sonda — Sequéncia de acidos nucleicos (DNA ou RNA) marcada (por exemplo por
complexacao com fluordforo) que serve para identificar determinadas sequéncias de DNA, as
quais se liga por complementaridade (hibridacdo).

Splicing — Processamento do RNA mensageiro, por remocdo de sequéncias

intronicas.

2.2. Glossario de Estatistica

Homocedasticidade dos residuos — E um dos pressupostos da regressao linear.
Significa que para todos os valores preditos, a variancia dos residuos € constante.

Independéncia dos residuos — E um dos pressupostos da regressao linear. Significa
que a magnitude de um residuo ndo influencia a magnitude do residuo seguinte.

Linearidade dos residuos — E um dos indicadores de que a relagdo entre a variavel
dependente e as variaveis independentes pode ser nao-linear. E analisado através da dispersao
dos pontos cujas coordenadas sao os valores preditos pelo modelo e os respetivos residuos.

Multicolinearidade e singularidade — A regressdo linear multipla ndo funciona bem
para dados com estas duas caracteristicas. Ambas se referem a relacdo entre as variaveis
independentes. Existe multicolinearidade quando pares de variaveis independentes apresentam
valores de correlacdo linear elevados (superiores a 0.9). A singularidade ocorre quando uma
variavel independente € na verdade uma combinacdo linear de outras variaveis independentes.
Assim, um dos pressupostos da regressao linear & a auséncia de multicolinearidade e de
singularidade.

Outliers — A regressao linear miltipla € muito sensivel a presenca de outliers. Estes
sao detetados no modelo resultante da regressao por apresentarem residuos estandardizados
com valores acima de 3 ou abaixo de -3. Assim, um dos pressupostos da regressao linear € a
auséncia de outlers.

Residuo — Para um dado individuo, é o valor da diferenca entre o valor predito pelo
modelo para a variavel dependente e o valor da variavel dependente efetivamente observado.

Tolerance — Métrica usada para o diagnostico de multicolinearidade.

VIF — Métrica usada para o diagnbstico de multicolinearidade.
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3 . Consentimento informado do paciente

Consentimento Informado

Projecto: Reabsor¢ao radicular apical externa associada ao tratamento ortodontico:

factores de susceptibilidade genéticos, biologicos e mecanicos

Informagao

A reabsorcao radicular consiste na reducao do comprimento da raiz do dente. Ha
varios estudos a referir que os pacientes com tratamento ortodontico (aparelho de correc¢ao
dos dentes) estdo sujeitos a sofrer reabsorcao das raizes dos dentes, embora ela também

possa ocorrer na auséncia deste tratamento.

Os factores envolvidos podem estar relacionados com caracteristicas do proprio

paciente como é o caso da influéncia genética.

Solicitamos a sua colaboragao para a realizacdo de um projecto de investigacao que
tem como objectivo avaliar a reabsor¢ao das raizes no tratamento ortoddntico e analisar se ha
factores de risco genéticos que predispdem para esta situacdo. Neste projecto s6 irdo
participar pacientes que fizeram tratamento ortoddntico, com ou sem reabsor¢do das raizes

no final do tratamento.

Se pretender colaborar, serd colhido Iml de saliva que se utilizara para estudo
genético (DNA). Serdo também registados alguns dados do processo clinico como sexo,
idade, habitos tabagicos ou a existencia de doengas cronicas. Os Rx que realizou antes e no

final do tratamento serdo avaliados para medir as raizes dos dentes.
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As amostras e os inquéritos sao anobnimos e serao identificados apenas por um
nimero de codigo. As amostras de saliva serdo utilizadas apenas para fins cientfficos e so irdo

ser guardadas durante o decorrer do projecto.

Nao havera qualquer remuneragcdao pela participacdo no projecto e em qualquer

momento pode decidir suspender a sua colaboragao.

Os resultados do projecto nao lhe serdo comunicados.

Projecto: Reabsor¢ao radicular apical externa associada ao tratamento ortodontico:

factores de susceptibilidade genéticos, bioldgicos e mecanicos

Consentimento

Conforme a "“Declaragdao de Helsinquia” da Associagao Médica Mundial (Helsinquia
1964 com actualizacdes de Toquio, 1975; Veneza, 1983; Hong Kong, 1989; Sommerset West,
1996; Edimburgo, 2000).

Eu, abaixo assinado,

entendi a explicacao que me foi fornecida pelo

(nome do Médico Dentista) sobre o

estudo que se pretende realizar, tendo-me sido dada a oportunidade de fazer as perguntas
que julguei necessarias. Foi-me também prestada informacao e explicados os objectivos deste

estudo.

Além disso, foi-me comunicado que tenho direito de me recusar a participar ou

desistir deste estudo, a qualquer momento.
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Autorizo a recolha de saliva para estudo genético e a recolha de dados do meu
processo clinico. Esta informacdo sera tratada como estritamente confidencial e nao caira no

domihio pUblico.

Aceito participar neste estudo segundo as condicdes propostas e a minha

participagao é inteiramente voluntaria.

Declaro que compreendi a informacdo prestada e que pretendo colaborar.

O Paciente:

data: / /

O Médico:

data: / /
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4 . Autorizacdo da Comissao de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de

Coimbra

FACULDADE DE MEDICINA
UNIVERSIDADE DECOIMERA

FMUC | Ethics Committee
Of. Ref? 012-CE-2013

Date 04/April/2013

TO WHOM IT MAY CONCERN

Subject: Institutional Review Board |IRB {Ethics Committee) Approval.
Principal Investigator: Sonia Margarida Alves Pereira

Approval date: 09/Setember/2010

The Institutional Review Board/IRB (Ethics Committee) of the Medical School of
the University of Coimbra has approved the research project entitled “External
apical root resorption associated with orthodontic treatment: genetic, biologic and
mechanic susceptibility factors”.

The Ethics{Copimittee President,

74

Jodo Pedrdso de Lima MD PhD

GC

SERVICOS TECKICOS DE APCIO A GESTAD - STAG « COMISSAD DE ETICH

Pdio das Cigncias da Satde + Unidade Central

BRA ~ PORTUGAL
Fax: +357 239 823 235

Azinhaga de Santa Comba, Calas, 3000
Tel: +351 239 857 707 (Ext. 5427
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5. Inquérito clinico

Projeto RRAE

A preencher pelo investigador
Classificacao: Controlo [1 RRAEL]
Codigo:

Nome de quem recolheu a informacdo Data

A preencher pelo Doente

Doente em contencao de tratamento ortodontico
Data de Nascimento:

Habitos de Tabagismo:

Antecendentes Pessoais:

Doenca Periodontal ]

Hipotiroidismol]

Hipertiroidismo[]

Hiperpatiroidismo [J

Traumatismos dentarios prévios: Dentes:

Qutros

Antecendentes familiares:

Medicagdo realizada durante o tratamento ortodontico:
Corticosteroides[]

Anti-inflamatorios ndo esterdidesl]

Bifosfonatos[]

Outros
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6 . Dados estatisticos

Output do SPSS: relevancia da inclusao no modelo da duragao do tratamento por

estadios

Tabela A. Modelo Sumario

Modelo R R Quadrado R Quadrado ajustado Erro Padrio

| 3877 149 A31 0886018

a. Preditores: (Constante), Duragdo tratamento: = 49 m, Duracdo tratamento: 37-48 m, Duragao tratamento: 25-36
m, Duragdo tratamento (meses)

Tabela B. ANOVA®

Média de

Modelo | Soma de Quadrados df Quadrados F p
Regressdo 262 4 065 8.343 .000?
Residual 1.492 190 008

Total | 754 194

a. Preditores: (Constante), Duragdo tratamento: >=49 m, Durac¢do tratamento: 37-48 m, Duracdo tratamento: 25-
36 m, Durag@o tratamento (meses)

b. Variavel dependente: RRAE méaxima
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Output do SPSS: verificagdo dos pressupostos do modelo de regressao linear:

multicolinearidade e singularidade.

Tabela C. Varidveis excluidas

Estatistica de colinearidade

Modelo Tolerance VIF Valor mihimo de
Tolerance
Sexo 992 1.008 992
|dade a data do TO 997 1.003 997
MAA 974 1.027 974
Extracao PM 940 1.064 940
Ap. Hyrax 986 1.015 986
Interposicao lingual 978 1.022 978
Overjet 997 1.003 997
Classe Il Esquelética 945 1.059 945
| Classe Ill Esquelética 996 1.004 996
P2RX7AG 1.000 1.000 1.000
P2RX7GG 999 1.001 999
RANK CT 997 1.003 997
RANK TT 999 1.002 999
OPG CT 986 1.015 986
OPGTT 981 1.019 981
ILIBCT 997 1.003 997
ILIBTT 1.000 1.000 1.000
Sexo 970 1.030 964
|dade a data do TO 995 1.005 982
MAA 930 1.075 930
Extracdo PM 9l 1.097 91l
Interposicao lingual 956 1.046 956
Overjet 996 [.004 982
Classe Il Esquelética 944 1.059 931
2 Classe llIEsquelética 960 1.041 950
P2RX7AG 996 1.004 982
P2RX7GG 986 1.015 972
RANKCT 995 1.005 983
RANK TT 990 [.010 978
OPGCT 985 1.015 972
OPGTT 981 1.019 967
ILIBCT 994 1.006 982
ILIBTT 1.000 1.000 985
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Estatistica de colinearidade

Modelo Tolerance VIF Valor mihimo de
Tolerance
Sexo 953 1.049 953
|dade a data do TO 991 1.009 970
MAA 927 1.079 927
Extracao PM 905 [.105 905
Interposi¢do lingual 956 1.046 950
Overjet 988 1.012 970
Classe Il Esquelética 927 1.079 927
3 Classe lll Esquelética 959 1.043 939
P2RX7AG 362 2.763 .358
RANKCT 992 1.008 971
RANKTT 990 [.010 965
OPG CT 974 1.027 972
OPG TT 975 1.025 967
ILIBCT 992 1.008 968
ILIBTT 1.000 1.000 972
Sexo 952 1.051 903
|dade a data do TO 990 [.010 903
MAA 921 1.086 896
Interposicao lingual 929 1.076 .880
Overjet 986 .014 903
Classe Il Esquelética 904 [.107 881
4 Classe Ill Esquelética 958 1.044 904
p2rx/AG 356 2.808 356
rank CT 992 1.009 904
rank TT 980 1.021 895
opg CT 966 1.035 .898
opg T 962 1.040 892
ILIBCT 986 .014 899
ILIBTT 986 1.014 893
|dade a data do TO 966 1.035 902
MAA 920 1.087 .885
Interposicao lingual 917 1.090 879
Overjet 986 1.014 901
Classell Esquelética 903 [.108 877
Classe Il Esquelética 950 1.053 893
5>  P2RX7AG 355 2.813 352
RANK CT 988 1.013 903
RANKTT 976 1.025 .894
OPG CT 966 1.035 896
OPG TT 962 1.040 890
ILIBCT 977 1.024 897
ILIBTT 980 1.021 892
| Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses)
2. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax
3. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX7GG
4. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX7GG, Extragdo PM
5. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX/GG, Extracdo PM , Sexo

Nota: Variavel dependente %RRAEmax
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Output do SPSS: modelo de regressao linear.

Tabela D. Modelo Sumario

Modelo R R Quadrado R Quadrado Ajustado Erro Padrao
| 369° 136 131 0886096
2 439° 193 184 0858673
3 A482¢ 232 220 0839699
4 513¢ 263 248 0824585
5 537¢ 288 270 0812576

| Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses)

2. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax

3. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX7/GG

4. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX/GG, Extracdo PM

5. Preditores no Modelo: (Constante), Duracdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX/GG, Extracdo PM , Sexo
Nota: Variavel dependente %RRAEmax

Tabela E. ANOVA

Modelo Soma de gl Média de F p
quadrados quadrados

Regressao 238 | 238 30.333 .000*
| Residual [.515 193 008

Total [.754 194

Regressao 338 2 169 22913 .000°
2 Residual 1416 192 007

Total [.754 194

Regressao 407 3 136 19.232 .000°
3 Residual |.347 191 007

Total |.754 194

Regressdao 462 4 A15 16974 .000¢
4 Residual 1.292 190 007

Total |.754 194

Regressao 506 5 101 15315 .000¢
5 Residual 1.248 189 007

Total |.754 194

| Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses)

2. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax

3. Preditores no Modelo: (Constante), Duracao tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX/GG

4. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, P2ZRX/GG, Extragao PM

5. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX/GG, Extragao PM , Sexo
Nota: Variavel dependente %RRAEmax
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Tabela F. Coeficientes

Coeficientes ndo Coeficientes
Modelo estandardizados estandardizados t p
B DP Beta

(Constante) 056 023 2.404 017
| ~

Duracdo tratamento. 001 369 5508 000

(meses)

(Constante) 059 023 2.625 009

p Duracdotraamento 00! 340 5200 000
(meses)

Ap. Hyrax .088 024 240 3.678 .000
(Constante) 044 023 1.965 051
Duracao tratamento 003 001 337 5970 000

3 (meses)

Ap. Hyrax .080 024 217 3.371 001
P2RX7GG 038 012 200 3.126 002
(Constante) 050 022 2.235 027
D ~

uracao tratamento o3 001 287 4416 000
(meses)

4 Ap. Hyrax 092 024 250 3.893 .000
P2RX7GG 035 012 184 2.930 004
Extracao PM 039 014 186 2.840 .005
(Constante) 076 024 3.145 .002
Duragao tratamento 003 001 275 4970 000
(meses)

Ap. Hyrax 084 023 230 3.599 .000

5
P2RX7GG 031 012 162 2.595 010
Extracao PM 040 013 193 2.990 003
Sexo -032 012 - 162 -2.580 Ol

|. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses)

2. Preditores no Modelo: (Constante), Duracdo tratamento (meses), Ap. Hyrax

3. Preditores no Modelo: (Constante), Durag¢ao tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX/GG

4. Preditores no Modelo: (Constante), Duragdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, P2ZRX/GG, Extracao PM

5. Preditores no Modelo: (Constante), Duracdo tratamento (meses), Ap. Hyrax, PZRX/GG, Extracao PM , Sexo

Nota: Variavel dependente %$RRAEmax
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