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RESUMO

O objetivo de qualquer procedimento restaurador € restabelecer/manter a
funcdo, a estética, a fonética e a saude dos tecidos periodontais. Em proteses fixas
sobre dentes a cérie ainda é a principal causa de falhas bioldgicas, correspondendo
aproximadamente a 32% dos casos, enquanto que a doencga periodontal é responsavel
por apenas 4% destas falhas, juntamente com as endodénticas. O presente estudo tem
como objetivo determinar se o bloqueio do sistema renina-angiotensina por drogas
usadas pelos pacientes em reabilitacdo oral e se materiais utilizados durante o
tratamento para a confeccao de coroas metaloceramicas influenciam qualitativa e
quantitativamente a presenca de citocinas relacionadas a inflamacdo gengival,
metabolismo 6sseo no sulco gengival, assim como a secrec¢ao salivar e marcadores
inflamatorios nela presente. A amostra sera constituida de 51 pacientes que necessitam
restaurar pré-molares, com coroas totais metaloceramicas. Serao divididos em 3 grupos
(n=17), sendo o primeiro grupo de pacientes normotensos e sistemicamente saudaveis
(controle) e os dois outros grupos (testes), compostos de pacientes hipertensos, sob
tratamento com drogas antagonistas de receptores AT1 da Angiotensina Il (como
losartan e telmisartan) e drogas inibidoras da Enzima Conversora de Angiotensina
(como captopril e enalapril). Os parametros avaliados seréo: presenca de citocinas pré e
anti-inflamatorias no sulco gengival em diferentes fases dos procedimentos clinicos em:
1) 30 dias apos raspagem coronal, 2) 2 dias e 3) 15 dias apos a confecgéo das coroas
provisorias, 4) 2 dias, 5) 15 dias e, 6) 6 meses apds a cimentagdo das coroas
metalocerdmicas. Também serdo avaliados: profundidade de sondagem, nivel de
insercdo clinica; recessao gengival; indice gengival; indice de placa e quantidade e
espessura de mucosa ceratinizada. As dosagens das quantidades dos mediadores (pro-
inflamatorios, anti-inflamatorios e mediadores de resposta Th) serdo registradas através
de médias e desvios padrdes e a normalidade dos dados sera verificada através do
método Kolmogorov-Smirnov. Todas avaliagdes serdo também realizadas no pré-molar
contralaterais que servirao como controle do préprio paciente. Serdo coletadas duas
amostras de saliva no primeiro dia de atendimento, sem intervencdes realizadas, e
serao avaliadas por mensuragdo do fluxo salivar estimulado e nao estimulado, com
dosagem de proteinas totais da saliva. Para a comparagao entre os tempos, nas
variaveis quantitativas sera utilizado o teste "t" pareado e nas variaveis medidas em
escore sera utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Em todos os testes
estatisticos sera adotado nivel de significancia de 5%.

Palavras-chaves: citocinas; coroa metaloceramica; periodonto; saliva;

inflamacao; sistema renina-angiotensina.



INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O objetivo de qualquer procedimento restaurador é restabelecer/manter a
funcao, a estética, a fonética e a saude periodontal. Segundo alguns autores, a
complexidade e as inumeras intervengbes durante a execucao dos
procedimentos clinicos para a confec¢ao de préteses fixas sobre dentes podem
causar falhas nas préteses em periodos de médio e longo prazos (1-3). Essas
falhas podem ser divididas em mecanicas e biolégicas, sendo que a carie € a
principal causa de falha bioldgica, correspondendo a aproximadamente 32% dos
casos (3,4). A doencga periodontal é responsavel por apenas 4%, juntamente
com as falhas endodénticas (3). Dentes pilares com tratamento endoddntico ou
perda de insercao 0ssea apresentam altas taxas de sobrevivéncia, variando de
83 a 98% (5-7).

A condicdo periodontal ideal para a reabilitacao protética baseia-se na
auséncia de inflamacao, presenca de mucosa ceratinizada e auséncia de bolsa
periodontal. A longevidade da protese ira depender, além da qualidade do
trabalho realizado, de programas regulares de manutencao principalmente para
individuos com alto risco a carie e doencga periodontal em proteses sobre dentes
(8,9).

O desrespeito aos tecidos periodontais durante os procedimentos
clinicos, como localizacdo do término cervical com uma distancia minima de 3
mm da margem Ossea, adaptacdo inadequada da margem da coroa, porosidade
superficial dos materiais restauradores, controle inadequado de placa bacteriana
pelo paciente (5) e excesso de cimento em volta da coroa, podem desencadear
um processo inflamatoério (10). Como resultado desse processo inflamatério
podera ocorrer formacdo de bolsa periodontal ou recessdo gengival,
dependendo do bibtipo gengival (11).

Além desses aspectos, ha de se considerar o estado geral de saude do
individuo, visto que algumas doencgas sistémicas, como a hipertensao, também
podem alterar o comportamento bioldgico/reparador do periodonto de protecéo e
sustentacdo. A hipertensdo é um importante fator de risco para doencgas
cardiovasculares e tem sido relacionada com alteragdes, tais como perda 6ssea

gradual e uma diminui¢ao no indice de massa 6ssea. Os mecanismos celulares



e moleculares que envolvem hipertensdo e inflamagdo n&o sio totalmente
compreendidos. Muitos pacientes que tém pressao arterial elevada, controlada
ou nao, fazem uso de pelo menos um medicamento anti-hipertensivo (12).
Portanto, € muito importante compreender a interferéncia da hipertensdo nos
mecanismos inflamatoérios e de reparo que acontecem no sulco gengival de
pacientes que recebem tratamento reabilitador com proteses fixas sobre dente.

Em modelos experimentais animais com periodontite (13) e artrite (14), ha
indicios de que drogas anti-hipertensivas que sao antagonistas de receptores da
Angiotensina Il, como losartan e telmisartan, tem poderoso efeito anti-
inflamatorio pela diminuicdo da expressao de citocinas inflamatérias como TNF-
a e IL-1B e reducdo da perda 6ssea. Gealh et al (12) mostraram que o uso de
losartan em ratos espontaneamente hipertensos melhorou o processo de reparo
e cicatrizagao ossea.

Analise de tecido gengival humano mostrou que a gengivite altera a
atividade da ECA (15) quando comparada com amostras de gengiva saudavel,
desta forma sugere-se que diferentes vias do sistema renina-angiotensina
estejam relacionadas ao metabolismo do tecido periodontal.

Os processos inflamatérios e imunes que se desenvolvem nos tecidos
periodontais decorrentes de injurias mecanicas ou bioldgicas sao protetores em
intencdo, mas também resultam em danos teciduais causados pela producéao de
mediadores inflamatérios e enzimas destrutivas. Estes podem ser divididos em
citocinas, prostanoides e metaloproteinases de matriz (16). As citocinas
desempenham um papel fundamental na inflamacdo. Sdo proteinas soluveis
produzidas por um grande numero de tipos celulares, incluindo células do
infiltrado inflamatoério, como neutrdéfilos, macréfagos e linfocitos, e também por
células residentes no periodonto, incluindo fibroblastos. As citocinas sinalizam,
transmitem e amplificam a resposta imune e sdo importantes na regulacao das
respostas imunoinflamatérias e na luta contra infecgées. Como efeitos adversos
de sua producao podem ocorrer destruicao do tecido conjuntivo e osso alveolar,
por meio da inducéo de fibroblastos e osteoclastos.

As interleucinas 1, 6, 8 (IL-1, IL-6, IL-8) e o fator de necrose tumoral o
(TNF-a) sé@o citocinas multifuncionais envolvidas na regulacdo das repostas

imune e inflamatoria. A interleucina 1B (1L-1B) e o TNF-a s&o citocinas proé-



inflamatorias associadas a reabsorgdo 0ssea, assim como a interleucina6 (IL-6).
A IL-4 também é uma citocina pré-inflamatdria encontrada em niveis elevados no
fluido gengival de individuos saudaveis. Ja a interleucina8 (IL-8) € uma citocina
quimiotatica que atua no recrutamento de células de defesa para areas onde
estas sao necessarias (17). Outra citocina pro-inflamatéria com importante papel
na indugdo e modulagdo das respostas imune e inflamatoria € a MIP-1a
(Proteina Inflamatéria para Macréfago) (18). Células epiteliais do tecido gengival
inflamado sao capazes de secretar essa quimiocina, promovendo o0
recrutamento de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) nas fases iniciais da
doenca. Esses mesmos leucécitos podem ser estimulados por LPS bacteriano e
outras citocinas, como IL-1B8, a expressar mais quantidades de MIP-1q,
recrutando e retendo PMN no sulco gengival (19).

Um dos principais estimuladores da formacao de novos vasos sanguineos
€ o VEGF (Fator de crescimento vascular endotelial) que é produzido por
osteoblastos, osteoclastos, células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos
gengivais e também do ligamento periodontal. O VEGF induz a angiogénese por
meio da formacao de estruturas tubulares e proliferacdo de células endoteliais
linfaticas, através de receptores especificos, desempenhando um papel
essencial na reparacao e regeneracao tecidual (20,21).

O fluido gengival consiste num transudado de fluido intersticial do tecido
gengival e pode ser coletado no sulco gengival ao redor dos dentes (22). A
identificagdo de marcadores no fluido gengival tornou-se importante para o
diagnostico e tratamento das alteragcdées nos tecidos periodontais. A analise dos
constituintes do fluido fornece um indicador bioquimico quantitativo do
metabolismo celular local que reflete o estado de saude dos tecidos periodontais
de um individuo (23).

Também colaboradora com a manutencao dos tecidos orais, a saliva
exerce efeitos de limpeza, tamponamento, protecao, facilitacdo de funcdes
fonéticas, mastigatérias e o uso de préteses removiveis. Na pratica clinica, o
cirurgiao que se depara com a hipossalivagao e/ou xerostomia enfrenta desafios
no seu tratamento e, portanto, deve saber identificar a normalidade e as
possiveis causas de sua alteracdo. Radioterapia, doencas sistémicas, estresse
cronico e alteracdes medicamentosas podem ser responsaveis pela alteragcao do
fluxo salivar (24).



Um estudo recente do nosso grupo de pesquisa, em ratos, sugere que a
inibicdo do receptor AT1 para angiotensina Il também pode causar reducao
deste fluido protetor (25). Além disso, acompanhando pacientes hospitalizados
que tomavam inibidores da ECA, Mangrella et al. (26) observaram que 8% dos
pacientes estudados se queixavam de boca seca. Contudo, o real impacto que o
bloqueio do sistema renina-angiotensina pode causar na salivacao ainda é
controverso em estudos com outros tipos de pacientes (27).

Poucos estudos abrangem uma comparacao entre populagdes maiores e
mais generalizadas, considerando ndo somente o género da amostra mas
também as diferentes idades e tratamentos (28). O questionamento do nosso
grupo de pesquisa é em relagao as analises qualitativas e quantitativas do fluxo
salivar considerando possiveis alteracdes pelo uso de anti-hipertensivos assim

como a presenca de restauragoes protéticas no ambiente intraoral.

OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo geral determinar como os
procedimentos clinicos e se 0 uso de coroas metaloceramicas afeta o periodonto
diferentemente de dentes sem reabilitacdo. Ademais, objetiva-se determinar se o
uso de drogas antagonistas do receptor AT-1 ou o uso de drogas inibidoras da
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) por pacientes em reabilitagcdo oral
com coroas unitarias metaloceramicas influencia a producdo local de
mediadores relacionados a inflamacao gengival e metabolismo 6sseo no sulco
gengival assim como influenciaria quantitativa e qualitativamente a secrecéo
salivar.

Os objetivos especificos sao:

1. Avaliar a presenca de inflamacao, por meio da producao de citocinas
no sulco gengival previamente ao inicio dos procedimentos clinicos de preparo
dental, 30 dias apds a raspagem corono-radicular, 2 dias e 15 dias ap6s a
confecgao e cimentagcdo das coroas provisorias, 2 dias, 15 dias e 6 meses apos
a cimentacdo da coroa metaloceramica nos 3 grupos de pacientes avaliados
neste estudo;

2. Avaliar se ha alteragdo nos parametros clinicos periodontais, como

profundidade de sondagem, nivel de insercao clinica, recessao gengival, indice



gengival, indice de placa, quantidade e espessura de mucosa ceratinizada nos
diversos periodos da reabilitacdo protética nos 3 grupos de pacientes avaliados
neste estudo.

4. Avaliar quantitativa e qualitativamente se e como os tratamentos
farmacoldgicos com anti-hipertensivos tém afetado o fluxo salivar estimulado e
nao estimulado, dos pacientes a serem reabilitados.

A hipétese nula testada neste estudo € que, durante o tratamento para
confeccdo de coroas metaloceramicas, o uso de drogas antagonistas do
receptor AT-1 e inibidoras da ECA nao influencia a produgcdo local de
mediadores relacionados a inflamagcao gengival e metabolismo 6sseo no sulco
gengival, quando comparado ao dente natural contralateral e ao grupo controle.
Quanto a salivagéo, a hipotese nula € que pacientes hipertensos tratados com
drogas antagonistas do receptor AT-1 ou drogas inibidoras da ECA nao tém

diferenca nas mensuracoes de fluxo salivar estimulado e ndo-estimulado.

JUSTIFICATIVA

E comum observar em pacientes que recebem tratamentos com préteses
fixas sobre dentes que o tecido gengival marginal pode sofrer alteracées no
decorrer e ap6s a finalizacao do tratamento, com um impacto negativo na funcao
e estética. Nesses casos, apos algum tempo da cimentacao definitiva da coroa
tem-se recessao gengival decorrente, provavelmente, da diminuigao/eliminacéo
do processo inflamatério. Entretanto, em alguns pacientes com bi6tipos
gengivais semelhantes que passam pelo mesmo tipo de tratamento, realizado
pelo mesmo operador e sob condicdes muito semelhantes, percebe-se também
a nao ocorréncia destes fatos. Poderia a presenca da espessura minima do
cimento definitivo ou provisorio, mesmo apdés a remocao dos excessos, que
permanece em contato com o epitélio sulcular causar inflamagdo em niveis
desconhecidos e relacionados as variaveis deste estudo (uso de medicamento,
biétipo) resultar em tais condi¢cdes? Poderiam os procedimentos clinicos
relacionados com o preparo subgengival, reembasamento cervical de coroas
provisorias e/ou moldagem, que requerem retracdao do tecido marginal, causar

inflamacao gengival em magnitude que possa ser correlacionada a retracao



gengival pos-tratamento? A alteracdo do comportamento bioldgico/reparador do
periodonto de protecdo e sustentagdo pode ter relagcdo com o uso de drogas
anti-hipertensivas comumente usuadas por pacientes em tratamento reabilitador
oral como losartan/telmisartan ou captopril/enalapril? A salivacdo dos grupos
estudados seria diferente e poderia influenciar no reparo intraoral? Tais
questionamentos nao parecem ter sido alvo de investigacdo na literatura

pertinente.

MATERIAL E METODOS

1. Aspectos éticos
A pesquisa sera iniciada apds aprovacédo pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Bauru da
Universidade de S&o Paulo (FOB/USP).

2. Delineamento do estudo
Sera um estudo clinico prospectivo com acompanhamento de 6 meses
ap6s a cimentagcdo das coroas metaloceramicas em dentes pré-molares

humanos.

3. Amostra

3.1. Populacéo alvo e calculo amostral

A amostra sera constituida de 51 pacientes que necessitam restaurar
dentes pré-molares com coroas totais metaloceramicas. O grupo controle sera
constituido de pacientes sistemicamente saudaveis (n=17) e o0s grupos
experimentais serao compostos por pacientes hipertensos usuarios de drogas
antagonistas de receptores AT1 (ex: losartan e telmisartan, n =17) e pacientes
hipertensos usuarios de drogas inibidoras da ECA (ex: captopril e enalapril,
n=17). O célculo amostral foi baseado nos valores em pg/mL da expressao de
TNF-a no trabalho de Passarielo et al. (29), assumindo um desvio padrao de 2
pg/mL, a = 5% e forca de 80%. Vale destacar que este trabalho é o que mais se
aproxima da proposta do presente estudo. Os pacientes serdo selecionados e



10

atendidos na clinica de pos-graduacdo da FOB/USP e deverao obedecer aos
seguintes critérios de inclusao e exclusao:

-Critérios de Inclusdo: os pacientes nao deverao apresentar nenhum
tipo de periodontite (ex. agressiva, crénica, necrosante); devem ter entre 30 e 60
anos, sem distingdo de género ou raca; devem apresentar pré-molares com
indicacdes de restauracbes com coroas metaloceramicas, independentemente
de apresentarem vitalidade pulpar ou ndo; os dentes adjacentes aos dentes que
receberdo as coroas deverdo apresentar as seguintes caracteristicas:
profundidade de sondagem menor ou igual a 3 mm, ndo apresentarem
sangramento a sondagem e perda de insercdao; presenca de pré-molares
contralaterais naturais. Para inclusdo dos pacientes nos grupos experimentais
(sob tratamento com antagonistas do receptor AT1 ou inibidores da ECA), o
tratamento deve ter sido iniciado ha pelo menos 6 meses.

-Critérios de exclusdo: presenca de periodontites; diabetes mellitus;
fumantes; gestantes e lactantes (30); alergia ao iodo; estar realizando tratamento
ortoddéntico; usuarios de imunossupressores, anticonvulsivantes, antibiéticos,
anti-inflamatdrios ou usuarios de outras classes de drogas anti-hipertensivas,

como bloqueadores de canais de calcio (30) e betabloqueadores.

4. Avaliacdo periodontal

4.1. Avaliacao periodontal inicial

Todos pacientes selecionados serdao avaliados por um profissional
especializado nos seguintes aspectos: medida da profundidade de sondagem:
medida da margem gengival a base do sulco gengival, com sonda periodontal
milimetrada PCPUNC15 (Hu-Friedy®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) em seis sitios
por dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual,
disto-lingual);

-Determinacédo do indice de sangramento gengival: sera feita avaliagao
dicotbmica do sangramento gengival ocorrido dentro de 10 segundos apés a
sondagem nos sitios disto-vestibular, vestibular, mésio-vestibular, disto-lingual,
lingual e disto-lingual, atribuindo-se escore 0 para a auséncia de sangramento e

escore 1 para sua presencga (31).
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- Determinacdo do indice de placa: sera feita avaliagdo dicotémica da
presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de placa bacteriana apos
evidenciagao com verde de malaquita 1% (31).

- Instrugdo de técnica de higiene oral: Nos pacientes selecionados sera
realizada raspagem e alisamento radicular com curetas de Gracey e polimento
com pasta profilatica e receberao instrugdes e treinamento de técnica de higiene
oral.

Todas as avaliagbes serdo também realizadas nos pré-molares
contralaterais que servirdo como controle do préprio paciente.

Para avaliar as alteragbes dos parametros clinicos em todas as fases, em
cada paciente sera confeccionado um guia oclusal (32) que servira de orientacao
para a realizacdo das diferentes medidas que serdao descritas posteriormente.
Para isso sera feita moldagem de toda a arcada dentaria com hidrocoloide
irreversivel Jeltrate®, (Dentsply Ind. Com. Ltda, Petrépolis, RJ, Brasil). Apds a
obtencdo do modelo em gesso pedra, um guia oclusal serad confeccionado em
resina acrilica ativada quimicamente (Jet Classico®, Artigos Odontolégicos
Classicos Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil), estendendo-se para os dentes mesial e
distal ao dente que ira receber a cora total. O guia devera ter sua superficie
oclusal plana e devera ter sulcos verticais presentes na face vestibular,
confeccionados com ponta diamantada cilindrica n? 1090 KG-Sorensen® para
contra-angulo, na direcao ocluso-apical e em seis sitios. O guia sera ajustado
intrabucalmente para confirmar a localizagdo dos pontos de referéncia. Esses
pontos serao utilizados como guias para localizagdo e angulagcdo da sonda
periodontal durante as medi¢cdes e a superficie oclusal da placa servira como
stop para um cursor endodontico. Apos cada avaliagao clinica a placa oclusal
sera acondicionada em pote plastico individual, identificado e preenchido com
agua e hipoclorito de sodio com 2% de cloro ativo estabilizado (Virex® plus 2%,
Ceras Johnson Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) para manter a estabilidade da
resina acrilica e impedir o crescimento de culturas de microrganismos.

As seguintes medidas clinicas serdo obtidas com auxilio do guia oclusal e
de sonda periodontal milimetrada PCPUNC (Hu-Friedy®, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) com cursor endodéntico Angelus® (Odonto-Légika, Londrina, PR, Brasil)
(32):

11
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- Margem gengival (MG) - distancia da superficie oclusal da placa até
margem gengival dos sitios M, V, L e D;

- Nivel de insercao relativo (NIR) - distédncia da superficie oclusal da placa
até fundo do sulco gengival clinico nos sitios M, V, L, D;

- Juncdo mucogengival (JMC) - distancia da superficie oclusal da placa
até a JMG vestibular demarcada apds aplicacao de solugao de Schiller (Lang e
Lée, 1972).

- Profundidade de sondagem (PS) — subtracdo da medida de NIR e MG,
nos sitios M, V, L e D.

- Mucosa ceratinizada (MC) - subtracdo da medida de JMG e MG do sitio

- Espessura gengival (EG) - medida realizada com uma agulha gengival
anestésica introduzida perpendicularmente no nivel da profundidade de
sondagem vestibular até tocar a superficie dentaria de cada pré-molar. Um valor
< 1,5mm foi considerado como gengiva espessa e > 1,5mm, como gengiva fina
(33).

As medidas obtidas com a sonda periodontal com o cursor endodéntico
serdo mensuradas com um paquimetro digital Mitutoyo (Digimess Instrumento

de Precisdo Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), com acuracia de centésimo de

@\ Material e métodos
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Figura 1: Linha do tempo das medidas realizadas na pesquisa. MC = medidas clinicas, realizadas com
sonda periodontal e analise de espessura gengival; CP: coleta periodontal do fluido crevicular, realizada com
cone de papel endoddntico. MC = 4 repeticdes; CP = 6 repeticdes.

milimetros. A média entre duas medi¢des sera considerada, minimizando o erro
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inerente ao método. Todas as medidas clinicas serdo obtidas nos seguintes
periodos: 1) 30 dias apos raspagem coronal, 2) 15 dias apos a confeccao das
coroas provisérias, 3) 15 dias e, 4) 6 meses ap6s a cimentagdo das coroas

metaloceramicas (esquema representado na figura 1).

4.2. Coleta do fluido crevicular

A coleta do fluido crevicular sera feita antes das medidas clinicas em
todos os momentos supracitados e, além destes, outras duas coletas seréo
realizadas: 2 dias apds a cimentagcdo da coroa provisoria € 2 dias ap6s a
cimentacdo da coroa definitiva (Figura 1). Esta coleta sera realizada na face
vestibular do dente em questdo e nos contralaterais em todos os periodos de
avaliagdo com tiras de filtro de papel absorvente (Periopaper, Oralflow®). A tira
de papel sera inserida no sulco gengival, justaposta ao dente, até que uma leve
resisténcia seja sentida e mantida em posi¢cao no local por 30 segundos. As
amostras visualmente contaminadas com sangue ou saliva durante a coleta
serdo descartadas. Os filtros de papel absorvente contendo as amostras
coletadas de fluido do sulco gengival serdo colocados em tubos estéreis e
armazenados a -80°C (34). Antes da realizacdo do método de Bradford e com o
objetivo de diluir o conteudo de fluido do sulco gengival, um volume de 250 pul de
solucao tampao (PBS 1x) sera adicionado a cada tubo, os quais seréao agitados
por 30 segundos e, posteriormente, centrifugados a 2000 g, a uma temperatura
de 4°C, durante 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante sera pipetado e

aliquotado em tubos estéreis (35).

4.3. Dosagem e leituras de proteinas totais

Sera realizada nas amostras coletadas do fluido gengival empregando-se
o método de Bradford (36) para padronizacdo da quantidade proteica.
Previamente a realizacdo dos testes ELISA, por meio de kit comercial, utilizando-
se como padrao a curva da albumina diluida em agua destilada, para cada 200
UL de amostra serdo adicionados 50 pL do reagente Comassie Blue. Apds
incubagcdo de 5 minutos em temperatura ambiente, as leituras serdo realizadas
em espectrofotbmetro (Synergy™ MxMonochromator-BasedMulti-
ModeMicroplate Reader. BioTeklnstruments, Inc.; Winooski, VT, EUA), ajustado

para o comprimento de onda de 450 nm.
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4.4, Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
Sera feita a medicdo dos seguintes mediadores inflamatorios soluveis,

estudadas no fluido gengival pelos respectivos autores abaixo listados:

Mediadores pro-inflamatérios:
e IL-1aep(23,34,37-39);
e |L-6(23,37,3941);
o |L-8(23,37-40).
e TNF-a (23,39,41);
e CCL-3 ou MIP-1 (37);
e CCL-5(37);
e VEGF (39);

Mediadores anti-inflamatérios:
e IL-10 (39);
e TGF-B (35,39);
e (CXCL12 ou SDF-1a (42);

Mediadores de resposta Th:
o 1L-4(37,39);
o IL-17 (41);
e IFN-y (37,39).

A quantificagdo sera feita a partir das aliquotas de cada amostra de fluido
do sulco gengival por ensaio imunoenzimatico (ELISA), segundo as instru¢des
do fabricante. De forma sucinta, a quantificagdo dos analitos com tecnologia
multiplex sera realizada utilizando-se beads| magnéticas fluorescentes
acopladas aos anticorpos especificos para cada alvo estudado em uma mesma
placa. A placa pré-desenhada com o painel de citocinas (HCYTOMAG-60K |
MILLIPLEX) sera lida em um aparelho LuminexMagpix (Millipore — adquirido por
docente da FOB/USP, via processo FAPESP 2012/15133-3), e os resultados
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serdao analisados no software do mesmo equipamento, sendo expressos em

pg/mL de proteina.

5. Confeccao das coroas.

Todos os procedimentos técnicos e materiais empregados na confecgao e
cimentacdo de coroas metaloceramicas seguirdo os principios descritos por
Pegoraro (7).

Todos o0s materiais empregados nesses procedimentos serao
padronizados e executados por um profissional experiente. Para a cimentagéo
provisoria e definitiva das coroas metaloceramicas serao utilizados os cimentos
Temp Bond NE (Kerr, USA) e Ketac Cem (3M ESPE, St. Paul, MN, USA),

respectivamente.

5. Coleta de saliva

No primeiro dia de atendimento, em que serado sera feitas raspagem,
profilaxia e assinatura do TCLE, também sera solicitado que o paciente deposite
uma amostra de saliva em um tubo de polipropileno. Antes de qualquer
mensuracao salivar, o paciente devera descansar na cadeira, sem fazer esforco
fisico, por 10 minutos. A coleta sera do fluxo salivar ndo-estimulado (FSNE) e,
em seguida, do fluxo salivar estimulado (FSE) pela mastigacdo de um
hiperboloide (Halitus®, Campinas, Sdo Paulo, Brasil). Os horarios desta coleta
serao registrados, visto que o nosso objetivo também ¢€ constatar se a
quantidade de proteinas totais na saliva e os marcadores inflamatérios sofrem
alteracao de concentracao durante o dia assim como acontece com o cortisol.

Segundo Flink et al. (28) e Giafferis et al. (24), o fluxo salivar ndo-
estimulado deve ser coletado numa posicao relaxada, ligeiramente inclinando a
cabeca para frente. Apos engolir, o paciente deve depositar a saliva
passivamente por 5 minutos em um tubo de coleta.

O fluxo salivar estimulado € mensurado logo em seguida, e pede-se aos
participantes para mastigar um pedaco de parafina macio. Apos engolir, a saliva
estimulada sera coletada em um tubo de centrifuga por 3 minutos.

A padronizacdo dos resultados sera comparada com os parametros de

Flink et al. (28) como indicado no quadro 1.
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Ambos os fluxos serdo pipetados para registro preciso da quantidade de

secrecdo salivar, e uma amostra do FSE sera congelada a -80 ¢ C para

mensuragcao de proteinas totais pelo método de Bradford. Na saliva, também

serao feitas as mesmas analises dos marcadores citados no item 4.4.

Salivagao em Repouso

Salivagao Estimulada

(mL/min) (mL/min) IRGNStdgat
> 02 >0 Normal
0,1-0,19 0,7-0,99 Baixo Fluxo
<0,1 <0,7 Hipossalivacao

Quadro 1: Parametros para avaliac&o do fluxo salivar
Fonte: Flink et al. (2008).

FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Andlise estatistica

Serao elaboradas tabelas e graficos com os valores encontrados para
todas as variaveis estudadas, bem como para os testes estatisticos realizados.
Serao analisadas as diferencas das alteracdes entre os periodos experimentais.

As dosagens das quantidades dos mediadores serao registradas por meio
de média e desvio-padrdao e, em seguida, a normalidade dos dados sera
verificada por intermédio do método Kolmogorov-Smirnov. Para as variaveis
medidas em escore serdo empregadas a média, a mediana, o 12 quartil e o 32
quartil.

Para a comparacao entre os tempos, nas variaveis quantitativas sera
utilizado o teste ]| pareado e nas variaveis medidas em escore sera utilizado o
teste ndo paramétrico de Wilcoxon.

Em todos os testes estatisticos sera adotado nivel de significancia de 5%

(valores de p<0,05 seréo considerados como indicativo de significancia).
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CRONOGRAMA DE EXECUCAO

Cronograma

2020/2021 2022

Descricao das atividades

Atualizagéo bibliografica

Atualizagdo do projeto na Plataforma Brasil

Sele¢éo da amostra e preparo inicial

Coleta das amostras do fluido gengival

Coleta das amostras de saliva

Analise das amostras coletadas

Andlise estatistica dos resultados e redagao dos
artigos cientificos.

RISCOS E BENEFICIOS

Os riscos desta pesquisa sédo dor, desconforto e sangramento durante a
sondagem; eventualmente, cansago no momento do exame e cansago muscular
pela estimulacdo quando for mastigar o hiperboloide na coleta da saliva.

Os beneficios desta pesquisa sao controles frequentes da pressao arterial
e de inflamacdo da gengiva que acarretardao na motivagao ao autocuidado e a

higiene e implicara em maior tempo de permanéncia da coroa na boca.

ORCAMENTO
Material necessario Valor (R$)
Kit para detecgao/quantificacdo de citocinas 10.000,00
Tiras de filtro de papel absorvente (Periopaper, Oraflow) 190,00
Material de impressao e documentacao 50,00
Material de consumo odontolégico 2.000,00

TOTAL: R$ 12.240,00
O kit para deteccao/quantificacdo de citocinas, as tiras de filtro de papel
absorvente (Periopaper, Oralflow®) e o material de consumo odontologico para
o tratamento serdo custeadas pelo projeto de pesquisa Tematico da FAPESP

2015/03965-2, o qual esta vinculado a este trabalho.
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O material de impressao e documentacéao terdao financiamento proprio.

O custo laboratorial para confeccdo das préteses sera arcado pelo
paciente. Ele estara previamente ciente disto, como acordado no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, sendo de sua livre escolha o lugar desta

confecgao e sua relagao contratual com a empresa.
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