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Resumo

O movimento dentéario induzido ortodonticamente pressupde fenomenos controlados de
inflamagao e cicatrizagdo, ocorrendo alteragdes como remodelacao alveolar, reabsorcao
radicular e inflamac¢do, acompanhadas de alteragdes nos biomarcadores.

A avaliacao de biomarcadores durante a interven¢ao ortodontica, via saliva ou fluido
crevicular gengival (FCG) pode ser uma ferramenta para monitorizar a efetividade do
tratamento, prever o resultado e otimizar o tratamento de acordo com a resposta do tecido
as diferentes forgas aplicadas.

Utilizou-se o sistema PICO: P (Pacientes saudaveis submetidos ao tratamento
ortodontico), I (Analise de biomarcadores no FCG ou na saliva), C (Variagdes de
biomarcadores entre fases diferentes do tratamento) e O (Potencial dos biomarcadores
para otimizar/ prever/ monitorizar o tratamento ortodontico) para formular a questao:
“Havera aplicabilidade clinica de biomarcardores (detetados na saliva ou FCG) como
ferramenta para prever, otimizar € monitorizar o tratamento ortodontico?”

A pesquisa bibliografica foi realizada nas plataformas B-on, Wiley e Science Direct, nas
bases de dados BVS, Cochrane e PubMed e na revista European Journal of Orthodontics,
com a seguinte chave: ("biomarkers" AND ("saliva" OR "gingival crevicular fluid"))
AND ("orthodontic movement" OR "orthodontic treatment") AND ("prediction" OR
"optimization"). Os critérios de inclusdo utilizados foram: artigos originais, em que n> 10
e artigos em que a colheita de saliva ou FCG ocorreu em pelo menos dois momentos.
Obtiveram-se 21 artigos, 15 em que o meio de diagndstico foi o FCG e seis a saliva. Em
11 artigos concluiu-se a utilidade do biomarcador estudado como ferramenta de predigao,
otimizacao e/ou monitorizagao do tratamento.

Embora a aplicagdo clinica permaneca limitada devido a heterogeneidade metodologica
e a falta de validacdo, os dados sugerem um futuro promissor para uma ortodontia mais
personalizada.

Palavras-chave: Biomarcadores; tratamento ortodontico; otimizagao.
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Abstract

Orthodontically induced tooth movement involves controlled processes of inflammation
and healing, leading to changes such as alveolar remodeling, root resorption, and
inflammation, accompanied by alterations in biomarker levels.
The evaluation of biomarkers during orthodontic treatment—through saliva or gingival
crevicular fluid (GCF)—may serve as a tool to monitor treatment effectiveness, predict
outcomes, and optimize therapy according to the tissue response to the different forces
applied.

The PICO system was used: P (healthy patients undergoing orthodontic treatment), I
(biomarker analysis in GCF or saliva), C (biomarker variations across different phases of
treatment), and O (potential of biomarkers to optimize, predict, or monitor orthodontic
treatment) to formulate the following question: “Do biomarkers (detected in saliva or
GCF) have clinical applicability as a tool to predict, optimize, and monitor orthodontic
treatment?”

The literature search was conducted on the platforms B-on, Wiley, and Science Direct; in
the databases BVS, Cochrane, and PubMed; and in the FEuropean Journal of
Orthodontics, using the following search string:
("biomarkers" AND ("saliva" OR "gingival crevicular fluid")) AND ("orthodontic
movement" OR "orthodontic treatment") AND ("prediction” OR "optimization").

The inclusion criteria comprised: original studies with n > 10, and studies in which saliva
or GCF collection occurred at a minimum of two different time points.

A total of 21 articles were obtained: 15 using GCF and 6 using saliva as the diagnostic
medium. In 11 studies, the investigated biomarker was found to be useful as a tool for
prediction, optimization, and/or monitoring of treatment.

Although clinical application remains limited due to methodological heterogeneity and
lack of validation, the data suggest a promising future for a more personalized approach
to orthodontics.

Keywords: biomarkers; orthodontic treatment; optimization
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Biomarcadores no tratamento ortodontico: uma revisao sistematica para otimizacgao da eficiéncia
terapéutica

I Introducio

Nos paises desenvolvidos, a percentagem da populagdo que recorre a tratamentos
ortodonticos varia entre 10% a 35% (AlHudaithi & Alshammery, 2021). O movimento
ortodontico requer uma velocidade 6tima, que maximize o racio de movimento com o
minimo de comprometimento irreversivel do periodonto (Al-khatieeb et al., 2018). A
velocidade média corresponde a 24-28 meses, sendo que um aumento deste periodo pode
provocar lesdes de mancha branca, reabsor¢ao radicular e gengivite (Krishna V et al.,
2023).

O ortodontista tem como objetivo atingir condi¢des ortodonticas ideais, bem como
periodos de tratamento aceitaveis (Cazzolla et al., 2024). O biomecanismo do movimento
ortodontico tem a sua relevancia como tema de estudo pois pode ajudar a melhorar a
eficiéncia do tratamento e reduzir os efeitos secundarios (Chen et al., 2024). Um exemplo
pratico da aplicacdo destes biomarcadores: dentro dos mecanismos de aceleragdo do
movimento ortodontico, tem sido estudada a fotobiomodulagdo — procedimento que
permite modelar remodelacdo 6ssea em dentes estimulados mecanicamente. Para
otimizar o protocolo deste procedimento, ha estudos que monitorizam biomarcadores de
remodelag¢do 6ssea como fosfatase alcalina (ALP), osteoprotegerina (OPN) e Receptor
Activator of Nuclear Factor-kB Ligand (RANK-L) (Gongalves, Monteiro, et al., 2024).
O interesse cientifico nesta area é relativamente recente, tendo-se intensificado na ultima
década, em paralelo com os avangos na imunologia oral, genética aplicada e métodos de
analise bioquimica de fluidos orais (Aziz & Singh, 2020; Lin et al., 2020).

Apesar do crescente numero de evidéncia, a aplicabilidade clinica dos biomarcadores
como ferramentas para prever, otimizar € monitorizar o tratamento ortodontico enfrenta
multiplos desafios. Variaveis como a heterogeneidade dos métodos de analise e dos
biomarcadores selecionados para estudo, diferencas no tipo de amostra e momentos de
colheita, variedade de tratamentos ortodonticos aplicados e a auséncia de consensos sobre
valores de referéncia dificultam a traducdo desses resultados para a pratica clinica

(Mohammed-Salih et al., 2023; Cazzolla et al., 2024).

1. Objetivos

Neste contexto, a presente revisao sistematica visa sintetizar a evidéncia cientifica mais

recente acerca dos biomarcadores identificados no fluido crevicular gengival e na saliva
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de pacientes submetidos a tratamento ortodontico, fixo ou removivel, avaliando o seu
potencial de aplicabilidade clinica na otimizacdo da eficiéncia terapéutica, na previsao de

efeitos adversos e na monitorizacao do tratamento.
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II Desenvolvimento do corpo do texto

1. Enquadramento tedrico
1.1 Movimento dentario induzido ortodonticamente

O movimento dentario induzido ortodonticamente (MDIO) ¢ definido como um processo
dinamico de reconstrugcdo periodontal local sob forca mecanica e tem como objetivo
mover dentes desalinhados para o local adequado (Zhang et al., 2022). Pressupde
fendmenos controlados de inflamagao — quer no ligamento periodontal (LP), quer no osso
alveolar — provocados iatrogénicamente pelo dispositivo ortoddntico e seguidos por
cicatrizacdo desse mesmo tecido (De Aguiar et al., 2017; Kakali et al., 2022; Wazwaz et
al., 2023).
Como resultado das forcas ortoddnticas, ocorre microtrauma no LP ¢ ativa¢do da cascata
inflamatoria: alteragdo da microvasculagao periodontal (que consiste a primeira alteragao
local), migracdo de células inflamatoérias e libertacdo de substancias como: citoquinas,
interleucinas, fatores de crescimento, neurotransmissores, (...) (Ahuja et al., 2017;
Gongalves et al., 2024; Krishna V et al., 2023; Verma & Thakur, 2022). Estas substancias,
secretadas nos processos bioldgicos mencionados, sdo entdo libertadas para o fluido
crevicular gengival e saliva (Wazwaz et al., 2023).
O MDIO conta com um balango de zonas onde se ativa o ciclo de reabsor¢do e zonas
onde ocorre formagdo de tecido, conforme a dire¢do da deslocagdo (Gongalves et al.,
2024). A mecanica deste movimento ainda ndo ¢ compreendida na sua totalidade, no
entanto, a teoria mais sedimentada na comunidade cientifica ¢ a teoria da tensdo-pressao
(Gongalves et al., 2024). Esta teoria baseia-se no principio de que os estimulos quimicos
vao criar 2 areas distintas (Gongalves et al., 2024; Zhang et al., 2022):

e Zona de compressao (ou pressao): défice acentuado de fluxo sanguineo e

reabsor¢ao Ossea.
e Zona de tensdo: fluxo sanguineo ¢ mantido ou aumentado e os mediadores
quimicos promovem formacao Ossea nesta area.

Para além disto, segundo alguns autores, 0 movimento subdivide-se em 3 fases principais
(Gongalves et al., 2024):
1. Fase inicial — 24 a 48 horas apds aplicacdo de forca ortodontica, caracterizada por
movimento rapido e curto (Gongalves et al.,, 2024). Esta fase ¢ caracterizada por

inflamacdo aguda, mais concretamente vasodilatagdo, quimiotaxia de células



Biomarcadores no tratamento ortodontico: uma revisao sistematica para otimizagdo da eficiéncia
terapéutica

inflamatoérias e células percursoras de osteoclastos e osteoblastos (Verma & Thakur,
2022).

2. Fase de laténcia — dura 20 a 30 dias e ¢ caracterizada por pouco ou nenhum movimento,
aumento das zonas de hialiniza¢dao e remocgao de tecido necrotico. Nesta fase ¢ atingido
o limite méximo de extensao das fibras do LP (Cazzolla et al., 2024; Gongalves et al.,
2024).

3. Fase pos-laténcia ou fase de movimento — estende-se até a proxima ativacdo e
caracteriza-se por novo aumento de movimento continuo na dire¢do da zona de

reabsor¢ao (Cazzolla et al., 2024; Gongalves et al., 2024).
1.2 Principais complicacdes associadas ao TO:

Reabsor¢do radicular

A reabsorcao radicular iatrogénica induzida pelo MDIO ¢ um processo inflamatorio e
ocorre quando a velocidade de reabsor¢do ¢ maior que a velocidade de cicatrizagdo, e é
considerado o mais significativo dano iatrogénico (Ahuja et al., 2017; Mohd Zain et al.,
2022). Pode ter varios graus, sendo o mais ligeiro (0 a 2 mm) comum em quase 90% dos
pacientes e o mais severo (superior a 4 mm) pouco frequente, afetando apenas 4% dos
pacientes (Ahuja et al., 2017).

Sao varios os fatores apontados como influentes neste processo e na sua severidade, sendo
eles raca, género, idade e fatores genéticos e locais (como habitos, dentes traumatizados,
reabsor¢do radicular pré-existente, periodonto hipofuncional, duragdo do tratamento e
direcdo e intensidade das forgas aplicadas (Ahuja et al., 2017).

Atualmente, a radiografia ¢ utilizada como exame gold standard para determinar
reabsor¢do Ossea, especialmente pela frequente disponibilidade em consultério e
facilidade de utilizagdo. No entanto, esta pode ter um impacto negativo no doente,
especialmente se utilizada com muita frequéncia (Mohd Zain et al., 2022). Apresenta
como obstaculos da técnica a dificuldade na padronizagdo, sobreposi¢do de estruturas e
ampliagdo (Mohd Nasri et al., 2020; Mohd Zain et al., 2022). Para além dos fatores
enumerados, a radiografia ndo ¢ considerada sensivel o suficiente para diagnosticar
reabsorcdo radicular em estadios iniciais, a bibliografia recente aponta a necessidade de
perda de 30 a 60% de tecido mineralizado para possivel identificacdo, através deste tipo
de imagem (Huang et al., 2021). Por ultimo, ndo apresenta a possibilidade de poder

determinar se a reabsor¢do ¢ ativa ou ndo (Mohammed-Salih et al., 2023).
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O CBCT (Cone Beam computer Tomography) consegue ultrapassar estas barreiras, no
entanto, devido a sua elevada radiagdo e custos associados, ndo ¢ usado por rotina (Huang
et al., 2021; Mohd Zain et al., 2022). Assim sendo, a identificacdo ¢ utilizagdo de
biomarcadores presentes no FCG para monitorizar a reabsor¢cdo dssea pode ser uma
alternativa ndo-invasiva (Mohd Nasri et al., 2020).

Inflamag¢do gengival

A presenca constante de brackets na cavidade oral dificulta a higiene adequada, aumenta
a quantidade de locais de retenc¢do de placa e provoca irritagdo na mucosa (Pregled et al.,
2018). Estes pacientes apresentam (na sua maioria) gengivas hipertrofiadas/edemaciadas,
inflamadas e sangrentas (Sioustis et al., 2021). Para além da presenca de placa bacteriana,
ha outros fatores que provocam inflamagao gengival nos pacientes ortodonticos, como a
adesdo dos brackets e a irritagdo mecanica da gengiva (Pregled et al., 2018).

Segundo JanoSevi¢ et al. (2018), os parametros clinicos de inflamagdo gengival
(sangramento e placa bacteriana) aumentam 3 a 6 meses apos a colocacdo de aparelho
ortodontico, quando comparados com valores anteriores a colocagdo deste mesmo,
comprovando assim a presenca de inflamagao e progressao da mesma.

Normalmente, o diagndstico clinico de condigdes periodontais ¢ feito através de
parametros do periodontograma (como profundidade de sondagem, sangramento a
sondagem, recessdo gengival e indice de placa bacteriana) e radiografia. No entanto, os
métodos acima apresentados apenas nos facultam informagdes acerca das consequéncias
da doenca e ndo da sua atividade (Pregled et al., 2018).

Uma das consequéncias desta inflamagao ¢ a hiperplasia gengival, que se caracteriza por
aumento notavel de volume gengival. Quando ocorre na zona anterior compromete a
estética, alterando a configura¢do dentdria. Quando ocorre no setor posterior dificulta a
remocao eficaz de placa e exacerba a condi¢do, podendo levar & cobertura completa das
coroas dentarias (Debnath et al., 2024).

Dor

A dor ¢ a sensacao mais desagradavel e comum em pacientes ortodonticos (Bhat et al.,
2023). Representa um dos maiores receios prévio ao inicio do tratamento. Intervengdes
como a colocacdo de separadores, aplicacdo de forca ortopédica, colocacdo de arcos
ortodonticos e remogao de aparelhos, causam dor aos pacientes (Maan & Patil, 2019).
Esta sensacao ¢ afetada por fatores como idade, género, status emocional e ansiedade. A

dor associada ao tratamento ortodontico (TO) foi descrita em 1962 por Burstone e
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engloba: hiperalgesia no LP e aumento da sensibilidade deste tecido a estimulos nocivos
como prostaglandina E, substancia P e histamina, os quais diminuem o limiar de dor (Bhat
et al., 2023). Um dos tratamentos mais frequentemente utilizado para esta condigdo ¢ a
utilizacao de analgésicos (Raghupathy et al., 2024).

A selegdo e aprovacao de biomarcadores de dor ¢ particularmente importante pelo facto
de permitir a monotorizagdo deste sintoma em pacientes especiais que apresentam

dificuldade em exprimi-la em escalas subjetivas convencionais (Bhat et al., 2023).
1.3 Fluido crevicular gengival e saliva como meios diagndsticos

O FCG ¢ um exsudado bioldgico que se acumula no sulco gengival e que reflete os
processos biologicos a decorrer in situ através da sua composicao e fluxo (Lin et al., 2020;
Mohammed-Salih et al., 2023). Contém uma grande diversidade de elementos como:
células do epitélio descamativo, ides orginicos e inorganicos, enzimas e bactérias
provenientes da placa adjacente (Mohd Nasri et al., 2020). Contém também proteinas
envolvidas em fendmenos patologicos como gengivite, periodontite, céries e reabsorcao
radicular (Chen et al., 2024).

Existe na literatura um grau de evidéncia consideravel de que o FCG reflete a atividade
celular durante o MDIO, sendo constituido por mediadores responsaveis pela
remodelagdo de tecidos moles e duros (Institutet, 2018). Este biofluido ¢ efetivo na
monotorizacdo ndo-invasiva da expressdo molecular no periodonto, e serve como
parametro de avaliacdo do pico de crescimento individual, crucial em certos planos de
tratamento ortodontico (Chen et al., 2024; Verma & Thakur, 2022).

Apresenta como vantagens a colheita ndo-invasiva e facilidade de armazenamento até
posterior analise (Bozkaya et al., 2021). Em contrapartida, apresenta como limitagdes o
facto de apenas se conseguir colher pequenos volumes, possibilidade de evaporagdo e
desnaturacdo proteica rapida (Mohammed et al., 2023). O incisivo maxilar superior € o
dente mais acessivel para colheita deste fluido, e ¢ o que apresenta maior reabsor¢ao
radicular quando submetido ao tratamento ortodontico (Megat et al., 2017).

A saliva ¢ constituida por secregdes de glandulas salivares major e minor, constituintes
do liquido crevicular, microbioma oral e elementos provenientes da dieta (Wazwaz et al.,
2023). Holisticamente, apresenta na sua composi¢do agua, proteinas e diferentes
eletrolitos como sodio, potassio, magnésio, calcio e fosfato, e os tltimos dois elementos
aumentam com a idade (AlHudaithi & Alshammery, 2021). Neste fluido ja foram

identificadas diversas enzimas — nas quais constam a amilase salivar, a anidrase



Biomarcadores no tratamento ortodontico: uma revisao sistematica para otimizacgao da eficiéncia
terapéutica

carbonica, a catdlase e protéases (abrangendo esta ultima uma vasta familia) — e
hormonas, anticorpos, citoquinas e substancias antimicrobianas (Popovi¢ et al., 2020;
Wazwaz et al., 2023).

A saliva desempenha um papel fundamental na manutencao da higiene oral. Quanto
maior o fluxo salivar, maior a capacidade da saliva de higienizar a cavidade oral, dado o
aumento de pH e da concentragdo de proteina, sodio, calcio, cloro e bicarbonato e
diminuicdo da concentragdo de fosfato inorganico e magnésio (AlHudaithi &
Alshammery, 2021).

Como amostra, a saliva apresenta a vantagem de ser de dimensao pequena, facil colheita,
armazenamento e transporte, elevada sensibilidade, baixo custo e correlagao com valores
sanguineos (Sookhakian et al., 2022). Para além disto, o seu processamento nao requer
equipamento especifico para analise em laboratorio (Al-khatieeb et al., 2018). E um
amostra particularmente util em criancgas devido a sua natureza ndo-invasiva (Cazzolla et
al., 2024). Por estes motivos, nos ultimos anos tem sido um foco de pesquisa (Popovi¢ et
al., 2020; Zhang et al., 2022).

A dinamica circadiana, o volume e a composic¢ao da saliva podem variar na presencga de
condi¢des fisiologicas ou fisiopatologicas - sistémicas ou locais (Kazanopoulos et al.,
2025; Popovi¢ et al.,, 2020), incluindo alteracdes de tipo emocional, enddcrino,
metabolico e nutricional. Facto que ajuda a justificar a importancia deste fluido corporal
na detecdo do estado de satide geral e ndo so referente a cavidade oral (Popovi¢ et al.,
2020).

Para além do referido, as concentracdes de biomarcadores neste fluido podem ser afetadas
pela presenga de sangue na cavidade oral, pelo consumo de drogas ou pela presenga de
doengas sistémicas capazes de interferir com as glandulas salivares (Cazzolla et al.,
2024).

Por fim, o MDIO ¢ também apontado como um dos responsaveis pela alteracdo na
composi¢ao salivar relacionada com atividade microbiana, ides metalicos libertados pelo
aparelho ortodontico ou fatores relacionados com a experiéncia de dor durante o

tratamento (Zhang et al., 2022).
1.4 Biomarcadores

Um biomarcador ¢ uma substancia biologicamente ativa que pode ser uma hormona,
citoquina, fator de crescimento, molécula inflamatéria ou qualquer outro composto

associado a uma condicdo particular (Cazzolla et al., 2024; Zhang et al., 2022). Estes
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podem ser detetados em varios fluidos corporais como o soro, o sangue, a urina, a saliva
e 0 FCG (Zhang et al., 2022) e podem-se medir e avaliar objetivamente (Cazzolla et al.,
2024).

As caracteristicas dos biomarcadores como a sensibilidade e especificidade fazem com
que estes sejam analisados no diagnostico de determinadas doencas e condi¢des (Zhang
et al.,, 2022). No contexto de MDIO, um bom biomarcador serd aquele que tem a
capacidade de descrever a condigdo bioldgica do LP, relacionando-a com as diferentes
fases do TO, sendo sensivel as alteragoes (Maan & Patil, 2019).

Para a mesma condi¢do podem haver varios tipos de biomarcadores, por exemplo, os
marcadores de turnover 6sseo podem ser subprodutos de proteinas 6sseas como o
colagénio tipo 1 que softre alteragdes durante a biossintese de osso ou podem ser produtos
de células dsseas e traduzir a afluéncia de osteoclastos e osteoblastos no local (Cazzolla
et al., 2024).

Citoquinas

Sao proteinas de baixo peso molecular e as primeiras moléculas a chegar ao local durante
a inflamagao aguda da fase inicial (Nunes et al., 2017; Verma & Thakur, 2022). Estas sdo
subclassificadas em dois grupos: pro-reabsortivas e anti-reabsortivas. O primeiro grupo ¢
composto por: familia interleucina (IL)-1, IL-6, IL-7, IL-8 e TNF. TNF-a e IL-1B
induzem diretamente osteoclastogenese e promove fungdo osteoclastica (Ahuja et al.,
2017). IL-6, IL-1 e TNF-a atuam sinergicamente na osteoclastogenese. [L-7 funciona de
maneira indireta, induzindo a TNF-o, um importante propulsor da ativagdo de
osteoclastogenese mediada pelo recetor do fator nuclear Kappa-B (RANKL), sendo que
o IL-8 ¢ responsavel pelo aumento da expressao deste mesmo recetor (Ahuja et al., 2017).
Quanto ao segundo grupo, este inclui [L-4 e IFN-y, que suprimem a osteoclastogenese.
Outras moléculas que atuam como anti-reabsortivas sio GM-CSK, IL-4, IL10, IL-13, IL-
18 (Ahuja et al., 2017).

Uma das citoquinas mais frequentemente mencionadas € a [L-1. Existe em 2 formas: o e
B, sendo a segunda de maior interesse na area devido ao seu papel preponderante na
regulacdo de metabolismo 6sseo em fases precoces do MDIO - controlo de diferenciagdo
dos osteoblastos em osteoclastos (Aziz & Singh, 2020). A IL-13 tem um papel no
metabolismo 6sseo, suprimindo a formagao de osso e estimulando a sua reabsorcao e,
acredita-se ser o primeiro marcador de reabsorcdo Ossea durante o TO (Maan & Patil,
2019). E inicialmente secretado por osteoclastos como resposta imediata e é mais tarde

secretado por macrdéfagos, mondcitos e fibroblastos (Bozkaya et al., 2021). De acordo
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com Luppanapornlap et al., referenciado em Maan e Patil (2019), IL-1B aumenta quando
aplicadas forcas ortoddnticas e correlaciona-se com a intensidade de dor.

A IL-6 ¢é uma citoquina multifatorial, com fun¢des no sistema imunitario, processos
regenerativos, regulacdo do metabolismo, homeostase dssea, promove diferenciagao
osteoclastica e apresenta fungdes neurologicas (Padisar et al., 2018).

O tumor necrosis factor-a (TNF-a) é uma das principais citoquinas pro-inflamatorias.

Esta envolvida na reabsor¢dao ossea através da estimulacdo de formagao osteoclastica.
Aumenta no FCG durante o processo de MDIO e ¢ apontado como responsavel pela
reabsor¢ao em zonas de pressao (Marahleh et al., 2021; Padisar et al., 2018).

A citoquina IL-10 tem sido descrita como anti-inflamatéria, desempenhando um papel na
inibi¢do de: reabsorc¢ao Ossea, diferenciagdo osteoclastica e das citoquinas IL-1 e TNF-
o (Nunes et al., 2017).

O interferon-y (IFN-y) exibe fun¢do anti-osteoclastica (Nunes et al., 2017).

Entre as citoquinas envolvidas em doencas inflamatdrias, a IL-17 e a IL-23 tém
despertado interesse. A IL-17 estd associada a varias patologias, incluindo periodontite,
tem capacidade de modular os niveis 0sseos em contextos inflamatorios, e pode estar
envolvida em processos de movimentacdo dentaria. A IL-23 ¢ produzida por macréfagos
tipo 1, monocitos e células dendriticas ativadas, e tem papel importante na diferenciagao
e expansao de células T de memoria. A atuacao conjunta da via IL-17/IL-23 representa
um mecanismo potente de recrutamento de células da imunidade inata, e parece ter um
papel importante na inflamacdo periodontal (Allgayer et al., 2019).

O Transforming growth factor-f (TGF-B) é uma citoquina com propriedades

pleiotropicas que € pro-inflamatoria e anti-inflamatoria ao mesmo tempo. Apesar do seu
papel como destrutor 6sseo, a sua fungdo ¢ mais complexa face ao facto de aumentar tanto
em locais de tensdo como de pressdo (Castroflorio et al., 2017).

Granulocyte e Granulocyte-Macrophage colony stimulating factor (G-(CSF) e GM-

(CSF)) sao os fatores estimuladores de colonias sdo moléculas que participam ativamente
na hematopoiese e na resposta imunitaria do organismo contra infe¢des. O GM-CSF tem
uma funcdo mais ampla que G-CSF e ajuda na sobrevivéncia, maturag@o e ativagao de
macrdfagos, neutrofilos e eosinofilos e € produzido por diversos tipos de células como:
fibroblastos, células endoteliais e macrofagos. O G-CSF tem fungdo essencial na
granulopoiese, ou seja, na producdo e maturagdo dos neutrdfilos e € produzido por
macrofagos, células T, células endoteliais e fibroblastos em resposta a estimulos como

IL-1, IL-6 e TNF-a (Mehta et al., 2015).
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Quimiocinas:

Macrophage Inflammatory Protein-1f (MIP-1p3): tem fungdes quimiotaticas - ativacao e

recrutamento de linhagens celulares de macréfagos/monocitos (Chami et al., 2018).

Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1): também conhecido como CCL2, ¢ uma

quimiocina da familia CC com papel fulcral na resposta inflamatoria. A principal fungao
¢ atrair monocitos, macrofagos e outras células inflamatdrias para os locais de inflamagao,
promovendo a sua migragdo e infiltragdo. Também estimula a producdao de outras
citoquinas inflamatdrias, agrava processos inflamatdrios cronicos e agudos e contribui
diretamente para o desenvolvimento e progressdo de véarias patologias (Singh et al.,
2020).

Proteinas:

Alkaline Phosphatase (ALP): crucial para a mineralizacio Ossea. Aumenta a

concentragdo no sangue durante a adolescéncia, por isso presume-se 0 aumento também
no FCG (Trehan & Patil, 2021). E uma enzima que participa no turnover periodontal —
cemento e 0sso — pois ¢ produzida por diversas células como fibroblastos, osteoblastos,
cementoblastos e neutréfilos (Al-khatieeb et al., 2018).

Lactate Dehydrogenase (LDH): ¢ uma enzima citoplasmatica envolvida no metabolismo

anaerobio e ¢ libertada na destrui¢do celular e necrose, fendmenos que foram
demonstrados durante movimentos dentarios ortoddnticos intensos (Al-khatieeb et al.,
2018; Vijay et al., 2017).

O eixo Receptor Activator of Nuclear Factor-kB (RANK) - Receptor Activator of Nuclear

Factor-kB Ligand (RANKL) — Osteoprotegerin (OPG) representa a sinalizacdo chave

para a resposta do LP e do osso alveolar a carga ortodontica, regulando a diferenciagdo
de osteoblastos em osteoclastos (Otero et al., 2016). A remodelagdo 6ssea depende do
equilibrio entre a ligagdo RANK-RANKL e producao de OPG, especialmente em estadios
iniciais (Castroflorio et al., 2017).

OPG: recetor produzido por osteoblastos e que interfere com estadios terminais de
diferenciagdo em osteoclastos, inibe ativacao de osteoclastos da matriz e compete com o
RANK para a ligagdo a RANKL, acelerando a apoptose osteoclastica (Castroflorio et al.,
2017; Otero et al., 2016; Przerwa et al., 2023).

RANKL: molécula libertada em quantidades aumentadas por células do ligamento

periodontal quando este esta sobre stress induzido por forca ortodontica, contribuindo
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para a estimulagdo osteoclastica e consequente reabsor¢do ossea nas zonas de pressao
(Polizzi et al., 2024).

S100A9: proteina de ligag@o ao calcio e zinco. Tem um papel na regulagao de processos
inflamatérios e respostas imunes: inducao da quimiotaxia e adesdo de neutrofilos e
aumenta a sua capacidade bactericida (fagocitose) (Mohd Nasri et al., 2020).

Calcium-Sensing Receptor (CASR): ¢ um recetor acoplado a proteina G que deteta os

niveis de calcio extracelular e estd presente em células do LP, onde exerce fungdo na
migracao de precursores osteoclasticos, proliferacdo celular e sinalizagdo inflamatéria
(Tang et al., 2016).

Imunoglobulin J (1GJ): molécula de ligagdo a imunoglobulinas. Esta proteina ¢ essencial

para a formacdo de Imunoglobulina A dimérica e Imunoglobulina M multimérica,
ajudando na sua ligacdo a componentes secretores e na exocitose das imunoglobulinas. A
expressao do gene IGJ ocorre especialmente durante a diferencia¢do dos linfécitos B em
plasmocitos, altura em que a cadeia J € produzida em grande quantidade (Mohd Nasri et
al., 2020; Wang et al., 2023).

Immunoglobulin Kappa Constant region (IGKC): subunidade das imunoglobulinas e atua

como potenciador da resposta imunitaria adaptativa, modulando a microbiota oral através
da interferéncia na adesdo/metabolismo bacteriano (Mohammed-Salih et al., 2023).

Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL): € uma proteina com capacidade de

mediar a resposta imunitaria inata, gerando um complexo com a MMP-9 bacteriana
(Mohammed-Salih et al., 2023).

Keratin, type 2 cytoskeletal 1 (K2C1): é uma queratina citosquelética do tipo 2 presente

em células epiteliais. Nos estudos FCG, esta proteina aumentada foi associada a
destrui¢do do epitélio juncional e a inflamagdo, especialmente em casos de periodontite
e sujeito a forca ortodontica intensa (Mohammed-Salih et al., 2023).

Brain-Derived Neurotrophic Factor e calcitonin Gene-Related Peptide (BDNF e

CGRP): sdo dois péptidos que tém um papel no desenvolvimento de dor e hiperalgesia.
Estdo associados a dor de cabeca e enxaqueca, com aumentos significativos de
concentragdo na saliva durante picos de dor (Bhat et al., 2023).

Proteinas especificas:

Osteopontina (OPN): Proteina oOssea ndo colagenosa. Participa na diferenciacao
osteoblastica precoce e pode inibir actividade osteoclastica (Castroflorio et al., 2017).

Cementum protein-1 (CEMP-1): ¢ uma molécula que compde o cemento e cuja secre¢ao

estd restringida a cementoblastos e as suas células percursoras. Regula o pool de stem
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cells mesenquimais no LP para induzir formag¢do de cementoblastos, atuando na
mineralizagdo, proliferagdo, diferenciacdo e maturacao celular (Huang et al., 2021).

Dentine phosphoprotein (DPP): ¢ um subproduto da quebra do c-terminal de DSPP e ¢

considerado um biomarcador especifico de dentina (Huang et al., 2021).

C-telopeptide (CTX-I): fragmento de colagénio tipo 1, que representa 98% do contetdo
proteico do osso. A quantidade deste biomarcador ¢ proporcional a atividade
osteoclastica, refletindo a reabsorcao dssea. Este biomarcador ¢ utilizado para determinar
estadio de MRONIJ (Huang et al., 2021).

Procollagen type I N-propeptide (PINP): ¢ produzido por osteoblastos durante a

osteogénese - a sua concentragdo reflete diretamente a atividade osteoblastica e é
proporcional a quantidade de colagénio incorporado na matriz 6ssea (Cazzolla et al.,
2024).

Tartrate-Resistant Acid Phosphatase (TRAcP): ¢ uma glicoproteina e isoenzima de

fosfatase acida (ACP) que ¢ produzida por osteoclastos e libertada na zona de reabsorg¢ao.
Participa na migragcdo osteoclastica e participa na degrada¢do de colagénio tipo 1.
TRACP-5b reflete o numero de osteoclastos e ndo a atividade (Cazzolla et al., 2024).

Parathyroid hormone-related protein (PTHrP): ¢ referente a atividade hormonal

autocrina e pardcrina, como a regulacao da formagao Ossea, expressa exclusivamente em
células da polpa dentaria (Cazzolla et al., 2024). E importante na maturagio dentaria
sendo que ¢ responsavel pelo arranjo espacial 6sseo (Cazzolla et al., 2024).
Metaloproteinas

Sdo sintetizadas de forma inativa e podem ser ativadas, através de protedlise na matriz

extracelular. Tém como fungdes a remodelacao fisioldgica do periodonto (Sioustis et al.,

2021). A metaloproteinase de matriz 8 (MMP-8) ¢ uma metaloproteina do grupo
colagenase, responsavel pela hidrolisagao do colagénio tipo 1. Presentes em granulos de
neutrofilos polimorfonucleados, responsaveis pela regulacdo da sua libertacdo, no
entanto, também pode ser libertado por cé€lulas ndo pertencentes a esta linhagem como
fibroblastos gengivais, osso e células do plasma (Sioustis et al., 2021). Representa a
principal colagenase presente na gengiva humana inflamada (Sioustis et al., 2021). Tem
um papel importante na destruicdo tecidual em doengas periodontais (Kredig et al., 2025).

A metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) ¢ uma metaloproteina do grupo gelatinase,

expressa em osteoclastos para controlo da protedlise em reabsor¢ao 6ssea (Sioustis et al.,
2021) e ¢ uma das proteinases mais bem estudadas quanto ao seu papel na periodontite e

na sua ativa¢ao em infe¢des (Luchian et al., 2021).
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Heat shock protein (HSP70): proteina que atua como "protetor celular" contra o stress

mecanico, ajudando a modular a resposta inflamatdria e a proteger os tecidos contra danos
excessivos (Bozkaya et al., 2021).

Toll like-receptor 4 (TLR-4): recetor pertencente a familia toll-like receptor, que sao

recetores transmembranares tipo 1. Esta diretamente ligado a ativagdo de respostas
inflamatérias inatas, ao reconhecer sinais de dano ou alteracdes no periodonto. Este
sinalizador induz a produ¢@o de mediadores pré-inflamatorios e coordena esta secre¢do,
de forma a prevenir uma resposta exuberante. A secrecdo de IL-1p ¢ controlada pela via
de sinalizagdo intracelular HSP70/TLR4 (Bozkaya et al., 2021).

A Neurolysin (NEUL): endopeptidase dependente de zinco envolvida na degradacao de
neuropéptidos bioativos, como neurotensina e bradicinina. Regula fung¢des como a dor,
pressdo arterial e metabolismo, e estd associada a processos patoldogicos como sépsis,
AVC, angiogénese tumoral e reabsor¢do Ossea por mediacdo da via RANKL/OPG
(Mohammed-Salih et al., 2023; Wangler et al., 2012).

Lipidos

Prostaglandina E2 (PGE): ¢ uma molécula eucosanoide, mais concretamente um derivado

do acido araquidénico. E o mediador lipido mais bem conhecido associado 4 experiencia
de dor (Raghupathy et al., 2024). Este biomarcador aumenta a reabsor¢do Ossea através
dos seguintes mecanismos: estimulacdo da diferenciacdo osteocldstica, propriedades
quimiotaticas e promove a permeabilidade vascular por vasodilatagdo.

Shetty et al. identificou medicamentos que sao usados frequentemente como analgésicos,
como ibuprofeno, que inibem a producao de PGE2 durante o MO inicial.

Nucleotidos

Micro-RNA (mi-RNA): pequena por¢do ndo codificante de acido ribonucleico (RNA),
composta por cerca de 22 nucledtidos e envolvida na regulagdo genética. Tem a
capacidade de inibir mRNA por ligagdo complementar imperfeita. Apesar de ja terem
sido identificados como biomarcadores de algumas patologias, os miRNAs derivados de
exossomas tém sido explorados na sua relagdo com o MDIO. Estdo envolvidos no
desenvolvimento dentario, remodelacdo Ossea (através da inibicdo/estimulagdo
epigenética de osteoblastos e osteoclastos) e diferenciacdo de stem cells dentarias
(Kazanopoulos et al., 2025; Polizzi et al., 2024). Estas moléculas apresentam como
grande vantagem o facto de serem capazes de passar através da barreira epitelial, ou seja,
¢ possivel encontrar na saliva informacdo referente aos tecidos circundantes

(Kazanopoulos et al., 2025).
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Immunoglobulin Heavy Variable 4-34 (IGHV4-34): ¢ um segmento do gene da regido

variavel da cadeia pesada de imunoglobulinas, que codifica a por¢do responsavel pelo
reconhecimento e ligacdo a antigenos. Frequentemente envolvido em respostas
imunitarias adaptativas, este gene ¢ também comumente utilizado por anticorpos
associados a patologias como a leucemia linfocitica cronica (National Center for
Biotechnology Information, 2025a).

Thymidine Phosphorylase (TYMP): codifica a enzima timidina fosforilase, que

desempenha um papel essencial na homeostase de nucleotideos, angiogénese e
manutencdo da integridade vascular (National Center for Biotechnology Information,

2025b).

2. Metodologia

A presente revisdo sistemdtica foi registada na plataforma PROSPERO, com o ID
1082618. A pergunta que se procurou responder foi: “Havera aplicabilidade clinica de
biomarcardores (detetados na saliva ou FCG) como ferramenta para prever, otimizar e
monitorizar o tratamento ortodontico?”. A ferramenta utilizada para formular a questao

nesta revisdo sistematica foi a estratégia PICO, descrito no quadro 1.

Quadro 1

Estratégia PICO para formulagdo da questdo clinica.

Parametro
Populacdo (P) Pacientes saudaveis submetidos ao tratamento ortodontico
Intervencao (I) Andlise de biomarcadores (num minimo de dois momentos

distintos) no FCG ou na saliva
Comparacdo (C)  Variagdes de biomarcadores entre diferentes fases do tratamento
Outcome (O) Potencial dos biomarcadores para otimizar/ prever/ monitorizar o
tratamento ortodontico

2.1 Critérios de inclusio e exclusao

Os critérios de inclusdo e exclusdo dos artigos elegidos para a presente revisao
apresentam-se descritos no quadro 2.

14



Biomarcadores no tratamento ortodontico: uma revisao sistematica para otimizacgao da eficiéncia

terapéutica
Quadro 2
Critérios de inclusdo e exclusdo.
Critérios de inclusdo Critérios de exclusdo
1) Artigos originais; 1) Artigos que consideram doengas
2) Numero de individuos saudaveis | sistémicas ou patologias orais como
considerados para amostra (n) > 10; variantes do estudo;
3) Fluido considerado para amostragem | 2) Estudos realizados in vitro ou em
seja FCG ou saliva; animais;
4) Ocorréncia de colheita em pelo menos | 3)  Metodologia de  andlise  de
2 momentos ao longo do estudo. biomarcadores noutros fluidos como
sangue € urina;
4) Estudos que utilizam biomarcadores
para comprar e/ou testar outras variaveis
(como tipo de tratamento ortodontico ou
métodos de aceleragdo do tratamento).

2.2 Estratégia de pesquisa

Para a obteng@o dos dados incluidos na presente revisdo foi efetuada pesquisa por dois
investigadores independentes (DA e MMP) nas plataformas B-on, wiley e Science Direct,
nas bases de dados biblioteca virtual em saude (BVS), Cochrane Library e PubMed e na
revista cientifica European Journal of Orthodontics (EJO). Nao foram realizadas buscas
manuais.

A pesquisa foi orientada por palavras-chave em inglés, conjuntamente com operadores
booleanos e MeSH terms para refinar os resultados e restringir a busca ao tema pretendido
- ("biomarkers" AND ("saliva" OR "gingival crevicular fluid")) AND ("orthodontic
movement" OR "orthodontic treatment") AND ("prediction" OR "optimization"). As
combinagdes de palavras-chave e MeSH terms foram adaptadas aos motores de busca de
cada plataforma de modo a adquirir uma sele¢do de artigos ajustada ao pretendido,
mantendo a transparéncia cientifica através do registo da chave de pesquisa utilizada em
cada plataforma, disponivel para consulta no quadro 3.

O intervalo temporal dos artigos triados ¢ compreendido entre 01/01/2017 e 15/03/2025,
de modo a obter a informag@o mais atual sobre o tema. A Gltima data diz respeito a data

de conclusdo da pesquisa de artigos para subsequente analise.
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Quadro 3

Chave de pesquisa utilizada em cada plataforma/base de dados/revista incluida no portfolio da pesquisa.

Base de dados/plataforma Chave de pesquisa

B-on TI biomarker* AND TI orthodont*

Wiley "biomarker" in Title and "orthodont*" in Abstract, aplied filters:
2017-2025

Science direct Title, abstract, keywords: biomarker AND orthodontic, aplied filters:
2017-2025

BVS Colombia (ab:(biomarker)) AND (ti:(orthodont*)) AND (saliva) OR (gingival

crevicular fluid) AND (year cluster: [2017 TO 2025]) AND
instance:”regional” (28); (ab:(biomarkers)) AND (ti:(orthodont*))
AND (saliva) OR (gingival crevicular fluid) AND (year cluster: [2017
TO 2025]) AND instance:”regional”

Cochrane Library MeSH descriptor: [Biomarkers] explode all trees

AND MeSH descriptor: [Tooth Movement Techniques] explode all
trees, aplied filters: 2017-2025

PubMed “Biomarkers”’[Mesh] AND “Tooth Movement Techniques”’[Mesh],
filters: from 2017-2025 (48); (Orthodont*[title/Abstract]) AND
(Biomarker*[Title/Abstract]), filters: from 2017-2025 (160);
(“biomarkers” AND (“saliva” OR “gingival crevicular fluid”)) AND
“Tooth Movement Techniques”[Mesh], filters: from 2017-2025

EJO Abstract: BIOMARKER, Published: January 2017 to December 2025

2.3 Sele¢ao dos dados

Primeiramente, os artigos obtidos apds a pesquisa foram descarregados para a ferramenta
automatizada Rayyan, para que se procedesse a triagem por leitura do titulo e abstract,
avaliando a sua adequagdo ao tema. Apds eliminacao automatica de artigos duplicados,
os artigos foram categorizados como “incluidos” e “excluidos”, complementando com o
motivo de exclusdo.

Uma vez terminada a triagem, procurou-se o acesso ao texto completo de todos os artigos
incluidos, importando estes mesmos para o software de gerenciamento de referéncias
Mendeley e conferindo o total cumprimento dos critérios de inclusdo e exclusdo
previamente definidos e descritos no quadro 2. Foi utilizado o fluxograma Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyse (PRISMA) para organizar a
pesquisa e aplicar os filtros dos artigos.

As informagdes extraidas dos artigos foram alocadas numa tabela de Microsoft Office
Excel com os seguintes 15 separadores: autor, ano de publica¢do e pais; design do estudo
e controlos utilizados, biomarcadores estudados, principais fungdes dos biomarcadores
estudados; objetivo do estudo; tratamento ortodontico aplicado; constituigdo da amostra
(n): n° de individuos do sexo feminino, n° de individuos do sexo masculino, intervalo de

idades da amostra, média de idades; grupos de estudo; critérios de inclusdo dos
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individuos; critérios de exclusao dos individuos; n° de colheitas € momentos em que sao
feitas essas colheitas; método de colheita; método de processamento da amostra;
resultados e conclusdes. A extensa compartimentarizagdo do conteudo dos artigos
incluidos teve como objetivo facilitar a analise e comparagdo dos mesmos. A tabela foi
posteriormente sintetizada e alocada na sec¢do dos resultados, separada de acordo com o

meio de diagnostico utilizado: FCG (quadro 6) ou saliva (quadro 7).

2.4 Avaliacao da qualidade dos artigos

Para determinar o risco de viés dos 21 estudos incluidos na presente revisdao, foram
utilizadas 3 ferramentas, aplicadas de acordo com a natureza do estudo:

1. A ferramenta Revised Cochrane Risk of Bias Tool, versdo 2019 (RoB 2) para ensaios
clinicos randomizados, avaliados em 5 dominios (tabela 1) — aplicada em 5 estudos;

2. A ferramenta Risk Of Bias In Non-randomized Studies - of Interventions (ROBINS-I)
para ensaios clinicos ndo randomizados, avaliados em 7 dominios (tabela 2) - aplicada
em 7 estudos.

3. O questionario Joanna Briggs Institute (JBI) com 11 questdes para estudos cohort (tabela

3) - aplicada em 9 estudos;

3. Resultados
3.1 Artigos selecionados

Apresenta-se no diagrama PRISMA (diagrama 1), o resultado da pesquisa, identificagdo
e screening de artigos das 7 plataformas/bases de dados utilizadas. A razdo 1 para
exclusao dos artigos foi utilizacao de técnicas de aceleracdo do movimento ortodontico,
a razao numero 2 foi utilizagdo de amostras de sangue para o estudo e a razdo nimero 3

foi de haver apenas uma colheita de FCG ou saliva, ndo explicito no abstract.
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Figura 1
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3.2 Avaliacio da qualidade metodoldgica: risco de viés

As tabelas 1, 2 e 3 dizem respeito a avaliagdo qualitativa dos estudos, e cada tabela esta
legendada com uma breve descrigdo da ferramenta e a respetiva referéncia, com a

informacao complementar.
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Tabela 1

Ferramenta RoB 2

D5 Classificagdo
geral

Polizzi et al. (2024)

Padisar et al. (2018)

Al-Khatieeb et al. (2018)

Castroflorio at al. (2017)

Mohammed-Salih et al., (2023)

. ‘ . ?
]

b}

b

Nota. D1: viés no processo de randomizagdo; D2: viés devido a desvios da intervengao pretendida; D3: viés devido a
dados ausentes; D4: viés na medig¢ao do desfecho; D5: viés na selecdo dos resultados reportados. Esta ferramenta aloca
os dominios em 3 niveis: baixo risco (verde), algumas preocupagdes (amarelo) e alto risco (vermelho) (Pt Higgings et
al., 2019)

Tabela 2

Ferramenta ROBINS-I

Classificagdo
geral

Huang at al. (2021)

Bozkaya et al. (2021)

Cazzola et al. (2024)

Sioustis et al. (2021)

Nunes et al. (2017)

Aziz et al. (2020)

Lin et al. (2020)

o 0 0 o
o 00000
0000000
o 00000
0000000
o 000 O
00000 o
e 0 0o o

Nota. Os dominios sao: 1.Confusdo; 2.Sele¢do dos participantes; 3.Classificacdo das intervengdes; 4.Desvios da
intervengdo; 5.Dados em falta; 6.Mensuragdo dos desfechos; 7.Sele¢do dos resultados reportados. Os dominios sao
classificados em 4 niveis: baixo (verde), moderado(amarelo), sério (cor-de-laranja) e critico (vermelho) (ROBINS-I,
2024).
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Tabela 3

Ferramenta JBI para estudos cohort

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Classificagdo

geral
(Cz*(‘;‘lfg; ¢y Y Y Y N Y Y Y Y NAY

Silva Andrade Y Y Y N Y Y Y Y Y NA Y

etal. (2018)

Mohd Nasri et Y Y Y Y Y Y Y NA

al. (2020)

Kumar et al. Y Y Y N Y Y Y NA Y NA

(2022)

Raghupathy et Y Y Y Y Y N Y Y Y NA Y

al. (2023)

(SZ_OZB;;at et al Y Y Y N Y Y Y NA Y
?ze(:)bzr:‘a;th et al. Y Y Y Y Y Y Y Y NA Y

Kazanopoulos Y Y Y Y Y Y Y Y Y NA Y

etal. (2025)

Kredig et al. Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y

(2025)

Nota. 1.0s dois grupos eram semelhantes e recrutados da mesma populagdo?; 2.As exposi¢des foram medidas de
maneira semelhante para atribuir exposi¢cdo a cada grupo?; 3.A exposicdo foi medida de forma valida e confiavel?;
4.0s fatores de confusdo foram identificados?; 5.0s fatores de confusdo foram tratados de forma adequada?; 6.0s
participantes estavam livres do desfecho no inicio do estudo?; 7.0 desfecho foi medido de forma valida e confiavel?;
8.0 tempo de seguimento foi suficiente para que o desfecho ocorresse?; 9.0 seguimento foi completo, e se ndo, os
motivos da perda foram descritos?; 10. O estudo utilizou métodos apropriados para lidar com perdas ao seguimento?;
11.As analises foram realizadas usando métodos apropriados?; Siglas: Y — ‘sim’, N — ‘ndo’, P — ‘parcialmente’, NA —
‘ndo aplicavel’ (Moola et al., 2017).

A questao 1 da ferramenta JBI (tabela 3) foi interpretada da seguinte maneira: apesar da
maioria dos estudos analisados por esta ferramenta ndo apresentarem grupos paralelos,
existe controlo da amostra intraindividual fornecido pela primeira colheita, realizada
antes da intervencao em questdo (tratamento ortoddntico), assim sendo, os grupos que
apresentem este controlo sdo alocados com ‘Y’. Caso a primeira colheita seja efetuada
apenas apos a intervencao, a questdo 1 € considerada ‘NA’.

Dos estudos avaliados quanto ao risco de viés obteve-se:

e 14 com baixo risco de viés, nomeadamente: Lin et al. (2020), Nunes et al. (2017),
Cazzola et al. (2024), Huang at al. (2021), Silva Andrade et al. (2018), Kredig et
al. (2025), Chami et al. (2018), Kazanopoulos et al. (2025), Sagar S. Bhat et al.
(2023), Mohammed-Salih et al., (2023), Raghupathy et al. (2023), Al-Khatieeb et

al. (2018), Debnath et al. (2024), Polizzi et al. (2024);
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e 7 com moderado risco de viés: Castroflorio at al. (2017), Padisar et al. (2018),
Bint Aziz et al. (2020), Mohd Nasri et al. (2020), Bozkaya et al. (2021), Sioustis
et al. (2021), Kumar et al. (2022);

e () com alto risco de viés;

e () com risco critico de viés.

3.3 Analise de outcome

Analisando individualmente cada estudo e os resultados obtidos pelos autores, foi

possivel alocar os resultados em dois grandes grupos, segundo o outcome:

1. Estudos em que os autores concluiram a utilidade dos biomarcadores estudados como
ferramenta de predicdo, otimizacdo ou monitorizagdo do TO — correspondem a 11
artigos, listados no quadro 4 e categorizados pela utilidade clinica proposta pelos autores.

2. Estudos em que os autores concluiram a falta de significancia dos resultados, ou que néo
correlacionaram os achados com a utilidade dos biomarcadores estudados como
ferramenta de predi¢do, otimizacdo ou monitorizagdo do TO — correspondem a 10

artigos, alocados no quadro 5.
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Quadro 4

Estudos incluidos na revisdo em que os autores concluiram a utilidade dos biomarcadores estudados como
ferramenta de predicdo, otimiza¢do ou monitorizagdo do TO.

(2018)

(2020)

Huang et al. (2021)

Siousitis et al. (2021)

Kumar et al. (2022)

(2023)

S. Bhat et al. (2023)

Cazzolla et al. (2024)

Polizzi et al. (2024)

(2025)

Kredig et al. (2025)

Al-Khatieeb et al.

Mohd Narsi et al.

Mohammed-Salih et al.

Kazanopoulos et al.

Biomarcador de
otimizagao

Biomarcador
preditivo

Biomarcador
preditivo

Biomarcador de
monitorizagao

Biomarcador de
monitorizagdo

Biomarcador
preditivo

Biomarcador de
monitorizagdo

Biomarcador de

otimizagdo

Biomarcador
preditivo

Biomarcador de
monitorizagdo

Biomarcador de
monitorizagdo

ALP e LDH alteram-se com a remodelagdo 6ssea, sendo que podem ser utilizados para
determinar a magnitude da remodelagdo e a maturidade esquelética em jovens na fase
inicial e intermédia da puberdade (9-12).

As proteinas S100A9, 1GJ, HSPA1A, IGHV4-34, TYMP e VTN aumentaram na fase inicial
do TO. Essas proteinas destacam-se como potenciais biomarcadores para a detegdo
precoce da RRIO.

CEMP-1 e DPP podem ser usados para detetar precocemente RRIO;
Individuos com niveis elevados de CEMP-1 em fases iniciais do TO podem ser mais
sujeitos a RRIO.

MMP-8 e MMP-9 mostraram correlagdes positivas significativas com o sangramento a
sondagem e podem ser usados para monitorizar o estado periodontal em pacientes em
TO.

A concentragdo de IL-1B aumentou nas primeiras 24h apds o TO.
Adolescentes tem niveis superiores de IL-1.
A eficiéncia do TO pode ser monitorizada por analise de IL-1.

0O aumento dos biomarcadores IGKC, NGAL, NEUL, K2C1, S100-A9 e CASR relacionou-se
com RRIO.

BDNF correlacionou-se com as escalas de dor utilizadas (VAS, VRS, NRS e MPQ).

Todos os biomarcadores avaliados aumentaram significativamente a concentragéo,
TRACP aumentou mais répido, enquanto PINP aumentou mais tarde.
Pode ajudar a selecionar a carga mais adequada, ajustando o tempo de tratamento.

Os biomarcadores miRNA -7, -21, -100, -125 e -200 correlacionaram-se com a
quantidade geral de MDIO;

Niveis basais elevados de miRNA -7a23p, -21-5p, -200b3p e reduzidos de -125b-2-3p
sdo preditivos de maior MDIO (em 3 meses de follow-up).

A diminui¢do de hsa-miR-4634 modula a fungdo osteoclastica, podendo ser usado para
monitorizar a remodelagdo Gssea.

MMP8 correlaciona-se com a inflamagdo gengival (indice Loe Silness).
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Quadro 5

Estudos incluidos na revisdo que concluiram a falta de significancia dos resultados ou que ndo correlacionaram os
achados com a utilidade dos biomarcadores estudados como ferramenta de predi¢do, otimizagdo ou monitorizag¢do do
TO.

Catroflorio et al. (2017) . O estudo relacionou RANKL, OPG, OPN, IL-1f e TGF-B1 com o processo biologico associado ao MDIO com
alinhadores, no entanto, ndo concluiu a sua utilidade como biomarcadores.

Nunes et al. (2017) . Os dentes do GT ndo mostraram mudangas significativas nos biomarcadores IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17,
IFN-g, GM CSF, MCP-1, MIP-1b e TNF-a ao longo do tempo.

Chami et al. (2018) . N&o foram tiradas conclusdes acerca da possivel utilidade de (IL)-B, (IL)-7, (IL)-8, (IL)-17, G-(CSF), GM-
(CSF), (MCP)-1, (MIP)-1B e (TNF)-a como biomarcadores.

Padisar et al. (2018) . 0 estudo concluiu a imprecisdo de analisar separadamente locais de pressdo e tensdo.

Silva Andrade et al. (2018) . A correlagdo entre capacidade mastigatoria e dor (escala VAS) com os biomarcadores salivares
estudados (cortisol, célcio, fésforo, magnésio, sodio, potassio) ndo foi significativa, exceto para a a-
amilase as 24h, no entanto, os autores assumem a priori o seu valor como biomarcador de dor.

Aziz et al. (2020) . Os autores ndo esclareceram o papel de IL-1B como biomarcador.

Lin et al. (2020) . O estudo demonstra o envolvimento de células Th17 (produtoras de IL-17, IL-23 e IL-27) no MDIO,
nomeadamente no sistema RANK/RANKL/OPG, n3o esclarecendo a fungdo como biomarcadores.

Bozkaya et al. (2021) . HSP70, TLR-4 e IL-1B aumentaram, mas autores do estudo ndo concluem fungao de biomarcador.

Raghupathy et al. (2023) . Nao foi encontrada correlagéo estatistica entre PGE2 e escala VAS (intensidade de dor) na fase inicial do
TO.

Debnath et al. (2024) . TNF-a, MMP-9, IL-6, TGF-B1 e PGE2 tem fraco valor preditivo para hiperplasia gengival.

3.4 Analise de controlos utilizados

Os estudos incluidos nesta revisdo apresentam abordagens heterogéneas em relagdo ao
tipo de controlo utilizado. Apenas um artigo - Mohammed-Salih et al. (2023) - ndo possui
controlo interno de colheita (CIC), ou seja, ndo foi feita avaliagdo do FCG/saliva antes da
aplicacdo do TO, no entanto tinha controlo externo (CE) e controlo interno — dente
contralateral (CIDC). Dos restantes que apresentam CIC, a separagdo foi feita em mais 4
categorias; os que apenas incluem CIC (11), os que incluem CIC e CIDC (5), os que
incluem CIC e controlo interno — arcada antagonista (CIAA) (2) e os que incluem CE e
CIC (2). As categorizagdes descritas € o nome dos artigos alocados em cada categoria

encontram-se disponiveis no grafico 1.
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Grafico 1

Tipos de controlo utilizados nos estudos incluidos na revisao

Controlos utilizados pelos estudos
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3.5 Sintese dos artigos

Os seguintes quadros dizem respeito a sintese dos 21 artigos: o quadro 6 ¢ referente aos
artigos que utilizam FCG como meio diagndstico e o quadro 7 aos que utilizaram a saliva
como meio diagndstico. Ambos os quadros estdo ordenados primariamente por ano de
publicacdo e secundariamente por autor principal, por ordem alfabética.
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Sumario dos artigos que utilizam como meio diagnostico o FCG

Titulo / pais

Catroflorio et al.

(2017)

Itilia

Nunes et al

(2017)

Brasil

Chami et al

(2018)

Brasil

Padisar et al

(2018)

Irdo

Aziz et al. (2020)

India

Lin et al. (2020)

China

Tipologia /
controlo

ensaio  clinico
randomizado

controlo:
CIC + CIDC

ensaio clinico,
NR

controlo:
CIAA + CIC

estudo
observacional,
NR

controlo:
CIC

Ensaio clinico
randomizado

controlo:
CIC + CIDC

estudo clinico,
NR

controlo:
CIAA + CIC
Ensaio clinico,
NR

controlo:
CIC + CIDC

Biomarcado
res
estudados
RANKL
OPG

OPN

IL-1B
TGF-B1

IL-6, IL-8,
IL-10, IL-13,
IL-17

IFN-g,
GM-CSF
MCP-1
MIP-1b
TNF-a
(L)-B, (L)-
7, (IL)S,
(IL)-17
G-(CSF)
GM-(CSF)
(MCP)-1
(MIP)-1B
(TNF)-a

TNF-a
IL-6

IL-1B

citoquinas
TH17:
IL-17
1L-23
IL-27

TO aplicado
Alinhadores  invisiveis -
Invisalign®, Align

Technology, USA. No periodo
de estudo, distalizou-se apenas
um 2° molar (GT), 0.25 mm - 1
alinhador por 3 semanas.

Foi utilizado um sistema
multibrackets de Roth, em
ambas as arcadas, sendo que s6
a arcada superior levou
elasticos modulares. Estas
condigdes foram mantidas até
ao fim do estudo.

Alinhadores  invisiveis -
Invisalign®, Align
Technology, USA. Usou-se

apenas 1 alinhador durante as 3
semanas e ndo houve adesdo
nem desgaste interproximal.

TO fixo com extragdo do 14 e
24: banda nos molares sup. e
arco transpalatino; brackets
nos 2° PMs e caninos:
distalizagdo dos caninos no
GT: 150g de for¢a com
modificagdes - dobras gable e
anti-rotagdo - para evitar
inclinagéo e rotagao.

Alinhadores invisiveis K line
Europe®: apenas 1 alinhador
durante as 3 semanas (sem
adesdo ou desgaste
interproximal)

TO fixo com extragdo do 14 e
24. Distaliza¢do do 13 ou 23:
carga de 150g.

Composicio
da amostra

n=10
(52/538)

dade: [-1,
média 22.3

n=15
6 2/93)

dade:
[11,17],
média 13.9

n=11
6 2/53)

dade: [-1,
média 23

n=10
(69/43)

dade:
[10,21],
média 16.1

n=10
-%-3)

dade: [-1,
média -

n=30
232/738)

dade:
[12,20],
média -

Grupos

GT: um 2°
molar  sup.
(aleatério)
distalizado

GC: 2° molar
contralateral

GT: dentes
anteriores
inferiores

GC: dentes
anteriores
superiores

GT: canino
sujeito  ao
MDIO

GC: canino
contralateral,
ndo  sujeito

ao MDIO
GT: arcada
inf. (TO
aplicado)
GC: arcada
sup. (sem
TO).

GT: canino

sujeito  ao
MDO

GC: canino
contralateral,
ndo  sujeito
ao MDO

Colhei n’ e

Métod

de colheita

momentos
4

TO: 1h antes do TO
T1: 1h  apos
colocagio do
alinhador

T2: 7 dias

T3: 21 dias

4

TO: antes do TO;
T1: 1 dia apos

T2: 7 dias apos
T3: 21 dias apos

4

TO: antes do TO;

T1: 24h  apos
colocagio do
alinhador

T2: 7 dias apos
T3: 21 dias apos

3

TO: 1 semana apos
as  extragdes e
antes da aplicagdo
do TO

T1: 1h apos

T2: 28 dias apos

TO: antes do TO;
T1: 1 dia apos

T2: 3 dias

T3: 7 dias

T4: 21 dias

TO: aplicagao TO
T1: 1 hora apos
T2: 24h apos

T3: 1 sem. apos
T4: 4 sem.

T5: 12 sem.

25

2 semanas antes de TO: profilaxia +
instrugdes de HO. A cada visita foi
determinada inflamagao gengival.
Protocolo: IR; jato de ar; insergdo de
Perio-Paper™ (OraFlow, NY, USA)
em MV (tensdo) e DV (pressio) de
GT e GC (1mm, 30").

Instrugdes de HO 1 semana antes de
TO. Avaliades periodontais rigorosas
em todos os T's. Protocolo: remogao
de placa; IR; jato de ar; inser¢do de
Periopaper (IDE, NY, EUA) a
vestibular de todos os IC e um IL por
arcada (1-2 mm profundidade, 30").
Armazenadas a -80°C.

Instrugdes de HO: 1 semana antes e
durante o estudo. Foi feita avaliagéo
periodontal em dias de colheita.
Protocolo: Remogdo de placa; IR;
jato de ar; inser¢do de Periopaper
(IDE, NY, EUA) a V do 31, 41 e 42
(1-2 mm, 30”").

Colheita duplicada e armazenada a -
80°C.

Instrugdes: Antes do estudo, todos os
participantes foram submetidos a
fase I do tx periodontal e fizeram
bochechos de CHX por 2 semanas.
Instrugdes de HO: técnica de
escovagem Bass e uso correto de fio
dental. Protocolo: IR; jato de ar;
inser¢do de Perio-Paper™ (OraFlow,
NY, USA) no sulco M + D (até
ligeira resisténcia, 307).
Armazenadas a -20°.

4 semanas antes do inicio foi feita
profilaxia e avaliagdo periodontal.
Instrugdes de HO. Instrugdes:
secagem; IR; inser¢do de periopaper
a DV dos incisivos a uma (lmm,
60™).

Protocolo: remogdo de placa; IR;
inser¢do de Periopaper (NY, EUA),
de ambos os lados do dente (pressdo
e tensdo), 30",

Apos calculado o volume, a amostra
foi colocada a -80°C.

Método de pr

O volume foi calculado com
um calibrador.

Dissolugdo ~ em  tampdo;
centrifugagdo (13000g, 15°, a
4°C). Armazenamento a -80°C.
Kits ELISA comerciais - em
duplicado.

Dissolugdo  em  tampdo;
centrifugagdo (8000 rpm, 57).
Imunoensaio por microesferas
com leitura por citometria de
fluxo (Luminex).

Tecnologia multi-analitos
Luminex -  imunoensaio
semelhante a ELISA que
utiliza microparticulas
coloridas, anticorpos
especificos e fluorescéncia

para detetar varias moléculas
20 mesmo tempo.

Dissolugio em solugdo
tampao; centrifuga¢do (2000g,
4°C, 5%); divisao do
sobrenadante em 2 aliquotas e
analise por Kits comerciais
ELISA; coloragao;
determinagdo da DO a 450nm
e concentragio de cada
citoquina.

Centrifugag¢do da amostra com
tampdo; sobrenadante utilizado
pelo kit comercial ELISA.

Kits comerciais ELISA -
analises feitas em duplicado.

Naio houve alteragdes periodontais, nem ao logo do tempo, nem entre
GCeGT

Nio houve varia¢do de volume entre GT e GC e entre D e M.

IL-1p aumentou em local de P em T2 e T3. TGF-1f ¢ OPN
aumentaram no GT, em local de T em T3. OPG diminuiu (em T e P)
no GT em T2 e T3. RANKL aumentouem TePem T 1 e T2

Os niveis de IL-12 ndo sofreram alteragdes entre os grupos e ao longo
do tempo

No GC, observou-se diminuigdo ao longo do tempo dos
biomarcadores, especialmente em T2. No GT n3o ocorreram
mudangas significativas nos biomarcadores ao longo do tempo

Em T2, o GT apresentou niveis maiores de IL-6, GM-CSF, MCP-1
e TNF-a, enquanto nos outros momentos nao houve diferenga entre
grupos.

A percentagem de locais com placa visivel e BoP diminuiram ao
longo dos 21 dias do estudo

Nao houve alteragdes significativas ao longo do tempo para todos os
biomarcadores exceto para o MIP-1p, que atingiu o pico em T2
Houve diminuigdo (ndo significativa) de todos os restantes
biomarcadores

Nio se verificaram alteragdes estatisticamente significativas ao longo
do tempo em nenhum dos momentos

Apesar de ndo se tirar conclusdes estatisticamente significativas,
ambas as citoquinas aumentaram em T2 no local de tensio do T
(comparado com o local de P), demonstrando a sua importancia no
processo de remodelagdo

O pico de aumento de IL-1p foi entre TO e T1, sendo que se manteve
elevado até T3

Aumento significativo de TO para os restantes T’s de colheita,
(comparamos com GC)

IL-17A ¢ RANKL aumentaram progressivamente entre T2 e T4 em
P e TelL-27 diminuiu de T1 a T4 (comparando com niveis basais)
Em T5, todos os valores de biomarcadores retornaram aos niveis
iniciais. No GC, as citoquinas ndo se alteraram.

IL-17A, IL17F e IL-23 estdo positivamente correlacionadas com o
RANKL e IL-27 apresenta uma correlagdo negativa.

Isto sugere que as citoquinas TH17 poderao ter um papel importante
no sistema RANK/RANKL/OPG
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Titulo / pais
Mohd Nasri et al.

(2020)

Malisia

Bozkaya et al
(2021)

Turquia

Huang et al
(2021)

Coreia do Sul

Kumar et al
(2022)

India

Mohammed- -S
alih et al. (2023)

Iraque

Raghupathy et al.
(2023)

India

Tipologia /
controlo

estudo
observacional,
NR

controlo:
CIC

ensaio clinico,
NR

controlo:
CIC

ensaio clinico,
NR

controlo:
CIC + CIDC

estudo
observacional,
NR

controlo:
CIC

Ensaio clinico
randomizado

controlo:
CE + CIDC

Estudo
observacional,
NR

controlo:

Biomarcado
res
estudados
Abundancia
proteica

HSP70
TLR-4
IL-1B

CEMP-1
DPP
CTX-1

IL-1
IL-6

Nenhum
target
especifico.
Incluem-se
IGKC,
NGAL,
NEUL,
K2C1, S100-
A9, CASR.

PGE2

TO aplicado

Todos os participantes ja

utilizavam  aparelho  fixo
multibrackets ~ superior e
inferior.

Bandas de prescri¢do Roth
foram colocadas no 16 e 26 e
brackets de metal no 13,15, 23
e 25 (sem ativagdo). No mesmo
dia, extraiu-se o 14 e o 24.
Apos 1 més, molas de retragdo
canina foram ativadas: 100g de
forga (tinica ativagao)

Ao GT foi aplicada uma for¢a
de inclinagdo vestibular de
100g. O MDIO foi realizado
com uma mola tipo cantilever,
com uma extremidade presa a
face V do GT e a outra a um

mini-implante. Bite blocks
foram utilizados nos 1°
molares para evitar

interferéncias oclusais.

Sistema multibrackets,
desenhado de acordo com a
maloclusdo em causa.

TO fixo com molas cantilever
entre o 1° molar e o 1°PM e um
arco transpalatino para
estabilizagdo, aplicando forgas
leves ou pesadas.

A mordida foi levemente
aberta para evitar pressdes
extra.

Nada foi colado na arcada
inferior durante o estudo.

O 14 e 0 24 foram extraidos no
mesmo dia. Os brackets foram
aderidos 7 dias apos extragdo,
precedidos de profilaxia. Uma
forga distal padronizada de

Composicio Grupos

da amostra

n=10

©2/138)

idade: -

média -

n=20

(129/83)

dade:

[12,18],

média 14.75

n=11 GT: PM

(72,438) submetido a
MDO

idade:

[18.3,37.7], GC: PM

média 23,5 contralateral
sem MDIO

n=20 A: grupo de

(10 /10 &) adolescentes
ar - 16

Idade: anos)

[11,28],

média - Al: grupo de
adultos
jovens (17 -
28 anos)

n=36 OG:  grupo

(0G: 11; CP: ortodontico

8 Q/0G: 7; (m=18) [2

CP: 10 &) subgrupos:
HF e LF]

dade:

[18,32], CP:

média OG: pacientes

21,1; CP: com

46,5 periodontite
(n=18).

n=22

(15 2/738)

dade:

[14,24],

média 21

Colhei n’ e

Métod

de colheita

momentos
4

TO: antes do inicio
do TO

T1: 1 més apos
T3: 3 meses apds
Té6: 6 meses apds

6

T1: antes do inicio
do TO

T2: 30 dias apoés a
extragdo e lh apos
ativagdo do TO
T3: 4 dias apos
T4: 7 dias apos
T5: 14 dias apos
T6: 30 dias apos

6

TO: antes da
colocagdo do TO
T1: apés | dia

T2: apés 1 sem.
T3: apds 2 sem.
T4: ap6s 4 sem.
T5: ap6s 8 sem.

2

TO: 24h antes de
aplicar o TO

T1: 24h  apos
aplicagao do TO.

TI1: 1h

T2: 1 dia
T3: 7 dias
T4: 14 dias
T5: 21 dias
T6: 28 dias.

TO: 1h antes
T1: 24h ap6s TO
T2: 48h apos
T3: 72h apés
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Protocolo: IR; jato de ar; inser¢do de
Periopaper (ProFlow, NY, EUA) no
sulco gengival a distal do ICS (1-2

mm de profundidade, 60") -
procedimento repetido 3x com
intervalos de 60".

As tiras foram alocadas com

inibidores de protease.

Radiografias foram tiradas em TO e
T6.

Instrugdes: ndo comer, beber ou usar
produtos de HO 1h antes. A cada
colheita ¢ feita avaliagdo da HO.
Protocolo: IR; secagem ao ar;
inser¢do de Periopaper (ProFlow,
NY, EUA) no sulco gengival a distal
do 13 (Imm de profundidade, 30").
Foram descartadas tiras
contaminadas com sangue/saliva.

A cada colheita ¢ feita a avaliagdo
periodontal.

Protocolo: remogdo de saliva e placa;
IR; jato de ar; insergao de Periopaper
(Oraflow, NY, EUA) no sulco
gengival em 4 locais (até sensagdo de
ligeira resisténcia, 30") -
procedimento  repetido 2x com
intervalos de 5'.

A colheita foi realizada a D do
canino. Foi determinado o volume de
FCG e as tiras contaminadas foram
descartadas.

Método de colheita infracavicular,
no periodo entre as 9h e as 14h30.
Usou-se tiras Perio-Paper™ para
pacientes saudaveis e
PerioColpaper™  para  pacientes
periodontais (OraFlow Inc. New
York, USA).

A colheita foi realizada em 4 locais
por dente (MB, DB, MP, DP).

Instrudes: nao comer, beber (exceto
agua) ou efetuar HO 1h antes.

Protocolo: IR; remogdo de placa
supragengival com algodao;
secagem ao ar; colheita com pipetas
microcapilares calibradas (5 pl) -

Método de pr

Processo de centrifugagéo,

extragdo, digestao das
proteinas (com tripsina) e
separagio, seguido de

eletroforese, espetofotometria
e identificagdo por software,
separando as proteinas por
fung@o.

O volume do fluido foi
calculado com um calibrador.
Foram utilizados kits
comerciais ELISA, seguido de
medigdo da densidade otica.

Foram utilizados kits
comerciais ~ ELISA  para
determinar concentragio de
cada biomarcador. Foi feito um
scan MICRO-CT para avaliar
extensdo da  reabsorgdo
radicular. Foi feita observagdo
histologica com H&E e
coloragido IHQ, cuja
intensidade de coloragdo foi
calculada  por  software.
Também  foram  obtidos
modelos 3D em TO e TS5 para
medir o movimento detario.
kits comerciais ELISA.

As tiras processadas,
armazenadas e analisadas:
Ensaio de Bradford para

quantificagdo de proteinas;
SDS-PAGE para verificar a
integridade das  proteinas;
Eletroforese bidimensional +
espectrometria de massa para
identificagdo das proteinas
presentes.

Em T6: 14 e 24 extraidos para
determinar area de RRE: HR
ou LR.

Dissolucao em tampao;
centrifugagao (1000rpm, 15%).
kit comercial ELISA (PGE2);
DO calculada para 450nm.

Foram identificadas, no total, 815 proteinas no FCG, das quais 186
foram comuns a todos os T's

Da analise estatistica, 16 proteinas alteraram significativamente
S100A9, AZGP1 e IGJ aumentaram progressivamente de TO a T6 e
HSPAIA, IGHV4-34, TYMP e VIN também aumentaram no
periodo de estudo

Estsas proteinas destacam-se como potenciais biomarcadores para a
detegéo precoce da RRIO

As restantes (dentro das 16), diminuiram

Os nives de HSP70 aumentaram progressivamente de T1 a T6, sendo
que comparando com T1, T5 aumentou para 2x e T6 para 3x

TLR4 aumentou de T1 a T3 e depois manteve-se relativamente
constante.

IL-1p aumentou progressivamente de T1 a T6

CEMP-1 aumentou até T5, onde atingiu o pico; DPP diminuiu em T2
e CTX-I aumentou em T4

Alteragdes de CEMP-1 e DPP relacionaram-se com o volume de RRE
- os niveis de CEMP-1 estavam mais fortemente associados.

O MDIO foi superior no GT, bem como o volume de RRE (lacunas
maiores), no entanto, em ambos os grupos o volume de RRE foi
<lmm3

A nivel histologico, foi possivel detetar reparagdo pelos cementdcitos
em ambos o0s grupos

THQ: observou-se concentragio de CEMP-1 no LP, perto das crateras
de reabsor¢do, DPP em tubulos dentinarios, especialmente em areas
onde a RRE atingia a dentina ¢ CTX-I apresentou distribuigdo
homogénia entre GC e GT

os niveis de IL-6 detetados foram inferiores a IL-1p e ndo foram
considerados pois ha muitos valores abaixo do nivel de detegao
Tanto o volume de FCG como a concentragdo de IL-1f aumentaram
em T1 (comparado com T0)

Tanto o volume do FCG como a concentragdo de IL-1 aumentaram
em T1 e os valores foram sempre superiores no grupo mais jovem,
sugerindo maior propensdo a mobilidade dentaria

No grupo HF houve maior reabsor¢dao em BA, PC, PA e BC (sendo
os 2 ultimos os locais com percentagem de reabsor¢do mais
significativa - 37 e 29%, respetivamente)

No grupo LF estes locais apresentaram reabsorgao inferior a 2%
Quanto a concentragdo proteica no FCG, o pico foi aos 14 dias (T4)
para o grupo HR e aos 21 dias (T5) para o LR

As concentragdes mais baixas para ambos os grupos foram em T2 e
T6

As proteinas identificadas em ambos os grupos foram IGKC, IGKC
isoforma, NGAL, NEUL, K2C1, K2C1 isoforma, S100-A9, CASR.
As proteinas em que se identificaram alteragdes estdo envolvidas na
defesa, reconhecimento celular, resposta imune inata, metabolismo
de péptidos (...)

A concentragdo de PGE2 aumentou até T2 (pico) e sofreu um
declinio em T3

VAS também aumentou de TO a T2 (pico) e diminuiu em T3

A analise de correlagdo entre as varidveis mostrou correlagdo fraca
de TO para T1, no entanto, nos outros intervalos ndo se verificou
correlagéo



Titulo / pais

Debnath et al
(2024)

India

Polizzi et al

(2024)

Italia

Kredig et al
(2025)

Alemanha

Nota. BoP- bleading on probing; CIC
grama-for¢a; GC
ndo randomizado; P

distal; g

Tipologia /
controlo

CIC

ensaio
observacional,
NR

controlo:
CIC + CE

Ensaio clinico
randomizado

controlo:
CIC + CIDC

estudo
observacional,
NR

controlo:
CIC

Biomarcado
res
estudados

Nenhum
target
especifico.
Incluem IL-
6, TGF-1B,
TNF-a,
MMP-9,
PGE2.
microRNAs

MMP8

local de pressao; PM

TO aplicado

100g foi aplicada aos caninos
sup. por meio de molas.

TO fixo.

Aparelho  fixo tipo Roth:
aplicagdo de forga ortodontica
controlada por meio de molas
fechadas: 150g de for¢a para
distalizagdo de um dos caninos
(selegdo aleatoria)

Invisalign®  (Teen, Align
Technology, USA): utilizagdo
minima de 22h/dia, 7 dias por
alinhador. Higienizagéo feita
com agua corrente ou escova.

grupo controle; GT

Composicio
da amostra

n=129
(65 /64 3)

dade:
[18,30],
média 25.1
Gl1, 28.5 G2,
27.68 G3
n=21

(11 2/10 &)

idade:
[10,18],
média 13.2

n=50
23 227 3)

dade:

[11,17],
média 13.3

grupo teste

pré-molar; rpm
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Grupos

1: GC (n=18)

2: TO sem
HG (n=89);

3: TO com
HG (n=22).

GT: canino
submetido a
distalizagdo

GC: canino
contralateral
sem MDIO

controlo interno de colheita; CIAA
; H&E
rotagdes por minuto; T

Colhei n’ e

Métod

de colheita

momentos

2

TO:

antes do inicio

do TO

T1:

1 ano apdés o

inicio do TO.

TO:
TI1:
T2:
T3:
T4:

6

TO:
T1:
T2:
T3:
T4:
Ts:

antes do OTM;
1 h apés

1 dia

1 més

3 meses

antes do TO

4 sem. apds

6 meses

12 meses

18 meses

1 ano apos fim

do TO

controlo interno, arcada antagonista; CIDC
coloragao histologica de hematoxilina-eosina; THQ
local de tensdo; V
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Sigma-Aldrich Chemical Company
(St. Louis, MI). A ponta da
micropipeta capilar foi colocada
extracrevicularmente por 5 ¢ 3 pul de
GCF foram coletados a DV do 13.
Instrugdes: ndo comer 8h antes.
Protocolo: isolamento relativo; jato
de ar; insergdo de PerioPaper (Mani
Inc.,Utsunomiya, Japan), em distal
de todos os dentes maxilares a partir
dos 1°s PM (10 total), 30".

Foram descartadas amostras
contaminadas de sangue/saliva.
Colheita entre as 9 e 11h.

Instrugdes: ndo comer, beber e/ou
lavar os dentes 6h antes.

Protocolo: avaliagdo periodontal,
remogdo de saliva e placa; IR; jato de
ar; inser¢do de Periopaper (Oraflow,
NY, EUA), 30".

As amostras foram armazenadas a -
80°C.

Instrugdes: 24h antes das colheitas
ndo fazer HO. Destartarizagdes a
cada T.

Colheita em dentes Ramfjord (16,
12, 24, 36, 32, 44), insercdo de tiras
de papel (30”’), em M para detetar as
11 bactérias e em D para determinar
MMP-8.

vestibular.

Método de pr

A intensidade subjetiva de dor
foi avaliada pela escala VAS
(0-10) em cada T.

A tira foi colocada num tubo
com uma solugdo tampdo,
seguindo-se a centrifuga¢do. O
precipitado foi armazenado a -
80°C para posterior avaliagdo
com ELISA.

Extragdo de RNA total com kit
TRIzol, sintese de cDNA
(transcrigdo  reversa) com
miRCURY LNA RT kit e
quantificagdo dos miRNAs por
RT-PCR.

ensaio imunoenzimatico
"dentoELISA aMMP-8"

controlo interno, dente contralateral; CE
imunohistoquimica; 1G

As concentragdes de PGE2 tem uma relagio fraca com as
classificagdes na escala VAS

A maioria dos casos de HG foi na regido do 2° PM

e em T1 houve diferengas significativas entre todos os grupos, tanto

de biomarcadores como de indices (gengival e periodontal)

PI e Gi e concentragdo de biomarcadores foram mais altos no G3,
seguido de G2, apresentando G1 os valores mais baixos.

O Gi demonstrou a relagdo mais robusta com HG, enquanto os
biomarcadores mostraram fraco valor preditivo.

os niveis de miRNAs foram significativamente alterados apos o
MDIO, com mudangas expressivas no lado da tensdo e compressdo
jaemTleT2

Associou-se 0 aumento da expressdo de miR-7a-3p, miR-21-5p e
miR-200b-3p e niveis baixos de -125b-2-3p com o aumento do
MDIO aos 3 meses

O IG Loe-Silness apresentou uma associagdo significativa com
MMPS.

MMP-8 ndo alterou significativamente a sua concentragao ao longo
do estudo. Os autores apontam como possivel justificagdo o facto de
o aparelho néo restringir HO

A concentragdo de MMP8 ndo se relacionou com a predisposi¢ao
genética

A inflamagéo periodontal ndo aumenta em adolescentes que estdo a
fazer TO com alinhadores

controlo externo; D

indice gengival; M — mesial; NR
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Quadro 7

Sumario dos artigos que usam como meio diagnostico a saliva.

Titulo / pais

Kazanopoulos et
al. (2025)

Alemanha

S. Bhat et al
(2023)

India

Cazzolla et al
(2024)

Itilia

Sioustis et al.
(2021)

Roménia

Silva Andrade et
al. (2018)

Brasil

Tipologia /
controlo
Estudo
observacional,
NR

controlo:
CIC

Estudo
observacional,
NR

controlo:
CIC

Ensaio clinico,
NR

controlo:
CIC

Ensaio clinico,
NR

controlo:
CIC

Estudo
observacional,
NR

controlo:
CIC + CE

Biomarcadores
estudados
microRNAs
(miRNAs)
derivados  de
exossomas
salivares, com
foco especial no
hsa-miR-4634

CGRP ¢ BDNF
PINP, TRACP e
PTHrP

MMP-8 e
MMP-9
a-amilase,

cortisol, calcio,
fosforo,
Magnésio,
Sédio, Potassio

TO aplicado

TO fixo pré-ajustado a unir
4 incisivos maxilares e 2 1°s
molares maxilares.

TO fixo - multibrackets.
Apos a realizagdio de
extragdes de PM's, foi
colado um arco na fase de
alinhamento e nivelamento.

TO fixo - técnica de Roth. A
forga de ativagdo foi de 80g
e ndo foi alterada.

TO fixo - multibrackets

TO fixo

Composicio
da amostra
n=15
6293

idade:
[11,15]
média 13,5

n=40
(329/83)

idade:
[15,40]
média 19,4

n=25
(10 Q/15 3)

idade:
[15,18]
média 15,6

idade:
[18,39]
média 25,5

GT: n=20
(10 2/10 &)
GC: n=15
-2-3

idade:
[13,25]
média
GT:17,
GC:18

Grupos

GS: saudaveis
(BOP<10%)

GL: gengivite
local (10%=<
BOP> 30%)

GG: gengivite
generalizada
(BOP>30%).
GT: individuos
com
maloclusdo,
sujeitos a TO
(n=20)

GC:  auséncia
de maloclusao
(n=15).

Colhei n’e

Método de colhei

momentos
3

TO: antes do
inicio do TO
T1: dia 7 apos o
TO

T2: dia 40

5

TO: antes do
TO

T1: 24h apos
T2: 48h apos
T3: 72h apos
T4: 168h apos

3

T1: antes do
TO
T2: 25 dias
apos
T3: 45 dias
apos

3

T1: antes do
TO
T2: 1 semana

apos TO

T3: 1 més apos
TP nao-
cirirgico

3

TO: antes do
TO

T1: 24h apos
T2: 30 dias
apos
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Os pacientes mastigaram parafilm
para estimular a produgao de saliva;
fluido recolhido em intervalos de
30, até obter Sml.

A colheita foi feita a8 mesma hora
para todos os participantes.
Instrugdes: nao mastigar pastilha
elastica, lavar os dentes, comer ou
beber 1h30 antes.

Todos os participantes  foram
aconselhados a ndo comer, beber ou
lavar os dentes 1h antes da colheita
e ndo consumir alcool ou alimentos
ricos em trptofano 24h antes. Foram
dadas instru¢des detalhadas de HO
e uma solugéo de CHX a 0,2% para
uso bidiario. A amostra colhida foi
saliva ndo-estimulada.

Salivette® (Sarstedt) com
zaragatoa;  salivagdo  passiva.
Amostras colhidas com supervisao
e ap6s 2h de jejum, lavagem da boca
sem desinfetantes/culotorios e
examinagdo oral. Foram excluidas
amostras que na espetofotometria
apresentassem Hgb.

Instrugdes de HO. Avaliagdo
periodontal em 6 locais.

Colheita: saliva ndo estimulada
(pela manhad e antes de qualquer
outro procedimento), instruindo
participantes a ndo efetuarem HO
antes. Armazenamento a -80°C.

Foi colhida saliva estimulada
através da mastigagdo, durante 2,
de um rolo de algoddo, que depois
foi transferida para um tubo de
plastico Salivette® (Sarstedt).

As colheitas ocorreram entre as 8
as 10h.

Instrugdes: 2h antes ndo comer ou
beber (exceto agua), ndo fumar,
exercitar ou escovar os dentes.

Método de pr

Centrifugagdo em diferentes
velocidades para remogao de
detritos, armazenamento a -
80°C, isolamento de
exossomas e sequenciamento
de miRNA (Illumina NextSeq
500/550)

Kits  comerciais
seguido  de
densidade otica.

ELISA,
medi¢do da

PTHrP e TRAcP (isoforma
5b):ELISA competitivo;
PINP: ensaio de
quimiolumiscéncia.

Em T1 e T2: scans intraorais
digitais para avaliar a
corregdo  do  apinhamento
dentario.

Pacientes com melhora do
apinhamento >0,5 mm foram
excluidos pois este valor
ultrapassa a precisdo do
scanner.

Centrifuga¢do e extragdo do
sobrenadante; analise por kits
comerciais ELISA.

Centrifugagdo e armazena/ a -
20°.

o-amilase: ensaio enzimatico
clorimétrico, cortisol: ensaio
enzimatico cinético-
colorimétrico, Ca?>* e PO43-:
ensaio clorimétrico, Mg*', K*
e Na': kits comerciais.

Todos os eletrolitos foram
lidos 2x no espetrofotometro.
Foi feita prova de mastigagdo
¢ avaliagdo de dor - escala
VAS.

Foi detetada a redugao significativa do miRNA hsa-miR-4634
apos 40 dias de tratamento ortodontico

Outras alteragdes em miRNAs foram observadas, mas ndo foram
estatisticamente significativas

Anélises de enriquecimento genomico indicaram envolvimento de
miRNAs no processo de diferenciagdo osteoblastica e
osteoclastica.

Houve mudanga significativa na intensidade da dor ao longo do
tempo

Nio houve diferenga significativa de CGRP entre os diferentes
periodos testados.

Comparando com escalas de dor, o biomarcador BDNF
correlacionou-se negativamente com a escala NRS, VRS e VAS
em T3 e T4 e com a escala MPQ em T1. O grafico da
concentragdo média de BDNF mostrou um padrdo semelhante &
escala de intensidade de dor subjetiva.

Todos os biomarcadores avaliados aumentaram significativamente
a concentragdo de T1 para T3 em 24 sujeitos

TRACP aumentou mais rapidamente (T1 para T2), enquanto P1NP
alterou a sua concentragdo mais tarde como consequéncia de nova
formagéo Ossea

Auséncia de variagdo regular e especifica do PTHrP. A variagéo
inespecifica e inter-indivuos suporta a hipotese de uma secregdo
paracrina da hormona, com agéo reguladora local em vez de agéo
direta sobre 0 0sso

Para ambos os biomarcadores, o pico foi em T2, enquanto o valor
mais baixo foi em T1.

MMP-8 correlacionou-se positivamente com BoP: correlagio
forte em T2 e T3 e média em T1

MMP-9 apresenta correlagdo moderada com PS em T2 e T3
Grupo GG teve niveis superiores de BOP, MMP-8 e MMP-9,
seguindo-se por ordem decrescente o grupo GL e o GS.

MMP-8, MMP-9 ¢ BOP podem ser usados para avaliar o status
periodontal de pacientes sujeitos a TO

Aumento de a-amilase em T1 (comparado com os outros T's e 0
GC), sugerindo que o estimulo doloroso ¢ temporario no TO

GT apresentou niveis mais baixos de sodio em todos os T's e
baixo potassio em T1, (comparados com GC)

A capacidade mastigatoria foi mais baixa em T1 e no GT

Foi encontrada correlagdo positiva entre VAS e performance
mastigatoria em T1

Nao houve correlagdo entre PM e biomarcadores ou entre VAS e
biomarcadores.



Titulo / pais Tipologia / Biomarcadores
controlo estudados
Al-Khatieeb et  Estudo clinico ~ ALPe LDH
al. (2018) randomizado
Iraque
controlo:
CIC

Nota. BoP- bleading on probing; CIC
externo; D — distal; g — grama-forga; GC

TO aplicado

Monobloco — realizado em
laboratério  pelo  mesmo
técnico, estandardizando o
dispositivo.
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Método de colhei

Composicio Grupos Colhei n’e
da amostra momentos
n=16 4
(6 /10 3)
TO: antes do
TO
T1: 1h apés
idade: [9,12] T2: 14 dias
média - apos
T3: 28 diay
apos

controlo interno de colheita; CIAA — controlo
grupo controle; GT

Instrugdes: HO realizada pelos
progenitores, ndo comer nem beber
1h antes da colheita.

A saliva ndo estimulada (5ml) foi
colocada no frio para impedir
proliferagio bacteriana.

interno, arcada antagonista; CIDC
grupo teste; H&E — coloragdo histologica de hematoxilina-cosina; THQ

Método de pr

Centrifugagdo (3000 rpm,
20°), sobrenadante congelado
a-20°C.

Anélise enzimatica cinética,
por espetofotometria
(Mindray, analizador quimico
semi-automatico)

mesial; NR — ndo randomizado; P — local de pressdao; PM — pré-molar; rpm — rotacdes por minuto; T — local de tensdo; V — vestibular.
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Ambas as enzimas aumentaram progressivamente mas para ALP
este aumento ndo foi significativo de TO para T1

Quanto hé correlagio entre ALP e LDH, estas ndo demonstraram
significancia em nenhum dos T’s

controlo interno, dente contralateral; CE — controlo
imunohistoquimica; IG — indice gengival; M
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4. Discussao

Da totalidade dos 21 estudos incluidos, 15 utilizaram o FCG e apenas 6 utilizaram a saliva
como meio diagnostico. A maior prevaléncia do FCG como meio diagnostico ¢
justificado na literatura, que aponta o FCG como mais sensivel devido a dois fatores
principais: 1) maior proximidade com tecidos periodontais e 2) menor interferéncia de
fatores externos como HO e alimentac¢do (Chami et al., 2018; Huang et al., 2021).

O método de colheita foi semelhante para todos os estudos que utilizaram como amostra
o FCG, apresentando apenas pequenas variagcdes no protocolo como o tempo de
permanéncia da tira de papel esterilizada no sulco ou a repeticdo ou nao da colheita.
Quanto a recolha da amostra para os estudos que utilizaram a saliva como método
diagnostico, 2 dos 6 estudos utilizaram saliva estimulada, um através da mastigagdo de
um rolo de algodao e outro através da mastigacdo de parafilme. Os restantes 4 utilizaram
saliva ndo estimulada.

Quanto aos controlos utilizados pelos estudos, a maioria optou por ter apenas um controlo
interno de colheita que, embora util, pode nao ser suficiente para eliminar completamente
potenciais enviesamentos. A auséncia de controlos adicionais —CIDC, CIAA ou CE —
pode limitar a robustez dos resultados, dado que ndo se assegura o controlo de todas as
variaveis intraindividuais e interindividuais, que podem influenciar a concentracdo dos
biomarcadores. Além disso, a heterogeneidade entre os tipos de controlo utilizados entre
estudos dificulta a comparagado direta dos resultados.

Dos estudos avaliados, quanto ao método de processamento da amostra, o mais utilizado
foi Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) sob a forma de kit comercial (12 dos
artigos). Os restantes 9 artigos utilizaram métodos de quantifica¢do do analito como: RT-
PCR, sequenciamento de miRNA, eletroforese e espectrofotometria, ELISA competitivo
e quimioluminiscéncia, ensaio enzimatico cinético e/ou clorimétrico, imunoensaio com
microsferas e leitura por citometria de fluxo e imunoensaio tecnologia com multi-
analitos.

Analisando o quadro 4 e tendo em conta que, primeiro a classificagdo apresentada tem
por base as consideragdes feitas pelos autores de cada estudo e segundo ndo existem
estudos semelhantes que permitam a comparacao de dados apresentados, € possivel
apenas concluir o potencial clinico dos biomarcadores em causa. Destacam-se: S100A9,
IGJ, HSPA1A, IGHV4-34, TYMP, VTN, CEMP-1, DPP, IGKC, NGAL, NEUL, K2Cl,
CASR e miRNA (-7, -21, -100, -125, -200, -7a23p, -21-5p, -200b3p e -125b-2-3p) com
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potencial preditivo; TRAcP, PINP, ALP e LDH com potencial de otimizagcdo ¢ MMP-8,
MMP-9, IL-1B, BDNF e hsa-miR-4634 com potencial de monitoriza¢do do TO.

Importa ainda salientar que, dos biomarcadores acima mencionados, apenas 2 apresentam
resultado promissor em mais do que um estudo, nomeadamente MMP-8 (Kredig et al.,
2025; Sioustis et al., 2021) e S100-A9 (Mohammed et al., 2023; Mohd Nasri et al., 2020),
como apresentado no quadro 4.

Uma observagdo transversal nos artigos analisados indica que muitos biomarcadores
apresentam picos de expressdo nas primeiras 24 a 72 horas apds a aplicagdo de forca
ortodontica. Esse padrao temporal foi reportado de forma consistente para IL-1p3, IL-6,
PGE2 e MMP-8, sugerindo que estes refletem diretamente a fase inflamatoria inicial do
MDIO. Mohammed Salih et al. (2021) demonstraram que a intensidade e o tipo da forca
aplicada modulam a concentragdo destes biomarcadores, sendo as for¢as continuas e
pesadas associadas a respostas mais intensas. Estudos longitudinais como o de Cazzolla
et al. (2024) sublinham ainda que biomarcadores como o PINP e TRAcP apresentam
padroes de aumento progressivo ao longo de semanas, refletindo processos de
neoformacdo e reabsorcdo Ossea, respetivamente. Este padrdo sugere que alguns
biomarcadores sdo mais indicados para monitorizagao tardia e continua da resposta Ossea,
podendo informar sobre a eficiéncia e seguranca do tratamento a médio prazo.

A resposta bioldgica ao TO ndo depende exclusivamente do tipo de forcga aplicada ou do
fluido bioldgico analisado. Os estudos incluidos na presente revisdo sublinharam a
influéncia de varidveis individuais, como a idade, o sexo, a saude periodontal e fatores
sistémicos.

Ainda dentro dos fatores interindividuais, a velocidade com que o tecido periodontal
reage a0 movimento depende da especificidade da alteracdo, bem como da variabilidade
anatomica, densidade mineral O0ssea e variagdes na capacidade metabolica. Sabe-se
também que o facto de haver ou ndo extracdo dentaria no plano de tratamento afeta a
velocidade, sendo que o movimento dentario e a remodelacdo ossea € mais ativa quando
a extracdo ¢ incluida (Ahuja et al., 2017; Gongalves et al., 2024). Na presente revisao,
apenas quatro artigos incluem no seu procedimento a extracao dentaria antes ou durante
o TO: Padisar et al. (2018), Lin et al. (2020), Bozkaya et al. (2021) e Raghupathy et al. (2023).
Estudos como Mohammed Salih et al. (2023), Kazanopoulos et al. (2025), Silva Andrade
et al. (2018) e Polizzi et al. (2024) consideraram importante estabelecer um horario de
colheita padronizados que prevéem a recolha do FCG em periodos especificos, com o

intuito de minimizar a interferéncia do ritmo circadiano na concentragdo dos
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biomarcadores analisados. Esta padronizagdo visa reduzir a variabilidade fisioldgica
natural que ocorre ao longo do dia, especialmente no que respeita a expressdo de
mediadores inflamatorios e metabolitos, garantindo assim maior fiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados.

Nalguns artigos constou, nos critérios de exclusdo, a toma de medicacdo durante o
periodo de estudo ou no periodo precedente ao inicio do estudo (exigindo abstengdo
medicamentosa de 7 dias a 1 ano antes), pois ja foram demonstradas algumas alteracdes
na concentragcdo de biomarcadores provocadas por determinadas medicagdes, de acordo
com Shetty et al., referenciado em Maan e Patil (2019). Houve apenas 2 estudos que ndo
fizeram referéncia a este critério: Aziz et al. (2020) e Silva Andrade et al. (2018).

Os estudos referentes a RRIIO apresentam como desvantagem o facto de esta ser uma
condi¢do multifatorial, e, como tal, a incapacidade de consideracao de todos os fatores
envolvidos faz com que possam ocorrer falsos-positivos na identificagdo de
biomarcadores (Mohammed et al., 2023). Em Huang et al. (2021), é reportado que a
maioria de estudos sobre RRIO ¢ transversal ou em animais, havendo ainda obstaculos
em detetar com especificidade os timmings e evolucdo da condi¢do. Para além disto, o
estudo reporta como limitagdo das anteriores investigacdes a utilizagdo de biomarcadores
inflamatérios nao especificos (sem correlacdo com o tecido dentério).

Em S. Bhat et al. (2023) concluiu-se a correlagdo de BDNF com as escalas de dor
utilizadas (VAS, VRS, NRS e MPQ), podendo ser de interesse investigar melhor a
aplicabilidade clinica deste biomarcador para monitorizag¢do. Este topico tem particular
interesse em pacientes especiais com limitacdes na comunicagdo e incapacidade de
utilizar escalas de dor tradicionais pois pode servir como indicador da dor sentida pelo
paciente. Para além disso, pode introduzir a possibilidade de avaliar a dor de forma

quantitativa e objetiva.
4.1 Limitacoes da revisao

Apesar de alguns estudos comprovarem relagdo significativa entre condigdes clinicas e
concentragdes de biomarcadores, a maioria dos estudos apresenta critérios estritos de
inclusdo e exclusdo, que se por um lado diminuem o viés de confusdo, por outro tornam
a amostra muito homogénea qualitativamente. Assim sendo, uma maneira de contornar
esta barreira seria realizar estudos mais heterogéneos, multicéntricos € com uma maior

amostra.
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Outra limitacao do estudo do tema ¢ a dificuldade em analisar separadamente os locais
de pressao e de tensdo. Apesar de alguns estudos incluidos como Castroflorio et al. (2017)
e Polizzi et al. (2024) detetarem resultados significativamente diferentes entre os locais
de pressao e de tensdo, Padisar at al. (2018) conclui que dado que a forga ortodontica
provoca alteracao em toda a estrutura do periodonto e o FCG circula livremente no
perimetro do sulco, ndo € possivel avaliar a atividade nos dois locais separadamente.
Segundo Kazanopoulos et al., 2025, apesar de que o FCG tem sido utilizado como fonte
de biomarcadores relacionados com o movimento ortodontico, o facto de a sua recolha
em quantidade consideravel ser de dificil execugao clinica e o facto de a saliva representar
uma fonte menos invasiva € com menos custos associados, fazem com que esta seja um
tipo de amostra com maior potencial. No entanto, deve-se considerar a possivel dilui¢ao
dos biomarcadores na saliva, especialmente quando se procura aferir com precisao
eventos biologicos especificos, como a RRIIO.

A heterogeneidade nos protocolos de colheita (ex.: 24h, 7 dias, 1 més) representa um
desafio significativo. Estudos que realizaram colheitas seriadas permitiram tragar curvas
temporais mais informativas da expressao dos biomarcadores. A criagao de um protocolo
padronizado com pelo menos trés momentos (ex.: TO - baseline, T1 - 24h, T2 - 7 dias)
permitiria comparag@o mais robusta entre estudos e aplicagdes clinicas futuras.

Diversos estudos apresentaram limitacdes relevantes como tamanhos amostrais
reduzidos, falta de controlo de varidveis sistémicas e divergéncia nos métodos de
quantificagdo (ELISA vs. RT-PCR vs. proteémica). A auséncia de valores de referéncia
normalizados e a inexisténcia de ensaios clinicos com validacao longitudinal sdo entraves

a tradutibilidade dos dados para a préatica clinica.
4.2 Viés identificados

A concentra¢do de biomarcadores de metabolismo 6sseo ¢ maior no sangue, portanto, de
modo a excluir a contaminagdo de amostra com sangue, em Cazzolla et al. (2024), foi
utilizado o método de espetrofotometria para detetar amostras que apresentassem
hemoglobina, sendo estas excluidas. Os restantes estudos fazem apenas verificagao visual
da auséncia de sangue e alguns nem mencionam este passo, podendo gerar viés na
interpretacdo dos resultados.

A condigdo socioecondmica da populacao em estudo e o facto do tratamento ortodontico
ser comparticipado (total ou parcialmente) ou nao, podera ser uma origem de viés e

originar resultados dispares em estudos semelhantes. No estudo Kredig et al. (2025), que
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relaciona inflamagdo periodontal com alinhadores invisiveis, os autores reportam um
possivel viés relacionado com a condi¢do financeira dos pacientes, pois na Alemanha
(local onde foi realizado o estudo enunciado), estes tratamentos dentdrios nao sao
comparticipados, ou seja, os autores acreditam que os participantes possam ser mais
motivados para manter a HO e assegurar o sucesso do tratamento.

Em Kredig et al. (2025), segundo o indice gengival de Lée Silness, ndo houve alteragdes
significativas nos niveis de inflamacdo ao longo do periodo de estudo, enquanto em
Sioustis at al. (2021), houve alteragdo: aumento no parametro utilizado para detetar
inflamacdo (BOP) apds uma semana do inicio do tratamento. Neste ultimo estudo, o
tratamento foi totalmente comparticipado®, o que pode sustentar a existéncia do viés
socioecondmico. Apesar disto, ambos os estudos apresentaram correlagdo positiva
estatisticamente significativa entre parametros de inflamagao periodontal e o biomarcador
MMP-8 para p<0,01, consolidando a sua relevancia.

Relativamente ao potencial diagnostico e preditivo dos biomarcadores, varios marcadores
mostraram-se promissores para monitorizar a remodelagdo Ossea e a ocorréncia de
reabsor¢ao radicular. Biomoléculas como CEMP-1, DPP ¢ miRNAs exossomais
destacaram-se como candidatos relevantes, dado o seu envolvimento direto em processos
de diferenciacdo celular e metabolismo 0sseo. Em particular, Kazanopoulos et al. (2025)
sugerem que o miRNA hsa-miR-4634 pode regular a atividade dos osteoclastos, o que
podera no futuro permitir um acompanhamento personalizado da resposta biologica ao
tratamento ortodontico. Esta abordagem personalizada podera ser particularmente 1til
para prevenir efeitos adversos, como a reabsorcao radicular excessiva, permitindo ajustes
individualizados na mecanica ortodontica.

A comparagdo entre tipos de aparelhos ortodonticos também revelou diferengas
relevantes. Estudos que incluiram aparelhos removiveis como o monobloco (Al-Khatieeb
et al., 2018) ou alinhadores invisiveis (Chami et al., 2022) indicaram menor ativagao de
biomarcadores inflamatorios em comparagao com os aparelhos fixos tradicionais. Estes
resultados sugerem que dispositivos que promovem for¢as mais suaves ou intermitentes
podem induzir menor inflamagdo e remodelacdo 6ssea mais controlada, o que podera

representar uma vantagem terapéutica em pacientes com maior suscetibilidade a RRIIO.
4.3 Sugestoes de investigacao futura
Muitos estudos acerca dos potenciais biomarcadores de maturagcdo 6ssea como IGF-1 e

fosfatase alcalina ndo foram abordados nesta revisdo pois a maioria apresentava apenas
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um momento de colheita, sendo necessario exclui-los da selegdo por incumprimento de
critérios de inclusdo. No entanto, ¢ importante referir a existéncia de consideraveis
referéncias bibliograficas existentes neste tema que valera a pena explorar em futuros
trabalhos cientificos.

A investigacdo futura pode focar-se na validagdo multicéntrica de biomarcadores
especificos como CEMP-1, DPP ¢ miR-4634. A importancia de serem estudados
simultaneamente varios biomarcadores prende-se com o facto de haver varios fatores que
podem gerar viés de confusdo como a gengivite — como sugerido por Sioustis et al.
(2021), em que as concentragdes de metaloproteinas MMP8 ¢ MMP9 foram superiores
no grupo com gengivite generalizada e a idade — como sugerido por Kumar et al. (2022),
em que os valores de biomarcadores (IL-1 e IL-6) foram sempre mais altos no grupo mais
jovem, entre outros fatores ndo abordados pela selecdo de artigos. Assim sendo, podera
ser relevante estudar padrdes mais complexos de oscilacdo de biomarcadores, ou seja,
considerar varios tipos de biomarcadores (em termos de etiologia e fun¢do) e as suas
variagdes ao longo do tempo. Para isso, torna-se crucial que os estudos utilizem
metodologias que permitam analisar varios compostos simultaneamente, como em Nunes
et al., que utilizou um painel multi-analitos que permite avaliar 17 citoquinas a0 mesmo
tempo.

Também seria conveniente para a pratica clinica a metodologia chair-side:
desenvolvimento de dispositivos clinicos portateis para dete¢do em tempo real de
respostas inflamatorias durante o TO, sem necessidade de equipamentos especificos, algo
que poderia potencialmente ser atingido com ensaios imunologicos tipo ELISA, que

poderiam ser disponibilizados sob a forma de kit comercial.
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III Conclusao

Apesar da utilizagdo de biomarcadores estar em grande expansao em diversas areas da
medicina, a sua aplicagdo em ortodontia permanece ainda incipiente.

A heterogeneidade metodologica dos estudos, o reduzido niimero de ensaios clinicos
randomizados e a auséncia de padronizacdo em relagdo aos tempos de colheita, TO
aplicado e aos biomarcadores alvo, constituem limitagdes que impedem a implementagao
clinica rotineira destes métodos. Assim, a investigacao futura devera focar-se na
validagdo clinica dos biomarcadores mais promissores, bem como na padronizag¢do dos
métodos laboratoriais e clinicos envolvidos.

Os biomarcadores apresentam um elevado potencial para transformar o acompanhamento
ortodontico num processo mais biologico, preditivo e individualizado. Esta
transformagdo exige ainda um esforco sistematico da comunidade cientifica para
consolidar a sua aplicabilidade clinica com base em evidéncia robusta.

Os dados disponiveis apontam para um potencial promissor dos biomarcadores (na saliva

e no FCG) como ferramentas para o aperfeigoamento das intervengdes ortodonticas.
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METHODS
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SOUrCes date when each source was last searched or consulted.
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Data collection 9 | Specify the methods used to collect data from reports, including how many reviewers collected data from each report, whether they worked 17
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RESULTS
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studies
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individual studies (e.g. confidencelcredible interval), ideally using structured tables or plots.
Results of 20a | For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk of bias among contributing studies.
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DISCUSSION
Discussion 23a | Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence. 3233
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23c | Discuss any limitations of the review processes used. 34
23d | Discuss implications of the results for practice, policy, and future research. 36
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Registration and 24a | Provide registration information for the review, including register name and registration number, or state that the review was not registered.
protocol 24b | Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a protocol was not prepared.
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interests
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