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RESUMO

A movimentacdo dentaria induzida (MDI) envolve processos inflamatérios e de
remodelacdo déssea nos sitios de compressdo e tracdo. Durante o tratamento
ortodéntico, farmacos podem modular a taxa de movimentacdo. Nesse contexto,
investigou-se a atorvastatina (ATV), o alendronato (ALD) ou sua combinacgao
(ATV+ALD) na MDI em ratos. Inicialmente, grupos de 6 animais com MDI foram
eutanasiados na 62 h e nos dias 1, 4, 7, 11, 14 e 21, e tiveram suas hemimaxilas
analisadas quanto a distancia entre molares e incisivos, histomorfometria do
ligamento periodontal (LP) das raizes distovestibular, distolingual e intermediéria, e
atividade de mieloperoxidase (MPO; Ux10%mg de gengiva). Para a abordagem
farmacoldgica, os animais durante 28 d receberam por gavagem agua destilada
(H2Og; 2 ml/kg/d), ATV (1, 3 e 9 mg/kg/d), ALD (1 e 7 mg/kg/sem) ou combinacédo de
suas menores doses (ATV+ALD), sendo 11 d antes da eutanasia, submetidos a MDI.
Foram avaliados além da distancia entre molares e incisivos, a histomorfometria e
MPO, os niveis de IL-18 (pg/mg de gengiva), imunomarcacdes para RANKL, OPG e
TRAP, e niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea (FAO; U/l); (Comissdo de Etica
em Pesquisa Animal-UFC n° 21/14). O curso temporal evidenciou reducédo da
distancia entre molares e incisivos, tornando-se significante a partir do 11° d em
relacdo ao 1° d. No lado de compressao, observou-se reducéo significante do LP e
aumento de areas hialinas, e no lado de tracdo, na 6% h e nos 1° e 4° d. O LP
retornou a normalidade a partir do 7° d e as areas hialinas desapareceram no 14° d.
Observou-se pico de MPO entre a 62 h e 1° d, reduzindo-se a partir do 4° até 21° d.
Nos grupos de animais nao tratados e com 11 d de MDI apresentaram redugéo da
distancia entre molares e incisivos, intensas reabsorcfes o6ssea e radicular,
formacao de &reas hialinas no LP, aumento de MPO e dos niveis de IL-18, maior
imunomarcacédo para RANKL e TRAP, e menor para OPG, além de reducao da FAO.
ATV, ALD e ATV+ALD reduziram a MDI, sendo que as maiores doses impediram-na.
Os tratamentos ndo alteraram a histomorfometria do LP (p>0,05), causaram maior
preservacdo Ossea e radicular em relacdo a H,Oq4. ATV, ALD7 e ATV+ALD
promoveram uma reducdo da quantificacdo de areas hialinas (p<0,05) em
comparacao a H,Oq4. ATV9 reduziu a MPO e os niveis de IL-1B (p<0,05) em relacao
a H,Oq4. ALD1 e ATV+ALD reduziram os niveis de IL-1p (p<0,05) quando comparado
a H,Og4. Todas as doses dos tratamentos reduziram a imunomarcagao para RANKL
e TRAP, e aumentou a marcacdo para OPG. Além disso, ATV, ALD e ATV+ALD
reduziram a FAO em relagcdo ao Normal. Entretanto ATV3 e 9, ALD1 e ATV+ALD
aumentaram-na em relacdo ao grupo com MDI (H.Og4), enquanto ALD7 protegeu
essa reducdo de FAO. Em suma, ATV e ALD apresentaram efeitos anti-inflamatorios
e antirreabsortivos ao reduzirem os niveis de MPO e/ou IL-1B, a imunomarcacéao
para RANKL e TRAP, além de interferirem no anabolismo 6sseo aumentando a
imunomarcacao para OPG e niveis séricos de FAO.

Palavras-chave: Movimentacgéo Dentéria. Hipolipemiantes. Alendronato.
Remodelacdo Ossea. Ratos.



ABSTRACT

ATORVASTATIN AND ALENDRONATE INFLUENCE THE INDUCED TOOTH
MOVEMENT IN RATS REDUCING INFLAMMATORY AND RESORPTIVE
ACTIVITIES, AND INCREASING BONE ANABOLISM

The induced tooth movement (MDI) depends on inflammatory and bone remodeling
processes in sites of compression and traction. During orthodontic treatment, drugs
can modulate the movement’s rate. In this context, we investigated the influence of
atorvastatin (ATV), alendronate (ALD), or combination of these drugs (ATV+ALD) on
MDI in rats. First, groups of animals (n=6/group) were euthanized at the 6" hour, and
on the 1%, 4% 7% 11% 14% and 21% days, and they had their hemimaxillas analyzed
for the distance between molars and incisors, histomorphometry of periodontal
ligament (PL) of distobuccal, intermediate and distolingual roots, and
myeloperoxidase activity (MPO; x 10° U/mg of tissue). For pharmacological
approach, the animals received by gavage during 28 d distilled water (H,Oq4, 2
mi/kg/d), ATV (1, 3 and 9 mg/kg/d), ALD (1 and 7 mg/kg/wk), or the combination of
lower doses of these drugs (ATV+ALD). Then, the rats were submitted to MDI 11
days prior to euthanasia. The distance between molars and incisors,
histomorphometry, MPO, IL-1B levels (pg/mg of tissue), immunostaining for RANKL,
OPG and TRAP, and serum levels of bone alkaline phosphatase (BALP; U/l) were
evaluated. This study was approved by the Ethical aspects: Ethics Committee on
Animal Research-UFC No. 21/14. The time course showed a reduction of the
distance between molars and incisor, becoming significant from the 11" day, when
compared to the 1% day. In the compression side, there was significant reduction in
the PL and increased hyaline areas and traction areas in the 6™ hour and on the 1
and 4™ days. The LP returned to normal on the 7" day and the hyaline areas
disappeared after the 14™ day. MPO peaked between 6" hour and 1" days.
Untreated animals showed decreased the distance between molars and incisors and
had severe bone and root resorption, formation of hyaline areas in LP, an increase of
MPO and IL-1B levels, greater immunostaining RANKL and TRAP, and lower for
OPG, and reducing BALP on the 11™ days post MDI. ATV, ATV+ALD and ALD
reduced MDI, and the highest doses prevented it. The treatments did not alter
histomorphometry LP (p>0.05) and caused greater bone and root preservation. ATV,
ATV+ALD and ALD7 reduced the hyaline areas (p<0.05) vs H,Oq4. ATV9 reduced
MPO activity and IL-1f3 levels (p<0.05) vs H,Oq4. ALD1 and ATV+ALD reduced the
levels of IL-1B (p<0.05) vs H,Og4. All doses of the treatments reduced immunostaining
for RANKL and TRAP, and increased the immunostaining for OPG. Furthermore,
ATV, ALD and ATV+ALD reduced the BALP, when compared to non-treated animals.
However, ATV3 and 9, ALD1 and ATV+ALD increased BALP vs H,Oq4, while ALD7
protected this reduction. In conclusion, ATV and ALD showed anti-inflammatory and
antiresorptive effects by reducing MPO levels and/or IL-1B3, immunostaining for
RANKL and TRAP, and interfere in the bone anabolism, by increasing OPG
immunostaining and serum BALP.

Keywords: Tooth Movement. Hypolipidemic Agents. Alendronate. Bone Remodeling.
Rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 Remodelacado 6ssea

O osso consiste em um tecido dindmico que se encontra em adaptacao
continua, sendo formado por células e uma matriz extracelular calcificada, a matriz
O0ssea (DATTA et al., 2008). Para a manutencado e reparagdo da estrutura 0ssea é
necessario que haja uma sincronizacdo de ambos os processos de reabsorcao e
aposicao 6sseas (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

A remodelacdo O0ssea se inicia através de uma resposta dos ostedcitos
aos estimulos mecanicos ou hormonais, 0 que irA promover a liberacdo de fator de
necrose tumoral (TNF) alfa, interleucina (IL)-6, horménio da paratireoide (PTH) e o
fator de crescimento derivado da insulina (IGF). Estes irdo ativar osteoblastos em
repouso, 0s quais sao responsaveis por estimular a fusdo de pré-osteoclastos e a
diferenciagdo de osteoclastos maduros. Uma vez diferenciados, os osteoclastos
polarizam e aderem a superficie 6ssea, 0 que culmina no inicio da reabsorcdo 6ssea
propriamente dita pela acidificacdo da matriz 6ssea e liberacdo de enzimas
lisossomais, como catepsina K e metaloproteinase de matriz 9. Consequentemente,
h& a degradacdo dos componentes organicos e inorganicos da matriz, cujos restos
sdo removidos por macrofagos (SIMS; MARTIN, 2014). Através da reabsorcédo da
matriz 6ssea, ha a liberacdo de fatores de crescimento, incluindo a proteina
morfogenética 0ssea, fator de crescimento fibroblastico e fator de transformacédo de
crescimento, 0s quais sdo responsaveis pelo recrutamento de osteoblastos. Estas
células, por sua vez, irdo produzir uma nova matriz mineralizada, concluindo o
processo de remodelacdo (RUCCI, 2008; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010). Dessa
forma, o desenvolvimento da arquitetura 6ssea se relaciona a componentes
celulares coordenados entre si, compreendendo ostedcitos, osteoclastos e
osteoblastos. A atividade dessas células é regulada por forcas mecéanicas,
renovacgao celular, hormonios, citocinas e fatores locais (DATTA et al., 2008).

Os osteoclastos, derivados de células hematopoiéticas, atingem a
maturacdo e se ativam a partir da sinalizacdo do fator estimulador de col6nia de
macrofagos (M-CSF) e ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL)
(YAVROPOULOU; YOVOS, 2008). O RANKL, expresso principalmente por

osteoblastos e também por células estromais (YASUDA et al., 1998), fibroblastos
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(QUINN et al., 2000), células T ativadas (HORWOOD et al., 1999), células B
(MANABE et al., 2001) e por ostedcitos (O'BRIEN; NAKASHIMA; TAKAYANAGI,
2013), liga-se diretamente ao Receptor Ativador do Fator Nuclear-kB (RANK)
encontrado na superficie de osteoclastos e pré-osteoclastos. Desse modo, a ligacao
RANK—-RANKL estimula a diferenciacdo dos pré-osteoclastos e a atividade de
osteoclastos maduros. Por outro lado, a OPG, uma molécula solavel, liga-se ao
RANKL, blogueando a interacdo de RANKL e seu receptor (RANK), prevenindo,
assim, a osteoclastogénese, a reabsorcdo 6ssea e aumentando a apoptose de
osteoclatos e, consequentemente, desempenhando a fungdo de uma citocina
antiosteclastogénica (LACEY et al., 1998).

O desenvolvimento dos osteoblastos ocorre através de células
progenitoras mesodérmicas, as quais expressam o fator transcricional relacionado a
RUNT-2 (RUNX2), regulado pelas vias das proteinas SMAD e MAPK (REDLICH;
SMOLLEN, 2012). O fator transformador de crescimento B (TGF-B), a proteina
morfogenética 6ssea (BMP) e a via Whnt/B-catenina estimulam a expressdo de
RUNX2, promovendo a diferenciacdo osteoblastica e, consequentemente, a
formacao O0ssea (DATTA et al., 2008).

A via Wnt/B-catenina promove a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos, prevenindo a apoptose dessas células (ALMEIDA et al.,, 2005;
BONEWALD; JOHNSON, 2008). A ativacdo ocorre pela ligacdo da proteina Wnt a
cor-receptores, envolvendo lipoproteinas de baixa densidade (LRP5 ou LRP6) e um
receptor Frizzled. O complexo de proteinas Wnt e receptores promovem a liberacao
de B-catenina nao-fosforilada dentro do citoplasma, seguida da translocacé&o para o
ndcleo, modulando a transcricdo génica (NEVE; CORRADO; CANTATORE, 2011).
Além disso, esta via reduz a diferenciacdo osteoclastica pelo estimulo a producéo e
a secrecao de OPG (GLASS et al., 2005). A esclerostina, produzida por ostedcitos,
pode antagonizar a atividade de LRP5/6 (WESTENDORF; KAHLER; SCHROEDER,
2004) (Figura 1).
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Figura 1. Vias de inducao da transcri¢cdo génica de fatores que estimulam a formacgao 6ssea.
Fatores de crescimento, horménios, via Whnt-B-catenina, e BMP podem promover a
osteoblastogénese. Fonte: Redlich, Smolen, 2012 (Adaptado pelo autor).

Em um estado de homeostasia, ha um equilibrio na formacédo de células
osteoblasticas e osteclasticas. Entretanto, essa estabilidade pode ser influenciada
por varios fatores que interferem na funcdo dessas células 6ésseas, como
hiperatividade de osteoclastos, distlirbios enddécrinos e processos inflamatérios
(REDLICH; SMOLLEN, 2012). A inflamacéo é caracterizada pela ativacao de células
do sistema imunoldgico inato e adaptativo que produzem citocinas inflamatérias, as
quais, além de perpetuar a inflamacédo, também estimulam a reabsorcdo 6ssea e
reduzem o processo de neoformacédo (MUNDY, 2007; ROMAS; GILLESPIE, 2006).
De fato, a intensidade do processo inflamatério esta correlacionada com as perdas
Osseas local e sistémica (REDLICH; SMOLLEN, 2012). Diferentes estudos tém
abordado a relacdo entre as citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-
11 e IL-17, e a atividade osteoclastica, destacando que estes mediadores podem
interferir direta ou indiretamente pela modulagédo do sistema RANK/RANKL/OPG
(ZUPAN; JERAS; MARC, 2013; MOON et al., 2013).

As doencas Osseas, como a oOsteoporose e a artrite reumatoide,
caracterizam-se principalmente por alteracdes tanto na estrutura, quanto no

metabolismo dos minerais 0sseos. Embora tais distirbios sejam bastante
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compreendidos, detalhes moleculares ainda carecem de maiores estudos (BULTINK
et al., 2012). Dessa forma, modelos de reabsorcédo 0ssea alveolar em animais, como
a reabsorcdo Ossea alveolar induzida por ligadura e a movimentacdo dentaria
induzida, dentre outros, tém sido utlizados, a fim de favorecer uma melhor

compreensao dos processos de remodelacdo éssea.

1.2Movimentacdo dentéria

A ortodontia, dentre as especialidades odontoldgicas, destaca-se pelo uso
de principios biomecanicos que baseiam a execucdo de movimentos dentarios
visando a restauracao da funcéo e estética oral do paciente (WATTED et al., 2014).
Para que ocorra a movimentacdo dentaria € necessario o envolvimento simultaneo
do ligamento periodontal e do osso alveolar, onde as células e a matriz extracelular
do ligamento periodontal irdo produzir e liberar substancias que participardo da
remodelacdo éssea alveolar. A aplicacdo de uma dada forca promovera uma
reducdo na vascularizacao, recrutamento de leucécitos para os tecidos periodontais,
favorecendo o aparecimento de zonas de compressdo e tracdo do ligamento
periodontal decorrentes do movimento do dente no alvéolo, e consequentes
proliferacéo e diferenciacédo de células do ligamento periodontal e de precursores de
células 6sseas. (KRISHNAN; DAVIDOVITCH, 2006).

Inicialmente, no lado de compressédo, ocorre uma mudanca no fluxo
sanguineo, seguido pelo aparecimento de zonas de hialinizacdo caracterizadas por
uma trombose capilar, morte celular e a producdo de éareas livres de células e
eosinofilicas, semelhantes a cartilagem hialina em cortes histolégicos (MEIKLE,
2006). A reabsorcdo deste tecido necrético por macrofagos e a reabsorcdo 0ssea
por osteoclastos promove a movimentacdo dentaria propriamente dita. No lado de
tracdo, ha a ativacdo do fluxo sanguineo, promovendo o aumento da atividade
osteoblastica e a consequente formacgédo 6ssea (VON BOHL et al., 2009).

Estes eventos promovem a producao e a liberacdo de varios mediadores
inflamatorios, como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, 0s quais
favorecem a manutencdo das alteracOes vasculares e celulares e estimulam o
remodelacédo 0ssea (KRISHNAN; DAVIDOVITCH, 2006).

Sabe-se que a expressao de citocinas esta diretamente relacionada a

movimentagdo ortoddntica e a diferenciacdo e a ativacdo de osteoclastos, uma vez
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que podem ser encontradas em altas concentra¢cées no ligamento periodontal
submetido as forcas ortodénticas. Estudos mostram que mediadores pro-
inflamatorios, como IL-1B8, -6 e -17, TNF-a, M-CSF e prostaglandina E, (PGE))
podem estimular a atividade osteoclastica (BRAUN; ZWERINA, 2011; SCHETT,
2011), sendo detectados em niveis mais elevados no lado de compressdo do
ligamento periodontal (REN et al., 2007; HAYASHI et al., 2012; MITSUI et al., 2005;
KAKU et al., 2008) (Figura 2).

Alteracoes vasculares e inflamacao

Sitios de o : (
compressao v p
N D5

l Recrutamento de leucocitos

(& © @

Producdo de citocinas, fatores de crescimento e
\ quimiocinas

Figura 2. Processo inflamatério na movimentacdo dentaria induzida (MDI). Nos sitios de
compressédo do ligamento periodontal ocorre um processo inflamatério, caracterizado pela presenga
de mediadores inflamatérios, como citocinas, quimiocinas, prostaglandinas e fatores de crescimento.
Estes irdo estimular o recrutamento de mais leucécitos, os quais irdo perpetuar o processo
inflamatério, interferindo, posteriormente, na remodelacdo 6ssea. Fonte: Elaborada pelo autor.

Na movimentagdo dentaria, 0 eixo RANK-RANKL influencia a
osteoclastogénese, visto que ocorre um aumento da regulacdo da expressédo de
RANKL em ligamentos periodontais submetidos ao estresse mecanico, além de uma
reducdo dos niveis de OPG nos sitios de compressédo (TYROVOLA et al., 2008;
GARLET et al., 2007) (Figura 3). Adicionalmente, o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) também pode induzir indiretamente a reabsor¢cdo Ossea, ao
estimular a sinalizacdo de osteoclastos para a matriz extracelular, desempenhando

um papel no desenvolvimento 6sseo (YANG et al., 2008).
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Figura 3. Reabsor¢cao 0ssea no lado de compressédo. No lado de compressdo do ligamento
periodontal, a regulagdo da reabsorcdo Ossea ocorre via eixo RANK/RANKL/OPG. Além disso,
citocinas inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, também podem estimular indiretamente a
reabsor¢do 6ssea. Fonte: Elaborada pelo autor.

Quanto a presenca das quimiocinas, niveis de CCL-2, CCL-3, CCL-5 e
CXCL8 (IL-8) mostram-se elevados apés 24 horas de aplicacdo de forca na
distalizacdo de caninos (ALIKHANI et al., 2013), sugerindo que estas quimiocinas
também estdo relacionadas ao processo de movimentacdo dentaria. Quando se
comparou os niveis de IL-8 nos sitios de tracdo e compressdo, observou-se uma
maior concentracdo desta quimiocina no lado de tracédo, considerando um periodo
de 1 a 6 dias de aplicacéo de forca (TUNCER et al., 2005).

Os sitios de tracdo também sdo caracterizados pela presenca de citocinas
anti-inflamatérias, como IL-10 e OPG, uma vez que estdo envolvidas na inibicdo da
reabsorcdo 6ssea, além de fatores de crescimento, como TGF-, relacionado com a

proliferacéo e diferenciagéo de osteoblastos (GARLET et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Formacdo 6ssea no lado de tragdo. Nos sitios de tracdo, ocorre a formacdo 6ssea e a
proliferacdo e sintese de colageno. Neste processo, participam quimiocinas, fatores de crescimento,
proteina morfogenética 6ssea e osteoprotegerina. Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com a progressdo da remodelacdo 0ssea, pode-se sugerir que
as taxas de movimentacao dentaria estdo diretamente relacionadas com o tempo,
distinguindo-se trés fases. A fase inicial é caracterizada por um movimento rapido
apos a aplicacdo da forca, sendo a movimentacao atribuida ao deslocamento do
dente no espaco periodontal. A segunda fase envolve um atraso (laténcia), uma vez
que ocorrem baixas taxas de deslocamento dentério devido a hialinizacéo nas areas
de compressdo do ligamento periodontal. A terceira fase, denominada de fase de
pos-laténcia, a taxa de movimentacdo dentaria aumenta gradualmente devido aos
processos de aposicdo e reabsorcao 6ssea (KRISHNAN; DAVIDOVITCH, 2006).

Em relacdo a magnitude da forca, esta varia de acordo com o0s
movimentos desejados. Contudo, forcas de maior intensidade n&o implicam
diretamente em maiores taxas de movimentacdo dentaria, uma vez que forcas
excessivas podem promover um atraso na movimentacdo dentaria devido a
formacdo de muitos focos de hialinizagcdo no ligamento periodontal e reabsorgao
radicular (GONZALES et al., 2008; NAKANO et al., 2011; NAKANO et al., 2014). O
decréscimo de renovacdo oOssea em adultos pode interferir no sucesso do
tratamento ortodontico. Algumas doencas que influenciam o metabolismo de
deposicao e reabsorcdo 0sseas, como a osteoporose, podem modificar o resultado
do tratamento ortodontico (LOTWALA et al., 2012).

Tem sido demonstrado que para o controle da progressao das doencas

Osseas existem diversas classes de farmacos que objetivam limitar a reabsor¢céo
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O0ssea ou estimular a neoformacdo Ossea. No entanto, sabe-se que algumas
abordagens farmacoldgicas, como os bisfosfonatos, podem interferir nas taxas de
movimentacao dentéaria, porém, tendo como principal efeito adverso a osteonecrose
dos maxilares (RINCHUSE et al., 2007; KRIEGER et al., 2013; ZAHROWSKI et al.,
2009). Visto que esses farmacos possuem uma meia-vida longa, necessita-se de
uma anamnese minuciosa antes da realizacdo do tratamento ortoddntico,
considerando o metabolismo 0sseo alterado e a extensdo dos efeitos colaterais
(TARVADE; KAOKAR, 2014; KRIEGER et al., 2013).

A reabsorcdo radicular apical consiste em outra complicagdo do
tratamento ortodontico que pode resultar em perda permanente da estrutura dentéria
e pode estar diretamente associada a duracdo do tratamento, a magnitude da forca
aplicada, a direcdo da movimentacdo e ao método de aplicacdo de forca
(TOPKARA; KARAMAN; HAU, 2012; WELTMAN et al., 2010). Outro fator que
também pode influenciar no sucesso do tratamento ortoddntico consiste na situacao
periodontal. Em pacientes com periodonto reduzido, a superficie do ligamento
periodontal responsavel pelo amortecimento das forcas também é diminuida, assim,
as condicdes biolégicas e biomecanicas diferem daquelas de pacientes com
periodonto mais adequado (GKANTIDIS; CHRISTOU; TOPOUZELIS, 2010).

Considerando as inumeras questdes que limitam os tratamentos
ortoddnticos, sdo necessarios estudos para a melhor compreensdo dos processos
de remodelacdo Ossea e de reabsorcao radicular. Nesse contexto, a movimentacao
dentaria induzida em animais tem sido objeto de investigacdo. Dentre as espécies
utilizadas, destacam-se os modelos em ratos (KARRAS et al., 2009; HAN et al.,
2010; KAIPATUR et al., 2013). Apesar de possuirem algumas, mesmo que poucas,
diferencas anatdmicas e estruturais no tecido 6ésseo em relacdo aos humanos,
considera-se que os roedores sejam bons modelos para estudos de movimentacao
dentéria, atentando-se para os aspectos de custo, amostra em estudo, periodo de
manutencdo, analises microscopicas e técnicas de biologias moleculares e celulares
(DI DOMENICO et al., 2012; REN; MALTHA; KUJIPERS-JAGTMAN, 2004).

A respeito dos procedimentos utilizados para indugdo da movimentagao
dentaria, a literatura demonstra que a metodologia de execucdo do modelo pode
compreender a colocacdo de elasticos nos incisivos ou entre molares (KIM et al.,
2013), a ancoragem com mini-implantes (KAWAZOE et al., 2013; KAIPATUR et al.,

2013), o uso de dispositivos desenvolvidos pelos préprios pesquisadores com molas
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helicoidais (BABA et al., 2011), e ativacdo com molas fechadas de niquel titanio
(HELLER; NANDA, 1979; WANG et al., 2014). Essas ultimas destacam-se por sua
facilidade de manuseio e pela capacidade de distribuicdo de forca de maneira
continua e controlada (REN; MALTHA; KUJIPERS-JAGTMAN, 2004). Quanto a
escolha do periodo para a realizacdo da movimentacdo dentaria induzida, ndo héa
um consenso na literatura. Ao estudar um periodo de observacao de 3, 5, 7 e 9 dias,
Fracalossi et al. (2009) descreveram que a movimentacdo dentaria em ratos deveria
estar melhor relacionada ao periodo entre 5 e 9 dias da forga aplicada. Li et al.
(2013) detectaram que a partir do 9° dia até o 12° dia ocorriammaiores lacunas de
reabsorcdo O0ssea com um numero significante de osteoclastos, bem como uma
maior taxa de movimentacao dentaria.

Dessa forma, a movimentacédo dentaria docorre de uma série de eventos
biologicos capazes de alterar os mediadores inflamatdrios relacionados a
remodelacdo Ossea. Nesse contexto, farmacos que interferem nos processos
inflamatorio e reabsortivo 6sseo podem influenciar de alguma maneira o curso do

tratamento ortodéntico, por interferirem nos diversos processos metabolicos 0sseos.

1.3 Abordagens farmacoldgicas
1.3.1 Atorvastatina calcica

A atorvastatina, membro da classe farmacolégica das estatinas, consiste
em um inibidor da 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase (HMG-CoA), a qual
desempenha a funcdo de catalisar a etapa limitante da sintese do colesterol,
convertendo HMG-CoA em mevalonato (ENDO et al., 1977; ISTVAN, 2003). As
estatinas possuem seu uso associado ao tratamento da hipercolesterolemia
(MARON; FAZIO; LINTON, 2000) e de doencas cardiovasculares (REINER, 2013),
além de reduzirem os riscos de eventos coronarianos e cerebrovasculares (BRUGTS
et al., 2009). Ainda, sabe-se que as estatinas podem interferir na reducéo de risco
de desenvolvimento de cancer (SINGH; SINGH, 2013).

As estatinas se ligam a HMG-CoA redutase em concentracfes
nanomolares, promovendo o deslocamento do substrato natural, HMG-CoA
(ISTVAN; DEISENHOFER, 2001). A inibicdo da biossintese do colesterol é

acompanhada por um aumento na expressdo do receptor da lipoproteina lipase
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hepatica, o0 que promove a captacdo e remocao do colesterol na corrente sanguinea
(VEILLARD; MACH, 2002).

Diversos estudos tém elucidado os mecanismos anabdlicos 0sseos
promovidos pelas estatinas. Sabe-se que, por inibirem a HMG-CoA redutase, esses
farmacos bloqueiam a sintese do mevalonato e, consequentemente, seus produtos
(farnesil pirofosfato e pirofosfato de geranilo) (TONG; HOLSTEIN; HOHL, 2005), os
quais sdo relacionados a prenilacdo de proteinas GTPases, como Rho e a
maturacado e integridade do citoesqueleto do osteoclasto. Dessa forma, as estatinas
podem interferir na diferenciacdo de osteoclastos, reduzindo a reabsorcdo 0ssea,
como também, na estimulacdo da formacdo Ossea, visto que aumenta as
expressodes de proteina morfogenética 0ssea tipo 2, osteocalcina, fosfatase alcalina,
colageno tipo 1, fator de crescimento endotelial vascular e a diferenciacdo de
osteoblastos (WEIVODA; HOHL, 2011; MAEDA et al., 2004).

Existem dois subtipos de estatinas comercialmente disponiveis. As
naturais sao derivadas de fermentacdo e incluem a sinvastatina e pravastatina,
sendo a primeira a mais potente. As demais, as estatinas sintéticas, as quais
incluem a atorvastatina, rosuvastatina e fluvastatina, devido a alteracdo na molécula
mevastatina, possuem uma maior poténcia em relacdo as estatinas naturais
(HORIUCHI; MAEDA, 2006).

As estatinas em geral possuem uma taxa de absorcao entre 30% e 98%
da dose e atingem uma concentragdo maxima no plasma em até 4 horas apos sua
administrac@o. A absorcao diaria pode variar de acordo com o horario de tomada e a
de ingestédo de alimentos (PAN et al., 1990; TSE; JAFFE; TROENDLE, 1992; CILLA
et al., 1996; MUCK et al., 1997; GARNETT, 1995). Em relagdo a ingestdo de
alimentos, esta pode reduzir significantemente a biodisponibilidade da atorvastatina
(RADULOVIC et al., 1995). Entretanto, quanto aos efeitos hipolipemiantes, estes
farmacos possuem eficacias semelhantes, independente do horario da
administracdo (PAN et al., 1990; TSE; JAFFE; TROENDLE, 1992; CILLA et al.,
1996; MUCK et al., 1997; GARNETT, 1995). Quanto a metabolizac&o, esta ocorre
predominantemente no figado pelas enzimas do citocromo P450. A inibicdo da
HGM-CoA redutase depende parcialmente dos metabdlitos ativos. Para a
atorvastatina, os principais metabodlitos sdo os acidos 2-hidroxi e 4-hidroxi
atorvastatina (BOTTORF; HANSTEN, 2000; JACOBSEN et al., 2000). A via

predominante para a eliminacdo da maioria das estatinas é atraveés da bile apos o
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metabolismo hepético. Consequentemente, a disfuncdo hepética consiste em um
fator de risco para miopatia induzida por estatinas, devendo-se restringir a
prescricdo de estatinas para pacientes com hepatopatias (MARON; FAZIO; LINTON,
2000).

Além desses efeitos clinicos, as estatinas também sdo reconhecidas por
seus efeitos pleiotropicos, incluindo o anabolismo 6sseo e ac¢des vasodilatadoras,
antitrombdticas, antioxidantes, anti-inflamatoérias e imunossupressoras (ZHANG et
al., 2014; MUNDY et al.,, 2001). Sabe-se que as estatinas podem influenciar o
metabolismo 6sseo pela inibicdo da apoptose de osteoblastos e supressdo da
osteoclastogénese. A literatura demonstra que esses farmacos podem estimular a
formacdo Ossea pela sinalizacdo da via TGF-B/SMAD3, visto que esta via esta
relacionada a supressao da atividade apoptotica osteblastica (KAJI et al., 2008). A
formacdo Ossea promovida pelas estatinas também pode ser explicada pelo
estimulo ao VEGF (WONG; RABIE, 2004), uma vez que este pode induzir a
proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos, através da atividade das células
endoteliais em produzir fatores osteoanabodlicos (DECKERS et al., 2000). Ainda,
sabe-se que as estatinas podem modular a atividade de osteoclastos através da
sinalizacdo da via RANK/RANKL/OPG pela regulacdo de receptores de estrégeno
(SONG et al.,, 2008). Kim et al. (2012) demonstraram um mecanismo adicional
associado a inibicdo da osteoclastogénese pela atorvastatina. Segundo esses
autores, este farmaco pode inibir o RANKL nos sinovidcitos de pacientes com artrite
reumatoide de maneira dose-dependente, prevenindo a destruicdo 6ssea.

A respeito dos efeitos benéficos particularmente da atorvastatina na
densidade mineral éssea, ndo h4 um consenso na literatura. Apesar de Bone et al.
(2007) néo ter encontrado uma mudanca significante na densidade mineral 6ssea e
nos niveis de marcadores bioquimicos de pacientes sob uso de atorvastatina, Pérez-
Castrillon et al. (2008) mostraram que esse farmaco foi capaz de aumentar os niveis
de vitamina D em 33% e causou um estimulo na densidade mineral em pacientes
com doencgas cardiovasculares.

Estudos também tém observado resultados positivos das estatinas na
progressao da periodontite. Esta € considerada uma doenca inflamatéria crénica em
resposta a infec¢do polimicrobiana. Caracteriza-se pela destruicdo tecidual como
consequéncia da alteracdo no equilibrio entre a microbiota dos tecidos periorais e a

resposta do hospedeiro em individuos susceptiveis (PAGE; KORNMAN, 1997;
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SANZ; WINKELHOFF, 2011). Nesse contexto, Fajardo et al. (2010) observaram que
a atorvastatina proporcionou melhoras nos parametros periodontais, mobilidade
dentaria e profundidade radiografica nos defeitos intraésseos. Quanto a atividade
anti-inflamatoéria das estatinas, estudos evidenciam que a associac¢ao do uso desses
farmacos e o tratamento periodontal podem reduzir significativamente a
concentracédo de TNF-a, IL-1B e IL-6 no fluido crevicular gengival (FENTOGLU et al.,
2012; SURESH et al., 2013). Ao analisar radiograficamente a perda éssea alveolar
induzida por ligadura, Goes et al. (2010) observaram que 9 mg/kg de atorvastatina
durante 11 dias foram capazes de reduzir cerca de 43% a perda 0ssea, mostrando o
seu efeito antirreabsortivo. Posteriormente, Balli et al. (2014), em um modelo de
periodontite semelhante destacaram que a administracao de atorvastatina promoveu
um decréscimo na perda 6ssea alveolar e na perda do nivel de insercdo clinica,
além de aumentar a imunorreatividadede VEGF e diminuir a atividade de
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9).

Quanto a osseointegracdo de implantes, Du et al. (2009, 2011)
enfatizaram que a sinvastatina melhorou a osseointegracdo de implantes de titanio,
como também aumentou os niveis sorolégicos de marcadores da formacdo 6ssea,
principalmente a fosfatase alcalina 6ssea.

Quanto aos efeitos adversos, as estatinas sdo comumente bem toleradas.
A maioria desses efeitos € leve, como desconforto gastrointestinal. A atorvastatina
possui boa relacdo custo-beneficio (COSTA-SCHARPLATZ et al., 2008), quando
comparada a outras estatinas (NEWMAN et al., 2008), tornando-se uma abordagem
terapéutica importante na prética clinica. O principal problema associado a terapia
com estatinas consiste na hepatotoxicidade caracterizada por um aumento de
transaminases hepdticas, lesdes hepatocelulares e colestaticas, reacdes do tipo
autoimune e insuficiéncia hepatica fulminante (LIU et al., 2010). De fato, Ellesat et al.
(2010) revelaram que a atorvastatina e a sinvastatina promoveram efeito citotoxico
dose-dependente em hepatdécitos, entretanto, a atorvastatina apresentou-se menos
toxica. Além disso, pode ocorrer mialgia em aproximadamente 10% dos pacientes,
podendo progredir para rabdomidlise, geralmente caracterizada por necrose massiva
muscular, mioglobinuria e insuficiéncia renal aguda (WILLIAMS; FEELY, 2002). Os
efeitos adversos séo geralmente devido a altas dosagens de estatinas ou interacoes
medicamentosas excessivas que inibem o metabolismo da estatina. Ao avaliar a

seguranca das estatinas na dislipidemia em pacientes diabéticos, Bener et al. (2014)
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evidenciaram que os farmacos avaliados apresentaram seguranca nas funcdes
musculares e hepéticas e a administracdo de atorvastatina resultou em menor

namero de pacientes com microalbuminuria.

1.3.2 Alendronato de sdédio

O alendronato de sédio pertence a classe dos bisfosfonatos, analogos
sintéticos dos compostos de pirofosfato, e apresenta a capacidade de inibir
potencialmente a reabsorcdo éssea, podendo ter seu uso relacionado as doencas
que interferem no metabolismo 6sseo, como osteoporose (IMAI, 2013), Doenca de
Paget (SILVERMAN, 2008) e metastases O0sseas (RUSSEL et al., 2008). Essa
atividade pode ser explicada pela alta afinidade dessa classe farmacolbégica a
hidroxiapatita, desempenhando ac¢des sobre os osteoclastos e no 0osso neoformado
(DOMINGUEZ et al., 2011).

Estudos tém procurado elucidar os mecanismos moleculares da acao dos
bisfosfonatos, tornando possivel a divisdo dessa classe farmacolégica em dois
subgrupos estruturais. O primeiro grupo abrange os bisfosfonatos nao-nitrogenados
(etidronato, clodronato, tiludronato), cujos metabdlitos promovem o bloqueio da
funcdo dos osteoclastos pela inibichio de enzimas dependentes de ATP
(LEHENKARI et al., 2002). Por outro lado, os bisfosfonatos nitrogenados
(alendronato, risedronato, zoledronato) bloqueiam a via do mevalonato, interferindo
na enzima farnesil pirofosfato sintetase (FPP) (BALLANTYNE, 2015).
Consequentemente, havera um decréscimo nos seus produtos (farnesil pirofosfato e
pirofosfato de geranilo) (BERGSTRON et al., 2000), os quais sdo necessarios para a
modificacdo pos-translacional (prenilagcdo) de proteinas como as GTPases
(ROGERS, 2004). Estas desempenham um papel significante na sinalizacdo de
proteinas que regulam uma variedade de processos celulares para funcdo de
osteoclastos, incluindo a organizacao do citoesqueleto (ZHANG et al., 1995; KE et
al., 2013). Assim, esses farmacos possuem habilidade de promover a apoptose dos
osteoclastos, enquanto em ostedcitos e osteoblastos, os bisfosfonatos podem
exercer efeitos positivos, uma vez que protegem essas células da apoptose induzida
por glicocorticoides in vitro e promovem a diferenciacdo osteoblastica (PLOTKIN;
MALOLAGAS; BELLIDO, 2006; JEONG et al., 2013).
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Os bisfosfonatos podem ser administrados pelas vias intravenosa e oral, o
que pode interferir na sua biodisponibilidade. Os bisfosfonatos nitrogenados,
amplamente utilizados, tém uma absorcdo de aproximadamente 0,7% e 0s néo-
nitrogenados possuem uma absorcao ligeiramente superior a 2-2,5%. Além disso, a
absorcdo oral pode ser reduzida na presenca de alimentos, célcio, magnésio,
aluminio e pH gastrico elevado (CREMERS; PILLAI; PAPAPOULOS, 2005; DUNN;
GOA, 2001; GERTZ et al.,, 1995). Quanto a distribuicdo desses farmacos no
organismo, sabe-se que um a dois tercos dos bisfosfonatos tornam-se incorporados
no esqueleto e o restante é excretado na urina apés a administracdo. A utilizacédo
desses farmacos resultam em uma reducdo substancial dos marcadores de
remodelacdo Ossea, como telopeptideo N-terminal do colageno tipo 1 e fosfatase
alcalina sérica, atingindo um efeito maximo em 3 a 6 meses, e se mantendo em um
estado estacionario de no minimo 10 anos com a continuag¢éo do tratamento (BONE
et al., 2004).

Os bisfosfonatos se acumulam ao tecido 6sseo por um longo periodo de
tempo, favorecendo a formacdo de um reservatorio o qual continua a ser liberado
por meses ou anos apdés o tratamento ser interrompido (PAPAPOULOUS;
CREMERS, 2007). A quantidade de alendronato liberada ap6s um tratamento de 10
anos é equivalente a um quarto da dose usual (RODAN et al., 2004). Dentre os
representantes desta classe farmacoldgica, o acido zoledrbénico e o alendronato
destacam-se pela maior afinidade 0ssea e pela acdo farmacoldgica residual mesmo
apos a descontinuacao do farmaco (RUSSEL et al., 2008).

Dentre as indicagcbes para o uso de bisfosfonatos, destaca-se a
osteoporose, caraterizada por uma perda e deterioracdo da arquitetura 0Ossea,
colaborando para um aumento no risco de fraturas (BROWN et al., 2014). Nesse
contexto, os bisfosfonatos podem promover beneficios, reduzindo os sinais da
progressdo da doenca. A respeito dos marcadores da remodelacdo 6ssea, como
fosfatase alcalina e telopeptideo N-terminal do coldgeno de tipo 1, comprovou-se
gue o alendronato possui propriedades em reduzir os niveis bioquimicos desses
marcadores (MUKAIYAMA et al., 2015), aumentando a densidade mineral e
diminuindo o risco de fraturas em mulheres na pdés-menopausa e em homens com
osteoporose ou osteopenia (BONE et al., 2004; ENSRUD et al., 2004; IWAMOTO;
UZAWA, 2014). Ainda, demonstrou-se que o alendronato também pode promover

beneficios na preservacéo do osso trabecular (DI GREGORIO et al., 2015). De fato,
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estudos mostram efeitos potentes dos bisfosfonatos na reabsorcdo 6ssea, uma vez
que estes foram associados ao decréscimo dos niveis de RANKL e ao aumento da
expressdo de OPG em osteoblastos humanos (PAN et al.,, 2004; VIERECK et al.,
2002).

Considerando que a periodontite consiste em uma doenca
imunoinflamatéria caracterizada pela destruicdo 6ssea, muitos estudos tém avaliado
os beneficios do alendronato de sddio nessa condicao. Goes et al. (2012) mostraram
gue o alendronato foi capaz de prevenir a reducdo da fosfatase alcalina e a perda
Ossea alveolar e promover reducdo do infiltrado inflamatério gengival, confirmando
as vantagens da utilizacdo desse farmaco na periodontite experimental. Em estudo
clinico, o gel de alendronato em uma concentracdo de 1% diminuiu, de forma
significante, a profundidade de sondagem e aumentou o nivel de insercéo clinica em
pacientes com periodontite agressiva (SHARMA; PRADEEP, 2012).

Apesar desses beneficios no tecido 6sseo, a administracdo clinica de
alendronato pode provocar alguns efeitos adversos, incluindo a osteonecrose dos
maxilares, fraturas atipicas subtrocantéricas e associadas a diafise do fémur e
cancer de es6fago (BROWN et al., 2014; OROZCO; MAALOUF, 2012).

Define-se a osteonecrose dos maxilares como uma area 6ssea exposta
na regido maxilofacial, ndo-cicatrizavel em 8 semanas e presentes em pacientes que
estdo recebendo bisfosfonato ndo submetidos a radioterapia na regido de cabeca e
pescoco (RASMUSSON; ABTAHI, 2014). H4 evidéncias que existe uma relagcéo
entre a dose e o tipo de bisfosfonato administrado e o desenvolvimento da
osteonecrose, Visto que a incidéncia em pacientes sob tratamento com altas doses
de bisfosfonatos utilizados na indicagcdo oncologica € estimada entre 1 e 10%,
enguanto em pacientes recebendo doses farmacoldgicas menores para o tratamento
da osteoporose, a incidéncia é cerca de 1:10000, relacionando-se a duracdo do
tratamento (RUGGIERO et al., 2009; KHAN et al., 2009; COMPSTON, 2011). Alguns
fatores podem aumentar o risco para osteonecrose, como extracdo dentaria ou
outros procedimentos cirurgicos na cavidade oral, quimioterapia, doenga periodontal,
supuracao local, terapia com glicocorticoides, diabetes e imunossupressao (KHAN et
al., 2015).

Apesar de existirem evidéncias de que os bisfosfonatos podem reduzir o
processo de movimentagdo dentaria, ainda ndo ha estudos que confirmem que o

tratamento ortodéntico pode aumentar o risco a osteonecrose. Quanto a patogénese
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da doencga, varios mecanismos tém sido relacionados ao desenvolvimento deste
quadro, incluindo a supressédo da renovacao 0ssea maxilar, infec¢do e inflamacéao,
inibicdo da angiogénese e efeitos imunomodulatorios. Assim, a etiologia da doenca
ndo se apresenta completamente elucidada (COMPSTON, 2011). Entretanto,
sugere-se que esta condicdo inicia-se com uma osteomielite, cuja manutencdo €&
realizada por bactérias presentes na cavidade oral, como Actinomyces e
Staphylococcus (RASMUSSON; ABTAHI, 2014). Além disso, tém-se associado o
desenvolvimento da osteonecrose a doencas e procedimentos na cavidade oral, tais
como, doenca periodontal, exodontias, implantes dentérios, traumas provocados por
dentaduras (COMPSTON, 2011).

A respeito do risco de fraturas atipicas femurais, paradoxalmente,
diversos estudos tém mostrado uma associacdo entre os bisfosfonatos e a
ocorréncia desses eventos adversos. De fato, Odvina et al. (2010) demonstraram
que a terapia com alendronato e risedronato aumentaram o risco de fraturas e
sugeriram que este resultado pode estar relacionado a supressdo da renovacao
0ssea, com consequente acumulo de microdanos e desenvolvimento de 0sso
hipermineralizado. Giusti et al. (2011) evidenciaram que a maioria das fraturas
atipicas ocorreram com o uso prolongado de alendronato, e relacionaram este fato a
biodisponibilidade e uso generalizado do farmaco. Entretanto, é necessario destacar
gue os beneficios dos bisfosfonatos em prevenir as fraturas associadas a
osteoporose ultrapassam os riscos de fraturas femurais atipicas (BROWN et al.,
2014).

Quanto ao risco de cancer de es6fago, ndo ha explicacbes consistentes
do seu risco aumentado com o uso de bisfosfonatos, uma vez que estudos tém
demonstrado resultados controversos em relacdo a ocorréncia desse tipo de cancer
e a administracdo desses farmacos pela via oral (CARDWELL et al., 2010; GREEN
et al., 2010; ABRAHAMSEN et al., 2012).

Considerando que o surgimento de efeitos colaterais sdo importantes,
especialmente dos bisfosfonatos, os quais podem ser encontrados incorporados a
matriz 6ssea mesmo apdés anos de cessado seu uso (WATTS; DIAB, 2010),
abordagens que visem propiciar interacées medicamentosas vantajosas podem ser
Uteis. Nesse sentido, estudos utilizando combinagbes diversas tais como
sinvastatina, alendronato e ciclodextrina beta resultaram em menor perda 6ssea na

periodontite induzida por LPS (PRICE et al., 2013). De fato, outros autores
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demonstraram que subdosagem de alendronato combinada a dosagem de
atorvastatina foram capazes de prevenir a perda 0ssea e a resposta inflamatéria no
modelo de periodontite induzida por ligadura em ratos (GOES et al., 2014).

Os mecanismos de acao de ambos os farmacos esta representados na figura 5.
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Figura 5. Mecanismos de agdo dos bisfosfonatos e das estatinas na via do mevalonato. As
estatinas podem exercer seus efeitos antirreabsortivos ao interferir na via do mevalonato pela inibicédo
da HGM-CoA redutase e ao estimular receptores de estrogeno (ER) que regulam o eixo
RANK/RANKL e OPG. Ainda, sabe-se que as atorvastatinas podem exercer efeitos anabdlicos ao
reduzir a apoptose de osteoclastos via TGF-B/SMAD3 e pelo aumento da produgdo de VEGF e
BPM2 Por sua vez, os bisfosfonatos (BFs) possuem seus efeitos antirreabsortivos também
interferindo na organizacdo estrutural do citoesqueleto de osteoclastos. Fonte: Ruan, Zheng, Wang,
2012 (Adaptado pelo autor).
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2 JUSTIFICATIVA

Os avancos cientificos e tecnolégicos, associados a modernizagdo de
técnicas e procedimentos em saude tém resultado a sociedade um aumento de
acessibilidade a diversos servicos de maior qualidade e efetividade, especialmente
em saude bucal. Estes aspectos, somados a um maior nivel de conhecimento da
populacdo em geral acerca de suas necessidades em termos de saude e estética,
tém contribuido ao nimero crescente de pacientes adultos que buscam tratamento
ortoddntico. Contudo, as diferencas anatdmicas e fisioldgicas, a situagédo periodontal
ou restauradora, a auséncia de potencial de crescimento, grau de reabsorcéo
radicular, presenca de disfuncdes temporomandibulares, bem como a histéria
médica e uso de varias medicacfes, dentre outros, podem interferir na evolucdo da
remodelacdo éssea e devem ser consideradas no planejamento do tratamento
desses pacientes, fazendo-se necessarios estudos continuos tanto com o objetivo
de conhecer mecanismos intrinsecos do metabolismo 6sseo alveolar, bem como os
mecanismos relativos as acbes de farmacos potencialmente capazes de interferir
nesses processos.

Nesse contexto, o uso de modelo animal de movimentacdo dentaria
induzida por forca aplicada a uma estrutura dental confere uma maneira simples de
mimetizar os principais eventos de remodelacdo 6ssea vista em humanos, como
reabsorcdo e neoformacdo 6sseas. Ainda, farmacos utilizados para tratamento de
condicbes médicas diversas podem influenciar o processo do movimento dentério,
reduzindo ou aumentando a velocidade da movimentacdo e exercendo efeitos nas
células envolvidas na remodelacdo do tecido 6sseo e do ligamento periodontal.
Entdo, pareceu razoavel avaliar a atividade da atorvastatina e do alendronato, e sua
combina¢do, com o intuito de melhor compreender seus efeitos antirreabsortivos

0sseos no curso da movimentacdo dentéria induzida.



34

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi verificar os efeitos anti-inflamatorios e
antirreabsortivo da atorvastatina, do alendronato e de sua combinacdo na

movimentag&o dentaria induzida..

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da ATV e do ALD através de:
e Mensuracdo da movimentacdo dentaria atraves de medidas
macroscopicas diretas;
e Microscopia do osso alveolar e ligamento periodontal (histometria e
imunohistoquimica para RANKL, OPG e TRAP);
¢ Dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO) gengival;
e Dosagens dos niveis gengivais de IL-1 por ELISA;

e Dosagem sérica de fosfatase alcalina 6ssea.
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4 METODOLOGIA
4.1 Animais selecionados

Foram utilizados 98 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com massa
corporea entre 180 e 220 gramas e com aproximadamente trés meses de idade.
Esses animais foram procedentes do Biotério Central do Campus do Pici, da
Universidade Federal do Ceara (UFC), transferidos para o Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina (FAMED)
Fortaleza-CE, e mantidos em gaiolas apropriadas, com o maximo de 6 animais em
cada uma delas. Estes receberam racdo comercial balanceada apropriada e agua a
vontade, e permaneceram nas mesmas condigdes ambientais durante o0s
experimentos. Todos os esfor¢cos foram realizados no sentido de diminuir o nimero
de animais e seu sofrimento, com base nas orientacdes para pesquisas com animais
e o estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Ceara-CE, Brasil (nimero de protocolo 21/14).

4.2 Aparelhos e instrumentos laboratoriais

e Abridor de boca de rato (conformado pelo Laboratorio de Farmacologia
Oral-UFC, Fortaleza-CE, Brasil);

e Agitador magnético 7252 (Fisatom, Sdo Paulo-SP, Brasil);

e Agitador Vortex (Phoenix, Araraquara-SP, Brasil);

e Alcobmetro Gay-Lussac (Incoterm, Porto Alegre-RS, Brasil);

e Algodao e gaze (CREMER®, Blumenau-SC, Brasil);

e Alicate ortodéntico de corte de amarrilho (Quinelato® - ref. Q0.151.00; Rio
Claro-SP, Brasil);

e Balanca digital BS3000 (Bioprecisa BS3000, Curitiba-PR, Brasil);

e Balanca digital modelo MF6/1 (Filizola, Sdo Paulo-SP, Brasil);

e Balanca eletrbnica de precisdo (Sartorius BL 210S, Gotinga — Baixa
Saxoénia, Alemanha);

e Balanca eletronica de precisédo FA2104N (Bioprecisa, Curitiba-PR, Brasil);

e Banho-maria digital NT 245 (Nova Técnica Equipamentos, Piracicaba-SP,
Brasil);

e Centrifuga 80-2B (Centribio, Sdo Paulo-SP, Brasil);

e Centrifuga Eppendorf — 5804R (Eppendorf, Hamburgo-HA, Alemanha)
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e Destilador modelo 016 (Fabbe Primar, Sdo Paulo-SP, Brasil);

e Espétula 7 (Golgran, S&o Caetano do Sul-SP, Brasil);

e Espectrofotdmetro Uv-5100B (SENOVA, Xangai, China);

e Fio de amarrilho de aco inox de 0,008 polegadas (Morelli® - ref. 55.01.208;
Sorocaba-SP, Brasil);

e Fotopolimerizador Led (Ecco® - Campinas-SP, Brasil);

e Freezer a -80 °C (Revco Elite Plus — Thermoscientific, San Jose, EUA);

e Homogeneizador de amostras — Polytron PT10-35 (Kinematica, Lucerna,
Suica);

e Leitor de placas tipo ELISA modelo ELX 800 (BioTek Instruments,
Winooski-Vermont, EUA);

e Maquina de gelo EGE 300M (Everest, Rio de Janeiro-RJ, Brasil);

e Microscopico optico (Nikon Eclipse Ci, Toquio-Honshu, Japéo);

e Microscopio modelo 175045 (Zeiss, Oberkochen-Baden-Wirttemberg,
Alemanha);

e Mola fechada de niquel-titanio (Morelli®ref. 35.20.064; Sorocaba-SP,
Brasil);

e Motor cirargico (Driller®, Carapicuiba-SP, Brasil);

¢ Pinca clinica (Golgran, Sdo Caetano do Sul-SP, Brasil);

e Pipetas automaticas (LABMATE+, Varsévia, Polonia);

e Porta-agulha Mathieu (Golgran, S&do Caetano do Sul-SP, Brasil);

¢ Refrigerador biplex 350 (Cénsul, Sdo Paulo-SP, Brasil);

e Tensidbmetro (Morelli® - ref.75.02.009, Sorocaba-SP, Brasil);

e Tesoura cirargica (Golgran, Sdo Caetano do Sul-SP, Brasil).

4.3Farmacos, Reagentes, Solucdes e outros materiais de consumo

e Agua destilada;

e Alcool etilico absoluto (Dinamica, Diadema-SP, Brasil);

e Alendronato de sédio (Fosamax®, Merck Sharp Dohme - MSD, Kenilworth-
Nova Jérsei, EUA);

e Atorvastatina (Lipitor®, Pfizer, Sdo Paulo-SP, Brasil);

e Corante rapido de hematoxicilina e eosina (NewProv®, Pinhais-PR, Brasil);
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e EDTA P.A. (Dinamica, Diadema-SP, Brasil);

e Formaldeido 37,5% (Dinamica, Diadema-SP, Brasil);

¢ Ketamina (Cetamin® — Syntec®, Hortolandia-SP, Brasil);

e Resina Composta (LLiS — FGM®, Joinville-SC, Brasil);

e Soro fisiolégico 0,9% (NaCl 0,15 M) Frasco com 500 ml (ADV, Nova Odessa-
SP, Brasil);

e Xilasina (Xilazin® — Syntec®, Hortolandia-SP, Brasil).

4.4Protocolo Experimental

4.4.1 Curso temporal da Movimentacédo dentaria induzida (MDI)

Nesse estudo, foi utilizado um modelo de movimentacao dentaria induzida
(MDI) por dispositivo ortodontico descrito anteriormente por Heller e Nanda, em
1979, e adaptado em nosso laboratério por Dutra, 2010. Heller e Nanda utilizavam
uma mola fechada, cuja ativagao correspondia a 50 gf, fixada entre o primeiro molar
superior direito e o incisivo direito. Em nosso modelo, realizou-se a MDI através de
molas fechadas de niquel-titanio (Morelli®-ref. 35.20.064; Sorocaba-SP, Brasil)
fixadas entre o primeiro molar superior esquerdo e 0s incisivos superiores por meio
de fio de amarrilho de aco inox de 0,008 polegadas (Morelli® - ref. 55.01.210;
Sorocaba-SP, Brasil). Para melhor adaptacdo e sustentacdo da mola, criou-se um
pequeno sulco na regido cervical dos incisivos centrais com o auxilio de um disco de
corte em um contra-angulo odontolégico sob irrigacdo com soro fisiologico e
realizou-se uma retencdo adicional por meio de resina fotopolimerizavel (LLIS -
FGM®, Joinville-SC, Brasil). A seguir, foi feita a ativacdo da mola de 1 a 2 milimetros,
correspondendo a 50 gf mensurada por tensidmetro (Morelli® - ref.75.02.009,
Sorocaba-SP, Brasil) (KARRAS et al.,, 2009; KAIPATUR et al., 2013). Nenhuma
ativacdo adicional foi feita durante os dias subsequentes, havendo apenas
monitoramento diério quanto a presenca ou ndo do dispositivo (Figura 6).

Inicialmente, foi avaliado o curso temporal da MDI por mola fechada. Para
tanto, grupos de 6 animais cada, sob anestesia por combinagédo de cloridrato de
guetamina (100 mg/kg-im) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg-im), foram eutanasiados
apos 6 horas, 1, 4, 7, 11, 14 e 21 dias de MDI, quando entdo as hemiarcadas foram

analisadas macroscopicamente e removidas para processamento histoldgico.
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Adicionalmente, foram removidas amostras de tecido gengival subjacente a area do
primeiro molar superior esquerdo para analise da atividade da enzima
mieloperoxidase (Figura 7) ou Elisa para citocinas. Em funcdo dos dados obtidos,
escolheu-se o 11° dia, uma vez que a partir deste dia houve uma maior taxa de

movimentacgdo dentaria induzida, para as devidas abordagens farmacologicas.

Figura 6. Fotografia do modelo experimental de movimentacdo dentaria induzida.
Posicionamento da mola fechada com fixa¢do no primeiro molar superior esquerdo e nos incisivos
superiores. Detalhe de resina na face vestibular dos incisivos para promover maior retencéo
mecanica (Fonte: Laboratério de Farmacologia Oral).

\

Colocagédo
da mola de
Anestesia niquel-
i Dia 0 que
Dia 0 titanio
Dia 0
Analise
histomorfométrica A
~ A §f
D El' § MPO
EDTA Formol .10%
: 1-2 dias & 3
30 dias .
Eutanasia
{ ? hora e dias
Andlise 1,4,7,11, 14
macroscopica e 21

Figura 7. Representacdo esquematica do curso temporal do modelo de movimentagao dentaria
induzida até 21 dias. Os animais, previamente anestesiados, foram submetidos a instalagdo da mola
de niquel-tithnio, e nos dias 1, 4, 7, 11, 14 e 21, ocorreu a eutanasia. As hemiarcadas foram
removidas para analises macroscopica e histolégica. Fonte: Elaborada pelo autor.



39

4.4.2 Grupos experimentais

Como explicitado anteriormente, escolheu-se o 11° dia, visto que a partir
deste ponto temporal da curva a MDI foi significantemente estabelecida em relacao
ao 1° dia. Entdo, seguiram-se as abordagens farmacologicas com a atorvastatina e o
alendronato, como monoterapia, ou por combinacdo das menores doses entre si. O
intuito de se utilizar as menores doses foi 0 de se observar o efeito sinérgico entre
ambas. Dessa forma, seguiram-se 0s seguintes grupos controles ou de tratamentos.
Durante 28 dias, realizou-se a administracdo de farmacos, e 11 dias antes do

término do periodo experimental, o dispositivo ortodéntico foi instalado (Figura 8).

Dia 0 Dia 17 Dia 28
Coleta djé sangue |nsta|;lc_:§o da Coleta djé sangue
Inicio dos Mola fechada Eutanasia
tratamentos Ni-Ti Registros de MDI
farmacoldgicos Remogao de Maxilas
e gengivas

Figura 8. Esquema cronolégico indicando os procedimentos especificos nos dias 0, 17 e 28.
Nos demais dias, os animais foram pesados e tratados conforme 0s grupos experimentais
Atorvastatina (ATV), Alendronato (ALD) ou ATV+ALD. Fonte: Elaborado pelo autor.

- Grupos Controle

Esses grupos foram constituidos por 8 animais cada, 0s quais receberam
por gavagem apenas o veiculo, dgua destilada (2 ml/kg), diariamente, durante 28
dias até a eutanasia, sendo que 17° dia os animais foram submetidos a MDI por mola
fechada de Ni-Ti, perfazendo um total de 11 dias de MDI.

-Grupos Atorvastatina (ATV)

Esses grupos foram constituidos por 8 animais cada, 0os quais receberam
por gavagem ATV (Lipitor®, Pfizer, Sdo Paulo-SP, Brasil) nas doses de 1, 3, 9 mg/kg,
diariamente, durante 28 dias até a eutanasia, sendo que 17° dia os animais foram
submetidos a MDI por mola fechada de Ni-Ti, perfazendo um total de 11 dias de MDI.
Essas doses foram escolhidas a partir dos estudos de Goes et al. (2010) e Farag,
Mohamed, Youssef, 2013.
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-Grupos Alendronato de sédio (ALD)

Esses grupos foram constituidos por 8 animais cada, 0s quais receberam
por gavagem ALD (Fosamax®, Merck Sharp Dohme, Kenilworth-Nova Jérsei, EUA)
nas doses de 1 e 7 mg/kg, semanalmente, durante 28 dias até a eutanasia, sendo
que no 17° dia os animais foram submetidos a MDI por mola fechada de Ni-Ti,
perfazendo um total de 11 dias de MDI. Essas doses foram baseadas nos estudos de
Karras et al. (2009) e Aguirre et al. (2010).

- Grupos combinac¢éo com atorvastatina e alendronato de sédio
Esses grupos foram constituidos por 8 animais cada, os quais receberam
por gavagem ATV na dose de 1 mg/kg e ALD na dose de 1 mg/kg, diariamente e
semanalmente, respectivamente, durante 28 dias. No 17° dia, os animais foram
submetidos a MDI por mola fechada de Ni-Ti, perfazendo um total de 11 dias de MDI.
A figura 9 demonstra, resumidamente, as atividades desenvolvidas e o

protocolo experimental.

A s s T W
] £ ’“{.1‘@ . / ’%’:@ Coleta de amostras
TR 3 N 3 | semauinese
Peso dos animais Anestel% §o— 'm"
Dia 0 Dia 0 v S
el |
\ Inicio da
administracao dos
farmacos
X Coleta de

'\ amostras

sanguineas __

] g 8 X S
? Histomorfometria 2 /!
« Areas do LP nos Al 3 p é/‘
LCelLT Analise =g~ MPOe 7&;
+ Areas hialinas macroscopica _ k\;*\ _Elisa =y X =
i ') Colocagao
m 4 4 da mola de
e ~y niquel-
T Imunohistoquimica \“‘"' - titanio
- RANKL Analise 5 " Dia 17
+- OPG microscépica '
« TRAP \l \y;ana’sia
ia 28

Figura 9. Representacdo esquematica do modelo de MDI por mola fechada Ni-Ti e abordagens
farmacolégicas. Os ratos receberam, por gavagem, agua destilada (H,Oq4, 2 ml/kg), Atorvastatina
(ATV 1, 3 e 9 mg/kg), alendronato (1 e 7 mg/kg) e combinacédo (ATV 1 mg/kg + ALD 1 mg/kg) durante
28 dias. No 17° dia, foi realizada a instalacdo do dispositivo ortodéntico entre o 1° molar superior
esquerdo e os incisivos superiores durante 11 dias, quando, entdo, foram eutanasiados e os
seguintes parametros avaliados: (1) Fosfatase alcalina dssea pela coleta de amostras sanguineas; (2)
Analise do tecido gengival através da atividade de mieloperoxidase (MPO) e de IL-1B por Elisa; (3)
Andlise macroscopica pela distancia entre incisivos e molares; (4) Analises microscépicas através de
histomorfometria e imunohistoquimica para RANKL, OPG e TRAP. LC: lado de compressédo. LP:
ligamento periodontal. LT: lado de tragdo. Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4.3 Analgesia pré-emptiva

No modelo de movimentacdo dentaria induzida, h4 a participacdo de
diversos mediadores inflamatorios que interferem no metabolismo 6sseo. Desta
forma, a administracdo de um analgésico pode interferir nesse processo. Conforme
0 art.11°, 885° e 6° da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008:

Art. 11. Compete ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia licenciar as
atividades destinadas a criagdo de animais, ao ensino e a pesquisa
cientifica de que trata esta Lei

[...]

§ 5% Experimentos que possam causar dor ou angustia desenvolver-se-4o
sob sedacéo, analgesia ou anestesia adequadas;

§ 6° Experimentos cujo objetivo seja o estudo dos processos relacionados a
dor e a angustia exigem autorizagao especifica da CEUA, em obediéncia a
normas estabelecidas pelo CONCEA.

Considerando que a dor também é um processo inflamatorio, justificamos
a nao utilizacdo de farmacos analgésicos antes do procedimento de colocacdo da
mola. Adicionalmente, tal justificativa se baseia por estudos prévios publicados na
literatura (DE OLIVEIRA et al., 2014; FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2015).

4.5Analise macroscépica

Imediatamente apos a eutanasia dos animais, foram feitas mensuragdes
da MDI, considerando 0s espa¢os entre 0s incisivos e 0s primeiros molares
superiores, tanto na hemiarcada desafiada, como também em sua contralateral. Tais
medidas foram registradas no dia da colocacdo da mola, ou seja, dia de inicio do
processo (Di) e na eutanasia, dia final (Df), com o auxilio de um paquimetro digital.
Assim, a quantidade de deslocamento dos molares no sentido mesial, foi calculada

segundo a formula:

MDI = [(Di — Df)hemiarcada MDI — (Di - Df)hemiarcada contraleral] X 100%

Dlhemiarcada contralateral
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4.6 Andlise histolégica

ApOs a realizagdo das analises macroscopicas, as hemiarcadas foram
removidas e fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas. A seguir, foram
desmineralizadas em EDTA a 10%, durante, aproximadamente, 30 dias.
Posteriormente, as hemiarcadas foram lavadas em agua corrente por 24 horas e,
apos a inclusdao em parafina, foram feitos os cortes seriados de 4 um em micrétomo
apropriado. As laminas obtidas foram coradas pelo método de hematoxilina e
eosina.

Na analise microscopica das hemiarcadas, foram considerados os cortes
transversais das raizes intermediaria (INT), distovestibular (DV) e distolingual (DL)

dos primeiros molares superiores (Figura 10).

INT
A
DV
DL
A

Figura 10. Fotomicrografia da area desafiada para analise histologica. Corte transversal da
maxila do rato no tergo cervical do primeiro molar esquerdo. No destague estao as raizes utilizadas
para a andlise histomorfométrica.

As imagens das laminas obtidas foram digitalizadas por um sistema de
analise, através de microscopio optico (Nikon Eclipse Ci, Toéquio-Honshu, Jap&o).
Nas fotomicrografias, identificaram-se as estruturas do ligamento periodontal, osso
alveolar, cemento, dentina e polpa (Figura 11A). Apds a aquisicdo das imagens,
foram quantificadas (%) as areas de compressdo e de tracdo do ligamento
periodontal, e hialinas no software NIS Elements Documentation®. Para tanto, foram

realizadas duas medidas, a primeira delimitada pelo trabeculado 6sseo (Figura 11B),
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e a segunda pelo cemento radicular (Figura 11C). A éarea total do ligamento
periodontal foi obtida, entdo, pela diferenca entre a primeira e a segunda medidas.
Posteriormente, foram calculadas as areas do ligamento periodontal nos lados de
com compressao e tragdo delimitadas por um angulo de 120° (Figuras 11D e 11E).

Desse modo, as areas de compressao e tracdo foram calculadas a partir
da razdo entre as areas compreendidas por esse angulo no lado de compresséo e
tracdo, e area total do ligamento periodontal. Em seguida, foram contornadas areas
hialinas do ligamento periodontal, e obtida a razdo entre esta e area total do
ligamento periodontal, de forma a definir o percentual de areas hialinas no ligamento
periodontal de cada raiz (Figura 11F).

Devido a grande variabilidade do material biologico e a irregularidade da
estrutura 6ssea alveolar, foram padronizados os lados de compressédo e de tracéo
do ligamento periodontal como a area compreendida, nas suas respectivas regides,
dentro dos limites de um angulo de 120°. Este angulo, por sua vez, foi o escolhido
por abranger uma area consideravel (2/3 na mesial e 2/3 na distal da raiz) em cada
lado do ligamento periodontal, e impedir, com maior seguranca, que areas de
transicdo entre compresséo e tracdo do ligamento periodontal fossem consideradas

nas analises histomorfométricas.
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Area = 1853843,09p%*

Figura 11. Fotomicrografias com delineamento da quantificacdo das areas de compressao e
tracdo do ligamento periodontal, e areas hialinas. A. Fotomicrografia demonstrando as estruturas
do periodonto das raizes (oa: o0sso alveolar; d: dentina: c: cemento; p: polpa; Ip: ligamento
periodontal); B. Tracado em azul da &rea delimitada pelo trabeculado 6sseo; C. Tracado em verde da
area delimitada pelo cemento; D. Delimitacdo em vermelho da area do ligamento periodontal no lado
de compresséo dentro do angulo de 120°% E. Delimitagdo em laranja da area do ligamento periodontal
no lado de trac&o dentro do angulo de 120°; F. Delimitacdo em roxo das areas hialinas no ligamento
periodontal. A seta branca demonstra a direcdo da for¢a aplicada.
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4.7Anadlise da atividade de mieloperoxidase gengival

Esta andlise foi realizada para quantificar a atividade da enzima
mieloperoxidase, a qual consiste em uma enzima abundante nos granulos azurofilos
dos neutrdfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo de
neutrofilos ativos em processos inflamatérios em varios tecidos. O protocolo foi
realizado conforme metodologia descrita por Lima et al. (2005), adaptada de
Bradley, Christensen, Rothstein, 1982.

Para tanto, no 28° dia, o tecido gengival dos 8 animais de cada grupo
utilizados para andlise macroscopica da MDI, bem como a amostra da hemiarcada
contralateral foram removidos, mantidos a -80 °C em freezer e posteriormente
homogeneizados e processados para posterior andlise em Leitor Automético de
Placas. Assim, o tecido gengival foi pesado e triturado em solugcdo contendo NacCl
(100 mM), EDTA (15 mM) e NaPO4 (20 mM) e o homogenato foi centrifugado a 4 °C
por 15 minutos (3000 g). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para o
ensaio de ELISA. O pellet foi, entdo, submetido a solucdo hipotonica 900 ul de NaCl
a 0.2%; 900 pl de NaCl a 1,6%; 900 pl de glicose 5% e novamente centrifugado a 4
°C por 15 min (3000 g). O pellet final foi ressuspendido em solucéo contendo NaPQO4
a 50 mM e hexadecil-trimetil-brometode aménio (H-TAB), e homogeneizado a 4 °C
por 15 min (10000 g). O sobrenadante foi usado para o ensaio de MPO usando
tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H,O, (0,5 mM), e a concentragdo de MPO foi
determinada em absorbancia de 490 nm.

Os valores foram expressos em atividade de MPO por miligrama de
gengiva comparada a curva padrdo construida utilizando neutréfilos peritoneais de
ratos. Para alcancar este objetivo, a migracdo de neutréfilos foi induzida por injecéo
intraperitoneal de carragenina em ratos (300 pug por animal). Uma curva padrédo de
neutréfilos (> 90% de pureza) e os numeros de absorbancia foram obtidos por
processamento de neutréfilos purificados, como descrito acima, e 0 ensaio da

atividade de MPO foi realizado.

4.8Analise de IL-1B por ELISA

Esta analise foi realizada para quantificar os niveis de IL-13. O
sobrenadante resultante do ensaio da atividade de mieloperoxidase foi utilizado para

deteccao dos niveis de IL-18.


http://portuguese.alibaba.com/product-gs/hexadecyl-trimethyl-ammonium-bromide-ctab-htab-1631b-716221854.html
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Para a realizacdo do referido ensaio, o tecido gengival coletado foi
homogeneizado em tampéo PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 8,1 mM Na;HPO,, 1,5
mM KH,POy4, pH 7,2 — 7,4). Inicialmente, placas de 96 pocos foram incubadas por 12
h a 4 °C com anticorpo anti-IL-1B. Apés sensibilizacdo das placas, as amostras
foram adicionadas em duplicata e a curva padrdo serdo adicionadas em Varias
diluicdes e incubadas por 2 h a 4 °C. As placas foram entéo lavadas trés vezes com
solucdo tampdo PBS/Tween-20 (0,05% SIGMA) e incubadas com anticorpo
monoclonal biotinilado anti-IL-18 (1:1000 com BSA/Tween 1%). ApGs o periodo de
incubacdo a temperatura ambiente por 1 h, as placas foram lavadas e 50 pL do
complexo HRP-estreptavidina diluido 1:5000 foram adicionados. Decorridos 15
minutos, o reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD, 50 pL) foi adicionado e as
placas foram incubadas na auséncia de luz a 37 °C por 15 a 20 min. A reacédo
enzimatica foi interrompida com H,SO4 (1M) e a densidade 6ptica foi medida a 490
nm em espectrofotdmetro para anti-IL-13. As concentracdes das citocinas contidas
nas amostras foram calculadas a partir de uma curva padrdo com 11 pontos, obtida
por diluicdo seriada, sendo as concentracdes iniciais de 4000 pg/mL. O resultado foi

expresso em picograma de citocinas (CUNHA et al., 1993).

4.9Analise imunohistoquimica para deteccao de RANKL, OPG e TRAP

Para esta analise, os mesmos blocos utilizados na analise histologica
foram cortados em cortes seriados (4 pm) em laminas com poli L-lisina (Probe on
Plus®) adequadas para a técnica de imunohistoquimica. Inicialmente, os cortes
seriados foram desparafinizados em estufa a 60 °C e hidratados a temperatura
ambiente por meio de imersdes conseguintes em xilol, alcool 95% e agua destilada,
em determinados periodos de tempo para cada solucdo, para, em seguida, serem
imersos em solugdo tamponada 0,1M (tampéo de citrato, pH 6,0) sob aquecimento a
65°, por 30 minutos. Apos o resfriamento em temperatura ambiente durante 20
minutos, foram feitas incubacdo em peroxido de hidrogénio a 3 %, para bloqueio da
peroxidase endogena, intercaladas por lavagens com solucédo tamponada de fosfato
(PBS). A fim de se obter o bloqueio das ligacdes proteicas inespecificas, foi realizado

o bloqueio de proteina com BSA 5%.
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Posteriormente, a incubacdo com um dos anticorpos primarios anti-
RANKL (1:200), anti-OPG (1:100) ou anti-TRAP (1:100) foi feita durante a noite
(overnight), por 18 horas, a 4 °C. Apés esse tempo, realizou-se a lavagem seguida
da incubacdo com anticorpo (secundario) biotinilado anti-lgG, por 30 minutos, a
temperatura de 22 °C a 25 °C. Durante esse periodo, o complexo ABC foi preparado
para incubacao posterior, conforme instrucdes do fabricante.

Apoés nova lavagem com PBS, foi realizada a revelacdo da reacao através
de uma coloracao utilizando o cromoégeno 3,3 diaminobenzidina DAB/peréxido, por 2
a 3 minutos, a temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida com agua destilada
e as laminas foram contracoradas por hematoxilina de Meyer por 7 minutos, a
temperatura ambiente.

Os controles negativos foram processados simultaneamente como
descritos acima, sendo que o primeiro anticorpo foi substituido por PBS-BSA 5%.
Nenhum dos controles negativos mostrou imunorreatividade para RANKL, OPG e
TRAP (Apéndice A). Por fim, foi realizada a desidratacdo em uma série de
concentracbes de alcoois, e clareamento em xilol das amostras e finalmente, as

respectivas montagens das laminas e laminulas.

4.10 Dosagem sérica de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO)

Antes da instalacdo da mola (dia zero), e na eutanasia (dia 28), foram
coletadas amostras sanguineas para avaliacdo através de dosagem indireta da
isoforma dssea da Fosfatase Alcalina Total (FAT), a FAO. A quantificacdo foi
realizada seguindo a metodologia da inativacdo térmica das amostras (MOSS;
WHITBY, 1975) (Labtest®, Lagoa Santa-MG, Brasil).

Previamente, foram identificados os tubos de ensaio em Branco, Padréo e
Amostra. Adicionou-se entdo a quantidade de 250 pl do tampéao e 25 pl de substrato.
Em seguida, adicionou-se 25 pl da amostra nos tubos assim identificados e 25 pl de
padréo no tudo assim identificado inicialmente Todos os tubos foram aquecidos a 37
°C em banho-maria por 10 minutos. Em seguida, foi adicionada 1 ml do reagente de
cor, a fim de que fossem processadas as leituras espectrofotométricas em 590 nm.
Entdo, determinou-se a fosfatase alcalina O0ssea pela diferenca da dosagem da
fosfatase alcalina total (constituida pelas isoformas hepatica, entérica e 0ssea) e da



48

dosagem realizada com a amostra aquecida a 56 °C por 10 minutos, seguindo a

mesma sequéncia de passos descritos acima.

4.11 Aspectos Eticos

Todos o0s protocolos indicados neste estudo foram submetidos e
aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade
Federal do Ceara, sob o numero 21/14. Os pesquisadores envolvidos se esfor¢caram
em reduzir a0 minimo o numero de animais utilizados, bem como o sofrimento dos
mesmos, de acordo com 0s principios éticos para se trabalhar com animais de

laboratorio.

4.12 Anédlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da meédia, e as
para comparacdes entre os grupos foram utilizados Analise de Variancia (Anova)
seguida pelo teste de comparac¢des mdultiplas de Bonferroni. Em todas as situacdes,
foi adotado o nivel de significancia p<0,05.

O software utilizado para todas as andlises foi 0 GraphPad Prism® versao

6.0 e para Mac OS X (La Jolla-CA, EUA), com licenca devidamente autorizada.
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5 RESULTADOS

5.1 Curva Temporal da Movimentacao Dentaria Induzida (MDI)

A fim de estabelecer um dia ideal para as abordagens farmacoldgicas, foi
verificado o efeito da MDI nos dias 0, ¥ (62 hora), 1, 4, 7, 11, 14 e 21. Seguiram-se
as analises macroscopica e microscopica, e dosagem da atividade mieloperoxidase
do tecido gengival.

A partir das medidas dos espacos entre incisivos e 1° molares superiores
registradas antes da instalacdo da mola e depois, no momento da eutanasia, foi
possivel obter a quantificacdo da movimentacdo dentaria da hemiarcada desafiada,
em relacdo a sua contralateral. A figura 12 mostra que a instalacdo do dispositivo
ortodontico promoveu uma movimentacdo dentaria desde a 62 hora, sendo
significante a partir do 4° dia (p=0,0216), mantendo-se nesse nivel até o 7° dia
(p=0,0029), ambos em relagé&o ao ponto inicial da curva (0 dia). Finalmente, a partir
do 11° até o 21° dia, a MDI propriamente dita atingiu seus valores maximos,

apresentando-se significantemente maiores em relacéo ao dia 0 ou 1° (p=0,0022).

1017

Movimentacao dentéaria induzida(%)

Tempo (dias)

Figura 12. Curva temporal da movimentagéo dentéaria nos dias 0, ¥4, 1, 4, 7, 11, 14 e 21. A MDiI foi
realizada pela instalacdo de uma mola fechada de niquel titdnio entre o 1° molar superior esquerdo e
incisivos superiores. No dia da colocacdo da mola e nos dias escolhidos para a eutandsia, as
distancias entre incisivos e primeiros molares superiores esquerdo e direito foram mensuradas, e
expressas como percentual de movimentacdo dentaria. Os valores representam a meédia + erro
padrdo da média da MDI (%) de 6 animais por grupo. (ANOVA e teste de Bonferroni). *p<0,05 em
relacdo ao 0 dia; #p<0,05 em relacdo a 1 dia.

Nos respectivos dias das eutanasias dos animais, suas hemiarcadas apos

removidas e mensuradas, foram processadas para inclusdo em parafina. As
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imagens vistas nas laminas foram digitalizadas para a andlise histomorfométrica do
ligamento periodontal das raizes distovestibular, distolingual e intermediéria.
Calculou-se, entdo, uma média aritmética simples dos valores obtidos para
determinar a reducdo, o aumento ou a hialinizacdo das areas correspondentes ao
ligamento periodontal nas hemiarcadas submetidas a MDI e em suas respectivas

contralaterais.

Na figura 13, representam-se as areas do ligamento periodontal no lado
de compressdo das raizes analisadas em relacdo a area total do ligamento
periodontal. Nas raizes distovestibular (A) e distolingual (B), verificou-se uma
reducao significante do ligamento periodontal nos periodos da 62 hora (1/4 dia), 1° e
4° dias (p<0,05), enquanto que a partir do 7° dia, ndo houve diferenca significante
em relacdo ao Normal (p>0,05). Entretanto, na raiz intermediaria (C), ndo foram
demonstrados resultados significantes em relacdo a esta area quantificada. Assim, a
média das trés raizes analisadas (D), confirmou diferenca significante das areas de
pressdo na 62 hora e nos 1° e 4° dias, e a partir do 7° dia ndo houve diferenca

significante dessas areas em relagéo ao Normal.

IS
o
>

401 B

)

w
o
1

304

N
o
1

204

N

N
=}
1

104

P
4
2
7
7
7
%
7
4
%
%
4
7
7
7
7
%

R

N

Ry

=

93

e a areatotaldo LP (%
e a areatotaldo LP (%)

ASIIIISIIIIIIIIINIINSNS

AN
SN

2.
P2
%
%
%
%
%
%
%
%
P2
%
%
%
%
%
%
%
%%
%%
%%
%
%
%

o
1
AN
RO

0

Razédo entre a &rea de compressao
Razao entre a &rea de compressao

Normal1l/4

Normal1/4 1 7 11 14 21

4 4 7 11 14 21
MDI (dias) MDI (dias)

@
=)
1l
IS
o

EN

=)
w
o
1

w
S
:
R

W\
R

N
o
L

7
e
%
7
%
4
%
4
%
%
%
%
%
%

NI

W
WY
SRR

N
]
:
o
o
:
TS
Ry

NN
NS
RN

i
o
1

e a areatotaldo LP (%)
e a areatotaldo LP (%)
SIS IIIIIIIFINIIIIIINNNS

3

LLLLMbUOOIINY

0

o
1

Razdo entre a area de compressédo
Razédo entre a area de compressao

o [
i

Normal 1/4 1

7 11 14

Normal 1/4 1

7 11 14 21

4 4
MDI (dias) MDI (dias)

Figura 13. Analise histomorfométrica no lado de compressdo do ligamento periodontal nos
dias 1, 4, 7, 11, 14 e 21. (A) Raiz distovestibular no lado de compresséo; (B) Raiz distolingual; (C)
Raiz intermediaria; (D) Média dos valores obtidos da histomorfometria das trés raizes. Os valores
representam a média + erro padrao da média da razao entre a area de compresséo e a area total do
ligamento periodontal. (ANOVA e teste de Bonferroni) *p<0,05 em relagdo ao Normal.
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Na figura 14, representam-se as areas de tracéo do ligamento periodontal
das raizes analisadas em relagéo a area total do ligamento periodontal. Nas raizes
distovestibular (A) e distolingual (B), houve um aumento significante na area de
tracdo na 62 hora e nos 1° e 4° dias, e a partir do 7° dia, o LP ndo mostrou diferenca
significante em relagdo ao periodonto normal. Entretanto, na raiz intermediéria (C),
ndo foram demonstrados resultados significantes em relacdo a esta area
quantificada. Assim, a média das trés raizes analisadas (D), confirmou diferenca
significante das areas de tracdo na 62 hora e nos 1° e 4° dias, e a partir do 7° dia,

ndo houve diferenca significante dessas areas em relacdo ao Normal.
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Figura 14. Anélise histomorfomértica no lado de tracdo do ligamento periodontal nos dias 1, 4,
7, 11, 14 e 21. (A) Raiz distovestibular; (B) Raiz distolingual; (C) Raiz intermediaria; (D) Média dos
valores obtidos da histomorfometria das trés raizes no lado de tracdo. Os valores representam a
média * erro padrao da média da razdo entre a area de tracdo e a area total do ligamento periodontal.
(ANOVA e teste de Bonferroni). *p<0,05 em relacdo ao Normal.

Na figura 15, representam-se as areas hialinas do ligamento periodontal
das raizes analisadas. Estas areas estdo presentes no lado de compressao do
ligamento periodontal e sdo caracterizadas pela hipéxia e morte celular. Na
distovestibular (A), demonstrou-se que a MDI causou um aumento significante das
areas hialinas a partir da 62 hora até os 1° e 4° dias em relagdo ao Normal (p=
0,0207; p=0,0004; p<0,0001, respectivamente), retornando a normalidade a partir do
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14° dia (p>0,05). Na raiz distolingual, foi observado um aumento significante de
areas hialinas na 62 hora e nos 1° e 4° dias de MDI, em relacdo ao Normal
(p=0,0162; p=0,0093; p=0,0069, respectivamente), e decaindo a partir do 11° dia
(p=0,0174). Na raiz intermediaria (C), o pico de hialinizacdo ocorre com 1 dia de
MDI, comeca a decrescer a partir do 4° dia, e normalizando aos 14 dias, em relagao
aos valores normais. Assim, a média das trés raizes analisadas (D), confirmou
aumento significante de areas hialinas na 62 hora e nos 1° e 4° dias, decrescendo
partir do 7° dia (p<0,0001), e normalizando aos 14 dias. Em todas as raizes
analisadas, ndo houve diferenca significante entre os 14° e 21° dias, e relacdo a

hemiarcada Normal, quanto a presenca de &reas hialinas.
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Figura 15. Andlise histomorfomértica das areas hialinas no lado de compressédo do ligamento
periodontal nos dias 1, 4, 7, 11, 14 e 21. (A) Raiz distovestibular; (B) Raiz distolingual; (C) Raiz
intermediaria; (D) Média dos valores obtidos da histomorfometria das trés raizes no lado de
compressdo. Os valores representam a média = erro padrdo da média da razdo entre a &rea de
hialina no lado de compressdo e a area total do ligamento periodontal. (ANOVA e teste de
Bonferroni). *p<0,05 em relacdo ao Normal; #p<0,05 em relac¢éo a 1 dia.

Analisando-se a histomorfometria nos lados de tracdo e compresséao, bem
com as areas hialinas, concluiu-se que a raiz intermediaria deveria prescindir das

analises, visto que nao foi possivel constatar areas de compresséo e tracdo, de
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forma siginificante, quando comparadas as demais raizes, e considerando, ainda,
que nas fotomicrografias as raizes distolinguais apareciam, frequentemente,
fusionadas as raizes mesiolinguais, o que dificultou sobremaneira o processo de
analise, decidiu-se, portanto, para as futuras avaliagdes conjuntas as abordagens
farmacoldgicas, considerar apenas as raizes distovestibulares como a regido ideal
para a quantificacdo histomorfométrica das areas de compresséo, tracdo e hialinas
do ligamento periodontal. De fato, os valores dos referidos parametros avaliados na
raiz distovestibular muito se assemelham aos valores das médias das trés raizes
consideradas, porém, de forma muito mais correta.

A figura 16 ilustra as fotomicrografias de cortes transversais de raizes
distovestibulares nos diversos periodos analisados na MDI. Observa-se que no
ligamento periodontal de uma hemiarcada normal ndo ha a presenca de areas de
compressédo e tracdo, ou de areas hialinas, além da preservacao radicular. Apés 6
horas de movimentagdo, observa-se o inicio do aparecimento das éareas de
compressao, tracdo e de areas hialinas. Apés 1 dia de MDI, nota-se que ha areas de
compressao e tracao, e formacgao de areas hialinas, raiz descentralizada, em relacéo
ao ligamento periodontal, e sem danos em cemento ou dentina. No 4° dia, as raizes
também estdo descentralizadas, devido a compressao e a tracdo, além de formacao
de areas hialinas mais evidentes. Nessa fase, observa-se uma leve reabsorcéo
cementaria. Nos dias 7, 14, 11 e 21, observam-se que as raizes retornam a posicao
mais centralizadas em relagéo ao ligamento periodontal, as reabsorc¢des radiculares
e Osseas tornam-se mais intensas, porém, observa-se uma franca reducdo das

areas hialinas.
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Figura 16. Fotomicrografias dos cortes transversais das raizes distovestibulares. Aspecto de
uma raiz normal, e de raizes submetidas a MDI por forca Unica e continua de 50 gf na 62 hora e nos
dias 1, 4, 7, 11, 14 e 21. As setas azuis indicam dire¢do das for¢cas e as barras indicam 200 pm.
Coloracao H&E, 100x de magnitude.

Quanto a atividade de mieloperoxidase, observa-se, na figura 17, que em
todos os periodos de MDI analisados houve um aumento significante da atividade
desta enzima, quando comparado ao tecido gengival normal. Observou-se um pico
de atividade de MPO na 62 hora e no 1° dia, reduzindo para algo em torno de 42%
no 4° dia, e se mantendo aproximadamente nesses niveis até o 21° dia (p<0,05)

apos a instalagéo da mola.
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Figura 17. Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido gengival de animais submetidos a
movimentacgdo dentéria por 1, 4, 7, 11, 14 e 21 dias. Imediatamente apos a eutanasia dos animais,
amostras de tecido gengival subjacente & area desafiada, bem como das contralaterais (Normais)
foram removidas e processadas para andlise da atividade de mieloperoxidase. Os valores
representam a média + erro padrdo da quantificacdo de MPO (U x 103/mg de tecido) (Anova e teste
de Bonferroni). *p<0,05 em relacdo ao Normal; #p<0,05 em relacdo a 1 dia.

Considerando os resultados anteriores em conjunto, onde se observou
um pico de movimentacdo dentaria a partir do 11° dia, atingindo um platé até o 21°
dia de MDI, e microscopicamente, também nesse periodo as raizes retornaram a
posicdo mais centralizada no ligamento periodontal e apresentaram maiores
reabsorcfes, o que culminou em franco processo de remodelacdo Ossea. Assim,
optou-se por definir o periodo de 11 dias como o ideal para se avaliar as diferentes

abordagens farmacoldgicas.



56

5.2 Abordagens farmacoldgicas

5.2.1 Anélise macroscopica

A figura 18A ilustra o efeito da instalacdo da mola entre molares e
incisivos superiores durante 11 dias, onde se observa intensa movimentagao
dentaria em decorréncia da mesializacdo dos molares em resposta a forca aplicada
ao dispositivo ortodéntico. Considerando-se que, concomitantemente a mesializacao
dos molares desafiados, ocorre a palatinizacdo dos incisivos, as medidas obtidas
entre molares e incisivos no lado desafiado, foram, entdo, subtraidas das
respectivas medidas contralaterais, nas quais ocorrem apenas palatinizacdo dos
incisivos, com os molares fixos na hemiarcada. A ATV, administrada profilaticamente
durante 17 dias, e por mais 11 dias terapeuticamente apdés a MDI, perfazendo 28
dias de tratamento, quando entdo, nas doses de 1 e 3 mg/kg, causou uma reducao
significante da MDI, quando comparada ao grupo controle (H>Oq4), em 32% e 51%,
respectivamente (p<0,05). De maneira interessante, a maior dose de ATV, 9 mg/kg,
impediu completamente o curso da movimentacédo, quando comparada aos valores
normais (p>0,05).

A figura 18B ilustra que a administragdo semanal do alendronato, nas
doses de 1 e 7 mg/kg, foi capaz de reduzir, de forma significante e dose-
dependente, a MDI, quando comparada a de animais controle, sendo que a maior
dose anulou completamente tal movimentagéo (p>0,05).

Considerando o0 mecanismo de acdo comum a ambos os farmacos,
buscou-se avaliar se a combinacdo das menores doses de ambos os farmacos, ATV
e ALD, seria suficientemente capaz de potencializar a reducdo da MDI, quando
comparada a esses farmacos isoladamente. Os resultados obtidos (figura 18C)
mostraram que a combinagao de doses de atorvastatina e alendronato reduziram o a
movimentacdo dentaria induzida de forma significante, mas ndo houve um efeito
sinérgico. Entretanto, a combinacdo teve um efeito aditivo, em relacdo a

administracéo de atorvastatina isoladamente.
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Figura 18. Efeito da atorvastatina (ATV), do alendronato (ALD), e da combinacéo ATV + ALD na
movimentacdo dentéaria induzida (MDI) em ratos. Os animais receberam diariamente atorvastatina
nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg; alendronato nas doses de 1 e 7 mg/kg semanalmente; ou combinacdo
das menores doses de ambos os farmacos. A MDI foi obtida considerando a distancia entre incisivos
e molares antes da instalacdo da mola e na eutanasia. Os valores representam a média + erro padrao
da média da MDI (%). (Anova e teste de Bonferroni). *p<0,05 em relacdo ao Normal; #p<0,05 em
relacdo ao H,0q. °p<0,05 em relacéo a ATV 1.
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5.2.2 Andalise histomorfométrica

No 11° dia de MDI e 28° de tratamento, analisou-se o ligamento
periodontal histomorfometricamente, considerando a razdo entre as areas limitadas
por um angulo de 120° nos lados de compressao e de tracao da raiz distovestibular.
Observa-se na figura 19 (A, B) que ndo houve alteracdo na reducdo e aumento do
ligamento periodontal, quando os animais foram submetidos a MDI por 11 dias.
Ainda, a administragdo de atorvastatina de 1, 3 e 9 mg/kg ndo demonstrou
influenciar na quantificacdo dessas areas, em relacdo a hemiarcada normal. A figura
19 (C, D) mostra que ndo houve alteracdo no ligamento periodontal nas areas de
pressdo e tracdo, quando os animais foram submetidos a MDI por 11 dias e
receberam alendronato nas doses de 1 e 7 mg/kg, em relacdo ao Normal. De forma
semelhante, a administracdo da combinacéo de atorvastatina e alendronato também
nao interferiu no aparecimento de areas de compressdo e de tracdo do ligamento
periodontal, quando comparado ao Normal (E,F).

Na figura 20 demonstra-se as areas hialinas dos animais submetidos a
MDI e que receberam atorvastatina (A), alendronato (B) e a combinacdo de ambos
os farmacos (C). Os animais submetidos a MDI e que receberam H,O4 ou ATV
mostraram um aumento significante de areas hialinas em relacdo ao Normal. No
entanto, a ATV nas trés doses foi capaz de reduzir de forma significante estas areas
guando comparado ao grupo H,O4 Quanto aos efeitos do alendronato, observou-se
que o farmaco na maior dose promoveu uma redugéo (p<0,05) em relagdo ao grupo
H.O4. O mesmo decréscimo destas areas ocorreu quando ambos os farmacos foram

combinados.



A B
©
g 30 - o 401
| o
- o o o I
g" == — - S - —
=g = 2301
£ @
° 520- ° :
o 2 © o
° = 5201
© = & ©
© 8 : °
2 o Z =
@ 5104 c s
o o ° Elo'
R @
o ® N
©
°
N 0 T T T T « 0 T T T T
mg/k
e Normal H20d ATVl _ATV3 ATV (mg/kg) Normal H20d ATVI _ATv3 ATvo (mo/kg)
MDI (11 dias) MDI (11 dias)
c D
©
S 301 2 401
»
< —
= 2: | =
a2 = 304
£
g 5201 g -
©
° 3 sz |
3 = 520
s ® =
e g v 2
@ 0104 =]
° 3 o %104
Pl ©
<G < ©
o © M
o ©
T o T © 9 T
& Normal H20d ALD 1 ALD 7 (mg/kg) Normal H20d ALD 1 ALD 7 (mg/kg)
MDI (11 dias) MDI (11 dias)
E F
©
e 307 o 40-
o s °
@~ —r =3 ° o~ — T
< —_
-< o e
£ = 301
o %204 o 5
o < 2
o 3 S o
i 2 5201
© O w 8
® 3 o o
© 510 =
3 & 10+
‘E “© o “©
"5 0 T T ; 0 T T ¥
@ Normal H20d _ATV1 ALD 1 ATV+ALD (mg/kg) Normal H20d ATVl _ALDI1 ATV+ALD (mg/kg)
MDI (11 dias) MDI (11 dias)

59

Figura 19. Efeito da atorvastatina (ATV), do alendronato (ALD), e da combinacéo ATV + ALD na
analise histomorfométrica. Os animais receberam diariamente atorvastatina nas doses de 1, 3 e 9
mg/kg; alendronato nas doses de 1 e 7 mg/kg semanalmente; ou combinacdo das menores doses de
ambos os farmacos. Para a quantificagdo da reducdo e aumento do ligamento periodontal, foi
calculada a razao entre a area de compressao ou tracao, e a area total do ligamento (Anova e Teste

de Bonferroni).
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Figura 20. Efeito da atorvastatina (ATV), do alendronato (ALD), e da combinacédo ATV + ALD na
analise histomorfométrica das areas hialinas. Os animais receberam diariamente atorvastatina nas
doses de 1, 3 e 9 mg/kg; alendronato nas doses de 1 e 7 mg/kg semanalmente; ou combinacdo das
menores doses de ambos os farmacos. (A) Quantificacdo de areas hialinas de animais submetidos a
MDI, recebendo H,O4 e ATV. (B) Quantificacdo de areas hialinas de animais submetidos & MDI,
recebendo H,Oq4 e ALD. (C) Quantificacdo de areas hialinas de animais submetidos a MDI, recebendo
ATV 1 mg/kg, ALD 1 mg/kg e sua combinacéo. Para a quantificacdo das areas hialinas, estas foram
delimitadas no ligamento periodontal, e foi obtida uma razdo entre estas areas e a area total do
ligamento periodontal (Anova e Teste de Bonferroni). *p<0,05 em relacdo ao Normal; #p<0,05 em
relacdo ao H,Oq.
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5.2.3 Analise histolégica

Na figura 21 (A), € possivel observar um desenho esquematico, em que
se identifica a estruturas observadas nas fotomicrografias. A figura 21 (B) ilustra a
raiz distovestibular de uma hemiarcada normal. Observa-se a preservacédo do 0sso
alveolar, bem como da dentina e cemento radicular. Os animais submetidos a
movimentacdo dentaria induzida e que receberam apenas H,O4 demonstraram uma
reabsorcdo Ossea alveolar do lado de pressdo, bem como uma reabsor¢cédo
dentinaria e cementaria (C). Entrentanto, a administracdo de atorvastatina 1, 3 e 9
mg/kg resultou em uma maior estabilidade do osso e daraiz (D, E, F).

Em relacdo a administracdo de alendronato, constatou-se que as doses
de 1 e 7 mg/kg promoveram uma maior protecdo dos efeitos da movimentacao
dentaria induzida na raiz, e principalmente, no osso alveolar (G, H). Resultados
semelhantes foram obtidos na administracdo das menores doses de atorvastatina e

alendronato (I).

Figura 21. Fotomicrografias dos cortes transversais das raizes distovestibulares. (A) Esquema
das estruturas das raizes: ligamento periodontal (Ip), dentina (d), polpa (p), osso alveolar (0a),
cemento (c); (B) Raiz de hemiarcada normal; (C) Raizes de hemiarcadas de animais submetidos a
MDI e recebendo H,O4 ou (D) tratamentos com ATV 1 mg/kg; ATV 3 mg/kg (E); ATV 9 mg/kg (F); ALD
1 mg/kg (G); ALD 7 mg/kg (H) e ATV + ALD (l). Coloragéo HE. As barras indicam 200 um. Magnitude
de 100x. As setas azuis indicam a dire¢cdo de 50 gf.
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5.2.4 Atividade de mieloperoxidase

Observa-se na figura 22 (A) que a instalagcao da mola por 11 dias aumentou a
atividade de MPO no tecido gengival, em relagdo ao tecido gengival normal. No
entanto, a administracdo de atorvastatina na dose de 9 mg/kg foi capaz de reduzir
esta atividade em 56%. Em relacdo ao alendronato, constatou-se que as doses de 1
e 7 mg/kg néo foram capazes de reduzir a atividade de mieloperoxidase em relagao
ao grupo H,Oq4 (figura 22B). A combinagdo de menores doses de atorvastatina e

alendronato também nao atenuou a atividade de mieloperoxidase (figura 22C).

5.2.5 Deteccao de niveis de IL-1B por ELISA

Observa-se na figura 23 (A) que a MDI realizada durante 11 dias
promoveu um aumento nos niveis de IL-18 no tecido gengival, em relacdo ao
Normal, e a dose de 9 mg/kg de ATV foi capaz de reduzir esses niveis de forma
significante em 34%. Na figura 23 (B) nota-se que a dose de 1 mg/kg de ALD
reduziu significantemente a quantificacdo dessa citocina, entretanto a dose de 7
mg/kg de ALD ndo promoveu este efeito. Quando as menores doses de
atorvastatina e alendronato foram combinadas entre si, observou-se que os animais
submetidos a MDI e que tal combinagdo obtiveram um decréscimo significante nos

niveis de IL-18, quando comparado ao grupo H,Oq (Figura 23C).
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Figura 22. Atividade de mieloperoxidase no tecido gengival de hemiarcadas normais e
submetidas a movimentagao dentaria. Os animais receberam H,Oq4, ATV 1, 3 € 9 mg/kg (A); ALD 1
e 7 mg/kg (B); ATV 1 mg/kg, ALD 1 mg/kg e sua combinagéo (C). Na eutandsia, amostras de tecido
gengival subjacente & area desafiada, bem como a contralaterais (Normais) foram removidas para
andlise da atividade de mieloperoxidase. Os valores representam a média = erro padrdo da
quantificacdo de MPO (U x 103/mg de tecido) (Anova e teste de Bonferroni). *p<0,05 em relacdo ao
Normal; #p<0,05 em relac&o ao H,0y.
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Figura 23. Niveis de IL-1B no tecido gengival de hemiarcadas normais e submetidas a
movimentacdo dentéria dos animais. Os animais receberam H,Oq4, ATV 1, 3 € 9 mg/kg (A); ALD 1 e
7 mg/kg (B); ATV 1 mg/kg, ALD 1 mg/kg e sua combinacdo (C). Na eutanasia, amostras de tecido
gengival subjacente a area desafiada, bem como a contralaterais (Normais) foram removidas para
deteccdo de IL-1B. Os valores representam a média + erro padrdo da quantificacao IL-13 (pg/mg de
tecido) (Anova e teste de Bonferroni). *p<0,05 em rela¢do ao Normal; #p<0,05 em relacdo ao H,Oq.
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5.2.6 Andlise imunohistoquimica

As figuras 24, 25 e 26 mostram as imunomarcagdoes para RANKL em
cortes transversais das raizes distovestibulares. Observou-se que o periodonto
normal, ndo submetido a MDI, ndo apresentou imunomarcacdo intensa para o0
anticorpo (figuras 24 A, B; 25 A, B e 26 A, B), enquanto os animais submetidos a
MDI e que receberam apenas H,Oq4 apresentaram um periodonto com intensas
imunomarcacoes (figuras 24 C, D; 25 C, D e 26 C, D). ATV nas trés doses,
principalmente as doses de 3 e 9 mg/kg, foi capaz de reduzir essas
imunomarcacdes, quando comparado aos animais que receberam apenas H,Oq4
(ATV1, figura 24 E, F; ATVS, figura 24 G, H; ATV9, figura 24 1, J). ALD 1 e 7 mg/kg
também promoveram um decréscimo na detec¢cdo de marcacdes no periodonto,
guando comparado aos animais H,Oq4 (ALD1, figura 25 E, F; ALD7, figura 25 G, H).
Resultados semelhantes foram encontrados, quando se combinou as menores
doses de ATV e ALD (ATV+ALD, figura 26 E, F).

As figuras 27, 28 e 29 mostram as imunomarcagfes para OPG.
Observou-se que o periodonto de animais normais apresentava um aumento no
namero dessas marcacoes (figuras 27 A, B; 28 A, B e 29 A, B) em relacdo ao grupo
submetido a MDI e que recebeu apenas H,Oq4 (figuras 27 C, D, 28 C, D e 29 C, D).
Ainda, ATV (ATV1, figura 27 E, F; ATV3, figura 27 G, H; ATV9, figura 27 I, J), ALD
(ALD1, figura 28 E, F; ALD?7, figura 28 G, H) e sua combinac¢ao (ATV+ALD, figura 29
E, F) foram capazes de promover o aumento da marcacdo de OPG em relacédo ao
grupo H,Oq.

Adicionalmente, nas figuras 30, 31 e 32, demonstram-se as
imunomarcacdes para TRAP. Observou-se que o periodonto submetido a MDI
(figuras 30 C, D; 31 C, D e 32 C, D) apresenta uma intensa marcagao para esse
anticorpo em relacdo ao periodonto normal (figuras 30 A, B; 31 A, B e 32 A, B).
Complementando os achados para RANKL, observou-se que os tratamentos com
ATV (ATV1, figura 30 E, F; ATV3, figura 30 G, H; ATV9, figura 30 I, J), ALD (ALD1,
figura 31 E, F; ALD7, figura 31 G, H) e sua combinagao (ATV+ALD, figura 32 E, F)
promoveram uma modulacdo para a atividade de osteoclastos, uma vez que

reduziram a imunomarcagéao para TRAP.
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Figura 24. Efeito da ATV sobre a marcag¢ao imunohistoquimica de RANKL ap6s 11 dias de MDI.
(A, B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas & MDI; Raizes DV de hemiarcadas
submetidas a MDI recebendo apenas agua destilada (C, D — H2Oq; 2 ml/kg), (E, F) ATV 1mg/kg, (G,
H) ATV 3 mg/kg, (I, J) ATV 9 mg/kg. Apos 11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas
vermelhas demonstram marcacao imunohistoquimica, (A, C, E, G, 1) aumento de 200x; (B, D, F, H, J)
aumento de 400x, cujas barras indicam 100 um e 50 um, respectivamente.
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Figura 25. Efeito de ALD sobre a marcacdo imunohistoquimica de RANKL ap6s 11 dias de MDI.
(A, B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas & MDI; Raizes DV de hemiarcadas
submetidas a MDI recebendo apenas agua destilada (C, D — H2Oq; 2 ml/kg), (E, F) ALD 1mg/kg, (G,
H) ALD 7 mg/kg. Apos 11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas vermelhas
demonstram marcacdo imunohistoquimica, (A, C, E, G) aumento de 200x; (B, D, F, H) aumento de
400x, cujas barras indicam 100 um e 50 um, respectivamente.
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Figura 26. Efeito de ATV+ALD sobre a marcac¢ao imunohistoquimica de RANKL apés 11 dias de
MDI. (A, B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas a MDI; Raizes DV de hemiarcadas
submetidas a MDI recebendo apenas agua destilada (C, D — H,Og; 2 ml/kg), (E, F) ALD + ATV. Apés
11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas vermelhas demonstram marcacao
imunohistoquimica, (A, C, E) aumento de 200x; (B, D, F) aumento de 400x, cujas barras indicam 100

pm e 50 um, respectivamente.
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Figura 27. Efeito da ATV sobre a marcacdo imunohistoquimica de OPG ap6s 11 dias de MDI. (A,
B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas a MDI; Raizes DV de hemiarcadas submetidas a
MDI recebendo apenas agua destilada (C, D — H,Og4; 2 mi/kg), (E, F) ATV 1mg/kg, (G, H) ATV 3
mg/kg, (I, J) ATV 9 mg/kg. ApoOs 11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas vermelhas
demonstram marcacao imunohistoquimica, (A, C, E, G, I) aumento de 200x; (B, D, F, H, J) aumento
de 400x, cujas barras indicam 100 um e 50 um, respectivamente.
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Figura 28. Efeito de ALD sobre a marca¢cao imunohistoquimica de OPG apés 11 dias de MDI.
(A, B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas a MDI; Raizes DV de hemiarcadas
submetidas & MDI recebendo apenas agua destilada (C, D — H,Og4; 2 ml/kg), (E, F) ALD 1 mg/kg, (G,
H) ALD 7 mg/kg. Apos 11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas vermelhas
demonstram marcacdo imunohistoquimica, (A, C, E, G) aumento de 200x; (B, D, F, H) aumento de
400x, cujas barras indicam 100 um e 50 um, respectivamente.
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Figura 29. Efeito de ATV+ALD sobre a marcac¢ao imunohistoquimica de RANKL apés 11 dias de
MDI. (A, B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas a MDI; Raizes DV de hemiarcadas
submetidas a MDI recebendo apenas agua destilada (C, D — H,Og; 2 ml/kg), (E, F) ALD + ATV. Apé6s
11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas vermelhas demonstram marcacao
imunohistogquimica, (A, C, E) aumento de 200x; (B, D, F) aumento de 400x, cujas barras indicam 100

pm e 50 um, respectivamente.
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Figura 30. Efeito da ATV sobre a marcagdo imunohistoquimica de TRAP ap6s 11 dias de MDI.
(A, B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas a MDI; Raizes DV de hemiarcadas
submetidas a MDI recebendo apenas agua destilada (C, D — H,Oq; 2 ml/kg), (E, F) ATV 1mg/kg, (G,
H) ATV 3 mg/kg, (I, J) ATV 9 mg/kg. Apds 11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas
vermelhas demonstram marcacao imunohistoquimica, (A, C, E, G, 1) aumento de 200x; (B, D, F, H, J)
aumento de 400x, cujas barras indicam 100 um e 50 um, respectivamente.
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Figura 31. Efeito de ALD sobre a marcagao imunohistoquimica de TRAP ap6s 11 dias de MDI.
(A, B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas & MDI; Raizes DV de hemiarcadas
submetidas a MDI recebendo apenas agua destilada (C, D — H,Oq4; 2 ml/kg), (E, F) ALD 1 mg/kg, (G,
H) ALD 7 mg/kg. Apds 11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas vermelhas
demonstram marcacdo imunohistoquimica, (A, C, E, G) aumento de 200x; (B, D, F, H) aumento de
400x, cujas barras indicam 100 um e 50 um, respectivamente.
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Figura 32. Efeito de ATV+ALD sobre a marcacdo imunohistoquimica de RANKL ap6s 11 dias de
MDI. (A, B) Raiz DV de hemiarcada normal, ndo submetidas a MDI; Raizes DV de hemiarcadas
submetidas a MDI recebendo apenas &gua destilada (C, D — H,Og4; 2 ml/kg), (E, F) ALD + ATV. Apés
11 dias de MDI, os animais foram eutanasiados. As setas vermelhas demonstram marcacdo
imunohistoquimica, (A, C, E) aumento de 200x; (B, D, F) aumento de 400x, cujas barras indicam 100

um e 50 pum, respectivamente.
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5.2.7 Dosagem sérica de fosfatase alcalina 6ssea

Quanto a quantificacdo da fosfatase alcalina éssea (FAO), observa-se na
figura 33 (A) que a MDI em animais recebendo apenas H,O4 por 11 dias promoveu
uma reducdo da FAO., As doses de 3 e 9 mg/kg de ATV promoveram um aumento
significante em comparacdo com o grupo H,O4 Em relacdo aos efeitos do
alendronato (figura 33 B), observou-se que a dose de 1 mg/kg aumentou de forma
significante a concentracdo de FAO, em relagdo ao grupo H,Oq4, € a maior dose, 7
mg/kg de ALD, foi capaz de reverter a concentracdo sérica desta isoforma
promovida pela MDI, de forma semelhante aos niveis basais (normal). A figura 33
(C) mostra o efeito da combinacdo das doses de 1 mg/kg de ATV e ALD, e
constatou-se que a combinacdo desses farmacos promoveu um aumento da
concentracdo de FAO, quando comparado ao grupo que recebeu apenas H,Oyq,

embora nado sinergicamente.
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Figura 33. Dosagens séricas de fosfatases alcalinas 6sseas de animais submetidos a MDI. (A)
Fosfatase alcalina 6éssea (FAO) no inicio (normal) e na eutandsia dos animais submetidos a MDI e
que receberam H,O4 ou ATV (1, 3 e 9 mg/kg); (B) Fosfatase alcalina éssea (FAQ) no inicio (normal) e
na eutanasia dos animais submetidos a MDI e que receberam H,O4 ou ALD (1 e 7 mg/kg); (C)
Fosfatase alcalina 6ssea (FAO) no inicio (normal) e na eutanasia dos animais submetidos a MDI e
que receberam H,O4, ou ATV e ALD em menores doses e sua combinacdo. (Anova e teste de
Bonferroni). *p<0,05 em relacdo ao Normal; #p<0,05 em rela¢éo ao H,Oq.
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6 DISCUSSAO

A movimentacdo dentaria induzida (MDI) em animais tem demonstrado
ser um modelo extremamente interessante sob o ponto de vista de estudo do
metabolismo 0sseo, uma vez que combina ambos os fendmenos biolégicos que
ocorrem durante o curso da movimentacao, reabsorcdo e neoformacao 0sseas, nao
obstante o quéo abordagens farmacoldgicas, tais como atorvastatina e alendronato,
podem modular estes processos.

Os diversos efeitos destes farmacos tém sido descritos na literatura,
porém ainda existem alguns questionamentos sobre suas atividades anti-inflamatoria
e antirreabsortiva na remodelacdo Ossea alveolar. Este trabalho evidenciou que
ambos os farmacos utilizados como monoterapias ou combinados entre si foram
capazes de interferir na movimentagdo dentaria induzida em ratos. Ainda, ao nosso
conhecimento, este € o0 primeiro estudo a investigar se a combinacdo de um
hipolipemiante e de um antirreabsortivo 6ésseo favorece uma interacéo
medicamentosa benéfica na MDI via modulacdo da resposta inflamatoria dos
animais.

A movimentacdo dentaria promovida pela aplicacdo de uma forca
ortodéntica conduz a uma remodelacao do ligamento periodontal e do osso alveolar.
Tal movimentacao ocorre de forma continua e equilibrada, e € caracterizada por
reabsorcdo e deposicdo Osseas em locais de compressao e tracao,
respectivamente. O processo se inicia com as alteracdes do fluxo sanguineo e do
ambiente eletroquimico, gerando e propagando cascatas de sinalizacdo e
consequente remodelacéo dos tecidos periodontais. Varios mediadores quimicos da
inflamag&o, como as citocinas, os fatores de crescimento, 0S neurotransmissores e
as prostaglandinas, participam dos fendbmenos bioldgicos inerentes a movimentacao
dentaria. Estes compreendem os processos de inflamacdo, modificacbes
morfolégicas do ligamento periodontal, respostas vasculares e neurais, e 0
remodelacdo Ossea propriamente dita (D"APUZZO et al.,, 2013; BROOKS et al.,
2009; KRISHNAN; DAVIDOVICH, 2006).

Neste estudo, o modelo de movimentacdo dentaria induzida por mola
fechada de niquel-titanio (Ni-Ti) em roedores foi escolhido devido a vantagem de se

estudar ambos o0s processos inerentes a remodelacdo Ossea, reabsorcdo e
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neoformacédo (MOHRI; HANADA; OZAWA, 1991). A preferéncia pelo rato se deveu
sobretudo a facilidade de se mensurar diretamente o deslocamento relativo & MDI,
visto esse ter sido um dos parametros considerados de maior acuracia quando
comparada a MDI humana. Assim sendo, preliminarmente, a MDI foi avaliada ao
longo de 0, 1/4 (62 hora), 1, 4, 7, 11, 14 e 21 dias. Para as medidas de deslocamento
dentério foram consideradas as distancias entre molares e incisivos superiores antes
da instalacdo da mola e nos dias de eutanasia anteriormente citados. Observou-se
que a instalacdo da mola, quando comparada aos valores de hemiarcadas
contralaterais normais, promoveu um deslocamento dentario significante, isto é,
reduziu o espago entre incisivos e molares superiores ao longo do curso de 21 dias.
Dada a reducao da distancia entre os mesmos dentes contralaterais, sugerindo um
deslocamento do molar no sentido mesial, e dos incisivos para o sentido palatino, o
calculo final de MDI foi definido como as diferencas das distancias entre molares
esquerdo e incisivos superiores antes da instalacdo da mola e novamente no
momento da eutandasia, obtendo-se um valor do deslocamento dos molares e
incisivos. Entretanto, a fim de determinar apenas a movimentacdo dos molares,
essas medidas foram subtraidas daquelas da hemiarcada direita, visto que esta
contralateral, também apresentaria uma reducdo da distancia, pelo deslocamento
palatino dos incisivos. Por fim, foi obtido o valor percentual, através da razdo entre
os dados encontrados e a distancia inicial entre molares e incisivos da hemiarcada
direita. Nesse estudo, portanto, a movimentacdo dos incisivos superiores foi
descontada ao se utilizar esse formato de avaliacdo, fato esse desconsiderado nas
avaliacdes dos diversos estudos de MDI em animais descritos na literatura.

Quanto a evolucéo temporal do processo de MDI, nossos achados podem
ser corroborados por outros autores, 0s quais tém demonstrado que a instalacéo de
uma mola de Ni-Ti, sob 40 gf, durante 7 dias, promoveu uma reduc¢ao significante da
distancia entre incisivos e molares esquerdos (MARQUEZAN; BOLOGNESE;
ARAUJO, 2010). Ainda, no estudo de Tan et al. (2009), observou-se que a
instalacao de uma mola fechada sob 20 gf, atingiu um pico de movimentacéo a partir
do 10° dia. Ao se quantificar a distancia entre incisivos e molares apos a
movimentagdo dentaria induzida por 60 gf, Choi et al. (2010) constataram que a

partir do 12° dia houve um aumento significante da taxa de deslocamento dentario.
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Apesar de diversos estudos evidenciarem que a aplicacdo de forcas
subtrauméticas é capaz de induzirem uma movimentacdo dentaria sem afetar, de
forma relevante, os processos de remodelacdo 0ssea alveolar, observa-se que nao
existe um consenso na literatura quanto as intensidades de forcas consideradas
ideais empregadas na ativacado do dispositivo ortoddntico. A esse respeito, tem-se
observado que uma movimentacdo dentéria pode ser induzida desde 10 gf até 100
af (WANG et al., 2014; SODAGAR et al., 2013; DUAN et al., 2012). De fato, tem sido
demonstrado que 10 e 50 gf podem promover uma maior taxa de movimentacéo
dentéria, enquanto a aplicacdo de forcas excessivas pode promover decréscimo na
guantificacdo deste processo (NAKANO et al., 2014) ou, no minimo, ndo aumentar a
resposta biolégica, nem o0s niveis de citocinas e quimiocinas e, portanto, nao
aumentar a taxa de movimentacdo dentaria (ALIKHANI et al., 2015). Vale salientar
que 7 e 10 dias de MDI por 50 gf tém favorecido maiores imunomarcacdes para
RANKL, RANK e M-CSF em odontoclastos, enquanto 10 gf ndo induziram tais
imunomarcacdes (NAKANO et al., 2011). Dessa maneira, pareceu-nos razoavel a
utilizacdo de 50 gf neste estudo, visto que sua acao ir além de remodelacéo 6ssea,
podendo interferir nas reabsor¢des radiculares também.

Tem sido demonstrado que as taxas de movimentagcdo dentaria em seres
humanos seguem um curso temporal, no qual se distinguem trés fases. Segundo
Burstone (1962), a fase inicial, observada até 5 dias de duracéo, caracteriza-se por
um movimento rapido dos dentes apos a aplicacéo da forca, sendo a movimentacéo
atribuida apenas ao deslocamento do dente no espaco periodontal. A segunda fase,
a de laténcia, envolve uma demora nos movimentos, uma vez que ocorrem baixas
taxas de deslocamento dentario devido a hialinizacdo do ligamento periodontal nas
areas de pressao. Essa fase se da por volta do 6° até o 12° dia. Na terceira fase,
denominada de fase de pos-laténcia, a taxa de movimentacdo dentaria aumenta
gradualmente, e se estabelece como tal a partir do 13° dia (KRISHNAN;
DAVIDOVICH, 2006). De maneira interessante, essas fases de MDI, além de serem
muito bem reconhecidas em humanos, seguem um curso temporal igualmente
percebido nesse modelo animal em ratos. Em consonéncia a estas definicdes, no
presente estudo, a fase inicial foi avaliada desde a 62 hora, seguindo-se pelo 1° e 4°
dias. Ainda de forma semelhante, nossos resultados evidenciaram que a fasede
laténcia que se estendeu até o 7° dia, e a partir do 11° dia, houve, de fato, uma

maior taxa de movimentagdo dentaria induzida, indicando a fase de poés-laténcia.
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Sanstedt (1904), Oppenhein (1911) e Shwarz (1932), em seus
respectivos classicos estudos histologicos, sugeriram a hipotese de que a
movimentacdo dentaria no osso alveolar de humanos decorria inicialmente do
aparecimento de zonas de compressédo e tracdo do ligamento periodontal. No lado
de compresséo, o ligamento periodontal apresentava uma desorganizagdo e uma
reducdo na producéo de fibras, além de uma menor quantidade de células devido a
constricdo vascular, o que causaria uma reabsorcao 6ssea. No lado de tracéo, havia
um maior nimero de células e uma tracdo das fibras do ligamento periodontal,
promovendo a deposicdo 6ssea. Assim, 0 ligamento periodontal possui um papel
importante no processo de movimentacdo dentaria. No presente estudo, 0os aspectos
histoldgicos resultantes da aplicacédo de 50 gf na primeira fase da MDI, isto é, na 62 h
e nos dias 1 e 4, evidenciaram as areas de compressdo e de tracdo, além de
hialinizagéo no ligamento periodontal. Como esperado no 7° dia, observou-se que as
areas de compressao e de tracao do ligamento periodontal retornaram as dimensdes
originais, inclusive com reducdo das areas hialinas, sugerindo-se o inicio do
processo de remodelacdo 0ssea/ reabsorcao radicular, condizentes com as fases de
laténcia e pds-laténcia, respectivamente.

Sabe-se que a hipdxia gerada pela constricdo do ligamento periodontal no
evento inflamatorio inicial produz areas de necrose focal, caracterizadas
histologicamente por hialinizacdo. Os sitios necroéticos liberam varias substancias
guimioatraentes que induzem a migracdo de células gigantes multinucleadas,
osteoclastos e macroéfagos para a periferia do ligamento periodontal, promovendo
uma reabsor¢cdo do tecido necrotico. Este processo leva a uma demora na
movimentacdo dentaria e, apds o tecido ser reabsorvido, ocorre a progressao da
remodelacdo O6ssea, promovendo a movimentacdo (KRISHNAN; DAVIDOVICH,
2006).

Tem sido demonstrado que os fenémenos bioldgicos que mais
apresentaram variacdes entre os periodos de observacédo de 3, 5, 7 e 9 dias foram
os relacionados as formagbes de areas hialinas e as reabsor¢cGes radiculares
(FRACALOSSI et al.,, 2009). Particularmente, as areas hialinas tiveram sua
expressdo maxima em 5 dias, enquanto as reabsor¢cdes radiculares mostraram-se
mais intensas no periodo de 9 dias. Em ambos os fenbmenos, as raizes mais
afetadas foram as distais, em especial a raiz disto-vestibular (FRACALOSSI et al.,

2009), o que corroboram com o0s nossos resultados acima explicitados. Vale
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ressaltar, que apesar da presenca notavel de areas hialinas nas fases iniciais da
movimentagdo dentaria, estas podem ser observadas de maneira discreta em
periodos tardios de movimentacdo (VON BOHL et al., 2004), o que de fato
observamos e, sim, de maneira muito escassa.

Sabe-se que a fase inicial da movimentacdo dentaria induzida €
caracterizada por uma resposta inflamatéria aguda, com alteracdo na
microvasculatura, e consequente migracado de leucdcitos, como neutroéfilos, e outras
células inflamatorias para a area desafiada (NIKLAS et al., 2013; ZAINAL-ARIFFIN
et al., 2011). O neutrdfilo consiste em um dos leucocitos mais abundantes no sulco e
epitélio gengival, possuindo um papel-chave na protecdo dos tecidos periodontais
Ainda, sabe-se que esta célula desempenha fun¢des importantes, como destruicdo
de agentes patogénicos e cicatrizacdo tecidual, atraés de sua degranulacdo e
liberacdo de varias enzimas, como a mieloperoxidase (MPO) (MENG et al., 2007;
SHENKEIN, 2006; RYDER, 2010; DEAS; MACKEY; MCDONNEL, 2003). Esta tem
sido relacionada a diversas células, porém, de forma abundante no neutréfilo. Assim,
a analise de sua atividade tem sido utilizada para estimar o nimero de granulos de
polimofornucleares nos tecidos (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982,
LAU et al., 2005; LIMA et al., 2005;)

Neste estudo observou-se que 6 horas de instalacdo da mola de Ni-Ti
causou um aumento significante da atividade de MPO no tecido gengival subjacente
as areas submetidas a MDI, com reducdo significante a partir do 4° dia.
Corroborando nossos achados, Marcaccini et al. (2010) demonstraram um aumento
da atividade desta enzima em saliva e fluido crevicular gengival de pacientes apés 2
horas de ativacédo do dispositivo, retornando aos niveis de normalidade aos 7 dias.

Estudos em animais podem ser Uteis na investigacdo dos fenédmenos
biol6gicos da movimentacdo dentaria induzida, além de possibilitar a andlise dos
mecanismos envolvidos na modulacdo do curso deste processo. Na literatura,
existem diversos ensaios experimentais sobre como doengas sistémicas (MAIA et
al., 2014), citocinas (HAKAMI et al., 2015), laserterapia (FRAZEN et al., 2015) e
farmacos (DE OLIVEIRA et al., 2014) podem aceleram ou limitar a movimentacao

dentaria.

Considerando em conjunto os resultados até entdo, onde a MDI por mola

de Ni-Ti em ratos, bem como 0s eventos histoldgicos, seguiram um curso temporal
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semelhante ao observado & MDI humana, decidiu-se por realizar a avaliacdo dos
efeitos das diferentes abordagens farmacoldégicas na movimentagdo dentaria
durante 11 dias, visto que esse periodo correspondeu ao inicio da fase de pos-
laténcia, com todas as caracteristicas de MDI propriamente dita ou seja, inicio de
franco deslocamento dentario, raizes recentralizadas no ligamento periodontal, e
maiores reabsor¢cdes 6ssea e radicular.

Sabe-se que durante o tratamento ortodontico, abordagens
farmacoldgicas podem ser utilizadas para o manejo da dor e da disfuncéo
temporomandibular, e para resolucdo de alguma infeccdo durante o curso do
tratamento. Além destes farmacos, os pacientes cada vez mais tém consumido
suplementos vitaminicos, minerais ou hormonais, dentre outros compostos, para a
prevencao ou tratamento de varias doencas sistémicas, 0s quais podem influenciar
os resultados do tratamento ortodontico em curto e em longo prazo. Nesse contexto,
conhecer é extremamente importante o conhecimento de mecanismos de acao dos
farmacos e seus efeitos sobre a remodelacdo de tecidos 0Osseos inerente a
movimentacdo ortoddntica (DIRAVIDAMANI; SIVALINGAM, AGARWAL, 2012). De
fato, estudos em ratos tém demonstrado que bisfosfonatos, como alendronato de
sodio, anti-inflamatorios ndo-esteroidais, como diclofenaco, rofecoxibe, acido acetil
salicilico, dentre outros, reduzem a movimentacdo dentaria induzida, enquanto
analgésicos com fraca atividade anti-inflamatéria, como paracetamol, ndo afetam o
processo de movimentacdo (DE CARLOS et al., 2006; DE CARLOS et al., 2007,
ARIAS; MARQUEZ-OROZCO, 2006; STABILE et al., 2009; KARRAS et al., 2009).
Apesar de muitos farmacos terem seus efeitos reconhecidos e previsiveis em
ortodontia, alguns farmacos ndo o sdo, pelo menos, ndo completamente. Dentre
estes, destacam-se 0s hipolipemiante, como as estatinas sinvastatina e atorvastatina
(HAN et al., 2010; MIRHASHEMI et al., 2013).

Assim, neste estudo, optou-se por avaliar os efeitos da monoterapia com
atorvastatina e, oportunamente, combinada ao alendronato de sbédio,na
movimentagdo dentéria induzida por 11 dias, considerando que ambos se utilizam
da via do mevalonato para alguns de seus efeitos farmacologicos.

A literatura tem relatado que a atorvastatina, além ser um farmaco
importante nos tratamentos da hipercolesterolemia e doencgas cardiovasculares,
também pode modular processos inflamatérios e perda Ossea alveolar
(ESTANISLAU et al., 2015; GOES et al., 2014). Ainda, os bisfosfonatos, como o
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alendronato, sd@o considerados farmacos antirreabsortivos potentes, e também
podem interferir na remodelacdo 0ssea alveolar (BALLANTYNE, 2015; AGUIRRE et
al., 2010; GOES et al., 2012).

O intuito de se verificar uma possivel vantagem da combinacdo de ambos
os farmacos se deve ao fato de que uma grande maioria de pacientes com
condicdes necessarias de uso de alendronato, como a osteoporose, pode coincidir
com uso de estatinas, utilizadas para a terapia de doencas cardiovasculares, como a
aterosclerose. Ainda, sabe-se que a aterosclerose e a osteoporose possuem
patogénese similar, a qual envolve a deficiéncia estrogénica, -calcificagéo.
Comprometimento do estresse oxidativo e paticipacdo de citocinas inflamatdrias,
como IL-6 (WATTS, 2002). Desse modo, parece plausivel a possibilidade de uma
potencializacdo do efeito antirreabsortivo de ambos, visto que a atorvastatina e o
alendronato atuam na reducao da reabsorcédo 6ssea através da inibicdo da farnesil
pirofosfato sintetase (FISHER et al.,, 1999) e da HMG-CoA redutase (HALCOX;
DEANFIELD; 2004), respectivamente, as quais sdo enzimas importantes na via do
mevalonato. Através desta inibicdo, ha uma reducdo da prenilacdo de proteinas
responsaveis pela manutencéo estrutural dos osteoclastos.

No presente estudo, observou-se que a administracdo de atorvastatina
por 28 dias reduziu a MDI macroscopicamente, visto que houve uma diminuicao do
deslocamento dos molares no sentido mesial. A dose de 9 mg/kg de ATV foi capaz
de anular o processo de movimentagédo. Corroborando nossos achados, MirHashemi
et al. (2013) demonstraram que a instalacdo de uma mola de niquel-titanio, com 60
gf durante 21 dias, aumentou a movimentacdo dentéria caracterizada pelo aumento
da distancia entre 1° e 2° molares superiores esquerdos. Adicionalmente, a
administracdo diaria de 5 mg/kg de atorvastatina reduziu esta movimentacéo. Ainda,
Han et al. (2010) autores concluiram que 2,5 mg/kg-vo de sinvastatina durante 4

semanas promoveu maior retencdo dentéria, reduzindo a recidiva da movimentacao.

Quanto aos bisfosfonatos, estudos mostram que essa classe de
farmacos, a qual incluem alendronato, acido zoledrénico, dentre outros, sédo capazes
de inibir a movimentacao dentaria induzida por mola de forma dose independente.
Nossos resultados mostraram que o alendronato, em doses semanais consideradas
alta ou baixa, de 7 e 1 mg/kg, respectivamente, durante 28 dias, restringiu

significantemente a movimentacéo dentaria, ao impedir o deslocamento dos molares
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no sentido mesial. Corroborando nossos dados, os estudos de Karras et al. (2009) e
os de Kaipatur et al. (2013) mostraram que o alendronato, tanto em doses altas de 7
mg/kg (v.o0; dose semanal; 28 dias), como em baixas de 0,015 mg/kg (s.c; 2 vezes
por semana; 56 dias) reduziu significantemente o diastema entre 1° e 2° molares
obtido pela instalacdo de uma mola fechada de niquel titdnio em ratos durante 21 e
28 dias, respectivamente. Ainda, Sirisoontorn et al. (2012) demonstraram que a
administracdo de 1,6 pg/kg de acido zoledrénico, por via intraperitoneal durante 6
semanas, preveniu a movimentacdo dentaria induzida previamente por 25 gf em
ratas ovariectomizadas, bem como a reabsorgéo radicular.

Ao combinar as menores doses de atorvastatina e alendronato também
se observou uma reducdo da movimentacdo dentaria induzida, a qual foi mais
significante em comparacdo as mesmas doses isoladamente. A atividade desta
combinacdo em modelo de reabsor¢cdo Ossea alveolar foi investigada por nosso
laboratorio (GOES et al., 2014), em que subdosagens (0,01 ou 0,25 mg/kg, s.c.) de
alendronato e atorvastatina na dose de 27 mg/kg administradas profilatica e
terapeuticamente promoveram uma reducéo da destruicdo éssea.

Assim como no modelo de reabsorcdo 6ssea alveolar induzida por
ligadura participam diversos mediadores da inflamagéo, os quais caracterizam uma
resposta inflamatoria capaz de evocar eventos reabsortivos 0sseos alveolares, a
movimentacdo dentéria induzida é distinguida por eventos inflamatérios, desde as
alteracdes vasculares e celulares, até o aparecimento de mediadores quimicos,
originando a d remodelacdo Ossea, caracterizada por ambos o0s processos de
reabsorcdo e formacdo Osseas (ANDRADE JR; TADDEI; SOUZA, 2012). Neste
estudo, observou-se que a atorvastatina, o alendronato e a combinacdo de ambos
por 28 dias ndo preveniram as areas de compressdo e tracdo do ligamento
periodontal vistas na MDI. Esses resultados estdo de acordo com os do estudo de
MirHashemi et al. (2013), em que a atorvastatina nao interferiu na extensdo do
ligamento periodontal nos niveis coronal e apical. Entretanto, os resultados
demonstraram que ambas as terapias, mono ou combinacdo de farmacos, foram
capazes de prevenir a formacdo de areas hialinas, visto que a atorvastatina nas 3
doses utilizadas, alendronato na maior dose de 7 mg/kg e a combinacdo das
menores doses (1 mg/kg cada) reduziram esta area no ligamento periodontal
promoveram maiores preservages 0ssea e radicular, possivelmente decorrente de

seus efeitos inibitorios da resposta inflamatoria na movimentagao dentaria induzida.
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Nesse estudo, observou-se claramente que a atorvastatina e/ou
alendronato sao farmacos que reduziram a MDI, tanto no seu aspecto macroscopico,
impedindo o deslocamento dentario, como nos seus aspectos histomorfométricos,
restringindo a hialinizacdo necesséaria ao desencadeamento da remodelacdo 6ssea
alveolar, o que minimizaria danos radiculares. Assim, 0 passo seguinte considerou
verificar se a modulacao da resposta inflamatoéria poderia estar contribuindo para os
eventos antirreabsortivos 0sseos demonstrados pelos farmacos utilizados, quanto
aos eventos inflamatérios, os quais se caracterizam pela presenca de células
inflamatoérias, como neutrofilos, além da liberagdo de alguns mediadores
inflamatorios, como citocinas (KRISHNAN; DAVIDOVITCH, 2006; ANDRADE JR;
TADDEI; SOUZA, 2012) pré-inflamatérias.

Neste estudo verificou-se que apenas a maior dose de atorvastatina foi
capaz de reduzir a atividade de mieloperoxidase. A modulacdo de neutrofilos pela
atorvastatina ja foi demonstrada na literatura. No modelo de periodontite
experimental, Aradjo-Juanior et al. (2013) demonstraram que a atorvastatina na dose
de 10 mg/kg foi capaz de reduzir a concentracdo de MPO no tecido gengival de
animais submetidos a periodontite experimental. Barsante et al. (2005) também
demonstraram os efeitos benéficos de atorvastatina na dose de 10 mg/kg nos niveis
de MPO em um modelo de indugéo de artrite experimental.

Assim como no modelo de periodontite em ratos, onde a permanéncia da
ligadura favorece o acumulo microbiano (BEZERRA et al., 2000), e
consequentemente impede a resolucdo do processo, a ativagdo da mola de Ni-Ti
favorece a exacerbacdo da resposta inicial, antes sobretudo caracterizada pela
abundéancia de neutréfilos, desta feita, também pelo surgimento de mediadores
como citocinas. Dentre elas, destaca-se a interleucina-1B, a qual sabe-se estar
presente desde os estagios inicias da movimentacdo dentaria e esta envolvida na
sobrevivéncia, fusdo e ativacdo de osteoclastos. Quando avaliamos os niveis de IL-
1B nos tecidos gengivais subjacentes as molas durante 11 dias de MDI, observou-se
um aumento significante da quantificagdo desta citocina, quando comparado aos
tecidos gengivais ndo desafiados, ao que se sugere que esta citocina desempenha
um papel importante na remodelagdo O0ssea do processo alveolar, o qual esta
correlacionado com a quantificagdo da movimentacdo dentaria (BLETSA;
BERGGREEN; BRUDVIK, 2006; TEIXEIRA et al., 2010). De fato, relatos na literatura

mostraram que a movimentacao dentaria induzida pela aplicacdo de 50 gf durante
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10 dias aumentou os niveis de IL-1B gengival (DE OLIVEIRA et al., 2014), o que
corrobora 0s nossos achados.

Em nosso estudo, observou-se que a administracdo atorvastatina na
maior dose, alendronato 1 mg/kg e a combinacdo das menores doses de ambos os
farmaco reduziram os niveis de IL-1B. Em consonancia aos nossos resultados,
outros autores também verificaram que a ATV reduziu os niveis de IL-1B
concomitantemente a reducao da inflamacgé&o vista na periodontite experimental ou
na pata de animais com artrite (ARAUJO-JUNIOR et al., 2013; BARSANTE et al.,
2005).

Sobre os resultados inibitorios do alendronato sobre os niveis de IL-18,
nao ha estudos considerando protocolos semelhantes ao desse estudo, além de que
ainda h& controvérsias sobre os efeitos dose/concentracdo dependentes de
alendronato na producao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1p3: Shikama et al.
(2010) demonstraram que 3 dias de administracdes consecutivas intraperitoneais
(40 pumol/kg) de alendronato aumentou a producao de IL-1B por macréfagos, e Deng
et al. (2009) observaram que o alendronato (10, 10° e 10 M) também aumentou a
liberacdo de IL-1B induzida por bactérias periodontogénicas através da ativacdo da
caspase-1, e sugeriram a associacdo deste mecanismo e o desenvolvimento de
osteomielite da mandibula. Por outro lado, Shirai et al. (2011) observaram que o
alendronato (0,14 mg/kg — s.c.) reduziu o dano articular, concomitantemente a uma
diminuicdo na imunomarcagéo para IL-13, RANKL e MMP-13.

O aumento de IL-18 e outras citocinas como TNF-qa, IL-6 e IL-17 podem
estimular a osteoclastogénese pelo aumento da expressao de RANKL e reducédo da
producdo de OPG em osteoblastos e células estromais (NAKASHIMA et al., 2000;
NUKAGA et al., 2004). Esses marcadores sdo os principais reguladores da resposta
O0ssea, e desempenham uma funcdo importante na homeostasia do tecido 6sseo
(WALSH et al., 2006). Estudos tém demonstrado um aumento da concentragéo de
RANKL e reducdo dos niveis de OPG, consequentemente aumentando a razao
entre RANKL/OPG nos tecidos periodontais (TYROVOLA et al., 2008), incluindo o
fluido crevicular gengival (GRANT et al., 2013), além da saliva (FLOREZ-MORENO;
ISAZA-GUZMAN; TOBON-ARROYAVE, 2013) durante a movimentagdo dentéria
induzida. Tem sido mostrado que o RANKL é expresso em fibroblastos e
osteoblastos no lado de compresséao do ligamento periodontal, e a diferenciacao de
osteoclastos é influenciada por RANKL, o qual é produzido como um fator local em
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resposta ao estresse mecanico (TYROVOLA et al., 2008). Tém sido demonstrado
gue o RANKL ativa a osteoclastogénese no tecido periodontal, e consequentemente,
aumenta significantemente a taxa de movimentacdo dentaria ortodontica (KANZAKI
et al., 2006) e a reabsor¢cédo 0ssea no lado de compressao durante a movimentagao
ortodontica (YOKOYA; SASAKI; SHIBASA, 1997; SASAKI, 2003). A expresséo de
RANKL pode ser correlacionada o aumento da imunomarcacao para osteoclastos,
0s quais séo células multinucleadas e TRAP-positivas (LUBBERTS et al., 2002). No
processo de regulacdo da remodelacédo O0ssea também ha a participacdo da OPG.
Esta molécula ao se ligar ao RANKL impede a sua interagdo com o receptor, e pode
ser encontrada em niveis aumentados no lado de tragdo do ligamento periodontal
(TAN et al., 2009), inibindo a remodelacdo déssea mediada pela movimentagéo
ortodéntica, e estimulando a formacéo éssea (LOSSFORFER et al., 2002). Além da
participacdo deste eixo na remodelagdo 6ssea, tem sido sugerido que o aumento de
RANKL e reducao de OPG também contribuem para a reabsorcao radicular durante
a movimentacgao ortodontica (NISHIJIMA et al., 2006). A reabsorgéo radicular resulta
da atividade dos odontoclastos, a qual desempenha um papel similar aos
osteoclastos na reabsorcdo 6ssea, entretanto possuem um nucleo menor, uma
menor area TRAP positiva e maior expressao de MMP-9 (TSUCHIYA et al., 2008).

A literatura tem demonstrado que estatinas, como sinvastatina e
atorvastatina, podem interferir na progressao dos eventos de reabsorcdo e formacéo
0ssea na movimentacdo dentaria. Na periodontite experimental as estatinas
reduziram a imunomarcacao para RANKL e aumentaram a expressao de OPG nos
tecidos periodontais (HAN et al., 2010; ARAUJO JUNIOR et al., 2013). Em relacdo
ao alendronato, de Almeida et al. (2015) demonstraram na periodontite experimental
que ratos submetidos & combinac&o de raspagem e irrigacdo com alendronato (107
M) reduziram a imunomarcagéo para RANKL e TRAP e aumentaram a expresséo de
OPG. No presente estudo, demonstrou-se que as administracbes de atorvastatina,
alendronato e sua combinacdo reduziram a imunomarcacdo de RANKL E TRAP,
bem como um aumento da marcacdo para OPG, sugerindo que a modulacdo da
resposta inflamatoria, desde o0s eventos iniciais, como reducdo da atividade
neutrofilica e presenca de IL-1f, pode ter contribuido para a restricdo da
remodelacdo 6ssea da MDI. De fato, quando relembramos que a menor dose de
ATV, a qual nao foi capaz de reduzir a atividade de MPO, bem como os niveis de IL-

1B, entretanto foi capaz de reduzir as imunomarcacbes relacionadas a
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osteoclastogénese (RANKL e TRAP) ou aumentar a relacionada a
osteoblastogénese (OPG).

Complementando, verificamos que a 11 dias MDI reduziram, de forma
significante, os niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea. A fosfatase alcalina 6ssea
consiste em um indicador importante para a formacédo 6ssea (MOHAMADNIA et al.,
2009). Tem sido observado que a ativagdo ortoddntica em pacientes por até quatro
semanas promoveu uma reducao dos niveis de fosfatase alcalina no fluido crevicular
gengival (ASMA; ROHAYA; HISHAM, 2008).

Nesse estudo, a administracdo das trés doses de atorvastatina,
alendronato 1 mg/kg e a combinacdo das menores doses desses farmacos nao
preveniram o decréscimo de FAO em relacdo ao grupo Normal (valores basais),
porém, estes subgrupos de farmacos aumentaram o nivel desta enzima, quando
comparados a H,O4 (MDI), e mais ainda, o alendronato na dose de 7 mg/kg,
preveniu significantemente a reducdo desta isoforma. Quanto ao alendronato,
nossos dados estdo de acordo com dados de nosso laboratorio, onde observamos
gue o ALD na dose de 0,25 mg/kg preveniu a reducao da fosfatase alcalina 6ssea
vista em 11 dias de periodontite em ratos (GOES et al., 2012).

Apesar de ndo haver um consenso na literatura a cerca do real papel
particularmente da ATV sob esta isoforma éssea, visto que Majima et al. (2007),
estudando 22 pacientes sob uso de ATV 10 mg/kg por 3 meses, ndo observaram
uma alteracdo significante na fosfatase alcalina 6ssea, nossos resultados, em
conjunto, sugerem que ambos os farmacos, resguardando as devidas proporcdes,
evocaram um perfil anabdlico ésseo plausivel nesse modelo de MDI. Obviamente
gue alguns mecanismos intrinsecos da ATV sobre os niveis de FAO nado estdo
completamente elucidados, contudo, corroborando nossos achados, alguns autores
tém apontado para um papel anabdlico 6sseo dessa estatina. Farag, Mohamed,
Youssef (2015) demonstraram que o pré-tratamento com ATV nas doses de 5 e 10
mg/kg, por 21 dias, aumentaram significativamente os niveis de fosfatase alcalina
tota. Du et al. (2011), ao investigarem a atividade da sinvastatina na
osseointegracdo de implantes, observaram 5 mg/kg de ATV administrados
diariamente por 28 dias, foram capazes de aumentar os niveis de fosfatase alcalina

0ssea, estimulando a neoformacgéo ao redor dos implantes
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Assim, observou-se que provavelmente a atorvastatina, o alendronato e
sua combinacdo exerceram um efeito inibitério no processo de remodelacdo Ossea
da movimentac&do dentaria induzida. Possivelmente, esse resultado foi relacionado
aos efeitos anti-inflamatorios da atorvastatina, uma vez que os resultados sugeriram
que este farmaco foi capaz de reduzir a atividade da enzima MPO, bem como os
niveis de IL-1B. O alendronato na menor dose e sua combinagcdo com a
atorvastatina de menor dose promoveu uma acdo modulatdéria no processo
inflamatorio, provavelmente ao interferir nos niveis de IL-1B. Nesse aspecto, a
administracdo concomitante de ambos os farmacos mostrou-se vantajosa, visto que
a administracdo isolada de atorvastatina na maior dose, néao foi capaz de reduzir os
niveis de IL-1B. Por fim, nossos resultados sugerem um perfil anti-inflamatério da
atorvastatina e o alendronato, que promoveram uma reducdo de marcadores
relacionados a osteoclastogénese, como RANKL e TRAP, além de aumentar a
imunomarcacao para OPG e os niveis de fosfatase alcalina total e éssea, sugerindo
um estimulo a formacgéo ossea.

Em suma, de forma interessante, enquanto apenas as maiores doses de
ATV, ALD ou combinagdes das menores doses ATV+ALD foram capazes de
restringir de forma significante a MDI, concomitantemente aos efeitos demonstrado
em reduzir neutrofilos, IL-1p e imunomarcacdo para osteoclastogénese, ao passo
que somente dose elevada de ALD evidenciou potencial anabdlico 6sseo importante
por aumentar os niveis séricos de FAO, ndo obstante a imunomarcacao para OPG,
sugere-se que a modulacdo da MDI devidas as abordagens farmacologicas nesse
estudo se fez primariamente por reducdo da resposta inflamatéria e
secundariamente por anabolismo Gsseo. Assim sendo, novos estudos sao
necessarios para melhor distinguir os efeitos anti-inflamatérios e antirreabsortivos da

atorvastatina e do alendronato através da inibicdo da via do mevalonato.
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7 CONCLUSAO

O modelo de movimentacdo dentaria induzida em ratos foi capaz de
mimetizar as principais caracteristicas da remodelagéo 6ssea vista em

humanos.

A atorvastatina e o alendronato interferiram na resposta inflamatéria e
no metabolismo 6sseo dos animais, reduzindo atividade neutrofilica e

citocinas inflamatoérias e aumentando os eventos anabdlicos 6sseos.

A combinacdo de baixas dosagens de ambos os farmacos néo
apresentou sinergismo na atividade anti-inflamatéria, porém
potencializou o efeito antirreabsortivo, inibindo a movimentagéo, sem

alteracdo significante da atividade anabdlica 6ssea.
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APENDICE A - Controles negativos para a analise imunohistoquimica de RANKL, OPG e
TRAP.
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(A,B) Controle negativo de RANKL; (C,D) Controle negativo de OPG; (E,F) Controle negativo de
TRAP. (A, C, E) aumento de 200x; (B, D, F) aumento de 400x, cujas barras indicam 100 um e 50 um,

respectivamente.
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