UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS MORFOFUNCIONAIS

FATIMA REGINA NUNES DE SOUSA

EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO NA MOVIMENTACAO DENTARIA
INDUZIDA EM RATOS

FORTALEZA

2018



FATIMA REGINA NUNES DE SOUSA

EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO NA MOVIMENTACAO DENTARIA
INDUZIDA EM RATOS

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias
Morfofuncionais, da Universidade Federal
do Ceard, como requisito parcial para
obtencao do Titulo de Doutor em Ciéncias
Morfofuncionais.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata de Carvalho

Ferreira Leitdo.

FORTALEZA

2018



Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicacao
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitana
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S696e  Sousa, Fatima Regina Nunes de.
Efeito do Acido Zoledrénico na Movimentag&o Dentaria Induzida em ratos / Fatima
Regina Nunes de Sousa. — 2018.
108 1. : il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais, Fortaleza, 2018.
Orientacdo: Profa. Dra. Renata Ferreira de Carvalho Leitdo.

1. Bisfosfonatos. 2. Movimentacao dentaria ortoddntica . 3. Reabsorcdo da raiz . |. Titulo.

CDD 611




FATIMA REGINA NUNES DE SOUSA

EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO NA MOVIMENTACAO DENTARIA
INDUZIDA EM RATOS

Aprovada em: / /

Banca Examinadora

Profa. Dra. Renata Ferreira de Carvalho Leitdo (Orientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Gerly Anne de Castro Brito

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Virginia Claudia Carneiro Girdo

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Pedro César Fernandes dos Santos

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Ricardo Dias de Castro

Universidade Federal da Paraiba (UFPB)



pY

Dedico a Deus, minha fonte de fé e
sabedoria. Aos meus pais que sempre
acreditaram e incentivaram 0S meus
sonhos, aos meus filhos Ana Luiza e
Antdnio Gabriel que sdo minha fonte de
inspiracdo, ao meu esposo Gleison pelo
amor e companheirismo, aos meus irmaos
pelo apoio e amor em todas as fases do
meu trabalho, aos meus tios, primos e
amigos.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Profa. Dra Renata Ferreira de Carvalho Leitdo
pela conducdo deste trabalho com tanta firmeza e leveza que somente 0s
grandes professores tem a sensibilidade de compartilhar. Obrigada pelos
incentivos, por acreditar e estimular os seus alunos na busca da concretizacao
dos objetivos. Sempre serd uma referéncia de professora na minha trajetoria

académica.

Ao Prof. Dr. Ronaldo Ribeiro (in memoriam), que me acolheu como sua
doutoranda, embora por um periodo curto, mas o suficiente para que o0s

ensinamentos de um grande mestre fossem transmitidos.

Aos Professores Doutores Gerly Anne de Castro Brito, Virginia
Claudia de Carneiro Girdo, Ricardo Dias de Castro e Pedro Ceésar
Fernandes dos Santos pelas consideracbes fundamentais para o

aprimoramento deste trabalho.

Aos professores Doutores Paula Gbées e Paulo Goberlanio pelas

corregdes e contribuicdo por ocasiao do exame de qualificacdo do doutorado.

Aos meus professores do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias

Morfofuncionais (PCMF), agradeco pelos ensinamentos transmitidos.

Ao Professor Doutor Frederico Barbosa de Sousa, pela imensa

contribuicdo neste trabalho nas anélises de microtomografia computadoriza.

A doutoranda Vanessa Costa, pelo companheirismo e cumplicidade

durante o planejamento e desenvolvimento deste trabalho.

Ao mestrando Hugo Dantas do Programa de POs Graduacdo em
Odontologia (UFPB), pela dedicacdo e desempenho nas avaliacdes da micro
CT.

Aos colegas de turma do doutorado Theides, Patricia, Antonione,
Hildénia e Eduardo pela companhia, torcida e vontade de compartilhar os

ensinamentos.



Agradeco a todos os colegas e amigos do laboratério NEMPI, em
especial a Josi, no qual me identifico pela histéria de vida, pela simplicidade,
sabedoria e pelo coracdo generoso, a Deiziane, Cintia, Mariana Viana,
Gildénio, Ariel, Bruno, Raquel, Dvison, Luciany, Ketman, Luana, Helson e

Jonas.

Aos estudantes de iniciacdo cientifica: Guilherme, Leticia, Mateus,
Karla Kaiany, Eula Karla, Mariane, Lara e Mayara pela dedicacdo e

disponibilidade em todas as etapas deste trabalho.

Aos técnicos queridos do laboratério Nempi, Junior e Flavia, pelos
servicos prestados com competéncia e destreza, enriquecendo esta tese com 0

trabalho impecavel na confecgéo das laminas.

A secretaria do PCMF, Laisa, por sempre nos orientar e esclarecer as

duvidas referentes a parte burocratica do curso.

Ao técnico do laboratério do Programa de PoéOs-Graduacdo em

Odontologia, Davi pela acessibilidade e disponibilidade dos equipamentos.

A Universidade Federal do Ceara por viabilizar a conclusdo desse

importante momento.

A Central Analitica-UFC/CT-INFRA/MCTI-SISNANO/Pro-Equipamentos
CAPES pelas excelentes imagens obtidas e pela aquisicdo das imagens de

imunofluorescéncia no confocal e microscopia eletrénica de varredura.

Ao Laboratorio de microscopia e imagem bioldgica (LAMIB) do
departamento de Morfologia da Universidade Federal da Paraiba.

A CRISTALIA, produtos quimicos farmacéuticos LTDA., pelo apoio a
pesquisa com a doacgéo de ampolas de Acido Zoledronico.

A Morelli Ortodontia, pelo apoio a pesquisa, com doacdo de

dispositivos ortodonticos.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus, pela graca de realizar mais um sonho, de permitir que eu
compreenda e entenda sempre 0s seus designios. Agradeco pela forca,
determinacdo e coragem que estiveram sempre do meu lado porque sentia

sempre a companhia do Senhor me conduzindo.

Aos meus pais, Pedro e Luzia, que me ensinaram da forma mais
simples, como eles sabem transmitir, que sonhos sao realizados e que o limite
€ a determinacdo. Todas as minhas conquistas foram possiveis porque vocés

acreditaram.

Aos meus filhos Ana Luiza e Antdnio Gabriel por me deixarem plena e
feliz com a presengca de vocés. Meus filhos sdo minha maior fonte de
inspiracdo, foi onde recarreguei minhas forcas, renovei os sonhos e me

dediquei para conseguir as vitérias que Deus permitiu conquistar.

Ao meu esposo, Gleison, por viver 0s meus sonhos comigo, e por se
dedicar aos nossos filhos em todas as minhas auséncias, sempre
compreendendo e incentivando. Obrigada por tanto amor, cuidado e

companheirismo.

Aos meus irmaos, Jouilson, Pedro Filho e Rodolfo, pelo amor, aos
meus tios Jodo, pela acolhida, Tia Fatima, Luza e Luzimar, pelo apoio, e
primos, pela torcida. Dedico esta conquista a minha familia, que sempre
souberam que nas dificuldades da vida, a educacdo seria a melhor forma de

escrever uma nova historia.

A minha dupla na pesquisa e a amiga que ganhei na minha vida,
Vanessa Costa, pela sua companhia no planejamento e execucdo deste
trabalho, além de compartilhar as minhas alegrias e angustias durante todo o
ciclo do doutorado. A sua amizade foi fundamental para me deixar centrada e

focada nos meus objetivos.

A amizade de Theides Batista e Patricia Teles, amigas que foram
essenciais em permitir que este periodo fosse menos estressante, mais suave
e feliz. Fomos cumplices em todos os momentos do doutorado, com vocés

demonstrei toda a minha esséncia, fraquezas e vitérias. E em todos 0S nossos



momentos de desopilar tinhamos sempre a mesma opinido que a conclusao da

nossa pesquisa era a amizade.

Aos meus alunos, que me despertou o0 interesse pela docéncia e
pesquisa, a convivéncia e aprendizado com vocés me faz uma pessoa

renovada a cada dia.

A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para a concluséo

deste trabalho.

Muito obrigada!



RESUMO

O acido zoledronico (AZ) € um potente bisfosfonato que se liga fortemente a
hidroxiapatita da superficie 60ssea e atua preferencialmente em sitios de grande
formacdo e reabsorcdo Ossea, sendo utilizado no tratamento de patologias
6sseas. Este estudo objetiva avaliar os efeitos do Acido Zoledrénico (AZ)
durante a movimentacdo dentaria induzida (MDI) em ratos, em um modelo
experimental que simula as doses e via de administragdo do AZ de pacientes
tratados com desordens metabdlicas 0sseas. Foram utilizados 83 ratos Wistar
(180-220 g) divididos em duas fases experimentais. Na primeira fase foram
avaliados diferentes periodos de MDI (1,4,7,11,14 e 21 dias), com finalidade de
avaliar o dia ideal para estudar o efeito do AZ. Foram instaladas molas de NiTi
no primeiro molar superior esquerdo com forca de 50gf permitindo a MDI. Os
animais foram sacrificados e a maxila foi removida para andlises histolégicas e
histométricas 6ssea e radicular. O dia 21 houve maior reabsorcéo radicular e
deslocamento dentario e o dia 4 maior nimero de osteoclastos e areas
hialinicas quando comparado ao dia 0 (p<0,05). Na segunda fase os animais
foram divididos em 04 grupos: Naive (N), Salina (SAL), Acido Zoledrénico com
concentracdo de 0,2 mg/kg (AZ/0,2) e Acido Zoledrénico com concentracéo de
1,0 mg/kg (AZ/1,0). Todos os grupos, exceto o naive foram instaladas molas de
NiTi no primeiro molar superior esquerdo com forca de 50gf permitindo a MDI
por um periodo de 4 e 21 dias. A administragdo do AZ (0,2 e 1,0 mg/kg, i.v) foi
realizada durante 3 semanas consecutivas e a ultima dose no D42 com a MDI.
Estes animais foram eutanasiados no D46 e D63. As maxilas foram removidas
para analises macroscopica, histopatologica, histométrica, por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV), microtomografia computadorizada, analise do
percentual de perda 6ssea por microscopia confocal, analise de colageno por
coloracdo de Picrosirius Red sob luz polarizada, andlise dos vasos sanguineos
por coloracdo de Mallory, e amostras sanguineas foram coletadas para
dosagens bioquimicas. O tratamento com AZ diminuiu a MDI, osteoclastos e
nivel de perda 6ssea no 0sso alveolar quando comparado ao grupo naive e
salina (p<0,05). No ligamento periodontal observou-se aumento das éareas
hialinicas no lado de compressao e reducdo da vascularizacdo no lado de
tracdo (p<0,05). No MEV, verificou-se reducéo da reabsorcéo radicular nos
grupos tratados com AZ quando comprado com o grupo salina. O tratamento
com AZ ndo alterou o percentual de colageno tipo | e lll, mas reduziu os niveis
de calcio e fosfatase alcalina quando comparado ao naive (p<0,05). Em suma,
0os resultados deste estudo mostraram que o AZ interfere na MDI,
apresentando seus efeitos anti-reabsortivos a nivel 6sseo e dentario, e que
embora seja visualizado efeito na reducao da vascularizacéo, a estrutura 6éssea
foi preservada com vitalidade das células, desta forma o uso do &cido
zoledrénico ndo é um fator de risco para a osteonecrose da maxila no modelo
experimental em ratos.

Palavras-chaves: Bisfosfonatos- Movimentacdo dentaria ortodontica -
Reabsorcéo da Raiz



ABSTRACT

Zoledronic acid (ZA) is a potent bisphosphonate that binds to the hydroxyapatite
of the bone surface and acts preferentially in sites of bone formation and
resorption, being used in the treatment of bone pathologies. This study aims to
evaluate the effects of Zoledronic Acid (ZA) during induced tooth movement
(OTM) in rats, in an experimental model that simulates the doses and route of
administration of ZA in patients treated with bone metabolic disorders. Wistar
rats (180-220 g) divided into two experimental phases were used. In the first
phase, different periods of ITM were evaluated (1,4,7,11,14 and 21 days), in
order to determine the ideal day to study the effect of ZA. NiTi springs were
installed in the first left maxillary molar with 50N allowing the ITM. The maxilla
was removed Histological and histometric analyzes of bone and tooth root were
performed. On day 21 greater root resorption and tooth displacement were
observed, and on day 4, more osteoclasts and necrotic areas were observed
when compared to day 0 (p <0.05). In the second phase, four groups were
divided: Naive (N), Saline (SAL), Zoledronic Acid with a concentration of 0.2
mg/kg (ZA/0,2) and Zoledronic Acid with a concentration of 1.0 mg /kg/ (ZA/1.0).
All groups, except naive, were submitted to NiTi springs installation in the first
left maxillary molar with a force of 50g allowing ITM for a period of 4 and 21
days. Administration of ZA (0.2 and 1.0 mg/kg, iv) was performed for 3
consecutive weeks and on day 42, just before the insertion of the springs.
These animals were euthanized on days 46 and 63. Jaws were removed for
macroscopic and histopathological analyzes (using HE, Picrosirius Red,
Mallory), scanning electron microscopy (SEM), computerized microtomography
and confocal microscopy. The following parameters were analyzed: bone and
root resorption, tooth movement, collagen analysis and blood vessel count.
Blood samples were collected for biochemical measurements of alkaline
phosphatase, phosphorus and calcium. Treatment with ZA decreased the ITM
and the number of osteoclasts and loss of alveolar bone when compared to the
naive and saline groups (p <0.05). Treatment with ZA also increased necrotic
areas in the periodontal ligament and reduced vascularization (p <0.05).
Reduction of radicular resorption was observed in the groups treated with ZA
when compared with the saline group. There were no significant changes in the
percentage of type | collagen and Il between the saline and ZA groups, at any
of the concentrations used. In summary, the results of this study show that ZA
interferes with ITM and presents anti-resorptive effects on bone and dental
tissues associated with decreased of vessel numbers without osteonecrosis.
The use of zoledronic acid, therefore, is not a risk factor for the development of
maxillary osteonecrosis in the experimental model of ITM used in the present
study.

Key-wodrs: Bisphosphonates - orthodontic tooth movement - root resorption
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1 INTRODUGCAO

A movimentacdo dentaria induzida (MDI) € baseada na remodelacéo
O0ssea de acordo com a aplicacdo de forcas mecéanicas, promovendo reacfes
nos tecidos periodontais e o deslocamento dentario (GHONEIMA et al., 2010).
A biologia da movimentacdo dentaria modifica-se por uma série de
condicionantes, como a intensidade da forca, tipo de movimento, periodo de
observacédo, dentes envolvidos, morfologia radicular e da crista 6ssea e a
influéncia de medicamentos (BARTZELA et al., 2009; SUZUKI et al., 2016)

Diferentes medicamentos sdo capazes de alterar a remodelacdo 6ssea
interferindo na movimentacdo dentaria. Dentre os farmacos estudados com
finalidade de avaliar esta interacdo encontram-se: antiinflamatorios nao
esteroidais e esteroidais; hormonios, como estrogenos (DIRAVIDAMANI et al.,
2012) e recentemente os bisfosfonatos (BFs) (FERNANDEZ-GONZALEZ et al.,
2016).

Os bisfosfonatos possuem alta afinidade pelos tecidos mineralizados e
atuam em sitios de grande formacdo e reabsorcdo éssea, sendo bastante
utilizados em desordens osteoliticas, como osteoporose, mieloma mudltiplo,
metastases de cancer de mama, pulmao (MARX et al., 2005; LULLIS et al.,
2014). Na ultima década, relatos baseados em evidéncias cientificas surgiram
envolvendo um grupo de farmacos dos Bisfosfonatos com complicacées nos
0SsOos maxilares, como a osteonecrose, apontando como fator de risco
procedimentos odontolégicos como: cirurgias dentarias e periodontais (MARX,
et al., 2003), tratamentos endodénticos, periodontites, proteses mal adaptadas
(RUGGIERO et al., 2006), movimentacao ortoddntica (ZAHROWSKI, 2007) e

de forma espontanea.

Dentre os BFs com infusdo sistémica, envolvidos nas complicacfes,
destacam-se o pamidronato (90 mg), de segunda geracédo, e zoledronato (4
mg), de terceira geracdo. O acido zoledronico € um dos principais BFs
envolvidos no processo de osteonecrose dos maxilares (PELAZ, 2014).

Estudos que relacionam os BFs e ortodontia consiste na avaliagdo da
ancoragem dentaria e reabsorcio radicular (FERNANDEZ-GONZALEZ et al.,

2015), porém ndo apresenta estudo experimental avaliando se a movimentacéo
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dentaria € um fator de risco para a osteonecrose, apresentam evidéncia clinica
(RINCHUSE et al., 2007) e revisao sistematica (KRIEGER et al., 2013)

A escassez de estudos avaliando a relagcdo da influéncia dos
bisfosfonatos na movimentagdo ortodontica é comum, e como nao estar
definido a etiopatogénese do envolvimento dos bisfosfonatos nos o0ssos
maxilares € que este estudo propds avaliar o efeito do acido zoledrdnico na

movimentacao dentaria.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metabolismo 6sseo

O tecido 6sseo é um tipo de tecido conjuntivo especial, rigido, altamente
vascularizado e metabolicamente ativo (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). A
matriz 6ssea apresenta componentes organicos (35%) e inorganicos (65%). A
parte organica € constituida de fibras colagenas tipo |, proteoglicanas e
proteinas nao colagénicas (osteocalcina, osteopontina, osteonectina) (LU et al.,
2018).

A parte inorganica é constituida de ions, como calcio, fosfato, zinco,
flaor, magnésio (FIELD et al., 2000). A mineralizacdo Ossea € iniciada por
pequenas vesiculas matriciais extracelulares, secretadas por osteoblastos,
induzindo a nucleacdo e o subsequente crescimento de cristais de fosfato de
calcio no seu interior (RATH et al., 2000). Embora os ions calcio sejam
abundantes em todo o fluido tecidual préximo as vesiculas da matriz, o influxo
de ions fosfato em vesiculas matriciais € um processo critico mediado por
varias enzimas e transportadores, como eto-nucleotideo pirofosfatase /
fosfodiesterase 1 e fosfatase alcalina ndo especifica tecidual (HASEGAWA
2018).

Componentes celulares do tecido 0sseo apresentam células de duas
linhagens diferentes: Linhagem osteoblasticas (células osteoprogenitoras,
osteoblastos e ostedcitos), com origem embriolégica mesenquimal; Linhagem
osteoclastica (osteoclastos) origem embriolégica hematopoiética, provenientes
dos monacitos (BOISSY et al., 2000).

Osteoblastos sdo células mesenquimais da medula Ossea, de

revestimento, na superficie 6ssea, com funcdo de controle da concentracdo
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plasmatica de célcio, sendo consideradas o sitio primario da troca de ions entre
0 sangue e o0 0sso (YANG et al.,, 2001). S&o células engajadas na sintese,
glicosilacdo e secrecdo de proteinas, como fosfatase alcalina, osteocalcina,
osteopontina e colageno tipo | (ALPHY et al., 2018).

A diferenciacdo das células osteoprogenitoras em osteoblastos ocorre
com a participacado da via Wnt/B-catenina e fator transformador de crescimento
B associada a proteina morfogenética 0ssea, estes induzem a expressdo de
RUNX2 contribuindo com o anabolismo 6sseo (GAUR et al., 2005; DATTA et
al., 2008).

Ostedcitos sdo diferenciados dos osteoblastos por proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP) e fator de crescimento transformante-B. S&o
células altamente ramificadas com seu corpo celular nas lamelas (UDA et al.,
2017). Seus prolongamentos sdo responsaveis pela comunicagcdo celular
permitindo o controle da remodelacdo 6ssea por meio de deteccdo de cargas
mecanicas (WU et al., 2017).

Os osteocitos e os linfocitos T vém sendo abordados recentemente na
participacdo da osteoclastogénse (LI et al., 2018). Wu et al. (2017) detectaram
que os ostedcitos poderiam promover a diferenciacdo osteoclastica e a
formacao de células multinucleadas positivas para TRAP apés a estimulacao
com IL-6 e IL-6R. A presenca desta citocina aumenta a diferenciacéo

osteoclastica mediada por ostedcitos ativando JAK2 e RANKL.

Novas evidéncias emergentes sugerem que a via Wnt/B-catenina em
ostedcitos pode ser desencadeada por crosstalk com a via da prostaglandina
em resposta ao carregamento que, em seguida, leva a uma diminuicdo na
expressdo de reguladores negativos como Sost e Dkk1(BONEWALD e
JONSHON, 2008). A identificagdo da esclerostina, proteina restrita a ostedcitos,
anatagonista da via Wnt/B-catenina, evidencia que o0s ostedcitos exercem

controle direto sobre a remodelacéo 6ssea (KRAUSE et al., 2010).

Osteoclastos sdo células multinucleadas com média de 3 a 15 ndcleos,
apresenta na membrana plasmatica receptor da calcitonina e fosfatase acida

resistente ao tartaro (TRAP), além de sintetizar e liberar catepsina K,
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adenosina trifosfato, isozima anidrato carbénica Il que auxiliam na funcédo de
degradacdo da matriz éssea, promovendo a reabsorcao 6ssea (TEITELBAUM;
ROSS, 2003).

O metabolismo 6sseo é regulado por osteoclastos, osteoblastos e
ostedcitos, este representa cerca de 95% de células do tecido Osseo e
desempenham um papel importante na formacdo de osteoclastos e na
regulacdo das atividades dos osteoblastos atuando como um fator chave de

remodelacéo 0ssea (UDA et al., 2017).

A remodelacdo Ossea permite 0 movimento dentario, através de
dispositivos ortoddnticos, que ao aplicar uma forga no centro do dente, ocorre
uma distribuicdo do estresse mecanico para o periodonto, promovendo no lado
de compressdo uma reabsorcdo 0ssea e no lado de tracdo uma neoformacéao
o0ssea (GHONEIMA et al., 2010).

A reabsorcdo 6ssea € um processo com varias fases, iniciando com a
proliferacdo de precursores de osteoclastos, advindos de mondcitos, seguindo
com sua diferenciacdo e maturacdo, sendo capaz de degradar matriz 6ssea
(WU et al.,, 2017). A presenga de citocinas como a interleucina 18 (IL-B),
interleucina -6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF-a) e fatores de crescimento
sdo essenciais para diferenciacdo e maturacdo de osteoclastos, contribuindo
para a remodelacao 6ssea(CAETANO-LOPES et al., 2011).

Estes fatores atuam pela estimulagdo de células progenitoras de
osteoclastos ou participando de uma sistema paracrino, com envolvimento de
osteoblastos e células da medula 6ssea (LI et al., 2015). O sistema paracrino é
essencial para o metabolismo ésseo e seus mediadores incluem as moléculas
RANK, RANKL e OPG (ARIFFIN et al., 2011).
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Figura 1. Expresséo das proteinas RANK/RANKL/OPG nas células 0sseas
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Fonte: (BRENT RICHARDS; ZHENG; SPECTOR, 2012) Legenda. OPG é um competidor
natural do RANKL para o receptor RANK, proteina transmembrana expressa nos pré-
osteoclastos

RANK €é uma proteina transmembrana, membro da familia dos
receptores TNF, expresso na superficie de células pré-osteoclasticas, linfocitos
T, células dendriticas, facilitando a sinalizacdo imunolégica como pode

visualizar esquematicamente na Figura 1 (ARIFFIN et al., 2011).

RANKL é uma proteina sollvel, expressa por osteoblastos, células do
estroma da medula 6ssea e células endoteliais, podendo sua expressdo ser
potencializada por fatores de reabsorcdo 6ssea como interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e TNFa (CAETANO-LOPES et al., 2011). E membro da
superfamilia do fator de necrose tumoral, sendo considerada a mais importante

das citocinas envolvidas na reabsorcdo 6ssea (GRIMM et al., 2015).

A principal funcdo do RANKL é estimular a diferenciacdo de
osteoclastos e inibir a apotpse. A expressao génica desta proteina especifica a
linhagem osteoclastica, incluindo genes que codificam a TRAP, catepsina K e o
receptor para a calcitonina (TEITELBAUM; ROSS, 2003).

7

A OPG é uma glicoproteina solivel que pertence a familia TNF,
secretada por osteoblastos (ALPHY et al., 2018). A superexpressdo de OPG
blogueia a maturagédo dos osteoclastos, podendo regular a reabsor¢cdo 6ssea e

contribuiu para a manutencdo da massa 6ssea (DOLCI et al., 2017).
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A razdo RANKL/OPG é um parametro essencial para o controle da
reabsorcédo 0ssea e densidade 6ssea mineral, uma vez que o OPG blogueia a
interacdo entre RANKL e RANK, diminuindo a ativagdo dos osteoclastos
(NAKASHIMA et al. 2011).

A triade molecular RANK/RANKL/OPG tem um papel importante na
regulacdo da remodelacdo Ossea, formando a via de sinalizacdo
osteoclastogénica, com regulacdo dos osteoblastos (WU et al.,, 2017). A
interacdo entre osteclastos e osteoblastos s&o observados nesta via de
sinalizacdo, uma vez que o aumento do numero de osteoclastos ativos e a
reabsorcdo 6ssea dependem da presenca do Fator Estimulador de Col6énias de
Macrofagos (MSCF) expresso pelos osteoblastos (ARIFFIN et al., 2011).

As proteinas da matriz extracelular (MEC) do osso e da dentina séo
semelhantes, porém encontradas em concentracfes diferentes entre as
matrizes (SOARES et al., 2007). Proteoglicanas, proteinas acidas e colageno
tipo | constituem um arcabouco para a deposicdo de ions calcio e fosfato na
formacdo de hidroxiapatita. A osteopontina é mais predominante no tecido
0sseo enquanto a sialoproteina € abundante na MEC da dentina (HUANG et
al., 2017).

A semelhanca da morfologia e funcéo das células do tecido 6sseo e do
dente, envolvem mecanismos de reabsorcdo radicular e 0sseo parecidos,
porém no dente, além do envolvimento da via osteoclastogénese, apresenta a
via odontoclastogénese, via OPG/RANK/RANKL (SIRISOONTORN et al.,
2012). Desta forma, os medicamentos e outras substancias como laserterapia
gue forem usadas para inibir a reabsorcdo 6ssea pode ajudar na reabsorcdo

radicular durante o tratamento ortodéntico (JAWAD et al., 2014).
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2.2 Movimentacao dentaria induzida

A movimentacdo dentaria induzida (MDI) pode ser representada por um
movimento ortoddntico, no qual o aparelho fixo € um dos dispositivos mais
utilizados neste planejamento, com finalidade de correcdo de problemas
estéticos e funcionais, nos niveis dentarios e facial (FRANZONI et al., 2017).

MDI é um deslocamento dentério fisiopatoldgico devido a aplicacdo da
forca, no qual promove reacfes nos tecidos periodontais de suporte: 0sso
alveolar, ligamento periodontal, cemento e gengiva (FRACALOSSI et al., 2009).
Em resposta as forcas biomecéanicas nestes tecidos ocorre um processo de
remodelamento 6sseo (GHONEIMA et al., 2010).

A forca ortodbntica aplicada envolve a producdo de mediadores
inflamatérios que atuam no ligamento periodontal (MEIKLE, et al., 2005).
Estresse mecéanico leva deformacdo do ligamento periodontal, com alteracdes
a niveis celulares, como diminui¢do da vascularizacdo e do recrutamento dos
leucécitos para os tecidos periodontais; e teciduais com o aparecimento de
areas de compressao e tracdo (TYROVOLA et al., 2008).

O lado de tracdo da movimentacdo dentaria induzida é representado por
um estiramento do ligamento periodontal, com ativacdo do fluxo sanguineo
promovendo angiogénese e a nheoformacdo do osso alveolar, devido ao
aumento da atividade osteoblastica, as quais sdo induzidas por fatores de
crescimento, como verifica-se na figura 2 (KIM et al., 2007). Citocinas anti-
inflamatorias exercem efeitos estimulatérios sobre 0s osteoblastos, interleucina
-4 (IL-4) e interleucina -10 (IL-10) sé@o expressas no ligamento periodontal,
aumentando a expressao de OPG em osteoblastos, controlando a reabsorcao

e favorecendo a neoformacéo 6ssea (CHENG et al., 2011).



25

Figura 2. Lado de tracdo do ligamento periodontal na movimentacdo dentaria
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No lado de compressdo da movimentacdo dentaria induzida é marcado
pela mudanca do fluxo sanguineo, com colabamento dos vasos, que induz a
hipbxia e o aparecimento de zonas de hialinizacéo caracterizados por trombose

e morte celular, verifica-se na figura 3 (HASHIMOTO et al., 2013).

A matriz extracelular passa a ser composta por fibras colagenas
densas, com auséncia de células, denominadas areas necréticas da matriz
extracelular (CONSOLARO, 2007), estas liberam fatores quimiotaticos para
células gigantes multinucleadas que se diferenciam em osteoclastos e promove

a reabsorcdo 6ssea e a movimentacdo dentaria propriamente dita (ALIKHANI

et al., 2015).

Os macrofagos ao fagocitarem as areas necroticas hialinizadas, liberam

guimiocinas e citocinas para atrair células mesenquimais (TYRAVOLLA et al.,

2010). Citocinas pro-inflamatorias, IL-1, IL-6, TNF-a ativam osteoclastos a

reabsorver osso (JIANG et al.,, 2015). IL-1 atua na supraregulacdo das
prostaglandinas e infraregulacdo de OPG e a IL-6 induzida por TNF-a estimula
a reabsorcao 6ssea por mecanismo de acoplar osteoclastos e osteoblastos

(CHAE et al., 2011).
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Figura 3. Lado de compressao do ligamento periodontal na movimentacao
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Fonte: (BARCIA et al.,, 2017) Legenda. No lado de compresséo, a reabsor¢cdo Ossea é
regulada pela via RANK/RANKL/OPG, e estimulada por mediadores pré-inflamatérios. (A)
Representac@o esquematica dentaria na movimentag¢éo dentaria, (B) Amplificacdo do lado de

tracdo no ligamento periodontal.

A MDI apresenta trés fases de deslocamento dentario, apresentando
uma curva dividida em fase inicial, laténcia e pos laténcia (FRACALOSSI et al.,
2009). Na fase inicial, apresenta um rapido movimento dentario imediatamente
apos a aplicacdo da forca, que esta relacionada ao movimento do dente no
espaco do ligamento periodontal; na fase laténcia ou “lag” € caracterizada por
uma taxa baixa de deslocamento do dente ou nenhuma movimentacao
(GIBSON et al., 1992). Estudos sugerem que seja em decorréncia da presenca
de areas hialinizadas do ligamento periodontal (FRANZONI et al., 2017), que
necessita ser completamente removido antes do inicio da proxima fase; e a
ultima fase poés laténcia ou “pds-lag” representada pelo aumento da taxa de

deslocamento dentario devido aos processos e aposicdo e reabsorcdo 0ssea

(SUZUKI et al., 2016)

A intensidade da forca interfere na biologia da movimentacédo dentaria
(LI et al.,, 2015), desta forma forgas excessivas diminuem deslocamentos
dentarios, devido aumento de areas hialinizadas, trombose celular e morte
celular, além de promover a reabsor¢cdo radicular, com morte dos

cementoblastos (ALIKHANI et al., 2015), em consequéncia da compresséo dos
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vasos sanguineos do ligamento periodontal e auséncia de oxigénio no local
(CONSOLARO, 2005). Desta forma a determinagdo da forca é de suma
importédncia, uma vez que 0 excesso pode ser um fator critico para a
reabsorcéo radicular (TADDEI et al., 2012).

Na movimentacdo dentaria, o eixo RANK/RANKL/OPG é ativado
promovendo a reabsorcdo Ossea no lado de compressdo do ligamento
periodontal, levando a diminuicdo de matriz éssea, permitindo o deslocamento
dentario (Figura 4) (LI et al., 2015). Interacdo de medicamentos (BARTZELA et
al., 2009), forca aplicada no dente, desordens metabdlicas Osseas
(ZAHROWSKI,2009) podem interferir nas vias de sinalizacdo osteoclastogénica
que participam da MDI, com desequilibrio na homeostasia do 0sso e alteracao
no planejamento ortoddntico (SUZUKI et al., 2016).

Figura 4. Eixo RANK/ RANKL/OPG na movimentagéo dentéria
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Fonte: (GRAVES et al., 2011). Legenda: Aumento da expressdo de RANKL no lado de
compressédo, e OPG no lado de tracéo.

Na movimentacdo ortodontica, a0 mesmo tempo que ocorre a
reabsorcdo O0ssea, pode surgir outro fendbmeno de reabsorcéo na raiz dentaria
(HUANG et al., 2017). A forca aplicada durante a movimentacao dentéria, gera
uma reducdo de oxigénio e aumento de &reas hialinicas no ligamento

periodontal (MATSUZAWA et al., 2017), este fenbmeno provoca a ativagdo dos
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cementoclastos e morte celular dos cementoblastos, que séao células
localizadas na superficie dentaria e protege a raiz de reabsorcdes
indesejadas(NAJEEB et al., 2017).

A reabsorc¢do radicular em decorréncia do tratamento ortodéntico € um
evento indesejavel e acomete cerca de 90% dos dentes permanentes e casos
severos, em 10% (AN et al., 2017). Alguns fatores de risco da reabsorcéo
radicular, pode ser verificada como a morfologia radicular e da crista éssea,
forca aplicada durante a movimentacao ortodontica, idade, sexo, duragao e tipo
do tratamento ortodéntico (ARIFFIN et al., 2011). O uso de farmacos
(BRUNET et al., 2016), laserterapia (SUZUKI et al.,, 2016) e corticotomia
(LIBRIZZI et al.,, 2017) sédo algumas terapias utilizadas para controlar a

reabsorcdo da raiz dentaria.
2.3 Bisfosfonatos

Os bifosfonatos (BFs) sdo analogos dos pirofosfatos endégenos, com
uma substituicio de um atomo de oxigénio por um &tomo de carbono
(ROGERS et al., 2000), sendo que os pirofosfatos sdo reguladores fisioldgicos
da calcificacdo e reabsorcBes 6sseas, mas se tornam incapazes de inibir a
calcificacédo “in vivo” quando administrados por via oral, devido a sua
degradacdo no trato gastrointestinal (RODAN et al.,, 1996; CASTRO et al.,
2004).

A modificacdo na estrutura quimica dos pirofosfatos, do atomo de
oxigénio, pelo atomo de carbono, favoreceu a adicdo de duas ligacGes
covalentes dando origem a compostos diferentes, com propriedades
diferenciadas (ROGERS et al., 2000). O grupo R1 determina a afinidade dos
BFs pelos cristais 0sseos, enquanto o grupo R2 é responsavel pela poténcia e
atividade farmacolégica (FLEISCH, 1998) (Figura 5).



29

Figura 5. Estrutura quimica geral dos bisfosfonatos e do pirofosfato endégeno
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Os BFs podem ser divididos em duas classes, 0s hdo-amino-BFs e os
amino-BFs. Estes dois subgrupos diferem de acordo com a auséncia
(etidronato) e a presenca (alendronato, zoledronato, risedronato) de nitrogénio
nas suas cadeias laterais, 0 que modifica sua poténcia e seu mecanismo de
acao (WOO et al.,, 2006) Devido ao fato dos amino-BFs apresentarem uma
poténcia aumentada em comparacdo aos nao-amino-BFs, eles se tornaram
medicamentos de escolha para a prevencao e tratamento de desordens 0sseas
com alta taxa de reabsorcdo (HARVEY et al., 2007).

Os BFs possuem alta afinidade pelos tecidos mineralizados e atuam em
sitios de grande formacdo e reabsorcdo Ossea (ROGERS et al.,
2000)(SIRISOONTORN et al., 2012). Em virtude destas caracteristicas iniciou-
se 0 estudo do emprego desses medicamentos no tratamento de patologias
o0sseas (HARVEY et al.,, 2007). Sua administracdo pode ser por via oral ou
intravenosa, sendo bem distribuido pelo plasma e, em parte (50%), absorvido
pelo o0sso, sendo o restante excretado sem modificagdo pelos rins
(DANNEMANN et al., 2007).

Os BFs podem inibir a reabsor¢cdo 0ssea, favorecendo a utilizacdo no
tratamento de osteogénese imperfeita, osteoporose, displasia fibrosa, doenca
de Paget e, principalmente, nas metastases Osseas provenientes de
complicagbes de neoplasias malignas (RUGGIERO et al., 2004), aliviava dores

e reduzia a atividade de lesbes 6sseas com atividade litica e a ocorréncia de
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fraturas Osseas, levando a uma melhora na qualidade de vida dos pacientes
(DANNEMAMN et al., 2007).

Os bisfosfonatos possem uma meia-vida longa 6ssea, média estimativa
de 10 anos, tendo efeitos na remodelacdo 0ssea e reparagdo, possivelmente
por um periodo de tempo estendido (KIMMEL et al., 2007). S&o farmacos que
atuam direta e indiretamente nos osteoblastos e osteoclastos resultando numa
diminuicdo de tunorver 0sseo e exerce efeito inibidor nos mediadores
inflamatorios afetando o processo de cicatrizacédo de lesdes 0sseas (WAYAMA
et al., 2007)

Em nivel celular hd concordancia geral que o alvo final da acdo dos
bisfosfonatos é o0 osteoclasto (BRUNET et al., 2016). O aumento da
osteocondutividade e osteoinducdo € verificado promovendo aumento da
atividade osteoblastica (SIRISOONTORN et al., 2012). In vitro, varios
bisfosfonatos inibem a diferenciacdo dos osteoclastos oriundos da medula
o0ssea (HUGHES et al., 1989).

Evidéncias clinicas foram relatadas na literatura, h4 uma década (MARX
et al., 2003), e sugeriram que o0 uso prolongado dos BFs podia induzir o
aparecimento da osteonecrose dos maxilares. No entanto, a American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS, 2007) definiu as trés
caracteristicas necessarias para que essa lesdo 0ssea seja associada aos
bifosfonatos: paciente esta sendo ou foi submetido a terapia dos bisfosfonatos;
exposi¢do necrotica 6ssea nos maxilares persistindo por mais de oito semanas
e nenhuma histéria de irradiacdo sobre o sitio anatébmico. Essa definicdo é
importante na instituicAo de protocolos de atendimento e terapias da

osteonecrose.

A classificacdo proposta pela AAOMS (2007) foi recentemente
modificada em 2015, em que a osteonecrose dos maxilares por bisfosfonatos
(OMB) passou a ser uma condicdo patolégica de um grupo maior de
osteonecrose dos maxilares associados ao uso de medicamentos (OLIVEIRA
et al., 2016).
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A patogénese da osteonecrose induzida por bifosfonatos ndo apresenta
um mecanismo esclarecido, no entanto a desordem do tunorver 6sseo, efeitos
anti-angiogénicos e infeccbes sdo as hipoteses mais sugeridas na literatura
(ALLEN, 2011). Fatores de risco inclui presenca de trauma, como extracao
dentaria; exposicédo a microrganismos da cavidade bucal e o uso prolongado do
acido zoledrénico, sendo relatados como osteonecrose espontanea (GANDER
et al., 2014).

2.4 Acido Zoledronico e movimentac&o dentaria

O Acido Zoledronico (AZ), € um bisfosfonato de terceira geracéo,
portanto mais potente, com fixacdo mais intensa no 0sso, particularmente nas
hidroxiapatitas (VASCONCELLOS et al., 2004) . Este farmaco € administrado
por via endovenosa em uma infusdo de 4 mg por cerca de 15 minutos, e
desaparecem rapidamente do plasma sanguineo, sendo a metade capturada
pelo osso e o restante excretado sem modificagbes pelos rins (LYSENG-
WILLIAMSON, 2008).

O mecanismo de acdo do AZ envolve a formacdo de um analogo da
adenosina trifosfato osteoclastica, que induz a apoptose e a inibi¢cdo da via do
mevalonato na sintese de colesterol por inativacdo da farnesil difosfato sintase,
com consequente desregulacdo do transporte intracelular, desorganizacao
citoesquelética e inibicdo da proliferacao osteoclastica (WOO et al., 2006; GAO
et al., 2017).

E o farmaco mais comumente indicado nas osteoporoses severas,
doenca de Paget, mieloma mdltiplo e metastases 6sseas (HUJA et al., 2011),
tem efeito anti-tumoral (VASCONCELOS et al., 2004) e antiangiogénico
(FRANZONI et al., 2017). AZ é o mais associado as complicagbes dos

bisfosfonatos, com o surgimento da osteonecrose (SILVA et al., 2015).

Recentemente tem sido relatada a existéncia de possiveis inter-relagdes
entre o tratamento ortodontico e a ocorréncia de osteonecroses em pacientes
gue fazem uso dos bisfosfonatos por via intravenosa (RINCHUSE et al., 2007).
A interferéncia na movimentacdo dentaria (FERNANDEZ-GONZALEZ et al.,

2016), dificuldade de fechar espacgos dentarios apos exodontias com finalidade
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ortodontica (SEIFI et al., 2017) e o risco de osteonecrose (ZAHROWSKI, 2009)
sdo os possiveis danos do uso crénico deste farmaco.

E indubitavel que a administragéo dos bisfosfonatos incorra em efeitos
adversos ao tratamento ortodoéntico, visto que a atividade osteoclastica €
requisito substancial a remodelacdo 6ssea e, por conseguinte, ao movimento
dentério (ARAUJO, 2013).

A captacdo dos BFs estd intrinsicamente relacionada a taxa de
remodelacdo Ossea. Isto eleva, de duas a trés vezes, a concentracdo do
bisfosfonato no osso trabecular, local em que o tunover 0sseo ocorre de
maneira expressiva (LIN et al., 1999). Por mecanismo similar, o movimento
dentario ortoddntico resultaria em aumento de captacdo da droga no 0SSO
alveolar (ZAHROVSKI, 2007). Sucedendo, em potencializacdo dos seus efeitos
e do risco de osteonecrose, complicacdo associada a administracdo desta

classe de drogas.

O uso do AZ como ancoragem do dente molar na ortodontia € uma
hip6tese levantada, devido a inibicdo da reabsorcédo 0ssea no lado de presséo
da forca aplicada (VENKATARAMA, et al., 2012). Ortega et al. (2012) indica a
administracdo do AZ para promover a ancoragem maxima (ORTEGA et al.,
2012).

O controle através de farmacos da reabsorcdo radicular durante a
movimentagdo dentaria também vem sendo relatado com a administracdo do
AZ (SIRISOONTORN et al., 2012), devido a inibicdo da funcdo das células
clasticas através do controle da via RANK/RANKL/OPG, uma vez que o AZ
pode suprimir a expressdo de RANKL, que encontra-se elevada em reabsorcéo
radicular grave (YAMAGUCHI et al., 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

O &cido zoledrénico (AZ) € indicado para pacientes com desordens
osteoliticas, como osteoporose avancada e mieloma multiplo e, também, na
prevencaol/tratamento de metastases 6sseas associadas ao cancer de mama e
prostata (MARX et al., 2005; RUGGIERO et al.,, 2006). A relevancia do
presente estudo baseia-se no uso crescente desse farmaco devido ao aumento
na expectativa de vida das populacbes e, consequentemente, na maior
incidéncia das taxas de osteoporose e cancer (RUGGIERO et al.,, 2009).
Apesar disso, gracas aos avangos da medicina, as pessoas estdo vivendo mais
e melhor, incluindo os portadores dessas doencas (KRIEGER et al., 2013). O
desenvolvimento de novos farmacos, como o AZ, tem contribuido

consideravelmente para essa realidade.

A longevidade, associada a melhoria da qualidade de vida, resulta,
portanto, na maior preocupacdo por parte das pessoas, especialmente
mulheres na terceira idade, em manter a estética facial e corporal, o que inclui
a estética dentaria, especialmente no Brasil, onde a aparéncia jovem € muito
valorizada. De fato, a procura de adultos por tratamento ortodéntico tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, o que requer estudos para
investigar a resposta dos dentes e periodonto de adultos, especialmente
adultos mais velhos, frente a forgca aplicada, sob condicbes normais e
especiais, como é o caso de pacientes que fazem uso crénico de alguma
medicacdo. Esses estudos tornam-se mais relevantes ainda no caso de
farmacos que interferem com o metabolismo Osseo. Especificamente em
pessoas que fazem uso de AZ, a preocupacdao maior esta relacionada a
ocorréncia de osteonecrose dos maxilares, baseado em varios estudos da
literatura sugerindo que procedimentos odontolégicos em pacientes tratados
com bisfosfonatos sédo fatores predisponentes para a ocorréncia de necrose
0ssea nos maxilares (POELMANS et al., 2012). Ademais, considerando que a
biomecénica da movimentacdo ortodbéntica envolve reabsorcdo e formacao
(remodelacéo) 0ssea, é fundamental investigar se um farmaco cujo mecanismo
de acdo envolve a inibicdo da reabsorcdo Ossea, como € o caso do AZ,

interfere com a taxa de movimentacdo dentaria. Esses estudos sao
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determinantes para a indicagdo com seguranca de tratamento ortodontico a

pacientes tratados com AZ.

4 OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com &cido zoledrénico na movimentagao

dentéria induzida e na microarquitetura do osso alveolar da maxila e de fémur

de ratos.

4.2 Objetivos especificos

v Estabelecer os periodos de observacao ideais, utilizando um modelo

experimental de movimentacdo dentaria, para a investigacdo do efeito

do acido zoledrdnico (AZ) no deslocamento dentario induzido.

v" Avaliar o efeito do tratamento com AZ:

na avaliacdo do risco a osteonecrose da maxila por meio de anélises
mascroscoépicas e por microtomografia computadorizada

na taxa da movimentacao dentaria por meio de medi¢cdes macroscopicas
e microscopicas (histomorfometria), considerando os lados de
compressao e tragao.

sobre os dentes movimentados e seus tecidos periodontais associados,
considerando parametros microscépicos, tais como areas hialinicas do
ligamento periodontal (areas necroticas), presenca de células clasticas,
reabsorcdo Ossea e reabsorcdo radicular, por meio de microscopia
Optica e eletrbnica de varredura.

sobre a por¢cdo mineral e organica do osso alveolar da maxila através de
de microscopia confocal, microscopia eletrbnica de varredura,
microtomografia computadorizada (micro CT) e da analise de laminas
histologicas de tecido 0sseo descalcificado.

sobre as fibras do ligamento periodontal através da analise de laminas
histol6gicas coradas com picrosirius red e Mallory e da analise da

autofluorescéncia do colageno através de microscopia confocal.
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e sobre a vascularizacdo do periodonto através da contagem do numero
de vasos e do calculo da area dos vasos presentes no ligamento
periodontal.

¢ na via RANK, RANKL E OPG no periodonto de sustentacdo dos dentes
movimentados através da imunohistoquimica

e no osso femural dos ratos submetidos a movimentagdo ortodontica,
através da mensuracdo do osso cortical e do espaco medular por micro
CT

5 MATERIAS E METODOS

5.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

E um estudo experimental, randomizado, controlado e cego, utilizando
um modelo animal de movimentacdo dentéria induzida (HELLEN E NANDA,
1979), com modificacbes, com retencdo na porcdo cervical da coroa dos
incisivos superiores e utilizagdo de resinas fotopolimerizaveis. Os protocolos
experimentais foram executados seguindo as recomendacdes apresentadas no
ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments) guidelines para uso
de animais experimentais (KILKENNY et al., 2010). Os experimentos foram
iniciados logo apos aprovacdo na Comisséo de Etica para o Uso de Animais da
UFC, protocolo n° 95/2015 (Anexo A), o qual é regido pela Declaracdo
Universal de Direitos Animais (UNESCO - 27 de Janeiro 1978) e pelos Guias
Eticos Internacionais para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Conselho

para Organizacdes Internacionais de Ciéncias Médicas — CIOMS).
5.2 Selecao de animais

Os protocolos experimentais foram executados de acordo com as
diretrizes aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, Faculdade de
Medicina, Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara (UFC) para uso de animais experimentais. Foram utilizados 83
animais machos Wistar, com peso de 180-220 g, aproximadamente com 70
dias. Os animais foram mantidos sob condicbes de temperatura ambiente e

ciclo claro-escuro natural durante os experimentos. Estes foram alojados em
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gaiolas apropriadas, em numero de cinco animais em cada uma delas, com
alimentacdo balanceada a base de racdo. A agua e racdo foram
disponibilizadas a vontade. Apds o periodo de adaptacdo de sete dias, iniciou-

se o procedimento experimental.

Este estudo foi dividido em duas partes: (1) Definicio no modelo
experimental de movimentacdo ortodontica em ratos, os periodos de
observacdo ideais para a avaliagdo dos efeitos do &acido zoledronico,
baseando-se nas alteracbes macro e microscépicas, no dente e periodonto,
induzidas pela movimentacdo dentaria; (2) Avaliacdo do(s) efeito(s) do acido

zoledrénico nessas alteracoes.
5.3 Modelo movimentacao dentéaria induzida

O dispositivo ortodéntico utilizado no presente estudo consiste em uma
mola fechada para miniparafuso de niquel-titanio (NiTi) de 7mm de
comprimento (Morelli®). Essa mola foi amarrada no primeiro molar superior
esquerdo com fio de amarrilho de 0,010 mm de didmetro (Morelli®) utilizando
uma forca de 50gf sobre o primeiro molar superior esquerdo, medida e
padronizada previamente/ com dinambémetro ortodontico, de acordo com
protocolo descrito na literatura (BRUNET et al., 2016). Em seguida, a mola foi
amarrada aos incisivos superiores com fio de amarrilho de 0,010 mm de
diametro (HASHIMOTO et al.,, 2013) (Figura 6). Os incisivos e o fio de
amarrilho foram protegidos com resina (Fill Magic Ortoddntico com FlUor ®,
Vigodent). Apds a ativacao inicial, que consiste na aplicacdo de forca, o
aparelho ndo recebeu nenhuma outra ativacdo adicional durante o periodo
experimental (ORTEGA et al., 2012).

Para a instalacdo do fio de amarrilho, com o auxilio de um abridor de
boca, os animais foram previamente anestesiados com cloridrato de quetamina
(60 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg). O fio foi inserido abaixo da ameia distal do
primeiro molar superior direito e, com o auxilio de uma pinga Mathiew, foi
trancado (posicionado) na regido cervical ao redor do dente e fixado a uma das
extremidades da mola (KURITA, 2017).
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Os incisivos superiores, utilizados como ancoragem ortodontica, foram
desgastados e condicionados com acido fosférico a 37% (Alpha Acid®, DFL)
por 15 segundos, para permitir a fixacdo com resina fotopolimerizavel (Fill
Magic Ortodéntico com Fluor®, Vigodent) do amarrilho as suas faces

vestibulares, apds a marcacao da forca de 50cN (ORTEGA et al., 2012).

A afericdo, no intuito de garantir a fidelidade da magnitude de forca, foi
marcado justo a face vestibular dos incisivos superiores, com o animal
posicionado sobre a maca cirdrgica, horizontalmente, de forma que a linha de
acao da forca estivesse paralela ao solo (SIRISOONTORN et al., 2012). A mola
foi ativada com o auxilio de uma pinga Mathiew e verificado a magnitude de

forca: 50 gf com o auxilio de um dinamd&metro de precisdo (DUTRA, 2011).

Figura 6: Direcdo da forca aplicada na movimentacdo dentaria induzida, com

mesializacdo do molar superior esquerdo e ancoragem nos dentes incisivos

Fm

B

Fonte. Adaptado (SIRISOONTORN et al., 2012) Legenda. Primeiro molar superior esquerdo
envolvido por um fio de amarrilho e mola de Niti e ancorado nos dentes incisivos superiores.
Vista superior (A) e vista lateral (B).
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5.4 Procedimentos de eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia por exsanguinacdo por
puncao cardiaca sob anestesia com quetamina 80mg/kg e xilazina 10 mg/kg,
por via intraperitoneal em diferentes periodos de observagdo, conforme

descricédo abaixo.

5.5 Primeira fase do estudo: Estabelecimento do delineamento

experimental

Nesta parte do estudo, que objetivou a determinacdo dos melhores
periodos de avaliacdo, foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus norvegicus). Os
periodos de observacéo avaliados nessa primeira fase do estudo foram: 0, 1, 4,
7,11, 14 e 21 dias apos o inicio da movimentagdo dentaria induzida, dias nos
quais os animais foram eutanasiados e os parametros descritos a seguir foram
avaliados: mensuracdo da movimentacdo dentaria, analise histomorfométrica
do ligamento periodontal e raiz dentaria por microscopia, avaliando a
compresséo e distensao do ligamento periodontal (LP), areas hialinicas no LP,
guantificacdo de osteoclastos e reabsor¢ao radicular.

5.6 Segunda Fase do Estudo: Avaliacdo do efeito do Acido Zoledronico
(AZ) na movimentacdo dentéria induzida e nas alteragcdes dentarias e

periodontais

As concentragbes de AZ foram selecionadas com base em estudos
descritos na literatura (SILVA et al., 2015). Nessa segunda fase experimental,
foram utilizados 48 ratos Wistar (Rattus norvegicus), distribuidos nos seguintes

grupos experimentais, com pelo menos 6 animais por grupo:
e animais que nao sofreram nenhuma manipulacao (NAIVE)

e animais submetidos a movimentacdo dentaria que receberam solucdo
salina, na concentracdo de 0,1 ml/kg, por via endovenosa através da

veia peniana (SALINA)
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e animais submetidos a movimentacdo dentaria que receberam &acido
zoledrénico (Eurofarma®), na concentracdo de 0,2 mg/kg, por via

endovenosa através da veia peniana (AZ 0,2);

e animais submetidos a movimentacdo dentaria que receberam &acido
zoledronico (Eurofarma®), na concentragdao de 1,0 mg/kg por via

endovenosa através da veia peniana (AZ 1,0).

Animais anestesiados com quetamina (60 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg),
por via intraperitoneal, receberam AZ (Eurofarma®) ou solucado salina, durante
trés semanas consecutivas (Dias 0, 7, 14) e no 42° dia experimental (SILVA et
al., 2015), quando o dispositivo ortodontico foi instalado e a movimentagao

dentaria foi iniciada, conforme descrito anteriormente (Figura 7).

Figura 7. Representacdo esquematica do desenho experimental da avaliacao

do AZ na movimentacao dentaria induzida

AZ AZ AZ AZ
[ Dia 0 J { Dia 7 \ [ Dia 14 J [ Dia 42 \ { Diad6e63 |
MDI Eutanasia

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Fonte. Elaborado pelo autor (2018)
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5.7 Parametros Avaliados
5.7.1 Mensuracdo da movimentacao dentaria

Apés a eutanasia dos animais foram realizadas mensuracdes da
movimentacdo dentaria induzida (MDI), considerando 0s espacos entre 0S
Incisivos e 0s primeiros molares superiores, na hemiarcada desafiada (na qual
foi instalada o aparelho ortodéntico) e na sua contralateral (sem aparelho), que
foi utilizada como controle. Esta andlise foi realizada nas duas fases do estudo.
Tais medidas foram registadas no dia da colocacdo da mola, dia do inicio do
deslocamento dentario (dia inicial - Di) e no dia da eutanasia (dia final - Df),
com auxilio de um paquimetro digital. O deslocamento dentério, ou a
quantificacdo da MDI, foi calculado a partir da seguinte férmula (ARAUJO,
2015):

MDI= (Di-Df) hemiarcada MDI — (Di-Df) hemiarcada contralateral x 100%
Di hemiarcada contralateral

5.7.2 Avaliacéo histopatoldgica — avaliacéo da porcao organica do dente e

periodonto

Os animais foram sacrificados e tiveram suas maxilas removidas,
separadas em duas hemiarcadas, dissecadas e fixadas com formol neutro a
10% por 24h, e descalcificadas com solucbes de EDTA (10%, pH 7,4),
renovadas a cada 48 horas, até a completa descalcificacdo do tecido
(aproximadamente 2 meses). Finalizado o processo de descalcificacdo, as
pecas receberam processamento laboratorial de rotina para inclusdo em
parafina, possibilitando a obtencdo de cortes histologicos (4 pm de espessura)
do primeiro molar superior, evidenciando suas 5 raizes dentéarias, cortadas
transversalmente: mesiovestibular (MV), intermediaria (INT), distovestibular
(DV), mesiopalatino (MP) e distopalatino (DP) (Figura 8). Neste estudo
utilizamos para as analises histomorfométricas a raiz distovestibular (DV),
devido sua caracteristica mais regular e por ser uma raiz estavel, onde os
fendmenos bioldgicos sao verificados de forma mais intensa (FRACALOSSI et
al., 2009).
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Figura 8. Fotomicrografia das 5 raizes (MV, INT, DV, MP E DP) do primeiro

molar superior, em corte transversal.

Fonte. (A) Adaptado de Fracalossi (2009) e (B) elaborado pelo autor (2018). Legenda: as cinco
raizes (MV, DV, INT, MP e DP) do primeiro molar superior; corte transversal. Linha tracejada
destaca a raiz DV, eleita para as avaliagdes histomorfométricas. A seta indica a direcédo da
forca aplicada. Barra indica 500 um, HE, 40x.

Os aspectos microscépicos da movimentacdo dentaria induzida foram
analisados no ligamento periodontal, no osso alveolar e na raiz distovestibular
(DV) do primeiro molar superior (nos lados de tragcdo e compressao), através
de laminas histologicas coradas pela hematoxilina-eosina (HE), picro sirius red
(ScyTek®, Logan, UT, USA) e Mallory e submetidas a avaliagéo histologica
com microscopia 6ptica convencional, confocal e luz polarizada. As laminas
coradas com picro sirius foram contra-coradas com hematoxilina de Harris. A
avaliacdo microscopica empregada foi qualitativa e quantitativa, considerando
os fenbmenos teciduais e celulares decorrentes do movimento dentéario

induzido. Os seguintes parametros foram analisados:
a. Distensdo e compresséao das fibras do ligamento periodontal

b. Areas hialinicas do ligamento periodontal (areas de necrose)

c. Quantificacdo de osteoclastos

d. Reabsorcéao radicular

e. Reabsorcéo do osso alveolar no lado de compresséo

f. Quantificagcéo e diferenciacdo do coldgeno no ligamento periodontal

g. Presenca e area dos vasos do ligamento periodontal
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a. Distenséo e compressao das fibras do ligamento periodontal

Para a mensuracdo das areas de compressao (AC) e tracdo (AT) do
ligamento periodontal da raiz DV, foi realizada, inicialmente, a delimitagcdo da
area total ocupada pelo LP. Para isso foram tracadas, com o auxilio do
software ImageJ®, duas linhas correspondentes aos limites: 1. interno,
interface LP e cemento, e 2. Externo, interface LP e trabeculado 6sseo (Figura
9). A area situada entre essas duas linhas, ocupada pelo LP, foi calculada
através da diferenca entre estas duas medidas (linha externa — linha interna),
conforme descrito anteriormente (DUTRA, 2011). Em seguida foram
identificados os lados de compressdo e tracdo e, para a delimitacdo e
mensuracdo da area correspondente ao ligamento periodontal nesses
respectivos locais, foram tracados dois angulos de 120°, com auxilio do
software ImageJ®. Os dois angulos apresentam vértices comuns no centro da
polpa, sendo um arco voltado para o lado de tracdo e o outro para o lado de
compressédo, de forma que as porcdes centrais desses dois locais (tracéo e
compressdo) estdo situadas nas areas cortadas pela bissetriz de cada
respectivo angulo, ou seja, no centro dos arcos (Figura 9). As areas de
compressdo e tracdo foram calculadas e expressas em percentagem em
relacdo a éarea total do ligamento periodontal, de acordo com as férmulas

previamente descritas na literatura (ARAUJO, 2015).

AC= Area de compress&o x 100% AT= Areadetracdo x 100%

Area total do LP Area total do LP
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Figura 9: Fotomicrografia do corte transversal da raiz DV com a delimitacdo de

angulo de 120°, delimitando as areas de compressao e tracao.

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Delimitagdo das areas de tracdo (AT) e
compressdo (AC) no ligamento periodontal (LP) da raiz distovestibular do primeiro molar
superior, através do desenho de dois angulos de 120°, cujos vértices localizam-se no centro da
polpa (P). As por¢Bes centrais das AT e AC situam-se na regido central dos seus respectivos
arcos. D -dentina, AO- 0sso alveolar.
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b. Areas hialinicas do ligamento periodontal (areas de necrose)

As areas hialinicas, microscopicamente, sdo pobres em células e de
aspecto eosinofilico homogéneo e fosco. Essas areas foram delimitadas no
ligamento periodontal da raiz DV (Figura 10) e mensuradas com auxilio do
software ImageJ®. Em seguida, foi calculado o percentual de &reas hialinas em
relacdo a area total do LP. Essa andlise foi realizada nas duas fases

experimentais do presente estudo.

Figura 10. Fotomicrografia do corte transversal da raiz DV com a delimitacdo
de areas hialinicas no LP

1A

Limite externo LP/

/
e Y
Ly

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Delimitagdo das areas hialinicas no LP da raiz
DV, corte transversal. P-polpa, D-dentina, AO- osso alveolar, LP- ligamento periodontal, AH-
areas hialinicas.
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c. Quantificacdo de osteoclastos

As células multinucleadas (com pelo menos 3 nucleos) e localizadas
na superficie 6ssea (SEIFI et al.,, 2017), denominadas osteoclastos, foram
quantificadas no 4° dia experimental, ou seja, 4 dias ap0s a instalacdo do
aparelho ortodéntico. Na primeira fase experimental foram contabilizados todos
0S osteoclastos que margeavam as superficies 60sseas em contato com as
cinco raizes do primeiro molar, enquanto na segunda fase foram quantificados

0s osteoclastos associados apenas a raiz DV.

d. Reabsorcao Radicular

Para a avaliacao da reabsorcao de tecido dentario radicular (cemento
e/ou dentina) no lado de compresséo, foi tracada uma linha passando pelo
centro da polpa da raiz DV com o auxilio do software ImageJ®, separando os
lados de tracdo e compressao. O lado de compresséo foi, entdo, dividido em 6
partes iguais, sendo cada parte correspondente a um angulo de 30° (cujo
vértice situa-se no centro na polpa) como ilustrado na figura 11. A reabsorcao
radicular na raiz DV foi avaliada de acordo com escores descritos na tabela 2,
baseados no numero de sextantes que apresentam focos de reabsorcdo
radicular, metodologia previamente descrita no estudo de Kurita, com
modificacdes (KURITA, 2017).
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Figura 11. Fotomicrografia do corte transversal da raiz DV com a delimitacdo

de angulo de 30°

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Delimitacdo seis areas nos lados de compresséo da raiz
DV, através do estabelecimento de angulos de 30° para a avaliagdo da intensidade de
reabsorc¢éo radicular.

Tabela 1. Escores referentes a reabsorgéo radicular no lado de compressao

ESCORES GRAU DE EXTENSAO DE REABSORCOES RADICULARES

0 RR ausente

1 RR abrange 30° da &rea delimitada

2 RR abrange 60° da area delimitada

3 RR abrange 90° da &rea delimitada

4 RR abrange 120° da area delimitada

5 RR abrange 150° da &rea delimitada

6 RR abrange 180° da area delimitada

Fonte. Adaptado de KURITA (2017)
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e. Reabsorcado do osso alveolar no lado de compresséao

Na segunda fase experimental do presente estudo, a reabsorcédo 0ssea
na superficie da cortical alveolar das areas submetidas a pressdo (area de
compressédo), que aparece frontalmente ao local de aplicacdo da forgca no
ligamento periodontal (reabsorcdo Ossea frontal ou direta) foi avaliada em
microscopio confocal LSM 710 (Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha) utilizando o
software do fabricante (Zen 2.1 lite black, 64-bit version, 758 MB, Zeiss, Jena,
Turingia, Alemanha). Laminas de tecidos coletados 4 dias ap0s o inicio da
movimentacdo dentaria, coradas com HE, foram utilizadas para esse fim,
devido a autofluorescéncia do colageno presente no ligamento periodontal,
0sso e dentina, em diferentes proporcdes. A matriz éssea do lado de
compressdo foi analisada a partir de imagens obtidas dessa éarea, na
magnificacdo de 100x. O comprimento de onda de excitacdo foi de 488 nm
(canal de emissdo de fluorescéncia FITC-verde) (CARVALHO et al.,, 1999;
ORIA et al., 2003; GONCALVES et al., 2014; LIMA et al., 2017). As imagens
foram processadas no programa software ImageJ® para a avaliacdo do
percentual de reabsorcdo Ossea, microscopicamente visualizadas como
inimeras lacunas na periferia da cortical 6ssea. Inicialmente, a area do 0sso
alveolar do lado de compressdo foi delimitada com auxilio do software
ImageJ®, utilizando o comando de selecado de area livre (Freehand selections>
Clear Outside). Em seguida, a area total do osso alveolar em cada amostra foi
mensurada através do comando Measure (Analyze > Measure). As imagens
tiveram, entéo, suas cores invertidas a partir do comando Invert (Edit > Invert) e
submetidas a calibracdo pelo comando Color Thershold (Image > Adjust >
Color Thershold) na funcdo RGB para as cores Vermelho (Minimo de 0 e
Méaximo de 255), Verde (Minimo de 35 e Maximo de 69) e Azul (Minimo de 0 e
Maximo de 255). Depois da calibracdo, com destaque para tecido 6sseo, as
imagens foram convertidas para escala de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit),
binarizadas (Process > Binary > Make Binary) para permitir a mensuracao da
area marcada em branco, correspondente ao tecido 6sseo em cada amostra
(Analyze > Analyze Particles) (FERREIRA JUNIOR, 2016). Os resultados foram
expressos como percentual de reabsor¢cdo 0ssea no lado de compressao, em

relacdo ao volume total de 0sso nesta area (de compresséo).
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f. Analise quantitativa e qualitativa das fibras colagenas do

ligamento periodontal

As fibras do ligamento periodontal nos lados de tracdo, distendidas
devido a aplicacéo da forca ortoddntica, foram avaliadas em laminas de tecidos
coletados 4 dias ap6s o inicio da aplicacdo da forca. Essas laminas foram
coradas com picrosirius red, coloracdo que permite uma analise qualitativa e
quantitativa das fibras coldgenas do tecido conjuntivo, diferenciando
principalmente as fibras tipo | e tipo Ill, corando-as em vermelho. Essas fibras,
quando visualizadas ao microscopio Optico com lente polarizada, assumem
coloracdes distintas. Ficam alaranjadas - avermelhadas se forem fibras de
colageno tipo |, ou esverdeadas caso sejam de colageno tipo Il (JUNQUEIRA
et al., 1979; MONTES & JUNQUEIRA 1991).

O percentual de fibras coldgenas dos tipos | e Il foi calculado em todos
0S grupos experimentais, a partir de fotomicrografias abrangendo o ligamento
periodontal da raiz DV na area de tracdo, na magnificacdo de 100x. As
imagens obtidas foram avaliadas pelo software ImageJ®, apos calibracdo pelo
comando Color Thershold (Image > Adjust > Color Thershold) na fungcdo RGB
para as cores Vermelho (Minimo de 71 e Maximo de 255), Verde (Minimo de O
e Maximo de 69) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 92). Em seguida, as
imagens foram convertidas para escala de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit),
binarizadas (Process > Binary > Make Binary) para permitir o célculo da area
total do colageno do ligamento periodontal, marcado em preto (Analyse >
Analyse Particles). O mesmo protocolo foi realizado sob a luz polarizada,
ajustando-se as cores na funcdo RGB para: Vermelho (Minimo de 0 e Maximo
de 255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 255) e Azul (Minimo de 0 e M&ximo
de 32). As imagens foram convertidas para escala de cor de 8-bits (Image >
Type > 8-bit) e binarizadas (Process > Binary > Make Binary) para a
mensuracdo da porcentagem de colageno tipo I. A area verde-esbranquigada,
representativa do colageno tipo lll, foi obtida através de processo semelhante
ao descrito para a avaliacéo das fibras de colageno I, alterando-se os canais de
cores RGB para: Vermelho (Minimo de 0 e Maximo de 65), Verde (Minimo de O
e Maximo de 255) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 255) (ANDRADE et al.,
2011; FERREIRA JUNIOR, 2016). A média do percentual de colageno total,
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colageno tipo | e colageno tipo Il nos respectivos ligamentos periodontais das
areas de tracdo de cada grupo analisado foi apresentada como uma unidade
de amostra e os dados foram apresentadas como média percentual + E.P.M.

g. Quantificacdo dos vasos sanguineos do ligamento

periodontal e mensuracao da area ocupada por esses vasos

A vascularizacdo do ligamento periodontal foi avaliada nos diferentes
grupos experimentais a partir de laminas de tecidos coletados 4 dias apos o
inicio da aplicacdo da forca, coradas com Mallory, corante utilizado comumente
na identificacdo de fibras coldgenas, que sdo evidenciadas em azul nessa
coloracdo. As laminas foram utilizadas no presente estudo para a avaliagdo dos
vasos sanguineos, considerando que as hemacias e as células endoteliais sdo
fortemente marcadas em vermelho, o que facilita a identificacdo dos vasos
sanguineos (NARIMIYA et al., 2017). Uma area de 6 x 10* ym? (area quente
por apresentar maior nimero de vasos sanguineos) no lado de tragdo, local
onde o ligamento periodontal apresenta-se mais espesso devido ao
estiramento de suas fibras, foi selecionada em cada amostra para analise. O
namero de vasos e o percentual da area ocupada por esses vasos em relacéo
a area total (6 x 10* uym?) foram avaliados a partir de imagens obtidas na
magnitude de 400x analisadas com o software ImageJ®. Os dados foram

expressos como numero de vasos e (%) area de vasos, respectivamente.

5.7.3 Avaliacdo da porc¢édo inorganica do dente (dentina e cemento), 0Sso

maxilar e fémur

A porc¢éao inorganica dos tecidos dentarios e periodontais relacionados a
raiz disto vestibular do primeiro molar superior foi analisada a partir de
amostras coletadas no 21° dia experimental, imediatamente ap0s a eutanasia
dos animais, por microtomografia computadorizada (Micro CT) e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Amostras do osso femural também foram
coletadas e preparadas para estudos utilizando micro CT. A avaliacdo das
estruturas dentarias e 0sseas foi qualitativa e/ou quantitativa, considerando os
fenbmenos das alterac6es na morfologia 6ssea e radicular decorrentes do: 1.

movimento dentéario induzido (MDI), avaliando, o efeito do AZ no osso alveolar,
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em funcdo da MDI, no osso maxilar, e 2. efeito do AZ no osso femural. Os

seguintes parametros foram analisados:
a. Reabsorcgéo radicular por MEV

b. Microarquitetura da por¢do inorganica do osso maxilar, através da
andlise da quantidade de volume 0sseo, espessura trabecular, numero
de trabéculas e separacao entre as trabéculas no osso maxilar por micro
CT

c. Microarquitetura da porcdo inorganica do osso femural: através do

volume 6sseo cortical e diametro do canal medular por micro CT
a. Reabsorcéo radicular

No 21° dia experimental, imediatamente ap0s a eutanasia dos animais, 0
primeiro molar superior foi removido e fixado em solucdo de Karnovisky por
pelo menos 6 horas, depois mantidos em um tampao Cacodilato. O dente foi,
entdo, colocado em um eppendorf e deixado no dessecador por 24h. Em
seguida, foram montados em stubs para a realizacdo da metalizacdo com ouro
em po (Metalizador Quorum QT150ES, Quorum Technologies, Laughton,
Inglaterra) para a analise por microscopia eletrbnica por varredura (MEV
inspect-50, FEI, Hillsboro, Oregon, USA) (MACIEL-OLIVEIRA et al., 2011). A
microarquitetura de superficie da raiz mesiovestibular foi avaliada a partir de
imagens obtidas na magnificacdo de 100 x e 600 x, a com intuito de analisar
irregularidades de superficie e areas com lacunas de reabsor¢ao radicular (LU
et al., 2014).

b. Microarquitetura da por¢éo inorganica do osso maxilar: através da
analise da quantidade de volume Osseo, espessura trabecular,
numero de trabéculas e separacdo entre as trabéculas no 0sso

maxilar por micro CT

Hemiarcadas coletadas no 21° dia experimental foram dissecadas e
armazenadas em freezer -20°C. Estas amostras foram escaneadas utilizando o

aparelho Skyscan 1172 (Bruker MicroCT, Kontich, Belgium) em alta resolucéo -
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5 um — com o auxilio de um aparelho emissor de raio-X e fonte de voltagem de
70 kV, amperagem de 142 pA, poténcia de 10 W em uma rotacdo de 180° ao
redor do eixo vertical e um passo de rotacdo de 0,4°. As imagens originais
foram reconstruidas e convertidas em imagens de Bitmap através do software
nRecon (versdo 1.5.23). As imagens formam alinhadas com o software de

visualizacdo morfométrica Data Viewer (Bruker MicroCT).

Para avaliacdo do osso alveolar no lado compressao, um retangulo de
tamanho (200 ym largura x 400 pm espessura x 1400 pm altura) foram
desenhados com o intuito de determinar os limites da avaliacdo do osso
alveolar na raiz distovestibular. O retangulo foi posicionado paralelo ao
ligamento periodontal e adjacente a parede frontal do osso alveolar, com intuito
de mensurar as mudancas estruturais ocorridas no 0sso alveolar préximo ao
ligamento periodontal, durante a movimentacdo dentaria (SUZIKI et al, 2016).
Os seguintes dados foram obtidos nos lados de tensdo e compresséao: fracdo
de volume ésseo e volume total (BV/TV), espessura trabecular (Tb.Th), nUmero
de trabéculas (Tb.N) e separacdo entre as trabéculas (Tbh.Sp). Esses dados
foram quantificados no departamento de odontologia da Universidade Federal
da Paraiba, com o auxilio do software CT Analyser (Version 1.15.4.0, Bruker
MicroCT).

c. Microarquitetura da porc¢édo inorganica do osso femural: através do

volume 6sseo cortical e diametro do canal medular por micro CT

Apoés a eutanasia, no 21° dia experimental, o fémur direito dos animais
foi removido, dissecado e cortados transversalmente no local de maior
didametro da regido proximal e central da diafise. Os cortes (1 mm de
espessura) foram colocados em hipoclorito de sédio 2% durante 10 horas, para
retirada do tecido mole e posteriormente serem analisados por microtomografia
computadorizada, avaliando o volume da cortical 6ssea e o diametro do canal
medular (PEREIRA et al., 2007). Os parametros para a aquisicdo da imagem
para o fémur foram: rotation step:0,40; frame:3; pixel: 12,99; Filter: Al 0,5; Use
180°; Random movement=off (10) em médium camera pixel. As imagens

originais foram reconstruidas e convertidas em imagens de Bitmap através do
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software nRecon (versao 1.5.23), utilizando os parametros: smoothing:1; ring
artifacts: 1; beam- hardeing: 20%, output: 0,002482- 0115806.

5.7.4 Andlise da imunomarcacéao da proteina OPG em células 6sseas

A imunohistoquimica para OPG, foi realizada utilizando o método de
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU & RAINE, 1981). Os tecidos 0sseos
foram desidratados em alcool sendo, entdo, incluidas em parafina. Apos este
procedimento, foram feitos cortes seriados de 4 ym em micrétomo apropriado e
colocados em laminas de L-polilisina, apropriadas para a realizacdo de
imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e
alcool e imersos em tampao citrato 0,1 M (pH 6,0), e (9.0) sob aquecimento em
banho-maria, por 30 minutos para a recuperag¢do antigénica a 95°C. ApOs o
resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas
lavagens com solucdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o
bloqueio da peroxidase enddgena com solucao de H202 a 3% (20 minutos). Em
seguida foi feito bloqueio de proteina com BSA 5% por 20 minutos. Os cortes
foram incubados overnight com anticorpo anti-coelho OPG diluido 1:200
(ABCAM, Cambridge, MA, USA). Apés a lavagem em PBS, foi feita a
incubacdo com secundéario (de deteccdo) biotinilado IgG de coelho diluido
1:400 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), por 30 minutos. Depois de
lavado, os cortes foram incubados com o complexo estreptoavidina peroxidase
conjugada (complexo ABC Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) por 30
minutos. Apds nova lavagem com PBS, seguiu-se coloragcdo com o cromogeno
3,3’diaminobenzidine-peréxido (DAB), seguida por contra-coloragdo com
hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a desidratacdo das amostras e
montagem das laminas. Controles negativos foram processados
simultaneamente como descrito acima, sendo que o anticorpo primario foi
substituido por PBS-BSA 5% (DALCICO et al., 2013; HSU & RAINE, 1981). As
imagens da imunohistoquimica foram capturadas por meio de um microscopio
de luz acoplado a uma camera com sistema de aquisicao LAZ 3,5 (LEICA DM
1000, Wetzlar, Alemanha). Para quantificar a area imunomarcada para OPG

presentes nos tecidos, utilizou-se o programa Adobe Photoshop 8.0 para obter



53

a area total e a area imunomarcada. Em seguida, para mensurar a
porcentagem (%) de area marcada, efetuou-se o seguinte calculo: % da area
imunomarcada= area imunomarca (pixels) x100 (Area total de pixels)

5.7 Andlise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada
variavel analisada se apresentavam com distribuicdo normal (dados
paramétricos) ou ndo (ndo paramétricos). Os valores de outliers foram retirados
(quando ocorreram) por ndo representarem aqueles resultados aos quais o
estudo tinha o objetivo de generalizar (p-valor >0.05 para o teste de Shapiro-
Wilk).

Os dados paramétricos foram analisados através do teste t de Student,
para a comparacdo da média entre dois grupos, e do teste de ANOVA one-
way, para a comparacao das médias em variaveis com mais de dois grupos. O
pos-teste (post-hoc) para a ANOVA one-way foi definido a partir da andlise da
homogeneidade de variancias através do teste de Levene. Caso houvesse
homogeneidade de variancias (p-valor = 0,05), foi definido como pés-teste para
a ANOVA one-way o teste de Tukey. Caso ndo houvesse homogeneidade de
variancias entre os dados (p-valor<0,05), foi definido como pdés-teste para a
ANOVA one-way o teste de Games-Howell.

Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Manny-
Whitney, para a comparacdo da média entre dois grupos, e pelo teste de

Kruskal Wallis, seguido do p6s-teste (post-hoc) de Dunn's.

As médias foram expressas média £ erro padrdao (EPM), com intervalo
de confianca (CI) (maximo e minimo) em cada variavel analisada. O nivel de
significancia estatistica utilizado foi de p<0,05 e todas as analises foram
efetuadas com recurso do software SPSS para Windows (versdo 20.0) e

gréficos elaborados usando recursos do GraphPad Prism® verséo 6.0.
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6 RESULTADOS

A primeira parte do presente estudo objetivou investigar: 1. a quantidade
de movimentagdo dentaria obtida em funcao do tempo (1,4,7,11,14 e 21 dias)
de aplicacdo de uma forca constante e 2. as alteracbes dentérias e
periodontais durante a MDI, através da avaliacdo histopatologica da porcao
organica das raizes do primeiro molar superior e periodonto associado. Esses

resultados encontram-se apresentados nos itens 6.1, 6.2.
6.1 Curva temporal da movimentacéo dentaria

A movimentacdo dentaria foi mensurada em diferentes dias de
observacédo (1,4,7,11,14 e 21 dias). A figura 12 mostra que a instalacdo do
dispositivo ortodéntico promoveu uma movimentacdo dentaria a partir do 1° dia,
de forma continua, sendo o deslocamento dentario significativo apenas nos
dias 11(p=0,035), 14(p=0,035) e 21(p<0,001), em relacéo ao inicio da MDI, dia
0.

Figura 12. Representagdo grafica da taxa de movimentacao dentaria nos dias
(1,4,7,11,14 e 21)
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: A MDI foi realizada com a instalagdo de uma
mola ortoddntica no primeiro molar superior esquerdo e ancorado no incisivo. As distancias
interproximais foram mensuradas nas duas hemimaxilas (submetida a MDI e a contralateral) e
expressas como percentual de movimentacdo dentaria. Barras representam média + EPM de 5
animais por grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao dia O (kruskal-Wallis test p=0,001
e Dunn’s pos-hoc test).
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6.2 Avaliacao histopatologica da porcéo organica do dente e periodonto —

primeira fase do estudo

A analise microscopica das amostras mostrou mudancas teciduais no
ligamento periodontal, osso alveolar e tecido dentario (cemento e dentina) no
lado de compressdo e tracdo quando submetidos a forca ortoddntica,
observadas a partir do 1°dia (Figura 13 A). No 4° dia da MDI, foi evidenciado
uma reducéo do espaco do ligamento periodontal no lado de compressao, com
presenca de areas extensas de necrose no LP quando comparado ao inicio do
deslocamento dentéario (dia 0) (p<0,001) e aos dados coletados 1 dia apds o
inicio da MDI, dia 1 (p=0,021) (Figura 15). As areas hialinicas é caracterizada

por diminuigdo do numero de células, em consequéncia da hipdxia tecidual

No lado de tracéo, no 4° dia da MDI mostra um aumento do LP (p=0,011)
(Figura 14 A), devido a presenca de fibras colagenas estiradas, paralelas e
inseridas em sua maioria perpendicular ao o0sso alveolar e a camada de
cemento, sendo caracterizada por um aumento em numeros dos vasos
sanguineos, com aparéncia levemente comprimidos e com grande
extravasamento de hemacias. Cementoblastos e osteoblastos estavam
justapostos a superficie dentaria e 6ssea respectivamente (Figura 13 B).

Analisando a area de osso alveolar foi observado no dia 4 grande
guantidade de numero de osteoclastos e presenca de reabsorcao frontal
(Figura 13 B). No 7° dia MDI, um aumento de células clasticas é significativo
(p=0,003) (Figura 16) e de areas hialinicas no LP em relacdo ao inicio do
movimento dentario (p=0,029) (Figura 15).

No lado de compresséo, os dias de MDI 11 (p=0,009) e 21(p=0,002), foi
observado uma reducéao das fibras de forma significativa relacionada com o
inicio do deslocamento dentéario (Figura 14 B). No lado de tracdo, LP comeca a
ser reorganizado a partir do 14° dia (Figura 13 E) e no dia 21 da MDI, em busca
do restabelecimento da sua largura inicial. O 21° dia é caracterizado por uma
reabsorcédo radicular externa no lado de compresséao, nos tecidos da dentina e

cemento (Figura 13 F).
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Figura 13. Fotomicrografia de cortes transversais da raiz distovestibular em

diferentes dias da MDI

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Aspecto de raizes submetidas a MDI com forga
de 50 ¢cN nos dias 1, 4, 7, 11, 14 e 21. A seta preta indica direcdo da forca no lado de
compresséo e a seta branca no lado de tracdo. As barras indicam 200 um, coloracdo HE, 100x
de magnitude.
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a. Distensdo e compresséo das fibras do LP

Os graficos da figura 14 quantificam as alteracdes do ligamento
periodontal nos lados de compressdo e tracdo nos diferentes dias de
observacdo da MDI. O estiramento das fibras que constituem o LP do lado de
tracdo mostra um aumento significativo no 4° dia da MDI quando comparado ao
inicio da movimentacéo dentaria (p=0,011). No lado de compresséo a partir do
primeiro dia de deslocamento dentério observa uma alteragdo no LP, sendo a
reducao significativa nos dias 11 (p=0,009) e 21 (p=0,002) quando comparado

ao dia 0.

Figura 14. Andlise histomorfométrica da raiz DV no lado de tracdo e

compressao do ligamento periodontal
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Histomorfometria da area de ligamento
periodontal tracdo (A)/compressdo (B) em relacdo a area total do LP. Barras representam
média + EPM de 5 animais por grupo. No lado de tragéo (*) indica diferenca quando comparado
ao dia 0 (kruskall-Wallis test p= 0,041 e Dunn’s pos-hoc test). No lado de compresséo (*) indica
diferenca quando comparado ao dia 0 e (¥) quando comparado ao dia 1 (ANOVA p=0,001,
Levene p=0,223 e Tukey pos-hoc test).



58

b. Areas hialinicas do LP

O deslocamento dentario induzido por forca ortoddntica resultou no
aumento de areas hialinicas do LP, como o esperado no lado de compresséo,
caracterizadas por areas pobres em células e com aspecto eosinofilico nos
dias 4 (p<0,001) e 7 (p=0,029) da MDI, quando comparado ao inicio da

movimentacao (Figura 15).

Figura 15. Analise histomorfométrica da raiz DV das areas hialinicas do

ligamento periodontal.
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Histomorfometria de areas hialinicas do lado de
compressdo em relacdo a area total do LP. Barras representam média + EPM de 5 animais por
grupo. (*) indica diferenga significativa quando comparado ao dia 0 e (¥) quando comparado ao
dia 1 (kruskal- Wallis test p< 0,000 e Dunn’s pos-hoc test).
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c. Quantificacdo de osteoclastos

A movimentacdo dentaria induzida resultou no aumento do numero de
osteoclastos a partir do primeiro dia do deslocamento dentario (p=0,004) e
obtendo a maior taxa de células clasticas no 4°dia da MDI (p=0,007), quando
comparado ao inicio da forca ortodéntica, que como o0 esperado apresentam
células osteoclasticas correspondente a homeostasia do metabolismo 6sseo
(Figura 16).

Figura 16. Andlise do niumero de osteoclastos no osso alveolar do primeiro

molar superior
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Média dos valores obtidos do numero de
osteoclastos em todas as raizes do PMS. Barras representam média £+ EPM de 5 animais por
grupo. (%) indica diferenga quando comparado ao dia 0 (ANOVA p<0,001, Levene p=0,008 e
Games- Howell pos-hoc test).
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d. Reabsorcéao radicular

Foi observado que a forca ortoddntica resultou no efeito indesejavel de
reabsorcdo radicular a partir do 4°dia da MDI, mostrando resultados
significativos no dia 21 (p=0,001) quando comparado ao 1°dia do deslocamento
dentério, que como o esperado ndo apresentou nenhuma reabsorcao radicular

externa (Tabela 2).

Tabela 2. Analise da reabsorc¢édo radicular da raiz DV em diferentes dias da
MDI

Avaliacdo da Reabsorg¢do Radicular

Dias Scores (Mediana / Maximo- Minimo) p-valor
1 0(0-0) A
4 05(0-1) B
7 1(0-2) C
11 2(1-3) -
14 25(2-3) -
21 6 (6 - 6) ab,c

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda. Quantificacdo dos escores da RR em diferentes
dias da MDI. a: Associagdo entre os dias 1 e 21 - p=0.001, b: Associagéo entre os dias 4 e 21 -
p=0.002, c: Associacdo entre os dias 7 e 21 - p=0.037. Teste de Kruskal-Wallis seguido de pos-
hoc teste de Dunn’s.

Os resultados a seguir, correspondem a segunda fase do experimento
que avalia o efeito do AZ na mensuracdo da movimentacdo dentaria, na
avaliacdo histopatologica da porcdo organica das estruturas dentarias e
0sseas, bem como avaliacdo por micro CT e MEV da porcdo inorganica do

dente, osso maxilar e fémuir.
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6.3 Mensuracdo da movimentacéao dentaria

Baseado nos dados coletados na primeira fase experimental, o dia 21
foi selecionado para verificar o efeito do AZ na movimentacdo dentaria
induzida. Foi observado que a forca ortoddntica resultou em maior
deslocamento dentério no grupo salina quando comparado ao grupo que nao
foi submetido a MDI (p=0,001). O tratamento com &cido zoledrdnico interferiu
na MDI, uma vez que reduziu o deslocamento dentario nos grupos AZ (0,2)
(p=0,001) e AZ (1,0) (p<0,001) quando comparado ao salina (Figura 17).

Na andlise macroscopica e por microtomografia computadorizada
nenhum grupo apresentou sinal clinico de necrose Ossea. Na figura 18 é
observado por imagens do micro CT, o maior deslocamento dentario com a
movimentacdo dentaria no grupo salina e a reducdo da MDI nos grupos
tratados com AZ.

Figura 17. Taxa da movimentacgao dentaria no periodo de 21 dias com a
administragao do AZ
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Efeito do acido zoledrénico na MDI com 21 dias de
deslocamento dentdrio nos grupos experimentais. Barras representam média + EPM de 6 animais por
grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo naive (*) indica diferenca quando comparado ao
grupo salina. (%) indica diferenca quando comparado ao grupo AZ (0,2) (ANOVA p<0,001, Levene p=0,001
e Games - Howell pos -hoc test).
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Figura 18. Analise das imagens obtidas por micro CT do efeito do AZ com 21
dias da MDI

SALINA

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Andlise macroscOpica por microtomografia
computadorizada do efeito do AZ na MDI no periodo de 21 dias. A seta preta indica dire¢éo da forca no
lado de compresséo.

6.4 Avaliacdo histopatologica - por¢cdo organica do dente e periodonto

a. Compressao e distensao do ligamento periodontal
A movimentacdo dentéaria resulta no lado de compressao na direcdo da
forca aplicada e um lado de tragdo, na direcdo oposta. No grupo salina, que
teve a aplicagdo da forca ortodéntica néo foi observado alteracdo do lado de
compresséo em relagdo ao grupo naive (Figura 19-A). O tratamento com AZ
(1,0) apresenta uma reducéo significativa do LP em relagdo ao grupo naive
(p<0,000), salina (p=0,001) e AZ (0,2) (p=0,001) (Figura 19-A, Figura 20).

Na andlise do lado de tracdo, nos grupos com movimentacdo dentéaria
induzida foi observado um aumento significativo do LP nos grupos salina
(p<0,000); AZ (0,2) (p=0,015) e AZ (1,0) (p<0,000) quando comparado ao naive
(Figura 19-B, Figura 20).
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Figura 19. Andlise histopatolédgica do efeito do AZ na distensdo e compressao

do ligamento periodontal.
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Andlise histopatoldgica do efeito do AZ na
distensao e compresséo do LP. Lado de Compresséo (A)/Tracéo (B) em relagdo a area total do
LP. Barras representam média + EPM de 6 animais por grupo. (*) indica diferenca quando
comparado ao grupo AZ (1,0) na figura (A) (ANOVA p<0,000, Levene p=0,782 e Tukey pos-hoc
test). (*) indica diferenca quando comparado ao grupo naive na figura (B) (ANOVA p<0,000,
Levene p=0,218 e Tukey pos-hoc test).
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Figura 20. Fotomicrografia de cortes transversais da raiz distovestibular para

andlise da distensdo e compressdo do LP nos grupos experimentais Naive,
Salina, AZ (0,2) e AZ (1,0)

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Histomorfometria do ligamento periodontal para
andlise dos lados de compressdo, tracdo e &reas hialinicas nos grupos experimentais (A)
Naive, (B) salina, (C) AZ (0,2) e (D) AZ (1,0). A seta preta indica direcdo da forca no lado de
compressdo e a seta branca no lado de tracdo, P (polpa), D (dentina) LP (ligamento
periodontal). As barras indicam 200 um, coloracdo HE, 100x de magnitude.
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b. Areas hialinicas do ligamento periodontal (areas de necrose)

Na quantificacdo das areas hialinicas observa-se um aumento
significativo de éareas necréticas do ligamento periodontal dos grupos que
tiveram a aplicacdo da forca ortoddntica: salina (p=0,034); AZ (0,2) (p<0,001) e
AZ (1,0) (p< 0,001) no lado de compressédo quando comparado ao grupo haive.
O tratamento com AZ eleva significativamente estas areas de necroses do LP
guando comparado ao grupo salina (p=0,005) (Figura 21).

Figura 21. Andlise histopatologica do efeito do AZ na quantidade de areas

hialinicas do LP nos grupos experimentais Naive, Salina, AZ (0,2) e AZ (1,0)
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Analise histopatolégica do efeito do AZ na
histomorfometria da area de ligamento periodontal com analises da AH em relacdo a area total
do LP. Barras representam média + EPM de 6 animais por grupo. (*) indica diferenca quando
comparado ao grupo Naive. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo Salina. (8) Indica
diferenca quando comparado ao grupo AZ (0,2) (ANOVA p<0,001, Levene p=0,043 e Tukey
pos-hoc test).
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c. Quantificacdo de osteoclastos

Foi observado que a aplicacdo da forca ortoddntica resulta no aumento
do numero de osteoclastos do grupo salina (p=0,008) quando comparado ao
naive. O tratamento com AZ (1,0) reduziu as células clasticas
significativamente quando comparado ao grupo salina (p=0,003) (Figura 22,
Figura 23).

Figura 22. Andlise histopatologica do efeito do AZ na quantificacdo dos

osteoclastos

40 A

_|

(n° absoluto)
N
o
L

i
o
1

Quaantidade de células

#
-
o

Naive Salina AZ (0,2) AZ (1,0)

MDI (4 dias)

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Andlise do efeito do AZ na quantidade de células
osteoclasticas do osso alveolar nos grupos experimentais. Barras representam média + EPM
de 6 animais por grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo naive, (¥) indica
diferenca quando comparado ao grupo salina (kuskal-Wallis test p=0,001 e Dunn’s pos-hoc
test).
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Figura 23. Fotomicrografia de cortes transversais da raiz distovestibular para
analise da quantificacdo dos osteoclastos nos grupos experimentais Naive,
Salina, AZ (0,2) e AZ (1,0).

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Células osteoclasticas na matriz 6ssea do 0sso
alveolar na raiz DV nos grupos experimentais (A) Naive, (B) salina, (C) AZ (0,2) e (D) AZ (1,0).
(OA) — osso alveolar, (LP) — ligamento periodontal, (OC) — osteoclastos. A seta preta indica as
células osteoclasticas. As barras indicam 50 um, coloragcdo HE, 400x de magnitude.
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d. Reabsorcado Radicular

A movimentacado dentéaria, no 21° dia, altera a superficie radicular com a
presenca de reabsorcdo do tecido dentinario e cemento (Tabela 3), como foi
observado nos grupos que tiveram a aplicagdo da forca ortoddntica, salina
(p<0,001) e AZ (0,2) (p=0,015) quando comparado ao naive (Figura 24). O
grupo tratado com AZ de maior concentracdo reduziu a reabsorcéo radicular

(RR) quando comparado ao grupo salina (p=0,015).

Tabela 3. Andlise da reabsorcdo radicular da raiz DV nos grupos
experimentais Naive, Salina, AZ (0,2) e AZ (1,0)

GRAU DE EXTENSAO DE REABSORCOES RADICULARES

Dias Scores (Mediana / Maximo- Minimo) p-valor

Naive 0(0-0) iD

Salina 6(6-6) S
AZ (0.2) 35G-4) 5
AZ (1,0) B _

Fonte. (Autor, 2018) Legenda. Anélise histopatoldgica do efeito do AZ na reabsorc¢ao radicular, expresso
em escores. Valor em negrito significante se p<0,05. (* JAssociacdo entre os grupos Naive versus Salina -
p<0.000. (°)Associagdo entre os grupos Naive versus AZ (0,2) - p=0.015.(¢ )Associagdo entre 0s grupos
Salina versus AZ (1,0) - p=0.015 (Teste de Kruskal-Wallis seguido de pos-hoc teste de Dunn's).
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Figura 24. Fotomicrografia com corte transversal da raiz DV para analise do

efeito do AZ na reabsorcao radicular no periodo de 21 dias da MDI

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Andlise da reabsorcao radicular na raiz DV nos
grupos experimentais (A) Naive, (B) salina, (C) AZ (0,2) e (D) AZ (1,0). A seta preta indica
direcdo da for¢ca no lado de compresséo e a seta branca no lado de tragdo. (RR) — reabsorcéo
radicular, (LP) — ligamento periodontal, (P) — polpa, (D) - dentina. As barras indicam 200 pm,
coloragédo HE, 100x de magnitude.
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e. Reabsorcado do osso alveolar no lado de compressao

A matriz O0ssea alveolar do lado de compressdo foi avaliada por
microscopia confocal, analisando sua perda 6ssea. A forca ortoddntica resultou
na maior perda éssea no grupo salina quando comparado ao grupo que nao foi
submetido a MDI (p=0,018). A acdo antirreabsortiva do acido zoledrénico foi
observado nesta anélise, quando se verifica reducdo da perda da matriz 6ssea
alveolar do grupo tratado com AZ (0,2) (p=0,048) e AZ (1,0) (p=0,011) quando
comparado ao grupo salina (Figura 25, Figura 26).

Figura 25. Analise histopatoldgica do efeito do AZ na quantidade percentual da

perda éssea alveolar do lado de compressao
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Analise dos niveis de perda na matriz éssea
alveolar nos grupos experimentais com efeito do AZ. Barras representam média + EPM de 6
animais por grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo naive. (¥) indica diferenca
quando comparado ao grupo salina (ANOVA p=0,019, Levene p=0,103 e Tukey pos-hoc test).
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Figura 26. Fotomicrografia do corte transversal da raiz DV analisada por

microscopia confocal em diferentes grupos experimentais

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Andlise histopatoldgica da reabsor¢do do 0sso
alveolar no lado de compresséao por microscopia confocal da raiz DV nos grupos experimentais
(A) Naive, (B) salina, (C) AZ (0,2) e (D) AZ (1,0). (OA) — osso alveolar, (LP) — ligamento
periodontal, (P) — polpa, (D) — dentina, (C) — cemento, Seta branca- indica dire¢c@o de forca
ortoddntica. Confocal, 100x de magnitude.
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f. Quantificacdo e diferenciacdo do colageno no ligamento

periodontal

A forca aplicada no deslocamento dentario altera as fibras periodontais,
que é constituida por fibras coldgenas tipo | e tipo lll. Ao avaliar o colageno
total, ndo foi observado diferencas entre os grupos, porém ao analisar a
diferenciacdo das fibras colagenas, verifica-se uma reducdo da relacdo de
colageno tipo I/ tipo Il nos grupos que tiveram movimentacdo dentaria induzida
(p<0,05) (Figura 27 e Figura 28).

Figura 27. Analise da relacdo do colageno tipo I/ tipo Ill no ligamento

periodontal do lado de tracéo
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Analise histopatoldgica da relagdo fibras
colagenas tipo I/ tipo lll na matriz 6ssea do lado de tracdo nos grupos experimentais
Naive, Salina, AZ (0,2) e AZ (1,0). Teste de Kruskal-Wallis seguido de pés-teste de
Dunn’s
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Figura 28. Fotomicrografia do corte transversal da raiz DV coradas com
picrosirius red e sob filtro de luz polarizada nos grupos experimentais N, Sal,
AZ (0,2) e AZ (1,0)

AZ(10) | | AZ (1,0)

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Corte transversal da raiz DV em coloracdo com HE e
picrosirius sob luz polarizada. (AO)- Osso Alevolar, (D)- Dentina , (LP) — Ligamento Periodontal,
(P)-Polpa.
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g. Presencae areados vasos no ligamento periodontal

A aplicacdo da forca ortoddntica promove um aumento do namero de
vasos do lado de tracdo no grupo salina, embora ndo seja significativo em
relacdo ao naive. O grupo tratado com AZ (1,0) reduziu a vascularizagdo no
ligamento periodontal quando comparado ao grupo salina (p=0,010) (Figura
29). O tratamento com AZ (0,2) (p<0,001) e AZ (1,0) (p<0,001) reduziu a area
dos vasos quando comparado ao grupo salina (Figura 30). Na descricédo
histolégica observa-se reducdo da hemorragia e do diametro dos vasos
sanguineos nos grupos tratados com AZ (Figura 31).

Figura 29. Andlise histopatolégica do efeito do AZ na quantidade de vasos

sanguineos por area 10* pm?
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Andlise do efeito do AZ na média por campos da
guantidade de vasos sanguineos delimitado por area de 10%um? nos grupos experimentais.
Barras representam média + EPM de 6 animais por grupo. (*) indica diferengca quando
comparado ao Grupo Salina (kruskal Wallis test p=0,015 e Dunn’s pos-hoc test)
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Figura 30. Analise histopatologica do efeito do AZ no percentual da area dos
vasos sanguineos
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Analise do efeito do AZ na area dos vasos
sanguineos no lado de tracdo do LP nos grupos experimentais. Barras representam média +
EPM de 6 animais por grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao Grupo Naive e (¥)

indica diferenca quando comparado ao grupo salina (kruskal Wallis test p<0,001 e Dunn’s pos-
hoc test)
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Figura 31. Fotomicrografia da analise dos vasos sanguineos no ligamento

periodontal com efeito do AZ, através da coloracédo de Mallory

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Analise do niumero de vasos sanguineos no
ligamento periodontal da raiz DV nos grupos experimentais (A) Naive, (B) salina, (C) AZ (0,2) e
(D) AZ (1,0). A seta amarela indica vasos sanguineos. (LP) — ligamento periodontal, (AT) —
area de tracdo, (OA) — osso alveolar. As barras indicam 50 um, coloracdo Mallory, 400x de
magnitude.
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6.5 Avaliacdo da porcao inorganica do dente e periodonto por MEV e

micro CT na maxila e no fémur
a. Reabsorcdao radicular por MEV

Foi observado que a forca ortoddntica promoveu uma reabsorgcao
radicular externa nos grupos com deslocamento dentario, sendo mais evidente
com 21 dias da MDI. No grupo tratado com AZ na maior concentracao verifica-
se uma reducao da reabsorcéo radicular em relacdo ao salina (Figura 32). Na
avaliacdo por MEV, verifica-se no grupo naive, a raiz integra, sem perfuracoes;
Salina, reabsorcdes radiculares em forma de crateras em toda extensao da raiz
avaliada; AZ (0,2) e AZ (1,0) as reabsorcédo radiculares permanecem, porém

em menor intensidade (Figura 33).

Figura 32. Eletrofotomicrografia do efeito do AZ na superficie radicular com 21

dias de MDI, analise por MEV com magnitude de 100x

HFW HV [ det [mag O] WD L —] HFW HV |[det [mag O] W
8 mm [20.00 kV|ETD| 100 x |8.4 mm | UFC - Central Analitica - Inspect mm |20.00 kV ETD| 100x |8.5

HFW HV [ det [mag O [ E— 24/2018 | HFW | HV | det |mag O

1mm
2.98 mm|20.00 kV|ETD| 100 x UFC - Central Analitica - Inspect 3:39 PM [2.98 mm|20.00 kVIETD| 100 x |10.6 mm | UFC - Central Analitica - Inspect

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Analise da reabsorcao radicular na raiz MV nos
grupos experimentais (A) Naive, (B) salina, (C) AZ (0,2) e (D) AZ (1,0). As barras indicam 100
pm, MEV, 100x de magnitude.
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Figura 33. Eletrofotomicrografia da analise por MEV, efeito do AZ na raiz MV

no periodo de 21 dias de MDI, com magnitude de 600x

NAIVE SALINA

Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Andlise da reabsorcédo radicular na raiz MV nos
grupos experimentais Naive, salina, AZ (0,2) e AZ (1,0). As barras indicam 1mm, MEV, 600x de
maghnitude.
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b.Microarquitetura da porcao inorganica do osso maxilar: através da
andlise da quantidade de volume 6sseo e separacdo entre as trabéculas

no 0sso maxilar por micro CT

A movimentacdo dentéria induzida reduziu a fragdo de volume Gsseo/
volume total (BV/TV) no lado de compressdao do grupo salina quando
comparado ao grupo naive (p=0,013). O tratamento com AZ (0,2) (p=0,043) e
AZ (1,0) (p=0,016) impede esta reducdo do volume 0Osseo durante a MDI,
caracterizando uma diminuicdo na reabsorcdo O0ssea quando comparado ao

grupo salina (Figura 34).

Figura 34. Medidas de densidade de volume 6sseo da densidade da fracdo de
volume do osso/volume total (BV/TV) no lado de compressao do osso alveolar
da raiz distovestibular
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda. Analise da porcéo inorganica da fragdo do volume do osso/
volume total do osso maxilar no lado de compresséo da raiz DV nos grupos Naive, Salina, AZ (0,2) e AZ
(1,0). (*) indica diferenca quando comparado ao grupo naive (*) indica diferenca quando comparado ao
grupo salina. (ANOVA p<0,001, Levene p=0,040, Games- Howell pos-hoc test).

A aplicacdo da forca ortodontica altera o osso trabeculado do lado de
compressdo, em relacdo a separacdo entre as trabéculas Th.Sp (mm), foi
observado um aumento no grupo salina quando comparado ao naive
(p=0,001). O tratamento com AZ (0,2) (p=0,014) e AZ (1,0) (p=0,005) reduz a
separacédo entre as trabéculas quando comparado ao grupo salina. O numero
de trabéculas (Tb.N) e a espessura (Th.Th) ndo foi observado modificacdes

significativas entre os grupos (Figura 35).
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A avaliacdo do osso alveolar no lado de tracdo nao foi observada
alteracao significativa na composicdo 6ssea em nenhum parametro avaliado

entre 0s grupos experimentais (Figura 36).

Figura 35. Medidas de densidade de namero de trabéculas (Tb.N), espessura
(Th.Th) e separacao entre as trabéculas (Tb.Sp) no lado de compressao do

0sso alveolar da raiz distovestibular
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda. Anélise da microarquitetura do 0sso trabeculado do lado de
compressdo da raiz DV nos grupos Naive, Salina, AZ (0,2) e AZ (1,0). (*) indica diferenca quando
comparado ao grupo naive (*) indica diferenca quando comparado ao grupo salina. (ANOVA p=0,001,
Levene p=0,250, Tukey pos-hoc test).
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Figura 36. Medidas de densidade de numero de trabéculas (Th.N), espessura
(Tb.Th) e separacdo entre as trabéculas (Th.Sp) no lado de tracdo do 0sso

alveolar da raiz distovestibular
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda. Andlise da microarquitetura do osso alveolar do lado de
tracdo da raiz DV nos grupos Naive, Salina, AZ (0,2) e AZ (1,0).

c. Microarquitetura da porcao inorganica do osso femural, através do

volume ésseo cortical e diametro do canal medular por micro CT

Na analise da microarquitetura do fémur, foi observado dois grupos
experimentais: salina e acido zoledrénico. O tratamento com AZ mostrou um
aumento do volume cortical da matriz 6ssea quando comparado ao grupo
salina (p=0,004) (Figura 37), porém nao interferindo no didametro do canal

medular (p=0,938) (Figura 38).
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Figura 37. Andlise do volume da cortical 6ssea do fémur em mm?
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda. Analise da porcao inorganica do fémur, através
do volume da cortical dssea (*) indica diferenca quando comparado ao grupo salina (Teste de
Levene p=0,425 e Teste t de Student p=0,004)

Figura 38. Analise do diametro medular (mm) do canal medular do fémur
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Fonte. Elaborado pelo autor (2018). Legenda. Andlise da porcdo inorganica do fémur, através
da mensuracéo do didmetro do canal medular (Teste de Levene p=0,328 e Teste t de Student
p=0,938)
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6.6 Andlise daimunomarcacao da proteina OPG em células 6sseas

A imunomarcacéao da proteina OPG foi avaliada no tecido 6sseo no 4° dia
da MDI. O deslocamento dentario aumentou a imunomarcacao desta proteina
no grupo salina quando comparado ao naive (p=0,023). O tratamento com AZ
resultou em reducgédo de células imunomarcadas para OPG no grupo com maior
concentracdo quando comparado ao grupo salina (p<0,001) e ao grupo AZ
(0,2) (p<0,001) (Figura 39, Figura 40).

Figura 39. Efeito do AZ sobre a imunomarcacédo de OPG presentes nas células

do tecido 6sseo nos grupos experimentais Naive, Salina, AZ (0,2) e AZ (1,0)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018). Legenda. Analise da expressdo da proteina OPG no
tecido 6sseo apés 4 dias da MDI nos grupos naive, salina, AZ (0,2) e AZ (1,0). (*) indica
diferenca quando ao grupo naive; (¥) quando comparado ao grupo salina; (~) quando
comparado ao grupo AZ (0,2). Teste Kuskal-Wallis test p<0,001
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Figura 40. Fotomicrografia do efeito do AZ nas células imunomarcadas com

OPG no tecido 6sseo

Fonte.Elaborado pelo autor (2018). Legenda: Andlise das células imunomarcadas com a
proteina OPG no tecido 6sseo no lado de tragdo do ligamento periodontal da raiz DV nos
grupos experimentais (A) Naive, (B) salina, (C) AZ (0,2) e (D) AZ (1,0). A seta preta indica a
imunomarcacao para OPG. As barras indicam 50 um, 400x de magnitude.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou o efeito do tratamento com o &cido
zoledrénico (AZ) na movimentacdo dentaria induzida (MDI), em diferentes
periodos de observacéao.

A escolha da utilizagdo de um modelo experimental em ratos teve como
objetivo ampliar os critérios de analise, investigando as alteragbes macro e
microscopicas nos dentes movimentados e em seus respectivos tecidos
periodontais, 0 que seria inviavel em uma pesquisa envolvendo pacientes
submetidos a tratamento ortodéntico. Utilizou-se movimento de inclinacéo
mesial do primeiro molar superior esquerdo, seguindo protocolo bem
estabelecido na literatura (MATSUZAWA et al., 2016).

A primeira fase do presente estudo investigou o0s aspectos
microscopicos da movimentacdo dentéaria induzida, em diferentes periodos de
tempo, para selecionar o delineamento experimental mais adequado para a
investigacdo do efeito do tratamento com AZ na MDI. A escolha dos periodos
de observacao nessa primeira etapa foi baseada nos poucos estudos descritos
na literatura envolvendo a analise de parametros relevantes na MDI (BRUNET
et al., 2016; FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2015). Desta forma, foram
estabelecidos os dias 1,4,7,11,14 e 21, considerando o dia 0 como o inicio da
movimentacao dentaria, dia no qual o dispositivo ortodéntico foi instalado.

As alteracfes nos tecidos periodontais em decorréncia do deslocamento
dentario foram analisadas no primeiro molar superior, por ser considerado o
dente ideal para o estudo experimental de MDI em ratos (MATSUZAWA et
al.,2016). Este dente ndo apresenta rizogénese continua e suas raizes nao
estdo proximas das raizes dos incisivos superiores (CONSOLARO et al.,2005).
Essas caracteristicas anatdmicas favorecem a MDI desse dente, primeiro molar
superior, € o colocam em vantagem em relacédo aos incisivos, que apresentam
rizogénese continua, e aos molares inferiores, que podem sofrer interferéncia
das raizes dos incisivos inferiores durante a inclinacdo mesial, por estarem
muito proximos (FRACALOSSI, 2007). O primeiro molar superior pode
apresentar de 4 a 6 raizes, na maioria das vezes 5 raizes, denominadas:
mesiovestibular, mesiolingual, intermediaria vestibular, distovestibular e
distolingual (FRANCALOSSI et al., 2007). No presente estudo a raiz
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distovestibular foi selecionada para as analises microscépicas devido a sua
maior estabilidade e por apresentar menos variagdo anatbmica em relacao as
demais raizes desse dente (HASHIMOTO et al., 2013).

A intensidade da forca utilizada em estudos experimentais que envolvem
MDI em ratos apresenta uma ampla variacao, entre 10gf e 100gf. No entanto,
0s estudos ndo sugerem uma relagdo direta entre intensidade de forca e
movimentagcdo dentaria. Em outras palavras, ndo se pode afirmar que quanto
maior a forca aplicada, maior a movimentacédo dentaria. No entanto, esta bem
estabelecido na literatura que quanto maior a for¢ca sobre o dente, maior o risco
de reabsorcao radicular (Li et al., 2018). No presente estudo, optou-se em
utilizar a forca de 50gf, de acordo com as pesquisas de Taddei e colaboradores
(2012), nas quais foram comparados diferentes protocolos de movimentacao
dentaria em ratos, analisando diferentes intensidades de forca aplicada (10gf,
25¢gf, 35gf e 50gf). Os autores observaram maiores alteragbes dentérias e
periodontais, incluindo maior recrutamento de osteoclastos e reabsorgéo
radicular, quando as forcas de 35gf e 50gf foram utilizadas, sendo que a forca
de 50gf foi a que resultou em alteracbes microscopicas mais evidentes e, por
esse motivo, foi selecionada para o presente trabalho. Vale salientar que para
avaliar os efeitos do AZ nos tecidos dentarios e periodontais, é imprescindivel o
uso de uma intensidade de forca capaz de induzir alteracdes nesses tecidos.

As concentracdes (doses) de AZ utilizados no presente estudo foram
selecionas a partir de pesquisas prévias descritas na literatura que
investigaram se o uso continuo de bifosfonatos, incluindo AZ, predispbe a
osteonecrose dos maxilares apos extracdo dentaria (SILVA et al., 2015). E
importante ressaltar que o modelo experimental utilizado no presente trabalho,
assim como as concentracdes de AZ avaliadas, tempo e via de administracao
(endovenosa), simulam as condi¢des clinicas de um tratamento ortoddntico
submetido a uma pessoa que faz uso crénico de doses maiores de AZ, por ser
portadora de desordens metabdlicas &sseas importantes, como as
relacionadas com metéstases 6sseas.

Os resultados coletados na primeira fase experimental apontaram o dia
4, ou seja 4 dias apos o inicio da aplicacdo da for¢a ortoddntica, como o dia
ideal para estudar os efeitos do tratamento com o AZ nas alteragdes induzidas

pela MDI no periodonto, considerando alguns parametros histolégicos na
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analise dos lados de compresséo e tracdo, incluindo o numero de osteoclastos,
as areas de necroses, os tipos de colageno, a vascularizagdo do ligamento
periodontal e reabsorcdo d6ssea. O 21° dia foi o escolhido para a andlise
microscopica das alteracfes na raiz dentaria e também para a avaliagcdo do
deslocamento do dente, por ser o periodo em que se observou maior
reabsorc¢édo radicular e maior taxa de deslocamento na curva da MDI.

O uso de AZ, potente bisfosfonato de terceira geragao, representa um
fator de risco para a osteonecrose dos maxilares, por mecanismos ainda nao
esclarecidos que envolvem alteracfes na vascularizacdo, conforme descrito na
literatura (RUGGIERO et al., 2006). Marx e colaboradores (2003) relataram os
primeiros casos de osteonecrose dos maxilares associados com o0 uso continuo
de bisfosfonatos e evidenciaram que os procedimentos odontolégicos eram
fatores predisponentes no desenvolvimento da necrose 6ssea. No entanto, nao
se observou no presente estudo, nem nas anélises macroscopicas e tampouco
nas microscopicas, sinais clinicos de necrose, preconizados por Ruggiero e
colaboradores (2009), que incluem fistulas e/ou abscessos. Ao contréario, foi
verificado integridade tecidual do osso, sem a presenca de areas hialinicas e
de lacunas vazias (sem ostedcitos), além da integridade da mucosa oral. Foi
observado, no entanto, uma diminuicdo consideravel na vascularizacdo do
ligamento periodontal do grupo tratado com AZ, em relacdo ao grupo controle
(salina). A administracdo de AZ resultou na diminuicdo tanto no namero de
vasos, como na area ocupada por esses vasos. Esse resultado nos pareceu
relevante uma vez que a hipéxia € uma das causas mais comuns de lesbes
celulares que levam a necrose. Por outro lado, sabe-se que a irrigacéo
sanguinea do tecido 6sseo se da principalmente através de vasos que partem
do periésteo, uma bainha de tecido conjuntivo que reveste 0S 0SS0S
externamente. A ocorréncia de hipoxia no ligamento periodontal, portanto, ndo
teria um impacto importante no osso alveolar, resultando em necrose éssea. O
presente trabalho investigou pela primeira vez parametros relacionados a
osteonecrose associada ao uso de AZ em um modelo de MDI. A osteonecrose
dos maxilares em decorréncia da MDI é apenas citada nas revisbes
sistematicas (GHONEIMA et al., 2010; POELMANS et al., 2012) e apenas trés
casos clinicos relatados na literatura abordaram a relagdo do uso dos

bisfosfonatos e o surgimento de osteonecrose da mandibula em pacientes
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submetidos a tratamento ortodéntico (RINCHUSE et al., 2007; ZAHROWSKI et
al., 2007). A escassez de estudos clinicos e experimentais tornam, portanto, 0s
dados coletados no presente trabalho extremamente relevantes.

Os dados apresentados no presente trabalho mostram claramente que o
AZ, nas duas concentracdes avaliadas, interferiu no deslocamento dentério,
apresentando uma menor taxa de MDI, em relagcdo ao grupo salina (grupo de
animais submetidos a aplicacdo da forca ortodéntica, mas que néo receberam
AZ), observado no 21° dia experimental. Esse resultado pode ser
compreendido levando-se em consideracdo que o AZ apresenta potente efeito
antirreabsortivo no tecido 0sseo. Estudos descritos na literatura reforcam
nossos achados (BRUNET et al, 2016; SIRISOONTORN et al.,, 2012). No
entanto, resultados diferentes também foram encontrados. Seifi e
colaboradores (2017), avaliando o efeito local do AZ na reabsorcdo 6ssea e
radicular, relatam que a administragédo local de AZ, na mucosa alveolar, nao
interferiu na MDI. Provavelmente esse resultado seja devido a administracdo
local, o que limita consideravelmente a disponibilidade do farmaco no 0sso e,
consequentemente, sua agao.

O efeito antirreabsortivo do tratamento com AZ no 0sso alveolar pode
ser claramente observado na andlise do lado de compressdo do ligamento
periodontal, area estabelecidamente relacionada a reabsorcdo 6ssea na
movimentacdo ortodbntica. Vale a pena relembrar, para um melhor
entendimento dos resultados, que durante o tratamento ortodéntico, o 0sso &
seletivamente removido em algumas areas (areas de compressado) e
adicionado em outras (areas de tracdo), enquanto o dente se move carregando
os tecidos de sustentacado, dos quais faz parte o ligamento periodontal. De fato,
o ligamento periodontal desempenha um papel fundamental para que o
processo de movimentacdo dentaria ocorra (FELLER et al., 2015). Sua
compressdo induz estimulos geradores de inflamacéo local, favorecendo o
surgimento de um microambiente susceptivel a reabsor¢gdo éssea, como uma
reacdo tecidual a forca aplicada (JACOBS et al.,, 2015). Observamos que o
espaco ocupado pelo ligamento periodontal (espessamento do ligamento
periodontal) no lado de compressao dos grupos tratados com AZ apresenta-se
menor quando comparado ao grupo salina. A maior reabsor¢do do 0Sso

alveolar observada na area de compressdo do grupo salina explica esse
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resultado, uma vez que, quanto maior a area reabsorvida, maior é o espaco
disponivel a ser ocupado pelo ligamento periodontal. Portanto, a menor
espessura do ligamento periodontal na area de compressdo, observada no
grupo AZ, esta diretamente relacionada a menor perda 6ssea. Essa hipotese €
reforcada pelo menor numero (estatisticamente menor) de osteoclastos
quantificados na area de compressdo do grupo tratado com a maior
concentracdo de AZ em relacdo ao salina. Esse achado explica a reducao
significativa do deslocamento dentario observado nos grupos AZ. O 0SSO
alveolar ndo reabsorvido funciona como uma barreira fisica, impedindo a
movimentagdo dentaria. O menor niumero de osteoclastos no grupo AZ reforga
0S mecanismos de acdo desse farmaco descritos na literatura, que envolve a
ativacdo de caspases, e consequente apoptose de osteoclastos, (BRUNET et
al., 2016; FRANZONI et al., 2017) e inibicdo da formacéo e do recrutamento de
osteoclastos a partir de células precursoras imaturas (SEIFI et al., 2017). O
menor niumero de osteoclastos encontrados nos grupos AZ pode, ainda, estar
relacionado a menor vascularizacdo observada no ligamento periodontal dos
animais desse grupo, considerando que os osteoclastos sao formados a partir
da fusdo de mondcitos que atingem o 0sso através da corrente sanguinea
(NARIMIYA et al.,, 2017). A maior compressdo do ligamento periodontal no
grupo AZ pode, ainda, estar diretamente relacionada com a diminuicdo do
namero e da area de vasos sanguineos do ligamento periodontal desse grupo
(AZ) quando comparado ao salina, achado que foi discutido anteriormente.

O efeito antirreabsortivo no tecido 6sseo do AZ foi confirmado através da
microscopia confocal utilizando as laminas coradas com HE. A
autofluorescéncia do colageno permite essa visualizacdo através do laser de
emissao que corresponde ao canal de emissao de fluorescéncia FITC-verde. A
preservacao da matriz 0ssea alveolar, com reducéo das lacunas de reabsorcao
Ossea foi claramente observada nos grupos tratados com AZ em relagdo ao
grupo salina.

Os resultados coletados no presente estudo a partir da analise da
porcdo mineral do osso alveolar através de  microtomografias
computadorizadas (Micro-CT) confirmam mais uma vez a acdo antirreabsortiva
do AZ no tecido 6sseo durante a MDI. Essa andlise € extremamente relevante,

uma vez que a micro-CT permite a avaliacdo tridimensional da microarquitetura



90

do osso alveolar (KHAJURIA et al., 2014). Na avaliacdo do osso trabeculado do
grupo salina foi observado que a movimentacao dentaria induzida, aumenta a
separacdo entre as trabéculas (Tb.Sp), sem alterar o numero dessas
trabéculas (Tb.N) e, tampouco, a espessura de trabéculas (Tb.Th) no lado de
compressdo. O tratamento com AZ, mantém o numero e espessura das
trabéculas, mas reduz, no entanto, a separacdo dessas trabéculas, quando
comparado ao grupo salina. Esse resultado deve-se, provavelmente, a maior
compressdo a qual esse 0sso é submetido, quando comparado ao 0sso
alveolar do grupo salina, uma vez que o AZ impede a reabsorcdo 0ssea no
lado de compressao. A manutencdo da integridade da matriz 6ssea, observada
em todos os grupos, sem alteracdo na microarquitetura do o0sso alveolar,
confirma as analises histopatolégicas, que ndo evidenciaram osteonecrose do
osso alveolar, reforcando que no presente estudo, o0 AZ ndo induziu necrose
0ssea.

Trabalhos recentes sugerem que os efeitos antirreabsortivos do AZ na
MDI podem ser utilizados a favor do movimento ortodéntico. De fato, um estudo
recente investiga os efeitos do AZ relacionados a preservacdo da matriz 6ssea
que circunda o dente de ancoragem, e nao do dente que se deseja
movimentar, durante o tratamento ortoddntico. O estudo demonstra que a acao
local do AZ no osso alveolar do dente de ancoragem pode prevenir um dos
efeitos indesejados do tratamento ortodéntico, que € o deslocamento do dente
de ancoragem (SEIFI et al., 2017). Outros estudos utilizando o AZ com
aplicacdo local em mucosa adjacente ao dente de ancoragem (FERNANDEZ-
GONZALEZ et al., 2015), apresentam perspectivas favoraveis ao tratamento
ortoddntico, preservando o osso alveolar do dente de ancoragem, desde que
no planejamento ndo haja necessidade de exodontia, o que poderia interferir no
fechamento de espacos dentarios, impedindo a conclusdo do tratamento
ortodéntico (ORTEGA et al., 2012).

O lado de tracéo, onde existe distenséo do ligamento periodontal (face
oposta a area de compressao) foi também avaliado no presente estudo. Esta
bem estabelecido na literatura que durante o tratamento ortodéntico, no lado de
tracdo, ocorre o estiramento das fibras colagenas do ligamento periodontal
(NISHIYAMA et al., 2015), o que induz a liberagcdo de estimulos que promovem

a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos, células que



91

produzem o tecido 6sseo (BARCIA et al., 2017). Dessa forma, os osteoclastos
e osteoblastos iniciam o processo de remodelacdo éssea (fundamental para a
movimentagcdo dentaria induzida), com formacdo 6ssea no lado de tracdo e
reabsorcdo na face de compressao (LI et al., 2015). No presente trabalho, ndo
se observou diferenca significativa entre os grupos AZ e salina no que se refere
ao espaco ocupado pelo ligamento periodontal na area de tragdo, apenas na
area de compressao, como foi discutido anteriormente. Esse resultado refor¢a
que a diminuicdo da movimentacdo dentaria observada no grupo AZ, quando
comparado ao grupo salina, deve-se a falta de reabsorcédo 0ssea no lado de
compressdo, e nao a alteracdes morfoldgicas no lado de tracdo, como por
exemplo, a falta de estiramento das fibras periodontais. As analises utilizando
microscopia confocal ndo evidenciaram diferencas na morfologia e organizacao
das fibras periodontais no lado de tracdo entre os grupos AZ e salina. As
andlises de micro-CT do tecido 6sseo, no lado de tracdo, ndo evidenciou
diferencas na microarquitetura do osso alveolar entre os grupos salina e AZ,
confirmando que os efeitos do AZ na MDI sdo evidentes no lado de
compressao.

O numero de osteoblastos no lado de tracdo ndo foi quantificado no
presente estudo. No entanto, baseado em trabalho recente que sugere um
efeito toxico de altas concentracdes de AZ em osteoblastos (GAO et al., 2017),
foi investigado no presente trabalho, através de imunohistoquimica, a
expressdo de osteoprotegerina (OPG), proteina produzida e liberada por
osteoblastos ativados. Observamos uma reducéo significativa na expressao de
OPG no grupo tratado com a maior dose de AZ quando comparado ao salina, o
gue sugere uma possivel acdo toxica do AZ em osteoblastos, corroborando
com os estudos de Gao e colaboradores (2017). Existem, entretanto,
controvérsias na literatura sobre a acdo do AZ em osteoblastos
(PATNTIRAPONG et al., 2012; BASSO et al.,, 2013). Nossos resultados
sugerem uma possivel acdo indireta do AZ em osteoclastos, via osteoblastos.
Em outras palavras, a diminuicdo no niamero de osteoclastos margeando o
osso alveolar dos animais tratados com AZ pode estar relacionada com a
diminuicdo de osteoblastos, uma vez que para iniciar 0 seu processo de
diferenciacdo, o0s osteoclastos necessitam da presenca de células

osteoblasticas, capazes de produzir fatores de diferenciagdo e ativacdo



92

(YAMAGUCHI et al., 2009; ALAZZAWI et al., 2018). Estudos adicionais, no
entanto, utilizando outros marcadores de osteoblastos sdo necessarios para
confirmar essa hipétese.

Para investigar os efeitos do tratamento com AZ no ligamento
periodontal durante a MDI, avaliamos a presenca de &areas necroticas
(evidenciadas histologicamente por areas hialinicas, pobre em células e fibras)
e também a composicdo e distribuicdo das fibras colagenas, principal
componente do ligamento periodontal, através da analise de laminas coradas
com picrosirius red, corante que permite a visualizacdo e diferenciacdo das
fibras coladgenas dos tipos |, a mais abundante no ligamento periodontal, e tipo
[l (LI et al., 2018). Essa andlise foi motivada por estudos que fornecem
evidéncias que o AZ apresenta efeitos toxicos/inflamatérios nas células do
ligamento periodontal (SHEPER et al., 2009; BARROS-SILVA et al., 2016).
Dados da literatura sugerem que a diminuicdo consideravel da reabsorcao
0ssea durante o movimento dentario induzido (exatamente o que foi observado
nos grupos AZ em relacdo ao salina) resulta ha compressao continua no LP, o
que leva a reducdo de oxigénio nos tecidos, favorecendo a liberacdo de
prostaglandinas e citocinas pro-inflamatérias, promovendo um microambiente
favoravel a necrose celular (GHONEIMA et al., 2010). De acordo com esse
estudo, observamos uma diminuicdo significativa na vascularizacdo do
ligamento periodontal nos grupos AZ. Adicionalmente, a proporcdo de areas
hialinicas no ligamento periodontal desses grupos (tratados com AZ) foi
significativamente maior quando comparado ao grupo salina, o que corrobora
com Kubek e colaboradores. (2010). Esse achado é facilmente compreendido
guando se leva em conta que as fibras periodontais (no lado de compresséao)
dos grupos tratados com AZ estdo bem mais comprimidas do que as fibras do
grupo salina. O aumento significativo de areas necréticas no ligamento
periodontal nos grupos AZ, pode também estar relacionado ao mecanismo de
acdo desse farmaco, impedindo o recrutamento e formacdo de células
gigantes, multinucleadas, formadas a partir da fusdo de macréfagos. Essas
células sdo fundamentais na fagocitose dos restos necroticos, como 0s
fragmentos de células e/ou fibras. Essa especulacdo baseia-se no efeito
inibitério (ja bem estabelecido na literatura) do AZ na diferenciacdo de

osteoclastos, células multinucleadas, formadas a partir da mesma célula
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precursora que da origem a célula gigante. Seguindo esse raciocinio, o0 AZ
estaria dificultando/impedindo o recrutamento de células precursoras e a
formagdo de células fagocitarias. No entanto, estudos adicionais séo
necessarios para confirmar essa hipotese.

As analises do ligamento periodontal realizadas no presente estudo em
laminas coradas com picrosirius red confirmam dados da literatura que
demonstram que durante a movimentag&o ortodontica, o 0sso alveolar e fibras
periodontais sdo continuamente remodeladas, e estruturas periodontais sao
dinamicamente reconstruidas através de reacfes bioldégicas no ligamento
periodontal (NARIMIYA et al., 2017). De fato, a quantidade total de colageno
entre 0os grupos submetidos & MDI (salina e os grupos AZ) e 0 grupo naive
(animais sdo submetidos a MDI) néo foi diferente, o que sugere o reparo ativo e
continuo das fibras colagenas durante a MDI, confirmando dados da literatura.
No entanto, ao analisar as laminas sob a luz polarizada, foi observado
claramente, no lado de tracdo, uma reducdo significativa da relacdo de
colageno tipo I/ colageno tipo Ill no ligamento periodontal dos grupos
submetidos a movimentacdo ortodontica em relagdo ao grupo naive. Segundo
a literatura, o coldgeno maduro da fibra periodontal, tipo I, induz a expresséao
da metaloproteinase (MMP-1) em fibroblastos e osteoblastos em resposta a
forca ortodbntica aplicada ao dente (HAYAMI et al.,, 2008), o que resulta na
degradacdo do colageno, especialmente o do tipo |, que é mais abundante.
Durante o reparo do ligamento periodontal, a quantidade de colageno Il
aumenta de forma consideravel e, gradualmente, vai sendo substituido por
colageno maduro, tipo | (CHENG et al., 2014). Nossos resultados reforcam que
ocorre a reconstrucao ativa e constante das fibras do ligamento periodontal em
dentes movimentados ortodonticamente. O tratamento com AZ néo interferiu na
dindmica de reparo das fibras do ligamento periodontal, contradizendo estudos
gue mostram efeitos tdéxicos desse farmaco nas células desse tecido (SHEPER
et al., 2009; BARROS-SILVA et al., 2016).

Avaliamos, ainda, no presente trabalho, os efeitos do AZ na raiz
dentaria. Essa andlise foi motivada por estudos prévios que demonstram
reabsorcéo radicular em modelos experimentais de movimentacéo ortodontica.
A raiz dentéria, por¢cdo do dente responsavel pela sua insercdo no 0SSO

alveolar, é formada principalmente por dentina, e revestida externamente por
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cemento. As fibras do ligamento periodontal se inserem de um lado no 0sso
alveolar e do outro lado no cemento. Dentina e cemento s&o dois tecidos
mineralizados, ambos apresentando composi¢cdo semelhante ao tecido 6sseo,
com predominancia de colageno tipo I. Assim como o tecido 6sseo, dentina e
cemento sdo degradados por células clasticas, denominadas odontoclastos. No
entanto, o odontoclasto €, morfologicamente e funcionalmente, muito
semelhante ao osteoclasto (SIRISOONTORN et al, 2012). Os nomes
diferentes atribuidos a essas células por alguns autores deve-se ao tipo de
tecido reabsorvido. Observamos que a MDI resultou em reabsorcao radicular
importante e que o tratamento com AZ preveniu esse efeito. A inibicdo da
formacao e do recrutamento de clastos a partir de células precursoras imaturas
pelo AZ pode explicar a menor reabsorcdo radicular, observada no 21° dia
experimental, nos animais tratados com a maior concentracdo desse farmaco.
A reducédo do numero e profundidade das lacunas de reabsor¢éo radicular no
grupo AZ, quando comparado ao salina, é claramente evidenciada por
microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura.

A reabsorcdo radicular é um efeito indesejavel do tratamento
ortoddntico, normalmente associada a for¢as de alta magnitude, que promovem
maior numero de areas hialinicas (necroticas) e, consequentemente, maior
formacdo e ativacdo de células clasticas (MORI et al.,2010; SEIFI et al., 2017).
No presente estudo foi utilizada uma forca de 50gf, de acordo com estudos
prévios, que corresponde a uma forca que excede a intensidade de forca
possivel de movimentar um dente com o minimo de danos aos tecidos (forca
o0tima). Na movimentacdo dentaria experimental, o uso de uma forca que
exceda a forca Otima propicia a ocorréncia de todos os eventos teciduais
envolvidos na movimentagéo ortodéntica em um intervalo de tempo viavel para
estudos experimentais.

Considerando que foi observado uma redugdo do espago
trabecular no osso alveolar da maxila dos grupos tratados com AZ,
investigamos se essa alteracao seria observada em um outro osso do corpo
onde a remodelacdo 6ssea ndo estivesse sendo estimulada. O fémur foi
escolhido, tomando como base evidéncias da literatura que associam fraturas
no fémur & infusdo sistémica do acido zoledrénico (SANCHEZ et al., 2017). O

fémur foi coletado e sua microarquitetura foi analisada por microCT, através da
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mensuracao da area de 0sso cortical e do diametro do canal medular na regiao
média e proximal da diafise deste osso longo. Nas amostras analisadas, foi
observado um aumento significativo no volume da cortical 6ssea no grupo que
recebeu a menor concentracdo de AZ em relacdo ao salina. No entando, nao
se observou diferencas no volume 0sseo entre 0s grupos salina e o grupo
tratado com a maior dose de AZ. Esse resultado pode ser explicado por um
possivel efeito toxico de altas concentracdes do AZ em osteoblastos, conforme
foi discutido anteriormente no presente trabalho, na discussdo dos resultados
referentes a reabsorcéo 6ssea do osso alveolar.

Em suma, os resultados apresentados mostram claramente que o AZ
interfere na MDI. O presente estudo contribui substancialmente para a
compreensao dos efeitos do AZ na movimentacdo dentaria, o que €
fundamental para a indicacéo do tratamento ortodéntico em pessoas que fazem

uso de altas doses desse farmaco.



96

8 CONCLUSAO

Em suma, os resultados deste estudo mostram claramente que o AZ
interfere na MDI, reduzindo o deslocamento dentario, provavelmente devido a
seus efeitos anti-reabsortivos. Ademais, o tratamento com acido zoledrdnico no

presente estudo ndo induziu osteonecrose.
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