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RESUMO

O Acido Zoledrdnico (AZ) trata-se do mais potente bisfosfonato para uso clinico, empregado
por via endovenosa, atuando especialmente nos eventos relacionados as metastases dsseas. Este
trabalho tem o objetivo de comparar o efeito deste firmaco nos aspectos cicatriciais do tecido
6sseo de suporte de um dispositivo temporario de ancoragem e nas caracteristicas inflamatorias
e morfoldgicas do tecido dsseodentdrio submetido & movimentacdo dentdria induzida (MDI)
em um modelo experimental com ancoragem esquelética. Para tanto, foram utilizados 48 ratos
machos, da linhagem Wistar (350g), divididos em dois grupos experimentais que receberam
trés administragdes consecutivas do AZ (0,2 mg/kg) ou da solugdo salina estéril 0,9% (grupo
controle) (dias 0, 7 e 14). Os animais foram submetidos a instalacdo de uma mola fechada de
CrNi, a qual foi fixada entre o primeiro molar superior esquerdo e o mini-implante (MI) no dia
42. O lado direito de ambos os grupos nao recebeu forca ortodontica, servindo como controle
interno. O deslocamento do 1°MSE e do MI foram mensurados com um paquimetro digital. Os
animais foram submetidos a eutandsia nos dias 49, 56, 63 e 70, sendo o primeiro molar superior
dos dois lados avaliado com laminas histologicas coradas com Hematoxilina e Eosina no que
se refere aos fendmenos pulpares e periodontais em cada tempo de MDI. O espaco
microscopico da movimentagao foi analisado com a régua histologica Zeiss® e o tecido 6sseo
de suporte do MI quanto aos parametros inflamatdrios e cicatriciais. Além disso, verificou-se a
relagdo entre o percentual de colageno do tipo I e III através da reagdo histoquimica de
Picrosirius Red apds polarizagdo da luz. A andlise macroscopica evidenciou no grupo controle
uma diminuigao significativa da distdncia do 1°MSE ao MI com 28 dias de ativacdo ortodontica,
e da variagdo da area de triangulos irregulares nos dias 21 e 28 (p<0,05). Além disso, verificou-
se histologicamente o aumento significativo do deslocamento dentdrio nos dias 21 e 28
(p<0,05). O primeiro molar superior esquerdo ndo mostrou diferenga significante quanto aos
fendomenos pulpares e periodontais entre os grupos ao longo do periodo analisado e o tempo de
MDI nao influenciou significativamente na intensidade das alteracdes nos grupos (p>0,05). As
células epiteliais de Malassez mostraram redu¢do significativa no grupo AZ no lado em que
nao houve MDI e no grupo controle no lado em que houve a movimentagao (p<0,05) em relagao
ao tempo de inducao ortodontica. Uma reducao significante da relagdo entre o coldgeno tipo I
e III foi observada no grupo AZ no dia 14 (p<0,05). A érea adjacente ao defeito Osseo
promovido pela insercdo do MI demonstrou aumento significativo das lacunas de osteodcitos
vazias no grupo AZ nos dias 14, 21 e 28 e na area distante do MI nos dias 21 e 28 (p<0,05),
sem correlacdo significativa com a disposi¢do do infiltrado inflamatério (p>0,05). O aumento
do tempo de MDI ndo influenciou significativamente a intensidade do processo inflamatorio
entre os grupos, que mostrou- se difuso no grupo AZ nos dias 7 e 28 (p<0,05) e
predominantemente, neutrofilico no dia 28. Em suma, o AZ reduziu o deslocamento dentario,
ndo interferindo no tecido pulpar e periodontal de forma direta, e sim na redu¢@o do percentual
das células de malassez quando ndo houve MDI. A administra¢do do fdrmaco ndo alterou o
processo de reparo proporcionado pelas fibras colagenas do ligamento periodontal, mas
modificou os pardmetros cicatriciais do tecido 6sseo de suporte do MI, provavelmente, em
associacdo ao trauma da instalagdo do dispositivo de ancoragem, sem caracterizar quadro de
osteonecrose.

Palavras-chave: Procedimentos de ancoragem ortodontica, bisfosfonatos, dcido zoledronico,
osteonecrose.



ABSTRACT

Zoledronic acid (ZA) is the most powerful bisphosphonate for clinical use, used intravenously,
acting especially in events related to bone metastases. This research aims to compare the effect
of this drug in the scarring aspects of the supporting bone tissue of a temporary anchorage
device and in the inflammatory and morphological characteristics of bone tissue subjected to
induced tooth movement (ITM) in an experimental model with skeletal anchorage. For this
purpose, 48 male Wistar rats (350g) were used, divided into two experimental groups that
received three consecutive administrations of ZA (0,2 mg/kg) or 0.9% sterile saline solution
(control group) (days 0, 7 and 14). The animals were submitted to the installation of a closed
CrNi spring, which was fixed between the upper left first molar and the mini-implant (MI) on
day 42. The right side of both groups did not receive orthodontic strength, serving as an internal
control. The displacement of the upper left first molar and MI were measured with a digital
caliper. The animals were found after euthanasia on days 49th, 56th, 63th and 70th, with the
upper first molar on both sides being evaluated with histological slides stained with
hematoxylin and eosin in which refers to pulpal and periodontal phenomena at each time of
ITM. The microscopic space of the movement was analyzed with the Zeiss® histological ruler
and the bone supporting tissue of the MI regarding inflammatory and scarring parameters.
Besides that, the relation between the percentage of collagen types I and III was verified through
the histochemical reaction of Picrosirius Red after light polarization. A macroscopic analysis
showed a small decrease in the control group of the distance from the upper left first molar to
the MI with 28 days of orthodontic activation, and the variation in the area of irregular triangles
on days 21st and 28th (p<0,05). It was also evidenced, histologically, a significant increase in
tooth displacement in the control group on days 21 and 28 (p<0,05). The upper left first molar
did not show any significant difference regarding pulp and periodontal phenomena between the
groups throughout the analyzed period and the ITM time did not influence the intensity of the
alterations in the groups (p>0,05). The epithelial cells of Malassez reduce the reduction in group
ZA on the side where there was no I'TM and in the control group on the side where there was
movement (p<0,05) in relation to the time of orthodontic induction. A significant reduction in
the relationship between collagen type I and type III was observed in group ZA on day 14th
(p<0,05). The adjacent area to the defected bone promoted by MI insertion showed significantly
increased empty osteocyte lacunae in the group ZA on days 14, 21st and 28th and in the area
distant from MI on days 21 and 28 (p<0,05), with no relationship related to the disposition of
the inflammatory infiltrate (p>0,05). The increase in ITM time did not influence the intensity
of the inflammatory process between the groups and the disposition of the inflammatory
infiltrate was shown to be diffuse in the group ZA on days 7th and 28th (p<0,05), becoming
predominantly neutrophilic on the day 28th. In short, group ZA reduced tooth displacement,
not directly interfering with the pulp and periodontal tissue, but in reducing the percentage of
malassez of cells when there was no ITM. The administration of the drug did not change the
repair process provided by the collagen fibers of the periodontal ligament, but it did change the
healing parameters of the MI support bone tissue, probably in association with the trauma of
the installation of the anchoring device, without characterizing an osteonecrosis.

Keywords: Orthodontic anchorage procedures, bisphosphonates, zoledronic acid,
osteonecrosis.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Acido Zoledronico

O Acido zoledrénico (AZ) trata-se de um farmaco pertencente a classe dos
Bisfosfonatos (BFs), de terceira geragcdo. Apesar de possuir meia vida plasmatica curta (WANG
et al., 2020), ¢ altamente absorvido pelo tecido 6sseo, agindo idealmente no tratamento de
doengas O0sseas metastaticas, osteoporose, além de sua atividade anti-tumoral (CHIARELLA et
al., 2020; REDDY et al., 2017).

Os BFs possuem atuacdo semelhante aos pirofosfatos endégenos (P-O-P) (reguladores
fisioldgicos da calcificagdo e reabsorcao 6ssea) (TATLI ef al., 2014). Constituem-se, portanto,
em compostos com as propriedades antidesmineralizantes do pirofosfato, mais resistentes a
hidrolise, porque contém ligacdes estaveis (P-C-P) no lugar de ligacdes labeis (P-O-P)
(IZQUIERDO et al., 2011; WANG et al., 2020). Sao potentes inibidores da reabsor¢ao 6ssea e
efetivos na redugdo das concentragdes séricas de célcio em pacientes com hipercalcemia
maligna (REDDY et al., 2017). Além disso, reduzem o indice de complicagdes esqueléticas do
mieloma multiplo e do cancer de mama avancado (VENKATARAMANA et al., 2014).

Existem varios tipos de BFs para uso clinico, com seus efeitos variando de acordo com
a geracdo a que pertencem. Do ponto de vista farmacoldgico, sdo subdivididos em nitrogenados
(BFsN) e nao nitrogenados (BFsnN) (ALRAHABI; GHABBANI, 2018), empregados por via
oral (VO) ou endovenosa (EV) (SOARES et al., 2016). Os BFs EV incluem o pamidronato, um
bisfosfonato de segunda geracdo e o AZ, o mais potente de uso clinico (Tabela 01), e objeto

dessa pesquisa.

Tabela 1: Tipos e exemplos de Bisfosfonatos de acordo com a geragao.

Geracao Tipo de Bisfosfonato Exemplo
Primeira geragao Sem nitrogénio Etidronato
Segunda geragdo Alquil-amino sem nitrogénio Pamidronato, Alendronato
Terceira geragdo Com nitrogénio heterociclico Risedronato, Zoledronato

Fonte: Adaptado de AJWA, 2019.
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As diferencas farmacocinéticas dos BFs revelam que o AZ apresenta a maior afinidade
com a hidroxiapatita do osso mineralizado, o que caracteriza a sua longa duracdo de acdo
quando comparado a outras drogas de sua classe, além da maior inibi¢do da osteoclastogénese
(HORTOBAGYI et al., 2019). A poténcia da anti-reabsor¢do pode ser explicada
estruturalmente pela substitui¢do das cadeias laterais R1 e R2, responsaveis pela ligagdo dos
BFs ao 0sso, possuindo o AZ, um grupo imidazol heterociclico ligado a posi¢cdo R2, tornando-

o mais potente (BOWDEN; MAHAN, 2017) (Figuras 01A e 01B).

Figuras 1A e B: Estrutura quimica dos BFs e AZ.

| | | .
O=P—C—P =0 0 0

I
| | | HO—P—C—IPI—OH
OH Ry OH L 1 )
OH OH OH

Bisfosfonatos Acido Zoledrénico

Legenda: A - Estrutura geral dos BFs. As cadeias R1 e R2 podem ser alteradas, modificando a capacidade de
ligagdo a hidroxiapatita e poténcia. B - Estrutura do AZ com um anel Imidazol contendo dois 4&tomos de nitrogénio

(Fonte: Adaptado de BOWDEN; MAHAN, 2017).

O mecanismo de acdo do AZ envolve a apoptose dos osteoclastos, assim como ocorre
nos outros BFsN (YANG; DU, 2015), inativando a via do Mevalonato através da inibicao de
uma enzima regulatoria essencial para a funcdo e formacdo dos osteoclastos, a Farnesil
difosfato sintase (SOARES et al., 2016; WANG et al., 2020). Carbonare et al. (2017) relataram
tanto a inibi¢do da remodelacdo 6ssea, como a capacidade anabdlica do AZ em pacientes com
osteoporose, especialmente pelo estimulo da atividade osteoblastica apos inibi¢do do turnover,
o que gera aumento da densidade dssea.

Destacando-se pela sua agdo antiproliferativa em diferentes linhagens celulares, o AZ
possui atividade anti-angiogénica, inibindo a ativag¢do de fatores pro-angiogénicos (JIANG et
al., 2016), além da sua a¢do nas micro-metastases e apoptose de células tumorais (WANG et
al., 2020). Um aumento da sobrevida global e livre da doenga, ¢ observado em pacientes

tratados com terapias adjuvantes envolvendo o AZ (LIU et al., 2019; YANG; DU, 2015).
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A administragdo deste fArmaco ocorre nos pacientes em uma dose de 4 mg, sendo a
infusdo durante 15 minutos a cada 12 semanas ou em intervalos menores de 3 a 4 semanas
(HORTOBAGYT et al., 2019). Em tratamentos de duragdo prolongada podem ocorrer eventos
adversos graves, tais como, fraturas 0sseas e a osteonecrose dos maxilares induzida por
bisfosfonatos (OMB), onde, 0 AZ é o principal BFsN associado a esta condigdo (GUTIERREZ
etal., 2017).

A OMB atinge mais frequentemente o osso mandibular, com patogenia ainda ndo
completamente definida (ZAGO et al., 2020). A inibicdo da atividade osteoclastica causa
diminui¢do da capacidade de remodelamento 0sseo, propiciando o desenvolvimento da necrose
numa situacdo em que haja trauma na regido 6ssea. A atividade anti-angiogénica diminui o
suprimento vascular, possibilitando a ocorréncia de isquemia e, consequentemente, necrose
tecidual. Vale ressaltar, que a duracdo do tratamento com AZ e a frequéncia de infusdo estdo
diretamente relacionadas a ocorréncia de efeitos colaterais (BIGUETTI et al., 2019;

IZQUIERDO et al., 2011).

1.2 Modelo experimental de Movimentacio dentaria induzida (MDI) com ancoragem

esquelética

A MDI ocorre com a aplicagdao de uma for¢ca mecanica controlada, e resulta em respostas
celulares que modelam e remodelam os tecidos dentais circundantes, especialmente, 0sso
alveolar e ligamento periodontal (LP). Basicamente, as modifica¢des teciduais sdo induzidas
por mediadores quimicos € neurotransmissores, que ativam os osteoclastos para o processo de
reabsorcdo Ossea alveolar no lado de pressdo, e os osteoblastos, para a aposicdo no lado de
tensao (BROOKS et al., 2009; KITAURA et al., 2014). Durante a movimentacgao ortodontica,
em resposta a carga aplicada, o osso alveolar sofre uma remodelacdo coordenada permitindo o
deslocamento dentédrio, sendo esse processo resultado da comunicacdo entre osteoclastos,
osteoblastos e osteocitos (SHOJI-MATSUNAGA et al., 2017).

Burstone (1962) dividiu o movimento dentario em fases, consistindo em: fase inicial
aquela que ocorre logo apos a aplicagdo da forca e se caracteriza pelo deslocamento do dente
no LP, fase de laténcia, onde ocorre pouco ou nenhum deslocamento em virtude do processo
de hialinizagdo, e, por ultimo, uma fase pds laténcia, em que ocorre aumento gradual ou
repentino da movimentagdo dentéria (ASIRY, 2018).

A resisténcia a mudanca no posicionamento dos dentes indesejados, trata-se de uma das

partes essenciais do planejamento do tratamento ortodontico sendo definida como ancoragem
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(IGLESIAS-LINARES et al., 2010), podendo ser fornecida de forma intra ou extra-oral. Dentes
e palato, através do uso de barras transpalatinas, e a cabega ou 0 pescoco, pelo uso de aparelhos
externos, sdo considerados métodos convencionais € possuem baixa taxa de adesdo dos
pacientes, além de beneficios questionaveis (ANTOSZEWSKA-SMITH et al., 2017). No
entanto, o uso de implantes ou mini-implantes (MIs) atua como alternativa aos métodos
tradicionais, e sdo especialmente atrativos, pela ndo necessidade de cooperacdo do paciente
para que o movimento dos dentes ocorra (RUAN et al., 2018).

O conceito de ancoragem esquelética surgiu na Ortodontia com o advento dos
implantes. As cargas ortodonticas de natureza continua, unidirecional e de baixa magnitude ndo
conseguem gerar atividade osteolitica na interface Ossea do implante, e a auséncia de
movimentagdo nestes aparatos permite maior previsibilidade de tratamentos complexos. Além
disso, esses dispositivos sdo de baixo custo, dimensdes variadas, podem ser facilmente
inseridos ou removidos do tecido dsseo e permitem pequena redugdo no tempo de tratamento
(ANTOSZEWSKA-SMITH et al., 2017; ARAUJO et al., 2006, MARIGO et al., 2016).

Dentre as aplicabilidades clinicas do uso dos MIs podemos citar a correcdo da ma-
oclusdo de classe II, caracterizada pela protrusdo dento-alveolar, em que geralmente o plano de
tratamento inclui a retragdo dos incisivos superiores com ancoragem maxima, apds a extragao
de dois pré-molares bilaterais. Além disso, podem ser utilizados na retra¢do de caninos, intrusao
de dentes anteriores ou posteriores ¢ mesializagdo ou distalizagdo de molares, permitindo o
deslocamento de dentes especificos na unidade de acdo, sem efeitos adversos nos demais
(HEDAYATIE; SHOMALI, 2016).

Diferentemente dos implantes osseointegraveis compostos por titanio puro, os MI sdo
fabricados com uma liga de titdnio que apresenta maior resisténcia mecanica do que o titanio
puro, especialmente porque a utilizacdo desses sistemas tem como pré-requisito a estabilidade
mecanica (primaria), e ndo a estabilidade secundéria, advinda da osteointegracdo (NOVA et
al., 2008). A resisténcia a for¢as entre 30g e 250g, necessarias em alguns movimentos
ortodonticos, ¢ fornecida especialmente pela estabilidade primaria (KHAN et al., 2016), e a
liga de titdnio que os compdem possui caracteristicas bioativas inferiores ao titdnio
comercialmente puro, e o grau de osteointegracao ¢ baixo (NOVA et al., 2008).

No que se refere a aplicagdo imediata ou ndo de carga mecanica logo ap0s a instalagao
do M, a literatura ¢ controversa. Alguns autores relatam que o tempo para a consolidacio dssea
antes da ativacdo de forgas ortodonticas ndo seria necessario, ja que a estabilidade primaria

suportaria as cargas mecanicas aplicadas. No entanto, também ¢ sugerido um tempo reduzido
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de espera no intuito de minimizar as falhas de retencdo e evitar mobilidade dos dispositivos
(KHAN et al., 2016).

Na tentativa de compreender os mecanismos biologicos envolvidos na MDI, modelos
animais de ratos e camundongos tém sido utilizados em estudos experimentais, variando além
do ‘design’ do aparelho ortodontico, a intensidade da forca aplicada, os periodos de
movimentagdo e os cortes empregados para a analise microscopica (FERNANDEZ-
GONZALEZ et al., 2015, FRACALOSSI, 2007). Gudhimella et al. (2019) relata que um
modelo animal aceitdvel de MDI deve promover direcao constante da for¢a mecéanica, também
de magnitude adequada, e métodos precisos de verificagdo do deslocamento dentério.

Um modelo amplamente empregado para estudar a MDI foi introduzido por Heller e
Nanda (1979), e modificado por Martins-Ortiz (2004), e utiliza uma mola fechada de aco
inoxidavel adaptada do primeiro molar superior esquerdo aos incisivos centrais superiores
através de um fio de amarrilho. Ainda, ¢ utilizado resina composta para criar uma retencao
adicional (FRACALOSSI et al., 2009). Essa modalidade de ancoragem garante pouca
resisténcia a0 movimento dentario indesejado, resultando em mudangas na posicdo dos
elementos de suporte, bem como em alteragdes das forcas ortoddnticas inicialmente aplicadas
(PROFFIT et al., 2013). Essas desvantagens sdo ressaltadas quando incisivos de ratos sdo
utilizados como elementos de ancoragem minima, ja que os mesmos estdo em constante
erupcao (KAMEYAMA et al., 2002).

Estudos prévios em modelos com MIs como o de Gudhimella et al. (2019), Kaipatur et
al. (2013) e Kaipatur et al. (2014) demonstraram seguranga na utilizacdo do modelo
experimental de MDI com ancoragem esquelética, onde ratos foram submetidos a mesializacdo
ortoddntica dos seus primeiros molares superiores utilizando molas de niquel-titdnio adaptadas
entre o molar a ser mesializado ¢ o MI. Este modelo de movimentagao dentaria tem sido
utilizado tanto para investigar o efeito da carga Ossea de medicamentos no movimento
ortoddntico, estimar a tensdo e estabilidade do MI no osso cortical, como para avaliar o efeito
de baixas forgas no volume 6sseo radicular de roedores.

Em modelos de ancoragem dentaria, Kameyama et al. (2002) relataram a mudanga na
direcdo da forca aplicada a medida que os incisivos sdo erupcionados, a quebra mais facilmente
da mola e seu afastamento da mucosa palatina. Entretanto, quando o molar ¢ tracionado se
utilizando de parafusos de titdnio, tem-se a mola com menor hipdtese de deslocamentos ou
quebras e dire¢do de forg¢a que ndo ¢ modificada, permitindo manté-la com precisdo durante o

tempo experimental.
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Semelhante ao proposto por Fernandez-Gonzalez et al. (2015); Kaipatur et al. (2013),
Kaipatur et al. (2014) e Kawazoe et al. (2013), e em virtude da escassez de modelos animais
de ancoragem esquelética disponiveis, além da falta de padronizagdo dos dispositivos
utilizados, um grupo de pesquisadores desenvolveu o modelo experimental proposto para este
estudo com o uso de ancoragem esquelética em ratos (ESTANISLAU, 2019). Para isso, um
dispositivo temporario de ancoragem (DTA) ¢ instalado na regido anterior da maxila, se
propondo a obter a mesializagdo do primeiro molar superior situado no lado contralateral, de
modo a realizar estudos concernentes a taxa de MDI e andlise de variados parametros

inflamatorios e morfologicos envolvidos no deslocamento dentario.

1.3 Desregulacio inflamatoria e morfologica mediada pelo AZ no tecido 0sseo submetido
a MDI

Na biomecanica do movimento ortoddntico, uma das hipdteses mais antigas ¢ conhecida
como “pressao-tensao” e explica a remodelacdo 0ssea propondo diferentes processos bioldgicos
nas areas de compressao e tensdo a partir das células presentes no LP. Na drea de compressao
¢ esperado alteragdo do fluxo sanguineo, areas hialinas, reabsorcao dssea e degradagdo do
colageno tipo 1. Ja na area de tensdo, as células-tronco mesenquimais se diferenciam em
osteoblastos e formam ostedide ou matriz de colageno tipo I, seguido de mineralizagdo (JIANG
etal., 2016).

Para que todos esses eventos ocorram € promovam o movimento dentario, uma alteragao
do fluxo sanguineo periodontal libera citocinas, neurotransmissores e outras moléculas, no
intuito de gerar respostas bioquimicas e celulares desencadeantes da remodelagdo de tecidos
tanto mineralizados como nao mineralizados (D’APUZZO et al., 2013; RANGIANI et al.,
2016). Por serem ricamente celularizados, os tecidos da polpa e LP quando estimulos sdo
aplicados, dependendo da intensidade, frequéncia e duracdo, ¢ possivel visualizar
microscopicamente alteragdes morfologicas e/ou de perfil inflamatorio, influenciadas por
fatores sistémicos e locais (D’APUZZO et al., 2013; MASSARO et al., 2009), a exemplo do
uso de BFs e o tratamento ortoddntico, respectivamente.

Estudos concernentes as modificagdes pulpares observadas apds a MDI, apresentam
metodologias e resultados varidveis. Inicialmente, foram atribuidas as forcas ortoddnticas, a
necrose e atresia pulpar e/ou do canal radicular (RAMAZANZADEH et al., 2009). Massaro et
al. (2009) relataram que as alteragdes vasculares encontradas ndo eram permanentes, nem

degenerativas, e as metabolicas ndo alteravam morfologicamente o tecido pulpar, embora
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microscopicamente, a presenca de células inflamatorias, fibrose e redugdo de vasos sanguineos
jé tenham sido associados a sinais de degeneragao.

As respostas inflamatorias e adaptativas intra-pulpares foram sugeridas por Romer et al.
(2014) apos verificarem a diminui¢do do suprimento de oxigénio resultante da indugdo de
forcas ortodonticas, demonstrando que a polpa dentaria sofre um processo de remodelagdo
diante da MDI. Outros sinais atribuidos as cargas mecanicas foram a vacuolizacdo e/ou
descontinuidade da camada de odontoblastos, congestdo vascular e edema
(RAMAZANZADEH et al., 2009; SANTAMARIA JR et al., 2007).

Em relacdo ao LP, a aplicagdo de forca leves ou moderadas promovem alteragdes
biolégicas que culminam na formacdo de um infiltrado inflamatério leve. Como a forga
aplicada ¢ dissipada ao redor dos tecidos, apos 7 ou 10 dias, na auséncia de cargas ativas, 0s
fendmenos periodontais passam a ser reparadores no sentido de tornar os tecidos aptos a receber
forcas novas (CONSOLARO; CONSOLARO, 2018). Eventualmente, a carga mecanica
induzida promove deformacdo dos vasos sanguineos do LP na direcdo da forca, causando
hialinizagdo, caracterizada por areas livres de células, presenga de detritos e matriz extracelular,
além da obstrugdo da vascularizag¢do, e auséncia ou reducdo do movimento dentario. Em
modelos animais, areas hialinizadas foram encontradas 24 horas apds o inicio da forga
ortodontica, ocorrendo pouco ou nenhum deslocamento dentéario (ARIFFIN et al., 2011).

No LP estdo presentes tanto células epiteliais como os restos epiteliais de Malassez
(REM), como as mesenquimais, tais como, osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos
(XIONG et al., 2000). Os REM tratam-se de um aglomerado de células epiteliais odontogénicas
que ainda permanecem no periodonto adulto, derivados da fragmentacao da bainha epitelial de
Hertwig (XIONG et al., 2000). Em relagdo ao movimento dentdrio ortodontico, estudos
indicam que eles estariam envolvidos com manutencdo do reparo pds-MDI, induzindo a
cementogénese e proliferando concomitantemente a movimentacdo dentaria (KEINAN;
COHEN, 2013; TALIC et al., 2003). Além disso, expressam receptores para o Fator de
crescimento epidérmico (FCE) (SILVA et al., 2017), o qual Guajardo et al. (2000) sugeriram
que esta relacionado a proliferacdo dos tecidos periodontais necessaria para ocorrer a MDI.

Os receptores para o FCE atuam como um importante condutor para a diferenciacdo das
células epiteliais, e verificou-se in vitro que o AZ interage com esses receptores. A proliferagcdo
e capacidade migratdria dos queratindcitos orais humanos foram suprimidas pelo tratamento
com o AZ, mas puderam ser em parte revertidos pelo FCE, tornando-se uma possivel opc¢ao

terapéutica para toxicidade direta dos BFs em mucosa oral (WANG et al., 2019).
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Por outro lado, os fibroblastos desempenham um importante papel na MDI pela
formagdo das proteinas estruturais do coldgeno. Mudangas na tensdo mecanica aumenta a
producdo de citocinas pré-inflamatorias, em especial as prostaglandinas pelo aumento de COX-
2. Isso altera os niveis de RANK-L e OPG, produzidos por osteoblastos e fibroblastos presentes
no LP, e de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a. Uma expressao diferenciada desses mediadores ocorre
no sitio de compressdo com aumento da expressao dos fatores de osteoclastogénese e no lado
de tensdo, com aumento de fatores osteogénicos (SANTOS, 2017; SCHRODER et al., 2020).

Dessa forma, no lado de compressdo ocorre liberacdo de prostaglandinas (PGEz) que
aumentam a diferenciagdo osteoblastica e a expressdo de RANK-L e OPG. Um aumento de
RANK-L e uma diminui¢do na liberagdo de OPG pelos osteoblastos favorece a reabsor¢ao
Ossea pelos osteoclastos. Sob tensdo, aumenta o nimero de osteoblastos e liberagdo da citocina
IL-10, aumentando a OPG e reduzindo a produ¢do de RANK-L, consequentemente, diminuindo
a sinalizacdo RANK, responsavel pela ativacdo dos osteoclastos, criando um microambiente
favoravel para a formacao do tecido 6sseo (LI et al., 2018).

Marzano-Moreno et al. (2018) demonstraram que BFs como o Zoledronato, pode
modificar a expressdo de genes envolvidos com a diferenciacdo de osteoblastos, através do eixo
RANKL — OPG, resultando em acumulo de osso mineralizado ¢ nao renovado. Uma diminuigao
de RANK-L, seguido do aumento de OPG, foi encontrada em pacientes usudrios de AZ,
sugerindo que temporalmente este farmaco poderia modificar a expressdo de moléculas
envolvidas na maturacdo e fusdo de pré-osteoclastos (MERCATALI et al., 2013).

Acrescenta-se, ainda, que as alteragdes da matriz extracelular do LP promovidas pela
inducdo ortodontica, incluem o aumento na producdo de metaloproteinases de matriz (MMPs)
que podem ser classificadas em varios grupos, como a MMP-8, a qual ja tem seu aumento
relatado apds 12h da aplicagdo das forcas compressivas, indicando a degradacdo do coldgeno
(SCHRODER et al., 2018). Em suma, o movimento ortoddntico produz duas principais agdes
no LP: altera o contetido de colageno e induz a osteoclastogénese. As fibras colagenas que
unem o dente ao osso sdo principalmente de colageno Tipo I, predominante, maduro e
responsavel por fornecer estabilidade ao dente, e o Tipo III, que alivia a tensdo no LP durante
a MDI (LI et al., 2019).

A taxa de movimentagdo ortodontica varia conforme a forga aplicada e suas
caracteristicas fisicas, além da resposta biologica do LP (RANGIANI et al., 2016), e pode ser
dificultada pelo potencial farmacoldgico de alguns medicamentos em alterar a fisiologia dssea,
tais como os BFs (KRISHNAN et al., 2015). Os BFsN podem interromper os eventos celulares

responsaveis pela integridade e reparo dos tecidos periodontais durante a MDI, afetado além do
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deslocamento dentdrio, a angiogénese e reorganizagdo tecidual, principalmente pelo AZ
(FRANZONI et al., 2017). SILVA et al. (2015) descreveram que a constante presenca do AZ
no tecido 6sseo em virtude da sua alta afinidade pela hidroxiapatita, pode promover alteragdes
do perfil inflamatdrio local.

As repercussdes de farmacos que afetam o metabolismo dsseo como o0s
antirreabsortivos, a exemplo dos BFs t€m sido investigadas especialmente em modelos animais,
nos quais se encontra redu¢do do deslocamento dentirio e menor nimero de osteoclastos
observados apds as coloragdes histologicas. Em relatos de caso se observa tempo mais longo
de tratamento, espaco alargado do LP e alta mineralizacdo 6ssea (JACOBS et al., 2014). Ortega
et al. (2012) relataram que a aplicagdo local de AZ conseguiu impedir o movimento dos dentes
durante o fechamento dos espacos de extracdes, além de prevenir a perda Ossea.

Apesar dos impactos negativos na MDI, alguns autores relatam que os efeitos poderiam
ser uteis para prevenir o deslocamento dentario com aplicacdes locais, definindo esta agdo como
“método farmacolégico de ancoragem” (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2015;
VENKATARAMANA et al., 2014). Estudos demonstram que os BFs influenciam diretamente
a faixa de movimentagdo pos terapia ortodontica, reduzindo o nimero de recidivas, mas,
acompanhamento a longo prazo sdo necessarios de modo a verificar possiveis efeitos adversos
dos BFs utilizados para este fim (IGLESIAS-LINARES et al., 2010).

Em virtude do uso dos BFs por VO ou EV induzirem a formagao de ulceras intestinais,
ou no local de suas injecdes, especula-se que o AZ apresente um efeito toxico nas células da
mucosa oral, podendo alterar fibroblastos e células epiteliais. Foi demonstrado que o efeito
apoptético do AZ nessas células ocorre primariamente ao desenvolvimento da OMB
(SCHEPER et al., 2009). Steller et al. (2019) sugeriram que o AZ impede a migragdo e
proliferacdo celular dos osteoblastos, sendo este efeito estendido também aos fibroblastos
humanos de maneira dose-dependente, reduzindo a producao de colageno tipo 1. Dessa forma,
a adi¢do de Fibrina rica em plaquetas nessas linhagens celulares, resultou na liberagao de TGF-
Blaumentando a producdo de matriz extracelular e angiogénese. Modelos de co-cultura
demonstraram a importancia da interacdo entre células epiteliais e mesenquimais para a
manuten¢do da homeostase e reparo dos tecidos orais, tendo o AZ um papel importante no
retardo dessa cicatrizagdo também por regular positivamente a sintese de quimiocinas (BASSO
etal., 2016).

Os BFs apresentam citotoxidade em diferentes grupos celulares (JACOBS et al., 2014;
WALTER et al., 2010), e apresentam afinidade por tecidos mineralizados como a dentina

(CVICK et al.,2011), mas, até o momento, pouco se sabe sobre a agdo do AZ no tecido pulpar,
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especialmente durante a MDI. Basso et al. (2013) sugeriram que determinadas condic¢des
clinicas, tais como o trauma dentario, poderia ativar os odontoclastos locais induzindo
reabsor¢do na dentina e promovendo danos ao complexo dentino-pulpar. Cvick ef al. (2011)
sugerem a necessidade de estudos no sentido de verificar a hipotese de que, sob condicdes
inflamatorias, as células pulpares tornem-se mais vulneraveis a a¢do do farmaco.

Dessa forma, o modelo experimental de MDI com ancoragem esquelética, utilizado
neste estudo, foi associado a um protocolo crénico de infusdes semanais do AZ, no intuito de
avaliar além da taxa de MDI através do estudo de boca-dividida, a viabilidade do uso de DTA
e as alteragdes promovidas na polpa e LP induzidas concomitantemente pelo uso do fdrmaco e

pelo deslocamento dentério.
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2 JUSTIFICATIVA

O envelhecimento populacional em curso de muitos paises mudou o contexto
epidemiologico das doengas, sendo as cronicas, a exemplo da osteoporose, mais prevalentes e
influenciando o contexto da qualidade de vida dos seus portadores. No entanto, as mudancas
na composicao da populag@o nao se referem apenas a prevencao primaria de doengas, e sim na
melhora da sobrevida apds o diagnostico delas, resultando em um aumento crescente de pessoas
com histérico de doengas anteriores.

Com o advento e acessibilidade dos implantes dentarios, muitos pacientes apresentam a
necessidade de adequacao dos espagos protéticos para que uma reabilitacdo oral eficiente possa
ser realizada, sendo fundamental o tratamento ortoddntico pré-protético. Logo, tornou-se
comum encontrar pacientes adultos ou idosos realizando intervengdes ortodonticas, o que
aumenta a possibilidade desse tratamento ser afetado por comorbidades sistémicas em virtude
do uso continuo de medicamentos, como os BFs, que alteram o metabolismo dsseo e promovem
um contexto antagdnico ao processo de reabsor¢cdo/aposicdo dssea necessario ao tratamento
ortoddntico.

Dessa forma, ocasides clinicas de traumatismo dentario ou o tratamento ortodontico
prévio a reabilitacdo oral citada anteriormente, envolvem mecanicas complexas em pacientes
adultos, que podem ser beneficiados pelo uso dos MIs ortodonticos, reduzindo inclusive a
necessidade de cooperacdo do paciente quando comparados aos métodos de ancoragem
tradicionais. No entanto, como a inser¢cao de um dispositivo de ancoragem envolve um trauma
0sseo, faz-se necessario conhecer as alteragdes cicatriciais promovidas por um BF potente como
o AZ, mediante a instalacdo do MI, visto que, procedimentos cirtirgicos devem ser evitados
nesses pacientes pelo risco de desenvolvimento da osteonecrose.

Diante disso, de modo a fornecer possibilidades de tratamento para pacientes adultos
que tratam algum comprometimento sistémico com uso do AZ, e apresentarem necessidades
ortodonticas estéticas e/ou funcionais, torna-se importante abordar sua influéncia tanto nos
parametros macroscopicos e microscopicos da MDI, como na cicatrizacdo ¢ssea mediante o

uso dos MI, visto que atuam como facilitadores das mecanicas ortodonticas atualmente.
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3 HIPOTESES CIENTIFICAS

3.1 Hipotese nula

A utilizagdo do AZ ndo interfere na MDI, permanecendo inalteradas as caracteristicas

inflamatorias e morfoldgicas do tecido 6sseodentario.

3.2 Hipotese alternativa

A utilizacdo do AZ interfere na MDI alterando as caracteristicas inflamatorias e

morfoldgicas do tecido 6sseodentério.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Comparar os efeitos do AZ nas caracteristicas inflamatérias e morfoldgicas do tecido

6sseodentario submetido a MDI em modelo experimental com ancoragem esquelética.

4.2 Objetivos especificos

- Realizar a mensuragdo da movimentacdo dentdria através da comparacdo das
distancias resultantes da MDI em ambos os grupos;

- Avaliar as alteragdes histologicas nos tecidos dsseos e dentarios no primeiro molar
superior esquerdo, decorrentes da MDI nos diferentes grupos;

- Mensurar a distdncia microscopica de movimentacdo dentdria entre o primeiro € o
segundo molar superior esquerdo;

- Identificar a porcentagem de colageno tipo I e tipo III dos lados movimentado e ndo
movimentado;

- Avaliar o osso de suporte do mini-implante quanto as caracteristicas histologicas

inflamatorias e/ou cicatriciais.
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5 CAPITULO

Esta dissertacdo esta baseada no Artigo 46, do Regimento Interno do Programa de Pds-
Graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Cear4, que regulamenta o formato
alternativo para trabalhos de conclusiao de mestrado e doutorado (dissertagdes e teses) e permite
a insercao de artigos cientificos de autoria do candidato.

Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, o protocolo utilizado neste trabalho foi
submetido & apreciacdo da Comissdo de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal do
Ceara (CEUA-UFC) sendo aprovado e protocolado sob o n® CEUA 1595060619 (Anexo).

Desta forma, a presente dissertagdo ¢ composta por um artigo cientifico redigido

conforme a revista cientifica escolhida.

5.1 Capitulo 1

“Acido zoledronico inibe movimentagdo ortodéntica em modelo de rato com ancoragem
esquelética e ndo altera pardmetros inflamatdrios pulpares e periodontais” (Zoledronic acid
inhibits orthodontic movement in a rat model with skeletal anchorage and does not alter pulp
and periodontal inflammatory parameters).

Este artigo seguiu as normas de publica¢do do periddico: “Archives of Oral Biology”

(ISSN 0003-9969).
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Abstract
Objective: Evaluating the effect of zoledronic acid (AZ) on the healing aspects of the mini-
implant (MI) supporting bone tissue and inflammatory and morphological characteristics of
bone-dental tissue subjected to induced tooth movement (MDI) in an experimental model with
skeletal anchorage.
Methods: 48 male Wistar rats (350g) were divided into two experimental groups
(n=6/group/day of euthanasia), and submitted to three intravenous administrations (IV) of AZ
(0.2mg/kg) (GAZ) or 0.9% sterile saline solution (GC) (days 0, 7th and 14th). A closed CrNi
spring was attached between the upper first molar left (1st MSE) and MI 28 days after the last
IV administration (day 42nd). The animals were euthanized on days 49th, 56th, 63rd and 70th,
corresponding to 7, 14, 21 and 28 days of MDI, respectively, being the upper first molar on
both sides histologically evaluated for pulp and periodontal phenomena at each time of MDI.
The resulting distances from the MDI were measured with the Zeiss® histological ruler and
with a digital caliper, and it was verified the relation between collagen type I and III through
the histochemistry of Picrosirius Red. The supporting bone tissue of the MI was evaluated
regarding inflammatory and scarring parameters.
Results: Histological increase in tooth displacement in the CG on days 21st and 28th of MDI
(p<0,05). There was no significant difference in the intensity of pulp and periodontal
phenomena between groups and neither between MDI times (p>0,05). The presence of
Malassez epithelial cells (CEM) was reduced in the GAZ on the side where there was no MDI,
and in the CG, on the side where there was orthodontic activation over the days of movement
(p<0,05). In GAZ, the relation between collagen type I and III was lower on day 14th (p<0,05),
the number of empty osteocyte lacunae from the adjacent area to MI was higher on days 14th,
21st and 28th (p<0,05), with no significant correlation with the disposition of the inflammatory
infiltrate (p>0,05), which became predominantly neutrophilic by day 28th (p<0,05).
Conclusion: AZ reduced tooth displacement, not interfering directly with the pulp and
periodontal tissue, but reducing the percentage of CEM when there was no MDI. The drug
administration did not change the repair process provided by the collagen fibers of the LP, but
modified the healing parameters of the bone tissue of MI support, probably in association with
the trauma of DTA installation, without characterizing osteonecrosis.
Keywords: Orthodontic anchorage procedures, bisphosphonates, acid zoledronic,

osteonecrosis.
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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito do Acido zoledronico (AZ) nos aspectos cicatriciais do tecido 6sseo
de suporte do mini-implante (MI) e nas caracteristicas inflamatorias e morfologicas do tecido
6sseodentario submetido 2 movimentagdo dentaria induzida (MDI) em modelo experimental
com ancoragem esquelética.

Métodos: 48 ratos Wistar machos (350g) foram divididos em dois grupos experimentais
(n=6/grupo/dia de eutanasia), e submetidos a trés administragdes endovenosas (EV) do AZ
(0,2mg/kg) (GAZ) ou da solugdo salina estéril 0,9% (GC) (dias 0, 7 e 14). Uma mola fechada
de CrNi foi fixada entre o primeiro molar superior esquerdo (1°MSE) e o MI 28 dias apos a
ultima administragdo EV (dia 42). Os animais foram eutanasiados nos dias 49, 56, 63 ¢ 70,
correspondendo a 7, 14, 21 e 28 dias de MDI, respectivamente, sendo o primeiro molar superior
dos dois lados histologicamente avaliado quanto aos fendmenos pulpares e periodontais em
cada tempo de MDI. As distancias resultantes da MDI foram mensuradas com a régua
histologica Zeiss® e com um paquimetro digital, e ainda verificou-se a relagdo entre o coldgeno
tipo I e III através da histoquimica de Picrosirius Red. O tecido dsseo de suporte do MI foi
avaliado quanto aos parametros inflamatdrios e cicatriciais.

Resultados: Aumento histologico do deslocamento dentario no GC nos dias 21 e 28 de MDI
(p<0,05). Nao houve diferenca significante na intensidade dos fenomenos pulpares e
periodontais entre os grupos € nem entre os tempos de MDI (p>0,05). A presenga das células
epiteliais de Malassez (CEM) foi reduzindo no GAZ no lado em que ndo houve MDI, e no GC,
no lado em que houve ativacio ortodontica ao longo dos dias de movimentagao (p<0,05). No
GAZ a relagdo entre colageno tipo I e III foi menor no dia 14 (p<0,05), o nimero das lacunas
de ostedcitos vazias da area adjacente ao MI foi maior nos dias 14, 21 e 28 (p<0,05), sem
correlacdo significativa com a disposicao do infiltrado inflamatorio (p>0,05), que tornou-se,
predominantemente neutrofilico no dia 28 (p<0,05).

Conclusio: o AZ reduziu o deslocamento dentario, ndo interferindo no tecido pulpar e
periodontal de forma direta, e sim na redu¢@o do percentual das CEM quando nao houve MDI.
A administragdo do firmaco ndo alterou o processo de reparo proporcionado pelas fibras
colagenas do LP, mas modificou os pardmetros cicatriciais do tecido dsseo de suporte do MI,
provavelmente, em associagdo ao trauma da instalacdo do DTA, sem caracterizar quadro de
osteonecrose.

Palavras-chaves: Procedimentos de ancoragem ortodontica, bisfosfonatos, acido zoledronico,

osteonecrose.
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1. Introducio

Os avangos terapéuticos possibilitam um melhor contexto de qualidade de vida em
pacientes portadores de doengas dsseas benignas ou malignas. Esses pacientes adultos podem
ser beneficiados pelo tratamento ortodontico em uma situa¢do de traumatismo dentario ou
previamente realizado aos procedimentos de reabilitagdo oral, apesar desses casos muitas vezes,
envolver mecanicas ortodonticas complexas (DAI ef al., 2017; RUSSOW et al., 2019).

O 4cido zoledronico (AZ), utilizado no tratamento da osteoporose e metastases dsseas,
trata-se de um BFsN de ultima geracdo, que controla a reabsor¢do Ossea mediada pelos
osteoclastos através do bloqueio da via do mevalonato, promovendo a inibi¢do da prenilagido
de proteinas de sinalizagdo envolvidas no crescimento e diferencia¢do celular, contribuindo
assim, para o desenvolvimento da osteonecrose e tornando comprometido o progndstico de
procedimentos que dependam do processo de neoformacio e cicatrizagio 6ssea (DIONISIO et
al., 2019). Estudos recentes apresentam suas propriedades antiangiogénicas, além da
contribuicdo para reduzir a proliferacao de células tumorais, aumentando a sobrevida global de
pacientes com cancer de mama (LIU et al., 2019).

A movimentagdo dentéria induzida (MDI) tem a remodelagdo dssea como seu aspecto
primordial e induz modificagdes microscopicas na polpa e ligamento periodontal (LP)
(RANGIANI et al., 2016), sendo a ancoragem esquelética conferida pelos mini-implantes
(MIs), importante auxiliar da pratica ortodontica atual (ALMEIDA, 2019). A taxa de
deslocamento dentario pode variar por fatores locais ou sist€émicos, como a duracdo da forca
aplicada, resposta bioldgica do LP, idade, e também pelo potencial farmacologico de alguns
medicamentos (KRISHNAN et al., 2015; VENKATARAMANA et al., 2014). A atividade
osteoclastica foi reduzida em animais submetidos a MDI que receberam administragdo de AZ,
e os efeitos deletérios deste farmaco foram demonstrados na cicatrizacdo Ossea € no
comprometimento do movimento dentario (FRANZONI et al., 2017).

O tratamento ortodontico de pacientes adultos pode envolver a correcdo de
discrepancias esqueléticas transversais, a adequacdo dos espagos protéticos, ou outras
necessidades, as quais podem ser facilitadas com o uso dos MIs como alternativa aos métodos
tradicionais de ancoragem, que, em determinados casos, ndo sdo suficientes e geram efeitos
indesejaveis resultantes da aplicacdo dos sistemas de forga, aumentado assim, o tempo de
tratamento (LEO et al., 2016). Esses dispositivos podem ser facilmente inseridos ou removidos
do tecido 6sseo e a estabilidade obtida apds a sua insercdo, atua como ponto critico da técnica,

variando principalmente conforme a densidade 6ssea local e a presenca de inflamagao (CHOI
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et al., 2021; SOUZA et al., 2019). No entanto, ndo ¢ bem definido se a cicatrizagdo Ossea ¢
estabilidade necessaria ao uso dos MIs aconteceria apesar da utilizacdo prévia de um potente
BF como o AZ, visto que um trauma 6sseo para inser¢do do dispositivo € necessario, €
procedimentos cirurgicos atuam como fator de risco ao desenvolvimento da osteonecrose em
pacientes usuarios desse farmaco (HUJA et al., 2011). Dessa forma, este estudo se propoe a
investigar os efeitos do AZ nas caracteristicas inflamatorias e morfologicas do tecido
6sseodentario submetido a MDI, além dos aspectos cicatriciais no tecido dsseo de suporte do
dispositivo de ancoragem, utilizando um modelo experimental em ratos onde um MI

ortoddntico atua como ponto de ancoragem da movimentagao.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais, grupos e doses

Ap6s aprovagio pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal
do Ceara (CEUA-UFC) (protocolo n®:1595060619), 48 ratos machos da linhagem Wistar
(Ratos norvegicus) foram utilizados neste estudo. Os animais pesando cerca de 350g cada,
tiveram acesso a dgua e ragao balanceada propria ad libitum, e ciclo de claro/escuro de 12h com
temperatura de 24°C. Apds o inicio da MDI, os animais receberam a mesma ragao, porém
triturada durante as primeiras 48 horas para que os mesmos realizassem menor esforco
mastigatorio.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos principais e 4 subgrupos
conforme o tempo total de MDI, contendo 6 animais cada. Os grupos principais receberam trés
injecdes endovenosas (EV) consecutivas de solucdo salina 0,1 ml/kg no grupo controle (GC),
e de AZ (Eurofarma®) na concentra¢do de 0,2 mg/kg, no grupo teste (GAZ) (SILVA et al.,
2015). Todos os animais tiveram seus primeiros molares superiores esquerdos (1°MSEs)
submetidos a MDI e o lado contralateral ndo recebeu forga ortodontica, atuando como controle
interno. As injecdes semanais do AZ ou da solucdo salina ocorreram nos dias 0, 7 e 14,
previamente ao inicio da MDI. Apos 28 dias da tltima dose (dia 42) (SILVA et al., 2015), os

dispositivos ortodonticos foram instalados (Figura 02).
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2.2. Protocolo experimental

O design experimental de MDI utilizou uma mola fechada de Niquel-Cromo (CrNi) de
6 mm (Morelli®, Sorocaba, SP) posicionada entre o 1°MSE (ponto de aplicagdo da forga) e o
MI (ponto de ancoragem). Distendendo-se a mola, uma calibragdo de forca inicial de 50gF foi
padronizada para todos os grupos através de um dinamometro ortodontico (Morelli®, Sorocaba,
SP). Antes da instalagdo do aparelho, os animais foram anestesiados via intraperitoneal, com a
combinagdo de Quetamina 80mg/Kg e Xilazina 10mg/Kg. Foram utilizados dispositivos
temporarios de ancoragem (DTA) do tipo auto perfurantes, sem perfil transmucoso,
apresentando 1,4 x 6,0 mm (Sin®), e instalados com auxilio de uma chave de mao (Sin®) a
uma distancia de cerca de 2 mm da regido distal do incisivo superior direito. O uso do lado
contralateral objetivou a obtencdo de uma maior distancia do molar ao incisivo, e,
consequentemente, uma maior forga de ativagdo da mola (FERNANDEZ-GONZALEZ et al.,
2015).

Os DTA receberam carga imediata e antes de incorporar for¢a ao mesmo, sua
estabilidade primaria foi conferida (KAIPATUR et al., 2014). Para ativar a mecanica de
movimentagcdo do 1°MSE, uma ligadura em ago inoxidavel 0,020” (Morelli®) foi instalada
abaixo da sua ameia distal no sentido de lingual para vestibular, com o auxilio de uma porta-
agulha Mathieu (Golgran®). Esse fio circundou toda a regido cervical do dente, fixando-o a
uma das extremidades da mola, e em seguida, trefilado. A porgao livre da mola também recebeu
uma por¢ao de ligadura metalica que passou no orificio situado na cabe¢a do MI, sendo ali,
trefilada (Figura 03).

Nas semanas seguintes (dias 49, 56, 63 e 70), os animais foram eutanasiados totalizando
07, 14, 21 e 28 dias de MDI em cada subgrupo. A maxila dos animais e o tecido dsseo de

suporte do MI foram coletados para analises microscopicas.

2.3. Mensuracdo da movimentacgdo dentaria

A mensuracdo da movimentacdo dentaria foi realizada através da comparacdo das
distancias obtidas com a MDI, por um Unico operador previamente treinado e de forma cega,
através de um paquimetro digital, semelhante ao método utilizado por Brunet ef al., (2016).
Foram medidas as distancias entre a face mesial do 1° MSE e o MI da regido contralateral
(medida A), distancia desse elemento dentdrio a face mesial do incisivo superior esquerdo

(medida B), e a distancia entre a face mesial do incisivo superior direito e o MI (medida C),
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antes da ativagdo dos DTA e imediatamente apds a eutanasia dos animais, de ambos os grupos.
Essas medidas foram consideradas em conjunto pois formaram um tridngulo irregular cuja area
foi calculada com o objetivo de mensurar a movimentagao do 1°MSE que pode ocorrer de forma

ndo linear (Figura 04).

2.4. Analise histologica

As hemimaxilas e o tecido 6sseo de instalagao do MI foram descalcificados em solugao
de EDTA 10% (pH 7,3) durante 30 dias para posterior processamento histologico em
histotécnico automatizado LUPE® e subsequentes etapas de inclusdo, microtomia e coloragao

por hematoxilina-eosina (HE) e Picrosirius red (ScyTek®) (ALVES et al., 2018).

2.5. Histoquimica por Hematoxilina-eosina

As analises microscopicas dos cortes corados em HE ocorreram em microscopio optico
Olympus® CX41 e o espaco decorrente da movimentacdo dentaria compreendido entre o
primeiro e o segundo molar superior esquerdo (2°MSE), foi mensurado através de uma régua
histologica (Zeiss®) calibrada com 1 mm e ajustada ao microscopio em pequeno aumento
(40x). Além disso, os 1°MSEs (lado movimentado) e os primeiros molares superiores direitos
(1°MSDs) (lado ndo movimentado) foram examinados para diagnosticar seus estados pulpar e
periodontal conforme os parametros descritos a seguir. A presenca das células epiteliais de

Malassez (CEM) também foi documentada (ESTANISLAU, 2019).

2.6. Fenomenos pulpares

Foram avaliados a desorganizacdo da camada odontobléstica, vacuolizacdo celular,
edema, congestdo vascular, hemorragia e infiltrado inflamatério (leucocitario com neutrofilos
polimorfonucleares e mononucleares), e atribuidos escores segundo a intensidade dos achados,
sendo eles: 0: sem alteracdes pulpares (organizacdo da camada de odontoblastos, formacao de
pré-dentina, congestao vascular ocasional, presenga de células fusiformes). 1: desorganizagao
da camada de odontoblastos, vacuoliza¢do celular, discreta congestdo vascular, leve edema. 2:
desorganizacdo da camada de odontoblastos, vacuolizagdo celular, moderado edema, moderada
congestao vascular, hemorragia, presen¢a de discreto a moderado infiltrado inflamatério. 3:

desorganizacdo da camada de odontoblastos, vacuolizagdo celular, moderada a intensa
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congestao vascular, intenso edema, presenga de intenso infiltrado inflamatério (ESTANISLAU,

2019).

2.7. Fenomenos periodontais

Foram analisados os achados de congestio vascular, presenga/auséncia de hemorragia,
infiltrado inflamatério neutrofilico e/ou mononuclear, reabsor¢do éssea com ou sem
visualizacdo de osteoclastos, hialiniza¢ao do ligamento periodontal e reabsor¢ao dentinaria e/ou
cementaria, ¢ conforme a intensidade desses fendmenos foram atribuidos escores, sendo eles:
0: auséncia de alteragdes periodontais (fibras coldgenas integras, crista Ossea preservada,
ocasionais vasos ectasicos, epitélio juncional constituido por poucas camadas celulares). 1:
migragdo e discreta hiperplasia do epitélio juncional, presenga de discreto infiltrado de células
mononucleares, preservacao parcial e superficial das fibras coldgenas, reabsor¢do parcial da
crista Ossea, ocasionais vasos ectdsicos. 2: migragdo e hiperplasia do epitélio juncional,
presenca de discreto a moderado infiltrado neutrofilico e de células mononucleares, destrui¢ao
parcial das fibras colagenas, hialinizagdo do ligamento periodontal, reabsor¢do 6ssea com ou
sem visualizacdo de osteoclastos, vasos ectdsicos. 3: migracdo e hiperplasia do epitélio
juncional, presen¢a de moderado a intenso infiltrado neutrofilico e de células mononucleares,
destruicdo das fibras coldgenas, hialinizacdo do ligamento periodontal, reabsor¢dao 6ssea com
ou sem visualizacao de osteoclastos, vasos ectdsicos, hemorragia, reabsor¢do dentindria e/ou

cementaria (ESTANISLAU, 2019).

2.8. Histoquimica por Picrosirius Red

Para quantificar os tipos de colageno, um campo microscopico no aumento de 100x na
regido do LP entre o 1° e 2° molar superior do lado submetido e ndo submetido a MDI foi
selecionado e fotografado com auxilio de uma camera digital acoplada ao microscopio,
analisadas através do Software Image J® em uma funcdo especifica para o vermelho, verde e
azul. As imagens foram convertidas para uma escala de cor de 8 bits e binarizadas, sendo
medida a porcentagem de area de coldgeno corado em vermelho. O mesmo protocolo foi
utilizado apos polariza¢do da luz para mensurar a porcentagem de area com colageno Tipo |
(birrefringéncia amarelo-avermelhado). A area de coldgeno Tipo III (birrefringéncia verde-
esbranquicado), foi medida apos subtragdo da porcentagem de area corada em vermelho-

amarelada pela area corada em vermelho (ALVES et al., 2018).
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2.9. Analise do tecido ésseo de suporte do mini-implante

O tecido de suporte do MI foi avaliado quanto a presenca de sinais histologicos de
necrose 0ssea, bem como analise quantitativa e qualitativa do infiltrado inflamatério polimorfo,
mononuclear ou misto. Para isso, foram fotografados 3 campos no aumento de 400x para
contagem diferencial de lacunas de ostedcitos vazias no tecido 6sseo adjacente e distante da

area de inser¢ao do MI (SILVA et al., 2015; TEOFILO et al., 2020).

2.10. Analise estatistica

Os escores histologicos foram expressos em forma de mediana (minima — maxima) e
analisados pelo teste Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn. As comparagdes entre os
grupos em cada periodo da MDI foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney. Os dados foram
expressos em forma de média e erro-padrao da média e comparados utilizando o teste ANOVA-

1-way seguido do pds-teste de Bonferroni utilizando o GraphPad Prism® 5,0 (p<0,05).

3. Resultados

3.1. Mensuracdo da movimentacdo dentdria induzida

3.1.1 Mensuracdo macroscopica

3.1.1.1 Distincia entre o 1°MSE e o MI (Medida A)

A andlise macroscopica mostrou significancia estatistica (p=0,029) entre o GC (-
1,98+0,2) ¢ o GAZ (-1,120,2) com 28 dias de ativacdo ortodontica. No dia 21 também
observou-se um maior deslocamento dentdrio mesial no GC em relagdo ao GAZ, ndo
apresentando diferenga estatistica (p=0,405). Nao houve variagdo significante dessa medida

entre os grupos nos dias 7 (p=0,899) e 14 (p=0,588).
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3.1.1.2 Distincia entre o 1°’MSE e o Incisivo superior esquerdo (Medida B)

Em relagdo a medida B, ndo houve diferenca estatisticamente significante da variagao
da distancia entre o 1°MSE e a face mesial do Incisivo superior esquerdo nos dias 7 (p=0,384),

14 (p=0,056), 21 (p=0,272) e 28 (p=0,955) nos dois grupos experimentais.

3.1.1.3. Distdncia entre o Incisivo superior direito e o MI (Medida C)

Similarmente a medida B, ndo foi observada diferenga estatistica significante na
variagdo da distancia entre a face mesial do Incisivo superior direito € 0 MI (medida C) nos dias

7 (p=0,724), 14 (p=0,721), 21 (p=0,436) e 28 (p=0,074) em ambos 0s grupos.

3.1.1.4. Area de tridngulos irregulares

Foi observada que a variagdo da area do tridngulo formado pelas medidas A, B e C
reduziu no GC com 21 dias de movimentacgdo ortodontica (-0,2540,06) em relacao ao GAZ (-
0,0840,02), apresentando significancia estatistica (p=0,031). Uma diferenca significante
também foi encontrada no dia 28 quando o GC obteve variagdo de (-0,27+0,04) e 0 GAZ (-
0,13£0,03) (p=0,013). Nao se visualizou variacao significante da area entre os grupos nos dias

7 (p=0,159) e 14 (p=0,35).

3.1.2. Mensuracdo microscopica

A analise microscdpica mostrou que o 1° MSE ja apresentou deslocamento com 7 dias
de inducdo ortoddontica em ambos os grupos. Ao longo do curso temporal de movimentagao
dentaria, o GC mostrou uma quantidade de MDI superior ao GAZ, que permaneceu com 0
deslocamento estavel mesmo com tempos superiores de ativagao ortodontica. No dia 21 valores
significativamente maiores de MDI foram observados no GC (27,4142,9), em relagdo ao GAZ
(16,5£1,7) (p=0,021), assim como no dia 28, no qual se verificaram valores de (27,0+3,8) e
(17,1£1,4) (p=0,028) no GC e GAZ, respectivamente (Figuras 5, 12-A,B,C,De 12-1,J, K,
L).
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3.2 Analise histologica

3.2.1. Fenomenos pulpares

A andlise da intensidade dos achados pulpares mostrou auséncia de alteragdes no lado
contralateral em que ndo houve MDI (Figura 9), sem diferenga estatisticamente significante
entre 0 GC e 0 GAZ nos dias 7 (p=0,914), 14 (p=0,476), 21 (p=0,556) e 28 (p=0,699). O mesmo
ocorreu no lado movimentado (Figura 10), no qual ndo foi observada diferenga significante
entre os dois grupos nos dias 7 (p=1,000), 14 (p=0,914), 21 (p=0,556) e 28 (p=0,818). O
aumento do tempo de MDI ndo comprometeu a integridade pulpar no GC (p=0,495) e no GAZ
(p=0,928) (Tabela 3).

3.2.2. Fenomenos periodontais

Nao foram encontrados fendmenos celulares e periodontais decorrentes da MDI no lado
ndao movimentado (Figura 11), sem diferenga estatisticamente significante entre GC e 0 GAZ
nos dias 7 (p=0,690), 14 (p=0,762), 21 (p=1,000) e 28 (p=1,000). O lado em que ocorreu a MDI
apresentou o escore maximo de alteragdes periodontais (Figura 12), entretanto, ndo houve
diferenga estatistica entre os dois grupos nos dias 7 (p=1,000), 14 (p=0,610), 21 (p=0,730) e 28
(p=1,000). O tempo de ativagdo ortodontica ndo influenciou na intensidade dos achados

periodontais no GC (p=0,334) quando comparado ao GAZ (p=0,290) (Tabela 3).

3.2.3. Células epiteliais de Malassez

No lado que ocorreu a MDI observou-se que o tempo de inducdo influenciou
significativamente as CEM no GC (p=0,005), visto que se mostraram mais presentes nos dias
iniciais de movimentac¢do, reduzindo ao longo do periodo. J4 no GAZ, o tempo de ativagdo
ortodontica ndo promoveu diferenca estatistica na reducao das células epiteliais (p=0,699). A
presenca dessas células ndo foi estatisticamente significante quando se comparou o GC e GAZ
nos dias 7 (p=0,197), 14 (p=1,000), 21 (p=0,635) e 28 (p=1,000) (Tabela 3).

Em relacdo ao lado em que ndo houve MDI, no GAZ observou-se reducdo significativa
ao longo do periodo analisado (p=0,045), e no dia 7, uma maior presenca dessas células. No
GC nao foi encontrada diferenca estatistica entre os dias experimentais (p=0,950), mas uma

maior presenga dessas células epiteliais ocorreu no dia 7, tornando-se ausente nos dias 21 e 28.
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Nao foi encontrada diferenca significativa na presenca das CEM entre o GC e 0 GAZ nos dias

7 (p=1,000), 14 (p=0,500), 21 (p=0,444) ¢ 28 (p=0,455) (Tabela 3).

3.2.4. Porcentagem de Colageno Total

Nao houve diferenca significativa da porcentagem de coldgeno total no lado em que nao
houve MDI entre 0 GC e o GAZ nos dias 7 (p=0,472), 14 (p=0,943), 21 (p=0,863) e 28
(p=0,156) (Figuras 06-A e 13). Da mesma maneira, no lado movimentado, a MDI nao
representou diferenga estatistica significante na porcentagem de coldgeno total entre os dois

grupos nos dias 7 (p=0,448), 14 (p=0,184), 21 (p=0,431) e 28 (p=0,793) (Figuras 06-B ¢ 14).

3.2.5. Relagdo entre Colageno Tipo I e Tipo 111

Nao houve diferenca significativa do percentual da relacdo entre colageno tipo I e IIl no
lado em que ndo houve MDI entre 0 GC e 0 GAZ nos dias 7 (p=0,957), 14 (p=0,213), 21
(p=0,649) e 28 (p=0,190) (Figuras 07-A e 13). No entanto, com a inducdo ortodontica, foi
observada uma diminui¢ao significativa da porcentagem dessa relagdo no GAZ (0,10+0,05) em
comparagcdo ao GC (1,11£0,13) (p=0,0005) com 14 dias de movimentacdo. Ndo houve
diferenca estatisticamente significante no percentual da razao entre colageno tipo I e III entre

os dois grupos nos dias 7 (p=0,621), 21 (p=0,792) e 28 (p=0,871) (Figuras 7-B e 14).

3.3. Anadlise do tecido dsseo de suporte do mini-implante

3.3.1. Lacunas de ostedcitos vazias no osso adjacente ao M1

Com 14 dias de inducdo ortoddntica houve aumento significante do percentual de
lacunas de ostedcitos vazias no osso adjacente a area de instalagdo do MI no GAZ (22,35+1,38)
em relacdo ao GC (14,67+2,81) (p=0,047). Observou-se continuidade do percentual superior
significativo de lacunas vazias nos dias 21 e 28 de MDI, apresentando p=0,006 e p= 0,01,

respectivamente (Figuras 8-A e 15).
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3.3.2. Lacunas de osteocitos vazias no osso distante do M1

Houve aumento significante do percentual de lacunas de ostedcitos vazias no tecido
6sseo distante da regido de instalacdo do MI, com 21 dias de MDI no GAZ (19,68+2,25) em
comparac¢do ao GC (12,90£1,25) (p=0,02). No dia 28 as lacunas vazias atingiram um percentual
ainda maior no GAZ (25,47£2,2) em relagdo ao GC (15,68£1,88) com diferenca

estatisticamente significante entre os grupos (p=0,008) (Figuras 8-B e 16).

3.3.3. Intensidade do infiltrado inflamatorio

A andlise microscopica para avaliagdo da intensidade do infiltrado inflamatorio na
regido do osso de suporte do MI ndo revelou diferenca estatistica significante entre o GC e o
GAZ nos dias 7 (p=0,310), 14 (p=0,914), 21 (p=0,556) e 28 (p=0,589). No entanto, um
infiltrado inflamatério moderado no GAZ nos dias 7 e 21 de MDI foi visualizado, enquanto,
que no GC, em ambos os dias, a inflamag¢ao apresentou intensidade leve. O tempo de indugdo
ortoddntica ndo influenciou significativamente na intensidade do infiltrado inflamatoério no GC

(p=0,428) e no GAZ (p=0,613) (Tabela 2).

3.3.4. Disposigao do infiltrado inflamatoério

Com 7 e 28 dias de MDI observa-se uma diferenca significante da disposi¢ao do
infiltrado inflamatdrio entre 0 GC e GAZ (p=0,034), mostrando-se difuso no GAZ na totalidade
da amostra e em ambos os dias supracitados. O tempo de indug¢do do deslocamento dentério,
ndo influenciou significativamente a disposi¢do do infiltrado inflamatério no GC (p=0,408) e

no GAZ (p=0,151) (Tabela 2).

3.3.5. Tipo de infiltrado inflamatorio

O tempo de MDI influenciou significativamente o tipo de infiltrado inflamatério no
GAZ tornando-se polimorfonuclear (PMN) ao longo do periodo analisado (p=0,032), enquanto
no GC, houve uma tendéncia de cronificagdo do processo inflamatorio sem significancia

estatistica entre os dias experimentais (p=0,346). Nao houve diferenca estatisticamente
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significante no tipo de infiltrado inflamatdrio entre 0 GC e o0 GAZ nos dias 7 (p=1,000), 14
(p=0,240), 21 (p=0,353) e 28 (p=0,096) (Tabela 2).

3.3.6 Analise da correlagdo entre o percentual das lacunas de ostedcitos vazias e a disposicao

do infiltrado inflamatorio no osso adjacente ao M1

Nao foi observada correlagdo significativa entre o percentual de lacunas de ostedcitos
vazias e a disposi¢ao do infiltrado inflamatdrio no tecido 6sseo adjacente a area de inser¢ao do

MI (p=0,638).

3.3.7 Andlise da correlagdo entre o percentual das lacunas de ostedcitos vazias e a disposicao

do infiltrado inflamatdrio no osso distante do M1

Nao foi observada correlagdo significativa entre o percentual de lacunas de ostedcitos
vazias e a disposi¢a@o do infiltrado inflamatdrio no tecido 6sseo distante da area de inser¢@o do

MI (p=0,571).

4. Discussao

A dose e o protocolo de administracdo do AZ utilizados no presente estudo foram
documentados por Silva et al. (2015) que mostraram alteragdes histoldgicas e inflamatorias
promovendo a conversdo farmacoldgica da dose de AZ em humanos para animais em um
modelo de indu¢do da osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos (OMB).

Na presente pesquisa, os resultados macroscopicos da MDI demonstram que houve um
deslocamento mesial do 1°MSE em dire¢ao ao MI e nao ao incisivo superior esquerdo (ISE), o
que consequentemente, promoveu redugdo significativa da area formada pelas medidas A, B e
C nos dias 21 e 28. Esses dados sdo sustentados tanto pela auséncia de variagao significante da
medida B entre os dias analisados, como pela medida A, que apesar de termos variagdo
significativa entre os grupos apenas no dia 28, mostrou deslocamento mesial maior no GC ja a
partir do dia 21. Nos dias 7 e 14 a MDI representada pela medida A, ocorreu no GAZ de forma
similar ao GC e esse resultado pode ser visto também por Brunet ef al. (2016) quando ndo
houve diferenga estatistica em 3, 7 e 14 dias de movimentagao apesar da administracdo de AZ.

A auséncia de variagdo da medida B entre os grupos avaliados sugere que houve uma

giroversao do 1°MSE com sua ctspide mésio-vestibular deslocando na direcdo palatina durante
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a movimentacdo, o que pode ser justificado pelo tracionamento ter sido realizado pelo lado
contralateral, desfavorecendo a dire¢do do movimento no sentido do ISE, e consequentemente
inalterando essa medida. Além disso, sabe-se que o ponto de aplicacdao da forca na coroa do
dente e assim distante do centro de resisténcia (CR) do mesmo, que estaria localizado a uma
altura média de 1/3 da raiz dentaria, promove um momento de inclinagdo, gerando um
movimento que ndo ¢ de corpo (KONDO et al., 2017), e que, no presente protocolo, resultou
no momento de giro do 1°MSE. Vale ressaltar, que o0 momento produzido varia conforme a
distancia do CR ao ponto de aplicacdo da forca e a magnitude de forca utilizada, verificado por
Kondo et al. (2017) um deslocamento maior do CR com forgas entre 50 e 100cN.

Com a avaliagdo da medida C verificaram-se deslocamentos do MI durante a MDI sendo
observada uma uniformidade das distidncias entre os grupos experimentais durante o periodo
analisado, sugerindo que a forca aplicada (50gF) ndo representou um fator preponderante para
promover mudanca de posicionamento no dispositivo de ancoragem mesmo tendo sido
levemente superior a de 30g utilizada por Kaipatur et al. (2014), quando compararam a taxa de
deslocamento do MI com 4 e 8 semanas de movimenta¢do, ndo encontrando diferenca
estatistica no 28° dia.

Quanto a quantidade de forga aplicada para o deslocamento dentario, foi encontrada
divergéncia entre os protocolos experimentais de ancoragem esquelética e utilizou-se uma forca
jé validada por outros estudos de MDI passivel de obter uma protragdo significativa do molar
(FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2016; SOUSA et al., 2021). A comparagio de diferentes
tipos de movimentos e magnitudes de forcas em ratos durante 21 dias de MDI mostrou que
forcas excessivas como a de 100g podem reduzir a movimentacao, e o deslocamento dentario
de corpo aumentou gradualmente com o uso de 25 e 50g de forca (NAKANO et al., 2014),
corroborando os achados do presente estudo.

Algumas variaveis clinicas que poderiam ser apontadas como determinantes do sucesso
da estabilidade dos DTA tais como, o comprimento e didmetro do parafuso, quantidade e
duracdo da forga aplicada, além da presenca de inflamagao e mobilidade, dentre outras, foram
analisadas por Park et al. (2006) e Wu et al. (2009). Estes autores ndo encontraram falhas
clinicas associadas ao comprimento e didmetro dos dispositivos. Entretanto, considerou-se o
uso de um MI de 6mm de comprimento, um importante fator de estabilidade no presente estudo,
visto que, foi aplicada carga imediata em osso de baixa densidade na maxila do animal, e um
maior comprimento e didmetro proporcionaram uma melhor superficie de contato osso-MI,
aumentando o travamento mecanico entre eles. Vale ressaltar a necessidade do cuidado em

relacdo a insercdo de Mls mais longos pelo risco de perfuracdo nasal nos animais, que pode
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ocasionar morte prematura (GUDHIMELLA et al., 2018). Foi demonstrado a falha dos DTA
que foram adaptados em osso pouco denso, sugerindo que a espessura dssea trabecular ¢é
determinante para os procedimentos de ancoragem (GABET et al., 2010).

Outro estudo da estabilidade dos DTA que comparou ratos Wistar jovens e adultos
submetidos a uma tra¢ao ortodontica de 2-N durante 2 semanas, mostrou uma mobilidade maior
em animais jovens do que nos adultos que receberam carga imediata (YANO et al., 2014).
Logo, a maturagdo Ossea encontrada em ratos de maior idade pode explicar a auséncia de
variacao significativa da medida C entre os grupos, mediante a aplica¢do de for¢a imediata.

Visualizou-se um infiltrado inflamatério de intensidade leve no tecido conjuntivo
associado a regido 0ssea de instalacdo do MI em praticamente todos os dias experimentais, sem
diferenca estatistica entre os grupos analisados, o que contribuiu possivelmente para evitar uma
perda Ossea significativa que interferisse na estabilidade do dispositivo tanto no GAZ como no
GC. A importancia desse dado foi analisada por um estudo retrospectivo onde duas variaveis
foram estatisticamente significantes para aumentar as taxas de falhas em MIs: inflamagao local
moderada a severa e a carga aplicada em um periodo de até 3 semanas (CHEN et al., 2008).

A auséncia de diferenca significante da medida C entre os grupos e a intensidade do
infiltrado inflamatorio, mostram que o AZ nao comprometeu a estabilidade primaria do MI e
ndo foi atingida a estabilidade secundaria, considerando que ela ocorreria cerca de um més apo6s
a instalacdo dos dispositivos (KAIPATUR et al., 2014). Em modelo de inducdo de osteonecrose
p6s exodontia, a dose de 0,2mg/kg de AZ mostrou na analise microscopica do osso mandibular
um intenso infiltrado inflamatdrio neutrofilico (SILVA et al., 2015). Acredita-se que o trauma
gerado pela insercdo de um MI do tipo auto-perfurante nao foi suficiente para gerar uma reacao
inflamatoria intensa. O infiltrado inflamatorio difuso nos dias 7 e 28 de MDI no GAZ demonstra
que houve uma inflamagdo farmacologica associada a forg¢a localmente aplicada para tracdo
dentaria.

Em relacdo ao tipo de infiltrado inflamatério observou-se que ambos os grupos tendem
a mostrar uma inflamag¢ao mista sem a preponderancia de neutrofilos nos dias iniciais de MDI.
No entanto, no GAZ o infiltrado neutrofilico perdura por mais tempo, apesar da forca aplicada
para produzir o movimento dentario ser naturalmente diluida. Tal fato ¢ compativel com o
estudo de Silva et al. (2016) que analisaram as alteragcdes celulares promovidas pelo AZ e
verificaram aumento no numero de neutr6éfilos PMN nos grupos tratados com uma dose de 0,20
ou 1,0 mg/kg de AZ. Foi demonstrado por Norton ef al. (2012) em um modelo murino de
peritonite, que o efeito pro-inflamatério do Alendronato, Zoledronato e Pamidronato esta

relacionado a um aumento de neutréfilos seguido de grande influxo de mondcitos. O pico de
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neutrofilos foi associado ao aumento nos niveis de IL-1a e IL- 1B induzida por BFsN que podem
atingir niveis locais elevados no osso € promover um grande recrutamento neutrofilico.

Verificou-se o tecido 6sseo de suporte do MI também em relagdo a presenca de necrose
Ossea e para comparacdo entre os grupos foi utilizado um indice de viabilidade dos ostedcitos
conforme relatado por Huja et al. (2011). Um tecido anfofilico, desorganizado e com ostedcitos
volumosos foi encontrado adjacente a regido onde foi promovido o defeito 6sseo, sugerindo
assim, uma area de remodelagdo. Sabe-se que sinais histopatologicos compativeis com
Osteonecrose dos maxilares induzida por Bisfosfonatos (OMB) estdo relacionados a trabéculas
de tecido 6sseo com lacunas vazias de osteocitos, osteoclastos volumosos com hipercromatismo
nuclear e vacuolizagdo intra-citoplasmatica, além dos espagos intertrabeculares infiltrado por
células inflamatoérias como os neutréfilos, dentre outros (MUCKE et al., 2016).

Ao longo do periodo analisado, na regido adjacente a area de inser¢do do MI, ocorreu
um processo de reparo no GC pela redu¢ao das lacunas de ostedcitos vazias, contrapondo-se ao
GAZ que aumenta o seu percentual significativamente a partir do 14° dia. Esse achado sugere
inicio de dano ao tecido 6sseo, mas ndo foram visualizados osteoclastos ¢ nem infiltrado
inflamatorio nestas areas. A auséncia de correlacdo significativa desse dado com a disposi¢do
do infiltrado inflamatoério sugere que o AZ suprimiu a cicatrizagdo, mas, a lesdo Ossea
promovida pelo MI ndo configurou uma osteonecrose nessa area. Um tempo maior de avaliagao
do efeito do AZ foi sugerido por Huja et al. (2011) quando avaliaram a consolidag¢do dssea no
local de inser¢ao do MI em caes apds a administracao de 0,1mg/kg/més de AZ durante 4 meses.
Esses autores relataram que apesar de a renovacdo dssea ser menor nos animais tratados com
AZ, nenhuma lesdo exposta semelhante a osteonecrose foi verificada, validando o presente
resultado.

Ainda no tecido 6sseo de suporte do MI, mas na area distante de onde ocorreu o defeito
6sseo, foram observadas trabéculas bem organizadas e menor quantidade de ostedcitos, como
uma area de osso maduro. No GAZ verificaram-se lacunas de ostedcitos vazias a partir do 21°
dia, sugerindo que a resposta ao trauma estaria se expandindo para areas distantes da inser¢ao
do dispositivo. Entretanto, ndo houve correlagao significativa desse dado com a disposi¢do do
infiltrado inflamatdrio, sugerindo que o maior percentual de lacunas vazias de ostedcitos no
GAZ também nao significou uma osteonecrose em areas distantes da instalacao da lesdo dssea.
A caracterizacdo imuno-celular da OMB realizada por Silva et al. (2016), constatou dentre
outros aspectos, um aumento dose-dependente das lacunas de ostedcitos vazias nos grupos

tratados com AZ. Sugere-se que este farmaco teria um efeito toxico direto sobre os ostedcitos
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e osteoblastos ou, por promover a auséncia de remodelagdo Ossea, essas areas necrdticas
presentes no tecido 6sseo ndo seriam naturalmente removidas (HUJA et al., 2011).

Estudos que abordaram a cicatriza¢do em sitios 0sseos de MI encontraram uma taxa de
remodelagdo 6ssea significativamente menor em animais tratados com AZ. No entanto, também
foi relatado uma taxa de formagdo 6ssea que variou entre 9,5% a 43%, sugerindo que alguma
resposta cicatricial € possivel apesar do uso de um BF potente (HUJA et al., 2011). A taxa de
falhas apontada por estes autores foi relacionada a auséncia de carga aplicada aos dispositivos,
outro fator que pode ter contribuido para a similaridade do deslocamento do MI entre os grupos
do nosso estudo, ja que ambos receberam for¢a imediata apos a instalacdo.

A inibicdo do movimento dentirio promovida pelos BFs pode ser constatada por
diversos autores através da medi¢do manual. Uma medida histologica também utilizada por
Salazar et al. (2015), foi adicionada, e verificou-se que 0 AZ mantém uma quantidade de
deslocamento similar do 1°MSE ao longo de todo o periodo analisado, contrapondo-se ao GC
que aumenta significativamente nos dias 21 e 28. Estudos descritos na literatura reforcam os
atuais achados apesar de diferirem entre si na dose utilizada de AZ, design experimental do
aparelho ortoddntico e tipos de analises realizadas (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2016;
ORTEGA et al., 2012; SOUSA et al., 2021). Os efeitos inibitorios sao atribuidos
principalmente a interferéncia dos BFs na diferenciacao e atividade dos osteoclastos, tendo um
efeito aumentado quando se tratam de BFsN como o AZ, comprometendo a remodelacdo dssea
necessaria para que ocorra a movimentacao (FRANZONI et al., 2017).

Um movimento apreciavel do 1°MSE foi obtido em ambos os grupos ja a partir de 7
dias de MDI de forma semelhante a outros estudos com ancoragem esquelética como o de
Fernandez-Gonzalez et al. (2016), que exibiu movimentagdo em 7, 14 e 21 dias.

O protocolo semanal consecutivo de trés aplicagdes do AZ utilizado foi semelhante ao
de Venkataramana et al. (2014), onde o Pamidronato foi o BF aplicado semanalmente em um
periodo de tragdo dentaria de 21 dias. Uma reducdo significativa da quantidade de movimento
dentario foi verificada no grupo que recebeu o medicamento, validando o presente resultado
quando se leva em consideracdo que o Pamidronato ¢ um BFnN de segunda geracdo e que BFs
administrados por via EV como o AZ tem maior biodisponibilidade e por consequéncia, maior
efeito.

Outro trabalho publicado por Kaipatur et al. (2013) demonstrou que nao houve
diferenca significante quando o Alendronato de Sodio foi administrado concomitantemente ou
previamente ao periodo de tragdo dentdria em um modelo de MDI com ancoragem esquelética.

No presente protocolo experimental as administragdes EV de AZ foram realizadas previamente
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ao inicio da MDI sendo demonstrado histologicamente que um tecido dsseo carregado por um
BF potente interfere no movimento ortoddntico.

Os efeitos da MDI no tecido pulpar ainda permanecem conflitantes e estdo associados
a desorganizacdo da camada de odontoblastos, fibrose, alteragdes vasculares e calcificagdes
(CUOGHI et al., 2018). Sabe-se que a indugdo ortoddntica promove uma inflamagao pulpar
temporal promovida pela liberag¢ao de citocinas pro-inflamatdrias tais como: IL-1a, IL-15, IL-
3, IL-6 e TNF-a e diversos estudos analisam as reagdes pulpares como de fato, reversiveis,
inalterando assim a fisiologia pulpar (BOHL et al., 2016). Os presentes resultados indicam
auséncia de alteracdes pulpares apesar de termos avaliado um tempo relativamente extenso de
movimenta¢do quando comparado a outros estudos de MDI.

O estudo de Cuoghi et al. (2018) que avaliou critérios de celularidade, alteragdes
distréficas, hemodinamicas e dentindrias em diferentes tipos de forga e tracdo ortodontica de 5,
7 e 9 dias, ndo observou diferengas significativas em nenhum grupo ou periodo. Massaro et al.
(2009) associou ocasional descontinuidade ¢ vacuolizagdo celular da camada de odontoblastos
a artefatos e ndo em decorréncia da MDI. Os achados dessa pesquisa entdo confirmam que em
um periodo maior de inducdo ortoddntica, as alteragdes observadas no tecido pulpar sdo leves
ou ausentes.

Os resultados obtidos por Bohl et al. (2016) podem ser plenamente compatibilizados
com os da presente pesquisa, visto que também avaliaram ratos adultos (400-550g) e o tempo
de aplicacdo da forga chegou a 12 semanas. Estes autores observaram regularidade tanto da
camada odontobléstica como da pré-dentina, o que corresponde ao escore 0 dos fendomenos
pulpares na presente andlise, ¢ que foi predominante em ambos os grupos. Consolaro &
Consolaro (2018), relatam que o movimento ortodontico ndo produz alteragdes pulpares
degenerativas, morfologicas ou inflamatdrias evidenciadas microscopicamente.

Modificagdes provenientes do tratamento com AZ, ndo foram observadas no tecido
pulpar, dado que, o lado ndo submetido a MDI ndo apresentou alteragdes pulpares significativas
entre os grupos. Também ndo se visualizou a presenca de calcificacdo e obliteragdo pulpar
relatadas em um estudo retrospectivo de Moraes et al. (2014). Sugere-se que os efeitos toxicos
do AZ seriam menores enquanto ele permanece ligado ao Fosfato de calcio, mostrando uma
improbabilidade dele reduzir a viabilidade do tecido pulpar (CVIKL et al., 2011). Os resultados
do presente estudo podem ser corroborados pela investigacao realizada por Silva et al. (2019)
onde a dose de 0,2 mg/kg de AZ ndo promoveu alteragdes do perfil histologico da polpa dentéria

em relagdo a dentina tubular, volume pulpar e o nimero de células inflamatorias.
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Pourgonabadi ef al. (2018) sugeriram que o Zoledronato prejudicaria o reparo dos
tecidos na regido orofacial. Este estudo in vitro demonstrou que a incubagdo do AZ por longos
periodos reduz a atividade proliferativa da polpa dentiria. O provavel mecanismo anti-
proliferativo est4 relacionado a reducdo de proteinas anti-apoptoticas como a Bcl-2 e o aumento
das pro-apoptdticas como a Caspase. Em virtude da literatura ser escassa de trabalhos
especificos da agdo do AZ em um tecido pulpar que foi submetido a MDI, e a presente avaliagdo
ter sido exclusivamente histologica, os resultados foram comparados com os obtidos tanto por
estudos in vitro como in vivo dos efeitos dos BFs na polpa dental.

Sabe-se que as respostas periodontais a tragdo ortodontica envolvem diversos grupos
celulares e incluem ativagdo de osteoclastos para reabsor¢ao dssea na direcdo do movimento,
ativacdo de metaloproteinases, recrutamento de células inflamatdérias e angiogénese
(FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2016). Vale ressaltar ser de fundamental importincia um
LP viavel capaz de nutrir as células fundamentais da remodelagdo dssea, os osteoclastos e
osteoblastos.

Nesse sentido, Franzoni et al. (2017) ressaltaram as propriedades anti-angiogénicas dos
BFs demonstradas pela reducdo do nlimero de vasos sanguineos e que podem contribuir para
comprometer o movimento ortodontico. Os fendmenos periodontais decorrentes da MDI
demonstraram homogeneidade entre os grupos e nos diferentes tempos de ativagdo ortodontica,
mostrando que apesar da redugdo do deslocamento dentario, 0 GAZ manteve as alteracdes
esperadas pela inducdo de forgas ortodonticas. Constatou-se que o AZ isoladamente nao foi
responsavel por alteragdes periodontais, ja que o LP se manteve integro no lado em que nao
houve movimentagao, apesar das inje¢des do farmaco.

Os achados de reabsor¢do radicular externa, efeito bem conhecido e resultante de
procedimentos ortoddnticos, concordam com Brunet et al. (2016) o qual ndo visualizaram
redugdo significante na quantidade de reabsor¢ao no grupo submetido a MDI e tratado com AZ,
contrapondo-se ao estudo de Mori et al. (2010) que verificaram tanto a limita¢do da reabsor¢ao
radicular quanto uma menor reabsor¢do do cemento em dentes reimplantados que foram
previamente tratados com AZ.

Seifi et al. (2017) analisando o efeito do Zolena, um AZ produzido no Ird, na MDI,
observaram uma reducao significativa do nimero e extensdo das areas de reabsor¢ado radicular.
No presente estudo ndo foram quantificadas as areas encontradas microscopicamente de
reabsorcdo dentindria e/ou cementdria, entretanto, verificou-se que elas estdo presentes em
todos os dias de MDI e em ambos os grupos, o que esta em consonancia com Zhou et al. (2018)

quando verificaram que a reabsor¢do radicular resultante do deslocamento mesial do 1°MSE



50

em diferentes tempos e forgas de 20, 50 e 100g, ja estava presente em 3 dias de movimentagao
independente da magnitude de forga aplicada.

Na atual analise foi observada a formacao de areas de hialinizagdo, as quais, conforme
relatado por Ariffin ef al. (2011), podem ser encontradas 24 horas ap6s a aplicagdo das forcas
mecanicas e sdo removidas por macréfagos. Existe uma forte associacdo dessas areas
desprovidas de células e repletas de matriz extracelular, as for¢as severas e pesadas, ndo
permitindo assim, o deslocamento dentirio (CONSOLARO & CONSOLARO, 2018).
Constatou-se a eficacia da forga ortodontica aplicada pelas alteragcdes microscopicas induzidas
no LP, incluindo a migracdo apical do epitélio juncional evidenciada também por Fernandez-
Gonzalez et al. (2016).

O LP correspondente a area de MDI entre o 1° e 2° MSE foi analisado em relagdo ao
seu principal constituinte, as fibras coldgenas. Os resultados do percentual de colageno total
podem ser corroborados por Sousa et al. (2021), pois s6 foram observadas diferencas
significantes no contetido de coldgeno entre os grupos tratados com AZ e com solugdo salina
submetidos a MDI, apds a polarizagdo da luz, sugerindo que em ambos os estudos a
remodelagdo periodontal estava ocorrendo concomitantemente a aplicacdo das cargas
ortodonticas. No presente estudo, o tratamento com AZ ndo modificou significativamente o
processo de reparo do LP quando ndo houve MDI, dados divergentes dos publicados por
Scheper et al. (2009) que demonstraram efeitos apoptodticos resultantes de altas concentragdes
do AZ nos fibroblastos.

Observou-se uma redugdo da relacdo entre o colageno Tipo I e Tipo III no dia 14, fase
inicial da inflamagao promovida pelas for¢as ortodonticas, semelhantes aos achados de Li et al.
(2019) onde verificaram acimulo de colageno Tipo III nas fases iniciais da remodelacao,
estando relacionado a diminui¢cdo das tensdes no LP, sendo posteriormente substituido pelo
coldgeno tipo I. Os resultados desta pesquisa demonstram similaridade com estudos exclusivos
de MDI, quando nao houve aplicagdo de AZ.

No lado submetido a MDI, a redugao significativa de coldgeno tipo I no GAZ quando
comparado ao GC com 14 dias de indu¢do, pode ser explicada pelo estudo de Komatsu et al.
(2016) em que verificaram que o AZ suprime a diferenciacdo de miofibroblastos induzida por
TGF-B1, reduzindo assim, a sintese de coladgeno tipo I. Essa reducdo também pode ser validada
por Suparwitri et al. (2019), visto que, niveis reduzidos de TGF-f1 foram verificados no 14°
dia, correspondendo a fase de laténcia da MDI. Esses dados sugerem uma a¢do do AZ associada

a reducdo do deslocamento dentério, ambos contribuindo na redugdo de colageno tipo I no dia
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14. Nos dias 21 e 28 com a reducao do processo inflamatério induzido pelas forcas ortodonticas,
visualizou-se um aumento do percentual de coldgeno Tipo I no GAZ em relagdo ao dia 14.

A presenga ou nao das CEM foi analisada durante o movimento dentério e verificou-se
uma reducdo significante dessas células no GC em relagdo aos dias iniciais de MDI quando
comparada ao GAZ. Isso mostra que as CEM foram menos expressas em um maior tempo de
MDI, sugerindo que em virtude do tecido 6sseo estar sendo naturalmente reabsorvido pelo
aumento do deslocamento dentario, ndo existiria estimulo para a producdo das mesmas. Esses
dados divergem de estudos que relatam que o movimento ortoddntico ndo causaria necrose €
sim o aumento da quantidade de CEM em resposta aos estimulos mecanicos (TALIC ef al.,
2003).

Pela influéncia desse grupo de células no metabolismo e remodelagao no LP, sugere-se
que ele evita um processo de anquilose durante o movimento dentério, especialmente pela
liberagdo de fatores de crescimento epidérmico (FCE), promovendo osteoclastasia. Logo, no
lado em que houve a indugdo ortoddntica, no GAZ a redugdo das CEM ocorreu mais lentamente
ao longo do periodo do que no GC, de forma que no ultimo dia de MDI houve auséncia total
dessas células no GC e no GAZ ainda estavam presentes em 33%, percentual esse reduzido
quase pela metade quando comparado ao inicio da movimenta¢do no dia 7. Isso pode ser
explicado pelo deslocamento dentario estar sendo inibido pela agdo do AZ e uma situagdo
semelhante a anquilose pode ter sido gerada, mantendo-se a producdo das CEM para prevenir
essa condi¢do. Além disso, as CEM estdo relacionadas ao reparo do cemento, atuando de forma
oposta 8 MDI que pode provocar degradagdo dos cementoblastos (SILVA et al.,2017). Durante
as analises do presente estudo verificou-se um maior dano cementario aos grupos de maior
tempo de tracdo ortodontica, o que pode ser explicado pelo menor percentual de CEM.

Uma diminui¢do significativa das CEM em relacdo aos dias experimentais iniciais
ocorreu no GAZ no lado nao submetido a MDI, mostrando uma possivel ac¢ao isolada do AZ
na reducdo da presenca de Malassez, que ndo estd associada a movimentagdo ortoddntica.
Estudos in vitro como o de Scheper et al. (2009) detectaram o efeito toxico dos BFs em células
da mucosa oral. Allam et al. (2011) demonstraram uma redugdo significativa de MMP-9,
enzimas necessarias ao processo de re-epitelizacdo de feridas orais, além do aumento
significativo da caspase-3 em células epiteliais de animais submetidos ao tratamento com AZ.
Os efeitos negativos de viabilidade celular do AZ sob os queratindcitos orais humanos também
foram relatados (WANG et al., 2019). Dessa forma, sendo as CEM definidas como células
epiteliais que persistem ao redor da raiz, os efeitos toxicos do AZ poderiam ser estendidos a

este grupo de células residentes do LP. Por outro lado, em virtude dessa reducdo no lado ndo
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movimentado ocorrer também no GC, mas sem influéncia significativa dos dias experimentais,
especula-se que o estimulo promovido pela MDI possa ter gerado uma resposta em todo o0 0sso
alveolar, inclusive distante do lado submetido a movimentacdo, o que promoveu uma resposta
das CEM similar ao lado movimentado.

Ressalta-se a que a interpretacdo dos achados do presente estudo deve considerar as
diferengas anatomo-fisioldgicas entre ratos e humanos, especialmente as do metabolismo
superior dos animais, onde existe uma relagdo de 30 dias de vida do homem para um dia de
vida do rato, além da inser¢do dos DTA ser minuciosa pela presenga de numerosos seios faciais.
Dessa forma, sugere-se que os MI ortodonticos ndo estariam contra-indicados na MDI nas
quatro semanas avaliadas, sendo necessario cautela no uso clinico dos dispositivos de

ancoragem principalmente em periodos prolongados.

5. Conclusao

A administragdo do AZ em ratos reduziu as distdncias resultantes da MDI com
ancoragem esquelética, e alterou a cicatrizagdo 6ssea mediante o trauma causado pela inser¢ao
de um DTA. Foram observados sinais histologicos de dano dsseo proporcionado pelo MI, mas
ndo houve OMB configurada decorrente do movimento ortoddntico ou do dispositivo de
ancoragem. Além disso, ndo se verificaram efeitos deletérios do fArmaco nos tecidos pulpar e
periodontal, e sim, alteragdes exclusivamente periodontais decorrentes da tragdo ortodontica.
Finalmente, uma ag¢ao isolada do AZ nas CEM foi observada quando ndo houve inducdo do

deslocamento dentario, o que pode sugerir sua toxicidade em células epiteliais.
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TABELAS

Tabela 2: Analise qualitativa e quantitativa do infiltrado inflamatorio no tecido dsseo de

suporte do Mini-implante.

Tempo (dias)
D7 D14 D21 D28 p-Valor
Intensidade do infiltrado
inflamatorio
Sal 1(1-2) 1(1-2) 1(1-3) 1 (0-3) 0.428°
AZ 2 (1-2) 1(1-2) 2 (0-3) 1(1-3) 0.613°
p-Valor 0.3107 0.9147 0.556% 0.5897
Disposic¢io do infiltrado
inflamatorio
Sal
Focal 60% 17% 40% 60% 0.408°
Difuso 40% 83% 60% 40%
AZ
Focal 0% 0% 0% 0% 0.151¢
Difuso 100% 100% 75% 100%
p-Valor 0.034¢ 0.444¢ 0.342¢ 0.034
Tipo do infiltrado
inflamatorio
Sal
Ausente 0% 0% 0% 17% 0.346°
PMN 40% 17% 0% 0%
Misto 60% 33% 60% 33%
MN 0% 50% 40% 50%
AZ
Ausente 0% 0% 25% 0% 0.032¢
PMN 40% 0% 25% 66%
Misto 60% 0% 25% 17%
MN 0% 100% 25% 17%
p-Valor 1.000° 0.240° 0.353¢ 0.096°

*p<0.05, *“Teste Mann-Whitney; Teste Kruskal-Wallis/Dunn [mediana (minimo— mdaximo)]; ‘Teste exato de

Fisher ou Qui-quadrado de Pearson.
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Tabela 3: Analise histologica do lado ndo movimentado e movimentado em relagdo aos escores
atribuidos aos fendmenos pulpares e periodontais e porcentagem da presenca de restos epiteliais

de Malassez.

Tempo (Dias)

D7 D14 D21 D28 p-Valor
Fen6menos pulpares
Nio movimentado
Sal 0(0-1) 0(0-1) 0 (0-0) 0 (0-0) 0.295°
AZ 0 (0-0) 0 (0-0) 0(0-1) 0(0-1) 0.557°
p-Valor 0.914? 0.476 0.556° 0.699°
Movimentado
Sal 0(0-1) 0(0-1) 0 (0-0) 0(0-1) 0.495°
AZ 0 (0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-2) 0.928°
p-Valor 1.000? 0.914? 0.556° 0.818?
Fen6menos periodontais
Nio movimentado
Sal 0(0-1) 0(0-2) 0 (0-0) 0 (0-0) 0.551°
AZ 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 1.000°
p-Valor 0.690° 0.762? 1.000? 1.000?
Movimentado
Sal 3(3-3) 3(3-3) 3(1-3) 3(3-3) 0.334°
AZ 3(3-3) 3(2-3) 3(3-3) 3(3-3) 0.290°
p-Valor 1.000? 0.610° 0.730° 1.000?
Células epiteliais de
Malassez
Nio movimentado
Sal 80% 17% 0% 0% 0.950¢
AZ 60% 50% 25% 33% 0.045¢
p-Valor 1.000¢ 0.500¢ 0.444¢ 0.455°¢
Movimentado
Sal 80% 17% 0% 0% 0.005¢
AZ 60% 50% 25% 33% 0.699¢
p-Valor 0.197¢ 1.000¢ 0.635°¢ 1.000¢

*p<0.05, *“Teste Mann-Whitney; Teste Kruskal-Wallis/Dunn [mediana (minimo— mdaximo)]; °Teste exato de

Fisher ou Qui-quadrado de Pearson.
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FIGURAS

Figura 2: Diagrama esquematico do protocolo experimental.
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! Analise macroscopica da MDI
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Fonte: Adaptado de SOUSA et al. (2021).

Figura 3: Desenho esquematico do modelo de MDI com ancoragem esquelética (Vista lateral).

Fonte: Autoria propria (2021).
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Figura 4: Desenho esquemadtico da mensuragdo macroscopica da MDI. O triangulo ilustrado

na cor preta foi obtido a partir das medidas A, B e C (Vista oclusal).

Fonte: Autoria propria (2021).

Figura 5: Avaliacdo microscopica da movimentagdo dentaria induzida em milimetros (mm)

mensurada com régua histologica entre o 1° e 2° MSE.
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Legenda: D - tempo de movimentacdo dentaria em dias, GC - grupo controle tratado com solu¢ao salina, GAZ -
grupo teste tratado com Acido Zoledronico. Os valores representam a média + erro padrio da média *p<0,05 em

relacdo ao grupo SAL [Teste ANOVA-1-way/Bonferroni].
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Figuras 6A e B: Analise do percentual de coldgeno total no lado ndo movimentado e

movimentado, respectivamente.
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Legenda: D - tempo de movimentagdo dentaria induzida em dias, GC - grupo controle tratado com solugao salina,
GAZ - grupo teste tratado com Acido Zoledronico. Os valores representam a média + erro padrio da média

*p<0,05 em relacdo ao GC [Teste ANOVA-1-way/Bonferroni].
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Figuras 7A e B: Andlise da relacdo entre o colageno tipo I e III no lado ndo movimentado e

movimentado, respectivamente.
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Legenda: D - tempo de movimentagdo dentaria induzida em dias, GC - grupo controle tratado com solugdo salina,

GAZ - grupo teste tratado com Acido Zoledronico. Os valores representam a média + erro padrio da média

*p<0,05 em relacao ao GC [Teste ANOVA-1-way/Bonferroni].
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Figuras 8A e B: Analise do percentual de lacunas de ostedcitos vazias adjacentes e distantes

da area de inser¢do do MI, respectivamente.
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Legenda: D - tempo de movimentagdo dentaria induzida em dias, GC - grupo controle tratado com solugao salina,

GAZ - grupo teste tratado com Acido Zoledronico. Os valores representam a média + erro padrio da média

*p<0,05 em relacao ao GC [Teste ANOVA-1-way/Bonferroni].
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Figura 9: Fotomicrografias longitudinais do primeiro molar superior no lado ndo submetido a MDI no qual se avaliaram os fendmenos pulpares.

Dia 7 Dia 14 | Dia 21 Dia 28

Legenda: A, B, C, D — Perfil celular da polpa dentaria no Grupo controle (GC) ndo mostrando modificagdes no aspecto histoldgico nos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente
(Coloragio HE, 200x). E, F, G, H — Perfil celular da polpa dentéria no Grupo teste tratado com Acido Zoledrénico (GAZ) ndo mostrando modificagdes no aspecto histologico
nos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente (Colora¢ao HE, 200x).
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Figura 10: Fotomicrografias longitudinais do primeiro molar superior no lado submetido a MDI no qual se avaliaram os fenomenos pulpares.

GC

Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

Legenda: A, B, C, D — Perfil celular da polpa dentaria no Grupo controle (GC) ndo mostrando modificagdes no aspecto histoldgico nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI,
respectivamente (Coloragdo HE, 200x). E, F, G, H — Perfil celular da polpa dentaria no Grupo teste tratado com Acido Zoledrénico (GAZ) ndo mostrando modificagdes no

aspecto histologico nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI, respectivamente (Coloragao HE, 200x).
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Figura 11: Fotomicrografias longitudinais da regido interproximal entre o 1° e 2° molar superior

do lado nao submetido a MDI no qual se avaliaram os fenomenos periodontais.
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Legenda: A, B, C, D — Aspecto histologico do LP no Grupo controle (GC) ndo mostrando alteragdes nos dias 7,
14, 21 e 28, respectivamente (Coloragdo HE, 5x). E, F, G, H — Aspecto histologico do LP no Grupo controle (GC)
ndo mostrando alteragdes nos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente (Coloragao HE, 200x). I, J, K, L - Aspecto
histolégico do LP no Grupo teste tratado com Acido Zoledronico (GAZ) nio mostrando alteragdes nos dias 7, 14,
21 e 28 de MDI, respectivamente (Coloragao HE, 5x). M, N, O, P - Aspecto histologico do LP no Grupo teste
tratado com Acido Zoledroénico (GAZ) ndo mostrando alteragdes nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI, respectivamente
(Coloragao HE, 200x).
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Figura 12: Fotomicrografias longitudinais da regido interproximal entre o 1° e 2° molar superior

do lado submetido a MDI no qual se avaliaram os fendomenos periodontais.
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Legenda: A, B, C, D — Aspecto histologico do LP no Grupo controle (GC) mostrando alteragdes compativeis com
a MDI nos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente (Coloragdo HE, 5x). E, F, G, H — Aspecto histoloégico do LP no
Grupo controle (GC) mostrando alteragdes compativeis com a MDI nos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente
(Coloragdo HE, 200x). I, J, K, L - Aspecto histologico do LP no Grupo teste tratado com Acido Zoledronico (GAZ)
mostrando altera¢des compativeis com a MDI nos dias 7, 14, 21 ¢ 28 de MDI, respectivamente (Coloragdo HE,
5x). M, N, O, P - Aspecto histologico do LP no Grupo teste tratado com Acido Zoledrénico (GAZ) mostrando
alteragdes compativeis com a MDI nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI, respectivamente (Coloragao HE, 200x).
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Figura 13: Fotomicrografia do perfil do colageno na regido do LP entre o 1° e 2° molar superior

do lado ndo submetido a MDI.
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Legenda: A, B, C, D — Grupo controle (GC) mostrando colageno total sem polarizagdo de luz (Coloracdo
Picrosirius Red, 100x) nos dias 7, 14, 21 ¢ 28. E, F, G, H — Grupo controle (GC) demonstrando birrefringéncia de
colageno amarelo-vermelhado (Tipo I) e verde-esbranquigado (Tipo III) ap6s polarizagdo da luz. I, J, K, L - Grupo
teste tratado com Acido Zoledrénico (GAZ) mostrando colageno total sem polarizagio de luz (Coloragio
Picrosirius Red, 100x) nos dias 7, 14, 21 ¢ 28. M, N, O, P - Grupo teste tratado com Acido Zoledronico (GAZ)
demonstrando birrefringéncia de colageno amarelo-vermelhado (Tipo 1) e verde-esbranquigado (Tipo III) apos

polarizagdo da luz.
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Figura 14: Fotomicrografia do perfil do colageno na regido do LP entre o 1° e 2° molar superior

do lado submetido a MDI.
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Legenda: A, B, C, D — Grupo controle (GC) mostrando colageno total sem polarizagdo de luz (Coloracdo
Picrosirius Red, 100x) nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI, respectivamente. E, F, G, H — Grupo controle (GC)
demonstrando birrefringéncia de colageno amarelo-vermelhado (Tipo 1) e verde-esbranquigado (Tipo III) apos
polarizagdo da luz. I, J, K, L - Grupo teste tratado com Acido Zoledronico (GAZ) mostrando colageno total sem
polarizagao de luz (Coloracao Picrosirius Red, 100x) nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI, respectivamente. M, N, O,
P - Grupo teste tratado com Acido Zoledrénico (GAZ) demonstrando birrefringéncia de colageno amarelo-

vermelhado (Tipo I) e verde-esbranquicado (Tipo III) apds polarizacdo da luz.
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Figura 15: Fotomicrografias do tecido 6sseo adjacente a area de inser¢do do MI.

Dia 7 | Diat4 |‘ Dia 21 | Dia 28

Legenda: A, B, C, D — Grupo controle (GC) mostrando tecido 6sseo vitalizado nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI,
respectivamente (Coloragdo HE, 400x). E, F, G, H— Grupo teste tratado com Acido Zoledronico (GAZ) mostrando

lacunas de osteocitos vazias nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI, respectivamente (Coloragao HE, 400x).
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Figura 16: Fotomicrografias do tecido 6sseo distante da area de inser¢ao do MI.

Dia 7 | Dia 14 | Dia 21 | Dia 28

Legenda: A, B, C, D — Grupo controle (GC) mostrando tecido 6sseo vitalizado nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI,
respectivamente (Coloragdo HE, 400x). E, F, G, H— Grupo teste tratado com Acido Zoledronico (GAZ) mostrando
lacunas de osteocitos vazias nos dias 7, 14, 21 e 28 de MDI (Coloragao HE, 400x).
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6 CONCLUSAO GERAL

1.

A administracdo do AZ interferiu no deslocamento dentario do 1°MSE observada de

forma macroscopica e microscopica;

O tecido pulpar ndo apresentou alteragdes histologicas decorrentes da MDI e nem de

efeitos diretos do AZ;

O tecido periodontal demonstrou alteracdes exclusivamente em virtude da forga

ortodontica aplicada, ndo sendo influenciado pelo tempo de movimentagao;

Nao foi observado efeito toxico direto do AZ sobre o contetido de colageno Tipo I e 111,
ocorrendo uma remodela¢do periodontal com a MDI apesar da administragdo do

farmaco;

As caracteristicas histologicas inflamatorias e cicatriciais do tecido 6sseo de suporte do

MI foram alteradas pelo AZ, sem a ocorréncia de osteonecrose.
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