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RESUMO

A movimentacdo dentéria induzida (MDI) promove altera¢cGes microscopicas e macroscopicas,
as quais culminam em respostas celulares e podem ser induzidas pela aplicacdo de uma forca
em modelo animal. Objetivou-se quantificar a MDI com dois diferentes tipos de ancoragem em
ratos, por meio dos achados dimensionais, radiograficos e histolégicos. Para tanto, foram
utilizados 66 ratos Wistar, os quais foram divididos em dois grupos: um utilizou ancoragem nos
incisivos (GI) superiores, e outro em mini-implantes (GM). Os animais foram submetidos a
instalacdo de uma mola de CrNi (50 cN), a qual foi fixada em torno do primeiro molar superior
esquerdo e dos incisivos superiores, ou ao mini-implante. A hemiarcada contralateral foi
utilizada como grupo controle (GC). Os animais foram submetidos a eutanasia nos dias 7, 14 e
21. Foram realizadas medidas macroscépicas, as quais foram comparadas as obtidas no dia da
instalacdo do dispositivo (D0). Na analise histoldgica, foram mensuradas as distancias
interproximais e atribuidos escores pulpares e periodontais. Na andlise histoquimica, foram
quantificados o colageno total, tipo | e tipo I1l. As medidas macroscopicas demonstraram um
deslocamento dentario na ancoragem dentaria e absoluta, com uma palatinizacéo dos incisivos
no Gl. Apesar de ter ocorrido uma perda de ancoragem no 21° dia no GM (p<0,00001), em
relacdo ao DO, essa se manteve até 14 dias. Na mensuracdo histoldgica da distancia
interproximal entre 0 1° e 0 2° molares, observou-se um aumento significante (p<0,0001) em
todos os tempos dos grupos, em relacdo ao GC. Na andlise radiografica, constatou-se uma
diferenca significante no GM em 14 e 21 dias, em relacdo ao GC (p<0,0001). No GlI, esse
aumento ocorreu em 21 dias (p<0,0001). Na analise histoldgica, observaram-se alteraces
pulpares no periodo de 21 dias no Gl e no GM. Os pardmetros periodontais se mostraram
significantes em todos os periodos, em relacdo ao GC. Na analise histoquimica, observou-se
um aumento significante no colageno total apds 21 dias no GI (p=0407) e no GM (p=0,0017),
em relacdo ao GC. Na quantificagdo do colageno tipo I, houve um aumento em 7 dias no GM
(p=0,0171), enquanto, no colageno tipo 111, houve aumento em 14 e 21 dias no GM (p=0,0132;
0,0006), em relacdo ao GC. Os achados demonstraram que a MDI com ancoragem absoluta se
mostrou mais efetiva. Ademais, foi possivel encontrar dados que sugerem um maior
remodelamento do coladgeno. A ancoragem dentaria, apesar de ter apresentado resultados

importantes, tem uma desvantagem consideravel, a qual consiste na inclinagao dos incisivos.

Palavras-chave: Técnicas de movimentacdo dentéria; Ratos; Procedimentos de Ancoragem

Ortodéntica



ABSTRACT

Induced tooth movement (ITM) promotes microscopic and macroscopic changes, which
culminate in cellular responses and can be induced by the application of force in an animal
model. The objective was to quantify the ITM with two different types of anchorage in rats,
through dimensional, radiographic and histological findings. For this, 66 Wistar rats were used,
which were divided into two groups: one used anchorage in the upper incisors (IG) and the
other in mini-implants (MG). The animals were submitted to the installation of a CrNi spring
(50 cN), which was fixed around the maxillary left first molar and maxillary incisors, or to the
mini-implant. The contralateral hemiarch was used as the control group (CG). The animals were
euthanized on days 7, 14 and 21. Macroscopic measurements were performed, which were
compared to those obtained on the day of device installation (DO). In the histological analysis,
interproximal distances were measured and pulp and periodontal scores were assigned. In the
histochemical analysis, total collagen, type | and type Il were quantified. Macroscopic
measurements demonstrated a tooth displacement in the dental and skeletal anchorage, with a
palatinization of the incisors in the 1G. Although there was a loss of anchorage on the 21st day
in the MG (p<0.00001), in relation to the DO, this was maintained up to 14 days. In the
histological measurement of the interproximal distance between the 1st and 2nd molars, a
significant increase (p<0.0001) was observed in all times of the groups, in relation to the CG.
In the radiographic analysis, there was a significant difference in the MG at 14 and 21 days, in
relation to the CG (p<0.0001). In the IG, this increase occurred in 21 days (p<0.0001). In the
histological analysis, pulp alterations were observed in the period of 21 days in IG and MG.
The periodontal parameters were significant in all periods, in relation to the CG. In the
histochemical analysis, a significant increase in total collagen was observed after 21 days in I1G
(p=0407) and MG (p=0.0017), in relation to CG. In the quantification of collagen type I, there
was an increase in 7 days in MG (p=0.0171), while, in collagen type Ill, there was an increase
in 14 and 21 days in MG (p=0.0132; 0.0006), in relation to the GC. The findings showed that
ITM with skeletal anchorage was more effective. Furthermore, it was possible to find data that
suggest greater collagen remodeling. Dental anchorage, despite having presented important

results, has a considerable disadvantage, which is the inclination of the incisors.

Keywords: Tooth movement techniques, Rats, Orthodontic Anchorage Procedures.
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1 INTRODUCAO
1.1 Modelos de movimentacao dentaria induzida (MDI)

Os modelos de movimentacdo dentaria em animais tém sido Uteis para a
compreensdo dos quadros inflamatorios, reabsortivos e anabolicos dsseos envolvidos no curso
do deslocamento dentario. A partir desses estudos, buscam-se avaliar os efeitos de forgas leves
ou pesadas, farmacoterapia, laserterapia, doencas sistémicas e moduladores bioldgicos na
atividade celular e na taxa de movimento dentario. Além disso, é possivel verificar os
mecanismos envolvidos na reabsorcdo radicular e analisar alternativas para evitar essa reacao
adversa (NAKANO et al., 2014; SEIFI et al., 2016; ARITA et al., 2016; KRISHNAN;
SANFORD; DAVIDOVITCH, 2017; SUZUKI et al., 2017; FRANZONI et al., 2017).

Entre os animais estudados na movimentacdo dentaria, os ratos ainda sdo os mais
utilizados. Em uma revisao sistematica de Cadenas-Perula et al. (2016), observou-se que, dos
57 artigos selecionados, 38 realizaram o modelo de movimentagdo em ratos. Esses animais
apresentam algumas vantagens, visto que proporcionam baixo custo, preparacdo de analises
histologicas mais simples e técnicas de biologia molecular mais acessiveis. Além disso, esses
roedores tém sido amplamente associados com modelos de perda 6ssea (REN, MALTHA,
KUJIPERS-JAGTMAN, 2004; LELOVAS et al., 2008).

Para a inducdo da movimentacdo dentéria, a maioria dos autores instala uma mola
de NiTi, fixada entre os molares e incisivos superiores (HELLER; NANDA, 1979; KARRAS
etal., 2009; CHOI et al., 2010; SALAZAR et al., 2015). Alguns estudos também tém associado
esse método de movimentacdo a um modelo de periodontite induzida por ligadura, constatando
que a realizacdo de ambos os modelos pode potencializar os processos inflamatério e
reabsortivo (NOGUEIRA et al., 2017; KIRSCHNECK et al., 2017). Entretanto, devido a
erupcdo continua do incisivo, esse modelo ndo apresenta uma boa ancoragem (REN;
MALTHA; KUJIPERS-JAGTMAN, 2004; KAIPATUR et al., 2013). A fim de reverter esse
problema, tem-se proposto a instalacdo de mola de NiTi ancorada em mini-implantes na regido
palatina dos incisivos superiores. Todavia, ainda sdo escassos os estudos na literatura utilizando
esse modelo alternativo (KAWAZOE et al., 2012; KAIPATUR et al., 2013; FERNANDEZ-
GONZALEZ et al., 2016). Outro modelo utilizado para promover o deslocamento dentario
consiste na colocacdo de elasticos no espaco interdental. Porém, esses elasticos ndo possibilitam
a mensuracao da forca, perdem suas propriedades com o tempo, reduzindo a quantidade de
forca aplicada (REN; MALTHA; KUJIPERS-JACTMAN, 2004; XIE; KUJIPERS-
JAGTMAN; MALTHA, 2011). Alguns autores também tém optado por criarem um dispositivo
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proprio para a realizacdo da movimentacédo. Utreja et al. (2018) avaliaram os efeitos de um arco
de expansdo, o qual foi instalado em ratos por um periodo de trés semanas.

A ancoragem absoluta com mini-implantes proporcionou resultados interessantes
na Ortodontia, visto que esses dispositivos possibilitam a movimentagédo de grupos de dentes
ou de unidades dentarias sem efeitos colaterais, além de outras vantagens relacionadas, como
instalagdo simples e de baixo custo; tratamento maloclusdes complexas; possibilidade de
aplicacdo de forcas multivetoriais; modificacdo do plano incisal/oclusal (ALMEIDA, 2019).

Na movimentacdo dentaria induzida, os mini-implantes também tém sido objeto de
estudo. Inicialmente, os estudos utilizavam cédes a fim de avaliarem a estabilidade e o
deslocamento dentério, em relacdo ao tempo, quantidade e localiza¢do da aplicacdo de forca,
bem como os efeitos da corticortomia. Owens et al. (2007) verificaram gque houve uma taxa de
sucesso de 93% na instalacdo desses dispositivos.

Quanto a aplicagdo das forcas, ndo foram detectadas diferencas na quantificacdo do
movimento com 25 ou 50 gF. Fayed et al. (2009), por meio da analise histolégica, encontraram
uma formacdo Ossea progressiva ao redor dos mini-parafusos. Entretanto, ndo houve
osseointegracdo. Janssen et al. (2008), em uma revisao sistematica de 49 estudos, identificaram
entre eles 20 pesquisas feitas com animais e seis em humanos, utilizando implantes
osseointegrados no tratamento ortodéntico. Ainda, 13 estudos (quatro em animais e nove em
humanos) utilizaram o mini-implante. Os ensaios pré-clinicos mostraram uma alta taxa de
sucesso, em torno de 90-100%. Considerando esses achados, outros estudos mais recentes
também utilizaram o modelo de movimentacdo dentaria induzida com ancoragem absoluta.
Kaipatur et al. (2013) objetivaram desenvolver um modelo com mini-implante em roedores. Os
resultados histol6gicos mostraram que houve uma estabilidade secundaria e que a taxa de
sucesso em quatro semanas foi de 92%. Logo, esses dispositivos podem fornecer uma boa
ancoragem para a movimentacao dentaria em ratos.

No que concerne a quantificacdo das forcas aplicadas em ratos, a maioria dos
estudos tem demonstrado intervalos entre 10-100 cN. Ibrahim et al. (2017) indicaram que 0
modelo de MDI em roedores pode ser usado para entender as fases iniciais do deslocamento
dentéario. Quanto a forca aplicada durante a movimentagdo, foram utilizados 50 cN para a
mesializacdo dos molares superiores esquerdos. Huang et al. (2021) observaram a taxa de
movimentacdo dentaria com a aplicacdo de trés magnitudes de forca (50, 100 e 150 cN) sob
osteoperfuragdo em coelhos. Concluiram que a movimentacao dentaria ocorreu de forma mais

eficaz com uma tracdo leve de 50 cN. Nakano et al. (2014) também observaram que a maior
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quantidade de movimento dentario em ratos ocorreu com a aplicacdo de forcas de 50 cN,
enquanto houve uma reducao do deslocamento apds a ativacdo com forgas excessivas.

Devido as divergéncias entre os modelos, sdo necessarios estudos que avaliem a
influéncia da presenca dessa ancoragem na taxa de movimentacdo dentaria, alteracdes
histoldgicas e estruturais do ligamento periodontal bem como as relacionadas ao colégeno e
deteccdo da imunomarcacdo de citocinas e mediadores essenciais para a remodelacao dssea.

1.2. Mecanismos inflamatorios e cascatas de sinalizacdo na Movimentacdo Ortodontica

A biomecéanica ortodéntica envolve a aplicacdo de forcas externas que favorecem
uma geracgao de reagdes teciduais na matriz extracelular e nos elementos celulares da polpa,
gengiva, ligamento periodontal e osso alveolar (KRISHNAN; DAVIDOVICH, 2006; ISOLA
et al., 2016). Inicialmente, ocorrem alteracdes vasculares e recrutamento celular, culminando
na producao de mediadores inflamatorios, quimiocinas e fatores de crescimento (DOMENICO
et al., 2012). Esse quadro propicia a osteoclastogénese e a osteogénese, favorecendo o
remodelamento dsseo (BALOUL, 2016).

Na literatura, existem varias hipdteses que objetivam explicar a fisiologia do
controle bioldgico da movimentacdo ortodéntica (KRISHNAN; DAVIDOVICH, 2006).
Entretanto, a mais estudada consiste na teoria de compressao e tracdao do ligamento periodontal,
proposta por Sandstedt (1904), Oppenheim (1911) e Schwarz (1932). No que concerne as
modificagdes estruturais do ligamento periodontal, no lado de compressdo ocorre um
estreitamento das fibras periodontais, vasoconstri¢do e hipdxia local (HENNEMAN; HOFF;
MALTHA, 2008; FELLER et al., 2015), enquanto que no lado de tracdo, ha um aumento do
espaco periodontal com a presenca de células e fibras alongadas e dilatacdo de vasos sanguineos
(TSUGE; NODA; NAKAMURA, 2016).

Burstone (1962) determinou que a taxa de deslocamento dentario poderia ser
dividida em 3 fases. A fase inicial seria identificada como um movimento dentro do espaco do
ligamento periodontal, o qual ocorreria de forma rapida apds a aplicacdo de uma forca. A
segunda fase seria reconhecida como um periodo de atraso, em que ocorre uma baixa taxa de
movimentacdo, devido a producdo de &reas hialinas no ligamento periodontal. Elas séo
caracterizadas por zonas livres de células e auséncia de organizagdo tecidual (REITAN, 1957;
1960). Na ultima fase, a quantidade de movimentacdo dentaria aumentaria progressivamente
(KRISHNAN; DAVIDOVICH, 2006). Leeuwen, Maltha, Kuijpers-Jagtman (1999)
estabeleceram que a taxa de movimentagdo dentéria, apos a aplicacéo de 25 cN em cées, poderia

ser diferenciada em quatro fases. A fase inicial teve duracdo aproximada de até dois dias,
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seguida (segunda fase) por um intervalo de atraso com duracdo média de 24 dias, o qual foi
provocado pela hialinizacdo do ligamento periodontal. Na terceira e quarta fases, houve um
acréscimo linear de movimentacéo dentaria.

Apbs a aplicacdo de uma forca externa, verifica-se uma tensdo na matriz
extracelular, favorecendo modificagdes na constituicdo do citoesqueleto, producgéo de fatores
de transcricdo e genes inflamatdrios. Jiang e Tang (2018) observaram que, apos a aplicacdo de
uma forca no periodonto de ratos, houve uma maior expressdo de proteinas quinases ativadas
por mitégenos (MAPK), como a quinase regulada pelo sinal extracelular (ERK 1/2) e p38. A
ativacdo das cascatas dos fatores de transcrigdo promove a adesao, proliferacdo, migragéo e
apoptose, culminando na remodelagdo Gssea com a participacdo celular de fibroblastos,
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos (MASELLA; MEISTER, 2006; FELLER et al., 2015).

Durante a movimentacao ortodontica, a perpetuacdo do processo inflamatorio é
essencial para que ocorra a atividade reabsortiva. De fato, estudos prévios ja estabeleceram
que citocinas inflamatdrias, como interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-17; fator de necrose
tumoral o (TNF-a)); mediadores, como prostaglandina E> (PGE2); e metaloproteinases de matriz
(MMP) participam do curso do deslocamento dentario (YANG et al.,, 2013; BOAS
NOGUEIRA et al., 2013; SEIFI; HAMEDI; KHAVANDEGAR, 2015; HAYASHI et al., 2012,
MOLINA DA SILVA et al, 2017), sugerindo que esses mediadores estimulam a
osteoclastogénese. Entretanto, citocinas anti-inflamatorias, como IL-4, reduziram a
movimentacao dentaria em camundongos (HAKAMI et al., 2015), devido ao seu possivel efeito
inibitorio nos osteoclastos.

A hipdxia causada pela aplicagdo de uma forca ortodontica é capaz de estimular a
produgdo de alguns fatores de transcri¢do, como fator indutor de hipoxia 1a (HIF-1a) e Fator
de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). Wei et al. (2015) demonstraram que a inducdo
do deslocamento dentério, por meio de uma mola de niquel-titanio (NiTi), promoveu um
aumento significante de HIF-1a no nucleo de odontoblastos, fibroblastos da polpa, células
endoteliais vasculares e macrofagos, alem de um estimulo significante na expressao de VEGF
nas células endoteliais vasculares, fibroblastos e macréfagos. Corroborando esses achados,
Romer et al. (2014) observaram que a inducgdo de hipdxia em células pulpares foi capaz de
aumentar a expressao de citocinas inflamatorias e VEGF, e 0 estresse oxidativo. Como efeito
protetor aos danos produzidos pela isquemia e injaria inflamatéria da movimentacéao
ortodéntica, pode haver a producéo de enzimas antioxidantes, como a hemeoxigenase (HO-1),
pela regulacdo do fator nuclear eritroide 2, relacionado ao fator 2 (Nrf2) (KANZAKI et al.,
2015).
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O lado de compressdo é caracterizado como um sitio de reabsor¢cdo 6ssea, em que
se destacam os papéis do Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANK) e seu respectivo
ligante (RANKL). Este se encontra expresso em células estromais, osteoblastos e ostedcitos, e
se associa ao seu receptor (RANK), culminando na diferenciacdo e ativacdo osteoclastica.
Entretanto, esta ligacdo pode ser inibida por outra molécula, a osteoprotegerina (OPG), o que
induz a apoptose osteoclastica (BOYCE; XING, 2007; YAMAGUCHI, 2009; NAKASHIMA
et al., 2011). A fim de evidenciar a fun¢cdo do RANKL na movimentacdo ortodéntica, Shoji-
Matsunaga et al. (2017) propuseram a administracdo de um anticorpo anti-RANKL, o qual foi
injetado localmente na gengiva de camundongos. Os autores constataram que houve uma menor
taxa de deslocamento dentério, confirmando a atividade reabsortiva desse marcador. Em
relacdo a OPG, Fernandez-Gonzalez et al. (2016) constataram que a injecao de altas doses desse
marcador em ratos (5 mg/kg, 2 vezes na semana) provocou uma reducdo da taxa de
movimentacdo dentéria.

Sabe-se que o eixo RANK-RANKL pode ser regulado por mediadores
inflamatorios, como PGEz, TNF-a, IL-1, I1L-6 e IL-17 (LIU et al., 2006; ZUPAN; JERAS;
MARC, 2013; KIM et al., 2015; WU et al., 2017). Além disso, a diferenciacdo osteoclastica
também é regulada pelo fator estimulador da colénia de macréfagos (M-CSF), o qual se liga ao
receptor c-Fms e favorece a proliferacdo e sobrevivéncia de pré-osteoclastos (ROSS, 2006). De
fato, Kitaura et al. (2009) observaram que um anticorpo anti-c-Fms inibiu de forma significante
a osteoclastogénese e a reabsorcéo radicular durante a movimentacao ortodontica.

O lado de tracdo é caracterizado pelo processo de formacao dssea (ARIFFIN et al.,
2011), na qual participam genes osteogénicos, como RUNX2 (KAWARIZADEH et al., 2005;
KOMORI, 2010). Han e He (2015) observaram a expressao desse gene nos tecidos periodontais
de ratos ap6s a aplicacdo de uma forca ortodéntica e atingiu niveis elevados apos sete dias de
movimentagdo. Nesse processo, também se destacam vias importantes como Wnt/B-catenina
(PREMARAJ; SOUSA; PREMARAJ, 2011). Wnt se associa com o receptor Frizzled e o
correceptor de lipoproteina (LRP). Estes receptores, por sua vez, irdo transduzir um sinal para
outras proteinas intracelulares, como a proteinas Dishevelled (Dsh), glicogénio sintase quinase-
3B (GSK-3) e B-catenina. Entdo, havera a translocagdo da f-catenina para o nudcleo, e sua
associacdo com o fator de transcricdo de células T/fator potencializador de ligagéo linfoide tipo
1 (TCF/Lefl) e a ativagdo de varios genes, como a OPG. Como antagonistas dessa via,
destacam-se a esclerostina (SOST) e Dickkopf (DKK), os quais inibem a via Wnt ao se ligarem
aos LRP (WANG et al., 2014; TAMURA; NEMOTO, 2016). Considerando essas informacdes,
Shu et al. (2017) objetivaram identificar o padréo da expressdao de SOST no osso alveolar
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durante a movimentacdo dentéria. Esses autores observaram que houve um decréscimo na
expressdo desse marcador no lado de tragdo apds um dia de movimentacdo, e esses niveis se
mantiveram estaveis até o 28° dia. Entretanto, no lado de compressdo, essa expressao
encontrou-se elevada de forma significativa até o sétimo dia. Além disso, em animais knockout
para SOST, houve uma menor marcagdo para fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP), a
qual representa um marcador para atividade osteoclastica, e RANKL.

A Proteina Morfogenética Ossea tipo 2 (BMP-2) e o Fator de Transformagcéo de
Crescimento B (TGF-B) consistem em outros fatores essenciais para a osteogénese, visto que
aumentam a transcri¢dao de genes que induzem a diferenciacdo osteoblastica (CHEN; DENG,;
LI, 2012). A fosforilacdo de receptores de TGF- 3 ou BMP promove a ativagdo de SMADS.
Além disso, esses fatores de crescimento podem interagir com a via de proteinas quinase
ativadas por mitégenos (MAPK) (REDLICH; SMOLEN, 2012; RAHMAN et al., 2015). Han e
He (2016) demonstraram uma deteccdo da imunomarcacdo e expressdo de BMP-2 no
periodonto de ratos submetidos a movimentacdo dentaria, e esses resultados foram exacerbados
nos grupos submetidos a movimentagcdo associada com a piezocirurgia. Quanto ao TGF-j,
Castroflorio et al. (2017) objetivaram avaliar a expressdo desse marcador no fluido crevicular
gengival de pacientes utilizando alinhadores invisiveis para a distalizagdo do segundo molar.
Esses autores detectaram maiores niveis de TGF-p no lado de tragdo apds trés semanas de
movimentacao.

Estudos tém demonstrado a funcdo de outros fatores de crescimento no processo de
remodelacdo dssea. GOtz et al. (2006) constataram uma imunomarcacgdo importante para o fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF) em macrofagos, osteoclastos e odontoclastos,
presentes em areas 6sseas reabsorvidas ou na superficie radicular. Esse fator também é
responsavel por estimular a proliferacdo de células-tronco mesenquimais e diferenciacéo
osteogénica, podendo exercer efeitos osteoanabdlicos, via ativacdo de MAPK (WANG;
BIKLE; CHANG, 2013). Saloméo et al. (2014) identificaram a imunomarcacao para fator de
crescimento fibroblastico tipo 2 (FGF-2) no ligamento periodontal de animais submetidos a
movimentacdo dentéria, sugerindo que esse fator exerceria um papel importante na organizacéo
do periodonto.

As cascatas de sinalizacdo e mecanismos envolvidos nos processos de reabsorcéo e

formacgéo 0ssea estdo resumidos na Figura 1.
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Figura 1. Cascatas de sinalizacdo e mecanismos envolvidos nos processos de reabsor¢do e formacéo
Ossea nos lados de compressao e tracdo, respectivamente.
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transformante de crescimento beta); PTH (paratorménio); BMPs (proteina morfogenética 0ssea); OPG
(osteoprotegerina); RANK (receptor do ativador do fator nuclear kB); RANKL (ligante do receptor ativador do
fator nuclear kB); M-CSF (fator estimulador da coldnia de macréfagos).

Imagens: Servier imagens. Adaptado de: Redlich e Smolen (2012); Boyce e Xing, 2007; Andrade Jr., Taddei e
Souza, 2012.

A partir dos mecanismos abordados relacionados & movimentagao ortoddntica, entende-
se que h& complexidade nos processos inflamatdrios e de remodelacdo éssea. Assim, existe
necessidade de estudos em animais e em humanos que mostrem o papel de citocinas e

marcadores 6sseos na progressdo do deslocamento dentario.
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2 JUSTIFICATIVA

Na prética ortodéntica, vem crescendo o uso de dispositivos de ancoragem absoluta,
como 0s mini-implantes, visto que eles produzem movimentacfes com efeitos reacionais
indesejaveis minimos. Para compreender a correta fisiologia 0ssea nesse processo, destacam-
se 0s estudos em animais, os quais podem ser submetidos & MDI.

A MDI pode ser realizada de diferentes formas. Entre os métodos mais utilizados
destaca-se a instalacdo de uma mola fechada, fixada aos incisivos superiores. Alguns estudos
tém proposto a ancoragem com mini-implantes, visto que eles possibilitam movimentagdes por
periodos maiores e mensuragGes mais confidveis da taxa de deslocamento dentério do molar
superior esquerdo no sentido mesial.

Entre os processos envolvidos na MDI, destacam-se os processos inflamatorios e
reabsortivos, que irdo culminar no deslocamento dentario. Para que esse processo 0cCorra,
também é importante o remodelamento do colageno no periodonto. Apesar de ser possivel
encontrar na literatura muitos achados sobre esses mecanismos, ainda sao escassos 0s estudos
comparando os modelos desenvolvidos para a movimentacdo dentéria. Logo, torna-se
importante discutir as principais diferencas, vantagens e desvantagens sobre as duas formas de
ancoragens, dentaria ou absoluta em mini-implantes. Ademais, é importante verificar se nesses
modelos de ancoragem absoluta ocorre perda de estabilidade no dispositivo, e qual seria o
melhor tempo para o curso do processo de deslocamento dentério.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Quantificar a movimentacdo dentaria induzida com dois diferentes tipos de

ancoragem em ratos, por meio dos achados dimensionais, radiograficos e histologicos.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar as alteracBes histoldgicas pulpares e periodontais nos molares dos animais
submetidos a MDI no Gl e GM, nos periodos de 7, 14 e 21 dias;

e Avaliar a tipificagdo do colédgeno das hemiarcadas submetidas a MDI por meio de
andlise histoquimica, nos periodos de 7, 14 e 21 dias;

e Comparar a efetividade dos métodos de ancoragem.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Selegdo de animais

Baseado no estudo de Karras et al. (2009), em que se observou uma diferenca
significante entre 0s grupos na analise macroscopica, realizou-se o calculo amostral
considerando o intervalo de confianga de 95% e poder de confianca de 80%. A partir desse
calculo, obteve-se o nimero de 11 animais por grupo.

Foram selecionados 66 ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 180 e 220
gramas, adquiridos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e examinados
previamente quanto as condic¢Oes de saude geral. Esses animais foram mantidos em caixas
acrilicas transparentes com serragem e livre acesso a comida e a agua, em temperatura de 24°C
e ciclos de claro/escuro de 12 horas. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (ANEXO).

4.2 Delineamento do estudo

Os animais foram divididos em dois grupos, grupo Incisivo (Gl) (n=33) e grupo
Mini-implante (GM) (n=33). Aplicou-se uma forca de 50 cN, por meio de um tensidbmetro
(Morelli®), para a mesializacio dos molares superiores, por meio de uma mola fechada de CrNi,
fixada em torno dos incisivos superiores (GI) (Figura 2) ou ancorada em mini-implante (GM)
(Figura 3), através de um fio de amarrilho redondo. Esse mini-implante foi instalado a uma
distancia de 2 mm do incisivo superior direito, pela palatina. O primeiro molar superior direito
de ambos o0s grupos ndo recebeu forca ortodoéntica, servindo como controle, grupo controle
(GC) (n=66) (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2016; KAIPATUR et al., 2013; OLIVEIRA
etal., 2014).
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Figura 2. Desenho esquematico do modelo de movimentacdo dentéria induzida com fixagdo nos
incisivos superiores.

‘ Incisivo
Mola de CrNi superior

Molar superior
esquerdo

Fonte: Adaptado de Wang et al. (2014).

Figura 3. Desenho esquematico do modelo de movimentacdo dentéria induzida com ancoragem em
mini-implantes.

Fonte: Adaptado de Kawazoe et al. (2012).

Nos periodos de 7, 14 e 21 dias apds a aplicacdo da forca ortodéntica, 11 animais
de cada grupo foram submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica e posteriores analises
morfoldgica e histoquimica (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2016)

A Figura 4 ilustra um esquema com a distribuicdo dos animais entre 0s grupos.



24

Figura 4. Esquema demonstrando a divisdo dos animais entre 0s grupos.
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Fonte: Autora.

4.3 Instalacao e ativacao do aparelho ortodéntico

Antes da aplicacdo das forgas ortodonticas, os ratos foram anestesiados, por via
intraperitoneal, com uma combinacdo de Quetamina 90mg/Kg e Xilazina 10mg/Kg. Apds o
efeito da anestesia, em ambos 0s grupos foi instalado um abridor de boca, com a finalidade de
facilitar o acesso a cavidade oral do animal durante os procedimentos operatorios.

O sistema de forca aplicado nos dois grupos foi composto de duas secc¢des de fio de
amarrilho 0,020 (Morelli®) e uma mola fechada de CrNi de 6 mm (Morelli®).

Na regido anterior, no Gl, o fio de amarrilho foi instalado e trancado para a fixagédo
na regido vestibular dos incisivos com o auxilio de um porta-agulha Mathieu (Golgran®). Para
melhor fixacdo do fio de amarrilho no dente, o esmalte dentério foi condicionado com acido
fosfdrico a 37% (Alpha Acid®, DFL) por 30 segundos, seguido de aplica¢do de adesivo e resina
composta. A mola foi fixada entre os molares superiores e incisivos superiores, com uma
ativacdo de 50 cN (NAKANO et al., 2014).

No GM, foi instalado o mini-implante autoperfurante (SIN® 1.4x 6.0 mm) com
auxilio de chave de médo (SIN®), localizado a uma distancia de 2 mm da distal do incisivo
superior direito, pela palatina. Entéo, prosseguiu-se com a colocagdo da mola fechada no molar
superior esquerdo. A mola foi ativada com uma forga de 50 cN e ancorada no mini-implante.

Finalizada a instalacdo do dispositivo, os animais foram monitorados quanto a
hipotermia e a afericdo dos sinais vitais. Ap0s a recuperacdo anestésica, os animais foram
acomodados novamente em suas caixas e receberam ragdo em po nas primeiras 48 horas apos

0 procedimento de instalagdo dos dispositivos para MDI.
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4.4 Mensuracdo da movimentacdo dentaria (medidas macroscopicas)

Para a analise macroscopica do grupo submetido a ancoragem dentaria (GI), foram
obtidas trés medidas (A, B e C) a partir de um paquimetro digital (MTX®). A medida A
correspondia a distancia entre a palatina dos incisivos superiores na regido interproximal e o
molar esquerdo. A medida B correspondia a distancia entre a palatina dos incisivos superiores
na regido interproximal e o molar direito. A medida C correspondia a distancia intermolar. Apos
a obtencdo dessas medidas, no dia da instalacdo do dispositivo, bem como no dia da eutanasia,
foram calculadas as areas dos respectivos triangulos formados (Figura 5).

Para a analise macroscdpica do grupo submetido a ancoragem com mini-implantes
(GM), foram obtidas as medidas em milimetros, por meio de um paquimetro digital entre 0 Ml
e o molar esquerdo, a fim de observar sua mesializacéo. Para verificar a eficacia da ancoragem,
foram obtidas as distancias da distal do incisivo superior direito ao mini-implante no dia da
instalagdo do dispositivo, bem como na eutanasia (Figura 6) (SILVA, 2021; ESTANISLAU,
2019).

Figura 5. Mensuracdo por paquimetro digital do grupo submetido & movimentacao dentaria induzida
com ancoragem dentéria.

Fonte: Autora
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Figura 6. Mensuracdo por paquimetro digital do grupo submetido & movimentacao dentaria induzida
com ancoragem absoluta.

Fonte: Autora

4.4 Analise histologica

No dia da eutanasia, as maxilas foram removidas e separadas na sutura palatina para
obten¢édo das hemiarcadas direita (controle) e esquerda. Estas foram fixadas em formol 10%
durante 24 horas e seguiram para o procedimento histolégico. Para tanto, foram
desmineralizadas em EDTA 10% por 40 dias, com trocas semanais. As hemiarcadas foram
incluidas em parafina, para a obtencdo de cortes de 4 um através de um micrétomo
semiautomatico Leica®. Posteriormente, foram coradas com hematoxicilina e eosina. A analise
histolégica foi realizada no Laboratério de Patologia Bucal do Departamento de Clinica
Odontoldgica da UFC, onde foram observadas e descritas as caracteristicas histologicas
detectadas em cada tempo da movimentacdo dentaria. O espaco decorrente da movimentacao
dentaria, compreendido entre o primeiro e 0 segundo molares superiores esquerdos, foi
mensurado com o uso de uma régua histologica (Zeiss) calibrada com 1 mm em nivel da juncao
amelocementaria. Além disso, os primeiros molares superiores esquerdos foram examinados
para diagnosticar o estado pulpar e o periodontal de acordo com 0s sinais ou critérios
morfologicos descritos a seguir (ESTANISLAU, 2019):

Fendmenos pulpares
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Desorganizacdo da camada odontoblastica

Vacuolizagéo celular

Edema

Congestdo vascular

Hemorragia

Infiltrado inflamatorio  (leucocitdrio com polimorfonucleares neutréfilos e

mononucleares)

Os escores pulpares foram atribuidos de acordo com a intensidade dos seguintes

achados:

» 0: sem alteracOes pulpares (organizacdo da camada de odontoblastos, formacao de pré-

dentina, congestdo vascular ocasional, presenca de células fusiformes).

1: desorganizacgdo da camada de odontoblastos, vacuolizagéo celular, discreta congestao
vascular, leve edema.

2: desorganizacao da camada de odontoblastos, vacuolizacdo celular, moderado edema,
moderada congesté@o vascular, hemorragia, presenca de discreto a moderado infiltrado
inflamatorio.

3. desorganizacdo da camada de odontoblastos, vacuolizacdo celular, moderada a

intensa congestdo vascular, intenso edema, presenca de intenso infiltrado inflamatorio.

Fendmenos periodontais

Congestao vascular

Hemorragia

Infiltrado inflamatdrio neutrofilio e/ou mononuclear
Reabsorc¢do 6ssea com ou sem visualizacdo de osteoclastos
Hialinizag&o do ligamento periodontal

Reabsorc¢éo dentinaria e/ou cementaria

Os escores periodontais foram atribuidos de acordo com a intensidade dos achados

seguintes:

» 0. Auséncia de alteragdes periodontais (fibras colégenas integras, crista 0Ossea

preservada, ocasionais vasos ectasicos, epitélio juncional constituido por poucas

camadas celulares.
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> 1: Migracéo e discreta hiperplasia do epitélio juncional, presenca de discreto infiltrado
de células mononucleares, preservacdo parcial e superficial das fibras colagenas,
reabsorcéo parcial da crista 0ssea, ocasionais vasos ectasicos.

» 2: Migracdo e hiperplasia do epitélio juncional, presenca de discreto a moderado
infiltrado neutrofilico e de células mononucleares, destruicdo parcial das fibras
coldgenas, hialinizacdo do ligamento periodontal, reabsorcdo déssea com ou sem
visualizacdo de osteoclastos, vasos ectasicos.

» 3. Migracdo e hiperplasia do epitéelio juncional, presenca de moderado a intenso
infiltrado neutrofilico e de células mononucleares, destruicdo das fibras colagenas,
hialinizacdo do ligamento periodontal, reabsorcdo 6ssea com ou sem visualizacdo de

osteoclastos, vasos ectasicos, hemorragia, reabsorcdo dentinaria e/ou cementaria.

4.6 Analise radiogréfica

As hemiarcadas de todos os grupos foram radiografadas em aparelho de raioX
convencional (Sirona Dental®, 6A-5A) acoplado ao sistema de captura digital de imagem
Digora®. A técnica radiografica empregada foi a do paralelismo (cone longo) utilizando-se
posicionador com localizador. As hemiarcadas dos lados direito (controle) e esquerdo
(submetidas a MDI) foram posicionadas paralelamente ao filme radiografico, e a distancia foco-
filme constituiu-se de 10 cm. O tempo de exposicdo foi estabelecido em 0,18 segundos. As
radiografias foram exportadas para o formato de imagem .jpeg para analise quantitativa da
distancia interproximal entre primeiro e segundo molares superiores por meio do software de
analise de imagem ImageJ®. Foram realizadas mensura¢fes em triplicada do espaco
interproximal entre primeiro e segundo molar, na altura da juncdo cemento esmalte, por meio
do comando de selegdo de &rea livre (Freehand selections). A medida final foi aquela
correspondente & média das trés mensuracdes (FERREIRA JUNIOR, 2016).

4.7 Andlise histoquimica

Para esta analise, cortes com 3 pum foram obtidos das hemiarcadas dos animais
submetidos a MDI dos grupos Gl e GM. Logo apo6s, foram desparafinizados em estufa a 60°C
por trés horas, seguido de processamento em Xilol (trés banhos de cinco minutos cada) e alcool
para reidratacdo decrescente. As laminas foram incubadas em solucdo de picrosirius red
(ScyTek®) por 30 minutos para posterior lavagem com &cido cloridrico e contracolaracdo com
hematoxilina de Harris por 45 segundos. As laminas foram analisadas em microscopio de luz

polarizada (Leica® modelo DM 2000), o que permite visualizar areas sugestivas de colageno
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tipo 1 (maduro), com birrefringéncia amarelo-avermelhada, e de coldgeno tipo 11l (imaturo),
com birrefringéncia verde-esbranquicada.

Para a quantificacdo, foram obtidas fotomicrografias de um campo em um aumento
de 100x do ligamento periodontal e osso alveolar, as quais foram avaliadas pelo software Image
J® (ALVES et al., 2015; ANDRADE et al., 2011), apds a calibrag&o das imagens pelo comando
Color Thershold para as cores vermelha, verde e azul; os dados paramétricos foram expressos
como média * erro padrdo da média do percentual de area marcada para colagenos I e 1ll.

As imagens foram convertidas para as cores de 8-bits para a mensuracdo da
porcentagem de area de colageno marcada em vermelho. Apds o ajuste da polarizacdo de luz
foram ajustadas as cores para vermelho, verde e azul.

Para a marcacdo do colageno tipo | e tipo 1, ap6s a conversdo das imagens para
escala de 8 bits, foi mensurada a porcentagem de area de colageno marcada em amarelo-
avermelhado e verde-esbranquicado. Esta ultima birrefringéncia foi obtida pela subtracdo da
regido total marcada em vermelho e a &rea marcada unicamente pela cor amarelo-avermelhada
(ANDRADE et al., 2011; ALVES et al., 2015).

4.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Kolmogorov-Smimov e
Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram apresentados como média + EPM e foram
avaliados pela Analise de Variancia (ANOVA) seguida de po6s-teste de Bonferroni. Os dados
ndo paramétricos foram apresentados como mediana seguida de seus valores extremos, e froam
aplicados os Testes de Kruskall-Wallis e Dunn. Além disso, adotou-se o nivel de significancia
p<0,05. O software utilizado foi 0 GraphPad Prism® 6.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Mensuragao da movimentacdo dentaria (medidas macroscépicas)

5.1.1 Analise macroscépica da movimentacdo dentaria induzida com ancoragem dentaria
(GI)

Em relacdo as mensuragdes obtidas por meio do paquimetro digital, observou-se
que houve uma reducdo da medida A, em todos os tempos, de forma significante, em relagéo
ao dia 0 (DO) (7d — p<0,0001; 14d — p<0,0001; 21d — p=0,0006) (Figura 7A). A mesma
ocorréncia foi observada em relacdo a medida B (Figura 7B), sugerindo que a movimentagédo
dentéria induzida da hemiarcada esquerda ocorreu pela mesializagdo do molar esquerdo, porém
houve também uma palatinizagdo dos incisivos superiores, visto que a distancia B foi reduzida
em todos os dias experimentais. Quanto a medida C, observa-se que nao houve diferenca
significante da distancia intermolar em nenhum dos tempos experimentais (Figura 7C). Apds o
calculo para a obtencdo da area do triangulo formado pelas medidas A, B e C, houve um
decréscimo significante, em relacdo ao DO (7d — p<0,0001; 14d — p=0,0065; 21d — p=0,0013)
(Figura 7D). Ndo houve diferenca estatistica da distancia A, entre os dias avaliados, sugerindo

gue, macroscopicamente, houve um pico de movimentacao a partir de 7 dias.

Figura 7. Anélise macroscépica da movimentacdo dentaria induzida com ancoragem dentaria. (A)
Distancia entre molar esquerdo e regido palatina e interproximal dos incisivos superiores. (B) Distancia
entre molar direito e regido palatina e interproximal dos incisivos superiores. (C) Distancia intermolar.
(D) Area obtida pelas trés medidas.
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5.1.2 Analise macroscépica da movimentacgdo dentaria induzida com ancoragem em mini-
implantes (GM)

No que se refere as medidas obtidas nos grupos de ancoragem absoluta, observou-
se que houve uma reducdo significante da distancia entre molares superiores esquerdos e mini-
implantes, em relacdo ao DO (7d — p=0,0002; 14d — p<0,0001; 21d — p=0,0003) (Figura 8A).
Ainda, houve um decréscimo significante da mensuracdo obtida entre molares superiores
esquerdos e a regido interproximal e palatina dos incisivos superiores (7d — p= 0,0054; 14d —
p=0,0018; 21d — p=0,036) (Figura 8B). A partir desses dois graficos, constatou-se uma
mesializagdo dos molares superiores esquerdos em todos os tempos experimentais dos animais
submetidos a ancoragem absoluta com MI. Entretanto, ao ser avaliada a eficacia da ancoragem
do M, detectou-se que, até o 14° dia, ndo houve diferenca significante da medida entre incisivo
central direito e MI (p>0,05), quando comparado ao DO, confirmando a permanéncia de

ancoragem. Apés 21 dias de movimentagdo, constatou-se um aumento significante dessa
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medida, indicando uma perda de ancoragem (p<0,0001) (Figura 8C). Ainda, ndo houve
diferenca significante na medida A entre os dias 7, 14 e 21 dias, sugerindo que,

macroscopicamente, a movimentagdo obteve o0 seu pico no periodo de 7 dias.

Figura 8. Anélise macroscopica da movimentacdo dentaria induzida com ancoragem em mini-implantes.
(A) Distancia entre molar esquerdo e mini-implante. (B) Distancia entre molar esquerdo e regido
palatina e interproximal dos incisivos superiores. (C) Distancia entre mini-implante e distal do incisivo
superior direito.
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5.2 Andlise histolégica

Para observar os efeitos da movimentacdo dentaria induzida com ancoragem
dentaria e absoluta, foram atribuidos escores por meio da visualiza¢ao das laminas histolégicas.
A andlise estatistica mostrou diferenca significativa (p<0,0001) dos parametros periodontais
entre 0s grupos experimentais e o grupo controle, porem sem diferenga significante entre 0s
grupos experimentais. Quanto aos parametros pulpares, houve diferenca significante em relagéo
ao grupo controle apenas no periodo de 21 dias no Gl e GM (Tabela 1).

Ademais, foram realizadas fotomicrografias com aumento de 50 e 100 vezes da
regido interproximal entre o primeiro e o segundo molares e da regido de furca do primeiro
molar superior. No grupo controle, constatou-se uma integridade do periodonto, com
preservacdo da crista 6ssea. No grupo experimental com MDI e ancoragem dentéria no periodo
de 7 dias, detectou-se um comprometimento do periodonto de protecdo, bem como uma
reabsorcao da crista 6ssea e radicular da raiz distovestibular e, ainda, como a presenca de areas
hialinas, que sugerem uma necrose local do ligamento periodontal. Em 14 dias, a reabsorc¢éo
radicular e da crista 6ssea se mostou mais presente, porém houve uma reducao da visualizacdo
de areas hialinas. Em 21 dias, houve uma reabsorcdo da crista 6ssea e mdltiplos focos de
reabsorcao radicular (Figura 9). Além disso, no grupo de 21 dias, alguns animais apresentaram
alguns fendmenos pulpares, como desorganizagdo na camada de odontoblastos, vacuolizagéo
celular, discreta congestéo vascular e leve edema.

Nos animais submetidos a MDI com ancoragem absoluta, foi possivel detectar uma
reabsorcéo radicular e da furca em todos os grupos experimentais, porém isso foi mais marcante
nos grupos de 14 e 21 dias (Figura 10). Assim, como no grupo de ancoragem dentaria, em 21
dias, também foram detectados alguns fenébmenos pulpares.
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Tabela 1 — Escores histologicos referentes aos efeitos da movimentagdo dentaria com ancoragem
dentéria e absoluta em relacdo a polpa e ao periodonto.

Parametros | Polpa Periodonto

Grupos

Controle 0 (0-0) 0 (0-0)
MDI (7 dias) — Gl 0 (0-1) 2 (2-3)*
MDI (14 dias) — Gl 0(0-1) 3(2-3)*
MDI (21 dias) — Gl 1(0-1)* 3(3-3)*
MDI (7 dias) - GM 0 (0-0) 3(1-3)*
MDI (14 dias) - GM 0 (0-0) 3(3-3)*
MDI (21 dias) — GM 1(0-1)* 3(3-3)*

Na eutanasia, foram obtidas Iaminas histoldgicas, e a partir da observacao delas, foram obtidos escores
de acordo com os parametros analisados na polpa e no periodonto. Os valores representam escores de
hemiarcadas direitas (controle) e de hemiarcadas submetidas a movimentacao dentéaria em 7, 14 e 21
dias com ancoragem dentéria (AD) e absoluta (MI). *p<0,05 em relacdo ao Controle. Teste de Kruskal-
Wallis e po6s-teste de Dunn



35

Figura 9. Fotomicrografias do corte longitudinal das hemiarcadas do lado direito, grupo controle
(imagens A, B e C) e do lado esquerdo submetidas a MDI com ancoragem dentaria nos periodo de 7
dias (imagens D, E e F); 14 dias (G, H e I); 21 dias (J, K e L). Seta azul (reabsorcéo da crista 6ssea);
seta verde (reabsorcao radicular); Seta amarela (&rea hialina).

Controle

7 dias

14 dias

21 dias

Aumento de 50x da regido interproximal dos molares superiores (imagens A, D e J). Aumento
de 100x da regido inteproximal dos molares superiores (imagens B, E e K). Aumento de 50x
da regido de furca dos primeiros molares superiores (imagens C, F e L).
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Figura 10. Fotomicrografias do corte longitudinal das hemiarcadas do lado direito, grupo controle
(imagens A, B e C) e do lado esquerdo submetidas a MDI com ancoragem absoluta (MI) nos periodo de
7 dias (imagens D, E e F); 14 dias (G, H e I); 21 dias (J, K e L). Seta azul (reabsorcao da crista 6ssea);
seta verde (reabsorcao radicular); Seta amarela (area hialina).

Controle

14 dias

21 dias

Aumento de 50x da regido interproximal dos molares superiores (imagens A, D, G e J). Aumento de 100x da
regido inteproximal dos molares superiores (imagens B, E, H e K). Aumento de 50x da regido de furca dos
primeiros molares superiores (imagens C, F, I e L)
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5.3 Medidas histoldgicas da regido interproximal de molares superiores esquerdos

A distancia entre molares superiores esquerdos também foi verificada por meio da
obtencdo de laminas histoldgicas. Observou-se que, apés 7, 14 e 21 dias de MDI com
ancoragem em MI, houve um aumento significante da distancia entre primeiro e segundo
molares, quando comparados ao grupo controle. Resultados semelhantes foram constatados no
grupo de ancoragem dentaria (GI) (p<0,0001) (Figura 11). Ndo houve diferenca significante

entre as diferentes formas de ancoragem em cada periodo experimental.

Figura 11. Medidas histoldgicas das hemiarcadas direitas (grupo controle) e hemiarcadas esquerdas
submetidas & MDI com ancoragem dentaria (Gl) e com MI (GM).
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*p<0,05 em rela¢do ao controle. ANOVA, pés-teste de Tukey.
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5.4 Analise radiogréfica

Apos a obtencdo das radiografias periapicais, foram quantificadas as distancias
interproximais entre o primeiro e o segundo molares superiores do lado esquerdo. Observou-se
que, no grupo submetido a MDI com ancoragem em MI (GM), houve um aumento significante
dessa mensuracao nos tempos de 14 e 21 dias, em relacdo as hemiarcadas controles (p<0,0001).
No GlI, houve um aumento significante dessa medida em 21 dias (p<0,0001). Ainda, no periodo
de 14 dias, houve uma diferenca significante em relagdo aos grupos GM e Gl (p=0,0145),
sugerindo que, nesse periodo, houve uma maior taxa de deslocamento dentario no grupo com

ancoragem absoluta (GM) (Figuras 12 e 13).

Figura 12. Analise radiografica das hemiarcadas direitas (grupo controle) e hemiarcadas esquerdas
submetidas & MDI com ancoragem dentéria (GI) e com Ml (GM).
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Figura 13. Radiografias das hemiarcadas direitas (grupo controle) e hemiarcadas esquerdas submetidas
a MDI com ancoragem dentéaria (GI) e com M1 (GM).
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5.5 Correlacéo entre as andlises histoldgicas e radiograficas

Houve uma correlacdo positiva entre as medidas obtidas nas analises histologicas e
radiogréaficas (p=0,0096; r=0,3241). Além disso, na analise de medida de erro de Dahlberg, o
coeficiente correspondeu a 0,18, confirmando essa correlacdo. Ademais, considerando o0s
achados dimensionais histologicos e radiograficos, observou-se que a andlise histoldgica se
mostrou mais sensivel na deteccdo das diferengas entre os tempos experimentais, visto que, a
partir de sete dias, ja houve um aumento significante da distancia entre o primeiro e o segundo

molares, em nivel microscépico.
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Figura 14. Correlacdo entre as analises histoldgicas e radiogréaficas.
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5.6 Quantificacdo de colageno total, Tipo I e Tipo 111 (Analise histoquimica)

Observou-se um aumento significante no coladgeno total apds 21 dias de
movimentacdo dentaria com ancoragem dentéria (GI) (p= 0,0436) e em mini-implantes (GM)
(p= 0,0028) em relacdo ao Controle. Ao avaliar a quantificacdo de colageno tipo | e tipo Ill,
constatou-se que houve um aumento do colageno tipo I no periodo de 7 dias (p= 0,0211) em
relacdo ao controle. Nos demais grupos, ndo houve diferenca significante. Em relacdo ao
colageno tipo Il1, observou-se um aumento significante nos periodos de 14 e de 21 dias no GM
(p= 0,0199; 0,0012, respectivamente) em relacdo ao controle (Figura 15).

As fotomicrografias foram obtidas da regido interproximal entre o primeiro e 0
segundo molares para quantificar o colageno total, tipo | e tipo I1l. Na figura 16, apresentam-
se fotomicrografias dos grupos submetidos a ancoragem dentaria nos periodos de 7, 14 e 21
dias. Observa-se que, no grupo de 21 dias, ha um aumento das fibras colagenas. Na figura 17,
apresentam-se as fotomicrografias dos grupos submetidos a ancoragem absoluta nos periodos
de 7, 14 e 21 dias. E possivel observar um aumento das fibras colagenas, principalmente da cor

verde (colageno tipo I1), nos dias 14 e 21.
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Figura 15. Quantificacdo do colageno total, tipo | e tipo Il por Picrosirius das hemiarcadas direitas
(controle) e esquerdas submetidas & MDI com ancoragem dentaria (Gl) ou absoluta (GM).
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Figura 16. Fotomicrografias do corte longitudinal das hemiarcadas do lado direito, grupo controle
(imagens A e B) e do lado esquerdo submetidas a MDI com ancoragem dentaria nos periodos de 7 dias
imagens C e D); 14 dias (E e F); 21 dias (G e H). B, D, F e H com luz polarizada.
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Figura 17. Fotomicrografias do corte longitudinal das hemiarcadas do lado direito, grupo controle
(imagens A e B) e do lado esquerdo submetidas a MDI com ancoragem absoluta nos periodos de 7 dias
imagens C e D); 14 dias (E e F); 21 dias (G e H). B, D, F e H com luz polarizada.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo discutir as principais diferencas entre dois
modelos de MDI com ancoragens diferentes. Estudos prévios ja descreveram modelos distintos
de MDI. Entretanto, ainda € escassa a comparacdo de dois modelos com diferentes formas de
ancoragem, a fim de determinar qual deles seria mais efetivo na mesializacdo do molar, com
menos efeitos indesejaveis. Neste estudo, foi realizada a comparacdo da fixagdo da mola com
duas ancoragens dististas por meio da obtencdo de achados dimensionais, radiograficos e
histologicos.

Nas medidas macroscopicas, observou-se que a ancoragem dentaria promoveu uma
mesializagcdo do molar esquerdo em todos os tempos estudados, quando comparada ao dia da
instalacdo do dispositivo. Entretanto, a movimentacdo também causou uma palatinizacdo dos
incisivos superiores. De fato, 0 modelo tradicional com ancoragem dentaria, apesar de ser ainda
um dos mais utilizados por apresentar uma fécil acessibilidade na fixa¢do da mola, pode estar
relacionado a algumas intercorréncias, como decréscimo no processo normal de erupcao do
incisivo, perda de vitalidade pulpar e modificacdo no vetor de forca devido a erupcéo continua
dos incisivos, com consequente perda de ancoragem (DREVENSEK et al., 2009; GONZALES
etal., 2008; KAIPATUR et al., 2013; REN; MALTHA; KUJIPERS-JAGTMAN, 2004).

Essas distancias foram mensuradas por meio de um paquimetro digital. Na
literatura, existem outros métodos para a avaliagdo macroscopica, como calibradores de espacgo
interproximal (MARQUEZAN:; BOLOGNESE; ARAUJO, 2010) e moldagens (ARAUJO et
al., 2018). Choi et al. (2010) também realizaram medidas macroscépicas entre a mesial do molar
superior até a juncdo amelocementaria dos incisivos superiores. A partir desses resultados,
encontraram uma movimentacao inicial até o terceiro dia de movimentagdo, um atraso entre 0s
dias 3 e 7, e uma movimentacao maior entre os periodos de 7 a 14 dias. Apesar desses achados
importantes, os autores ndo avaliaram a perda de ancoragem dos incisivos superiores. Logo, é
necessario pontuar que a reducdo da distancia entre molares superiores e incisivos nao esta
diretamente indicando uma movimentagdo pura de molares, visto que pode ocorrer uma
inclinacdo dos incisivos para palatina.

Para evitar essas desvantagens, pode-se optar pela fixacdo da mola a dispositivos
de ancoragem temporaria, como os mini-implantes. Conforme observado no grupo de
ancoragem dentaria, também houve uma reducdo da distancia entre molares superiores
esquerdos e mini-implantes. Resultados semelhantes foram constatados nas medidas entre

molares superiores esquerdos e regido interproximal e palatina dos incisivos superiores,



45

sugerindo uma mesializacdo desses dentes. A permanéncia de ancoragem ocorreu até o 14° dia.
Entretanto, no 21° dia, houve uma perda de estabilidade indesejavel do mini-implante,
sugerindo que, nesse periodo, ndo houve uma mesializacdo pura do molar. Assim, na MDI
realizada com ancoragem absoluta, promoveu-se uma mesializacdo pura do molar superior
esquerdo, sem a inclinacdo dos incisivos para a palatina, evitando efeitos colaterais de perda de
ancoragem até o 14° dia. Segundo Romano e Consolaro (2014), a instabilidade desses
dispositivos ocorre por motivos ainda nao totalmente elucidados. Porém, é preciso considerar
alguns fatores, como areas com 0sso alveolar reduzido, tamanho dos mini-implantes e local de
instalacdo. No presente trabalho, optou-se pela instalagdo de um mini-implante autoperfurante
de diametro de 1,4 mm e comprimento de 6 mm. Essas dimensdes foram as menores
encontradas de dispositivos comercializados nacionalmente. Estudos prévios também
utilizaram dispositivos com dimensdes semelhantes, como os de Fernandez-Gonzales et al.
(2016) e Kawazoe et al. (2012).

No presente trabalho, foram detectadas alteragdes pulpares leves nos animais
submetidos a MDI por 21 dias em ambas as formas de ancoragem. Corroborando esses achados,
Massaro et al. (2009), ao avaliar alteracdes pulpares por um periodo de 7 dias utilizando a
ancoragem dentaria, também ndo encontraram alteracGes degenerativas ou inflamatorias.
Cuoghi et al. (2018) avaliaram a polpa e a dentina durante a movimentacdo dentaria com
diferentes tipos de forga. Para tanto, os animais foram submetidos a uma forca de 50 cN de
forma continua, interrompida e intermitente durante 5, 7 e 9 dias. Ndo houve diferencas
significantes observadas entre os grupos e os diferentes tipos de forca. As alteracbes pulpares
resultantes da movimentacdo dentaria foram limitadas aos eventos hemodindmicos, sem
progredirem para degeneracdo irreversivel. Em contrapartida, estudos utilizando outros
modelos de movimentacdo dentaria podem apresentar resultados divergentes. Grinheid et al.
(2007) analisaram as reacGes celulares da polpa durante a movimentacdo dentaria. Para tanto,
a movimentacdo foi induzida por uma até 168 horas pela insercao de elasticos entre o primeiro
e 0 segundo molares. A forca induzida promoveu alteragdes extensivas, porém temporarias, nos
tecidos pulpares, como proliferacdo celular, angiogénese e recrutamento de macréfagos.

No que concerne aos parametros periodontais, constatou-se que houve uma
reabsorcdo radicular, da crista Ossea interproximal e da regido de furca nos grupos
experimentais, sendo estas mais presentes no periodo de 21 dias. Sousa et al. (2021) induziram
a movimentacao dentaria por 21 dias, utilizando o modelo de ancoragem dentaria e uma forca
de 50 cN. Os autores inferiram que, nesse periodo, também foram detectadas areas reabsortivas

radiculares, o que corrobora os achados do presente trabalho. Segundo Fracalossi et al. (2009),
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os fendmenos bioldgicos que variaram mais durante o periodo de movimentacéo entre trés e
nove dias foram as &reas hialinas do ligamento periodontal e as reabsorc¢Ges radiculares. A
visualizacdo de areas hialinas apresentou-se maior no periodo de cinco dias, enquanto as
reabsorcdes radiculares foram mais demarcadas no periodo de nove dias. Em ambos os achados,
as raizes afetadas foram as distais, principalmente a distovestibular.

Para uma mensuragdo mais precisa dos espagos interproximais foram realizadas
analises radiograficas e histomorfomeétrica. Pelas radiografias periapicais, observou-se, a partir
das medicdes entre o primeiro e o segundo molares superiores esquerdos, que, Nno grupo
submetido a ancoragem absoluta, houve uma movimentacao significante a partir dos 14 dias,
enquanto no grupo de ancoragem dentéria, essa medida apresentou-se significativamente maior
no 21° dia. A hemiarcada direita foi utilizada como controle. Além disso, observou-se que, no
142 dia, houve uma maior movimentacao dentaria no grupo submetido a ancoragem absoluta,
indicando que essa ancoragem promoveu um deslocamento significativo. Logo, destaca-se mais
uma vez a relevancia da execucao desse modelo com a instalacdo de mini-implantes. Zuppardo
et al. (2019) também realizaram uma analise radiografica para constatar o deslocamento
dentario no espaco interproximal. Esses autores objetivaram quantificar a taxa de
movimentacdo em dois protocolos de corticotomia. O modelo utilizado foi 0 de movimentacéo
dentéria induzida com ancoragem dentéria na mandibula. Corroborando os achados do presente
trabalho, a taxa de movimentacdo analisada pelos graficos das radiografias foi semelhante nos
dias 7 e 14.

As medidas obtidas pela analise histoldgica, apesar de terem tido uma correlacao
significante com aquelas analisadas radiograficamente, mostrou-se mais sensivel na obtengéo
dos espacos interproximais, indicando uma movimentacao dentaria, a partir de sete dias, em
ambos 0s grupos de ancoragens, quando comparado a hemiarcada contralateral. Assim, faz-se
importante avaliar esse deslocamento dentario ndo sé por meios radiograficos, como também
histologicos, a fim de se obterem dados mais consistentes.

Para investigar os efeitos das diferentes formas de ancoragem no ligamento
periodontal durante a movimentacdo dentéria, foram observadas a distribuicdo das fibras
coldgenas por meio de uma andlise histoquimica pela incubagdo das laminas em uma solucéao
de Picrosirius red. Assim, foi possivel a visualizacdo de areas sugestivas de colageno tipo |
(amarelo-avermelhado) e colageno tipo Ill (verde-esbranquicado). Durante o processo de
movimentacdo ortoddntica, no ligamento periodontal, o qual é formado por um tecido
conjuntivo frouxo, podem ocorrer alteraces dindmicas na formagéo de colageno e no estimulo

a reabsorgéo 0ssea (FENG et al., 2016). A matriz extracelular € composta principalmente por
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colagenos tipo |, 0 mais dominante e maduro, e tipo 11 (XU et al., 2014). Enquanto o colageno
tipo I mantém a estabilidade para a posi¢éo do dente, o colageno tipo 111 pode aumentar durante
0 estagio inicial de remodelamento do colageno (LI et al., 2019; ORYAN et al., 2010). Nossos
achados demonstraram que houve um aumento do coladgeno total durante o processo de
movimentacdo, com acréscimo significante no grupo de 21 dias, em ambas as formas de
ancoragem, quando comparado ao grupo controle, confirmando a participacdo das alteracGes
da producéo de colageno no curso da movimentacao ortoddntica. Na quantificacdo de colagenos
tipo I e tipo 111, detectou-se que houve um aumento significante do colageno tipo | no grupo de
sete dias com ancoragem em mini-implante, enquanto em 21 dias, houve um aumento
significante de colageno tipo Ill. Portanto, esses achados demonstraram que a ancoragem
absoluta promoveu um maior remodelamento de colageno, quando comparado a ancoragem
dentéria.

Estudos prévios também encontraram resultados semelhantes. Li et al. (2019)
realizaram um ensaio experimental com uma mola instalada entre o primeiro molar superior
esquerdo e incisivos superiores por sete dias, a fim de estabelecer a distribuicao de estresse e 0
remodelamento das fibras da matriz extracelular na remodelacéo do ligamento periodontal. Os
autores observaram, a partir da analise por Picosirius red, que a forca ortodéntica pode alterar
a distribuicdo de tensdo do ligamento periodontal e induzir uma organizagédo desordenada e a
remodelacgdo das fibras de coldgeno na matriz extracelular do ligamento periodontal. As fibras
de colageno tipo Il imaturas aumentaram de forma significante durante a movimentacéo,
principalmente na regido apical.

Neste estudo, foi possivel encontrar resultados interessantes sobre a MDI com
diferentes formas de ancoragem. Entretanto, ainda ndo se pode afirmar, tendo-o por base, qual
tipo de ancoragem proporcionou menos reacdes teciduais indesejaveis no molar superior
esquerdo, visto que a reabsorcdo radicular encontrada nédo foi classificada em leve, moderada
ou grave. Além disso, falta investigar a presenca de marcadores 6sseos e teciduais gengivais, a

fim de se observar se ha diferencas nos dois cursos de movimentacao ortodontica.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o modelo de movimentagdo dentéria induzida
com ambas as ancoragens promoveu alteragdes teciduais importantes no periodonto, como a
reabsorcdo da crista 6ssea alveolar, a reabsor¢édo cementaria e a formacéo de areas hialinas.

Na mensura¢do da movimentacdo pelos achados macroscopicos, detectou-se que
ambos os modelos promoveram um deslocamento dentario dos molares superiores. Entretanto,
0 modelo com ancoragem em mini-implante foi mais efetivo, visto que ndo houve perda de
ancoragem, como Vvisto no modelo com ancoragem dentaria, e se caracterizou pela estabilidade
do mini-implante até o 14° dia.

Esses resultados também foram corroborados pela andlise radiografica, em que se
identificou uma movimentacdo importante a partir do 14° dia com ancoragem absoluta.
Ademais, a utilizacdo desses dispositivos mostrou-se relacionada a um aumento da

remodelagdo de colageno, principalmente o do tipo IlI.
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ANEXO

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
- FEDERAL Do CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo morfolégico e imunohistoquimico de dois tipos diferentes de ancoragem em modelo
experimental para a movimentagao dentéria induzida em ratos", protocolada sob o CEUA n? 7763310118 (o 000140), SOb a
responsabilidade de Ana Paula Negreiros Nunes Alves e equipe; llanna Mara Gomes Estanislau; Vilana Maria Adriano Aradjo -
que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na
reunido de 27/03/2018.

We certify that the proposal "Morphological and immunohistochemical study of two different types of anchorage in an
experimental model for induced tooth movement in rats", utilizing 66 Heterogenics rats (66 males), protocol number CEUA
7763310118 (10 000140), under the responsibility of Ana Paula Negreiros Nunes Alves and team; llanna Mara Gomes Estanislau;
Vilana Maria Adriano Araujo - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-
UFC) in the meeting of 03/27/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2018 a 01/2020 Area: Departamento de Clinica Odontolégica
Origem: Biotério Central da UFC

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a4 meses N: 66
Linhagem: Wistar Peso: 180a220g

Local do experimento: Os procedimentos de instalacdo dos dispositivos de ancoragem para movimentagao dentdria induzida (MDI)
serdo realizados no centro cirtrgico do Nlcleo de Pesquisa em Medicamentos (NPDM). Apds a eutandsia dos animais suas maxilas
serdo submetidas a analise histopatoldgica no Laboratério de Patologia Bucal do Departamento de Cinica Odontolégica da UFC.

Fortaleza, 13 de maio de 2018
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