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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da aplicacdo de diferentes forcas de
Movimentacdo Ortoddntica (MO) no comportamento animal e em aspectos inflamatorios
da polpa dentaria. Foram utilizados 80 ratos machos (180-220 g) Wistar (Rattus
norvegicus) aleatoriamente divididos em 5 grupos. O Grupo Sham (n=5) foi composto
por animais ndo submetidos a instalacdo do dispositivo ortodéntico nem a aplicacdo de
forcas e o Grupo Controle negativo (n=5) por animais submetidos a instalagédo do
dispositivo de movimentacdo, mas ndo a aplicacdo de forca. Trés grupos experimentais
(F1, F2 e F3; n=10/grupo) foram submetidos a instalacdo do dispositivo de movimentagédo
e aplicacdo de 25, 50 e 100 gF, respectivamente. A forca foi aplicada por meio de fixacao
de dispositivo de movimentacdo composto por molas fechadas de niquel-titanio, tendo os
incisivos superiores como ponto de ancoragem e o primeiro molar superior esquerdo
como ponto de movimentacdo. Os animais foram pesados e acondicionados em sala
escura com luz vermelha para contagem de mordidas e cogadas sobre as vibrissas e
aplicacdo da escala Grimace, para avaliacao de dor e sofrimento durante 11 dias. Apés 4
(D4) e 11 (D11) dias o diastema foi medido e os animais foram eutanasiados para remogéo
da maxila para avaliacdo histoldgica de parametros vasculares na polpa dentaria. Em D4
houve movimentacao significativa do grupo F3 (p=0,001) e em D11 de F1, F2 e F3
(p<0,001). O numero de mordidas foi significantemente superior em D1 nos grupos F2 e
F3 (p<0,001), assim como o nimero de cocadas de D5 a D10 (p=0,006). O grupo F3
apresentou elevados escores de Grimace de D5 até D11 (p<0,001) e perda de peso
significativa a partir de D7 (p<0,001). Em D4 houve aumento significativo da area da
polpa representada por vasos sanguineos em F2 e F3 (p=0,021) e reducao significativa do
namero de vasos em F3 (p=0,005). Em D11 houve aumento significativo da &rea da polpa
representada por vasos sanguineos nos grupos CN e F1-F3 (p=0,039) e aumento
significativo do nimero de vasos em F1, F2 e F3 (p=0,042). Assim, a movimentacdo
ortodontica alterou de forma transitoria o numero de mordidas e cocadas de forma forca-
dependente, estando associada a alteragdes vasculares na polpa dentaria ap6s quatro dias
da aplicagcdo das maiores forca. Portanto, esse modelo demonstrou que a movimentacgao
ortoddntica, mesmo com grandes forcas de movimentagdo, ndo induz inflamacéo pulpar

irreversivel.

Palavras chave: Movimento dentario; Ortodontia; Polpa Dental.



ABSTRACT

The orthodontic movement (OM) causes the induction of cytokines in the periodontium
and may culminate in a dental pulp inflammatory process. Most of these mediators are
pro-allergic and participate in the process of painful induction. Thus, this study aimed to
evaluate the influence of the application of different OM forces on animal behavior and
dental pulp inflammatory aspects. Eighty male (180-220 g) W.istar rats (Rattus
norvegicus) were randomly divided into five groups: Sham Group (n=5), consisting of
animals not submitted to the orthodontic device installation or to the application of forces;
Negative Control Group (n=5), consisting of animals submitted to the movement device
installation, but not to the application of forces; and three experimental groups, namely,
F1, F2, and F3 (n=10/group), with animals submitted to the movement device installation
and application of 25, 50 and 100 gF, respectively, by fastening a composite drive device
with closed nickel-titanium springs in the upper incisors as anchor point, and in the upper
left first molar by means of stainless steel tie-wire and activated with forces F1, F2 or F3.
The animals were weighed and stored in a dark room with red light, and bite and scratch
counts were performed on the vibrissae, and the Grimace scale was applied to evaluate
pain and suffering for 11 days. The animals were euthanized after 4 and 11 days to remove
the maxilla to make histological slides and measure vascular parameters in the dental
pulp. The distance between incisor and molar was measured before and after device
installation to quantify the OM. A significant movement of group F3 (p=0.001) was
observed in D4, and F1, F2 and F3 (p<0.001) in D11. The number of bites was
significantly higher in D1 in groups F2 and F3 (p<0.001), as was the number of scratches
from D5 to D10 (p=0.006). Group F3 had high Grimace scores from D5 to D11 (p<0.001)
and significant weight loss from D7 (p<0.001). A significant increase in the pulp area
represented by blood vessels in F2 and F3 (p=0.021) and a significant reduction in the
number of vessels in F3 (p=0.005) was observed in D4. In D11 there was a significant
increase in the area of the pulp represented by blood vessels in the CN and F1-F3 groups
(p=0.039) and a significant increase in the number of vessels in F1, F2 and F3 (p=0.042).
Thus, OM transiently altered the number of bites and scratches in a force-dependent
manner, being associated with vascular changes in the dental pulp four days after the
application of the greatest forces. So, we showed that orthodontic movement, even with
great movement forces, does not induce irreversible pulp inflammation.

Keywords: Tooth movement; Orthodontics; Dental Pulp.
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1. INTRODUCAO
1.1. Principios da movimentagéo ortodéntica

A movimentacdo ortodontica dentaria € constituida por trés fases de
adaptacdo: fase inicial, fase de retardo e fase de pds retardo. A fase inicial é obtida por
movimentos rapidos na primeira aplicacédo de forca no elemento dentario dentre 24 horas
a 48 horas. Essa taxa é estabelecida ao possivel deslocamento dentario no espaco do
ligamento periodontal. De 20 a 30 dias ocorre a fase de retardo, relativamente pouco ou
zero deslocamento dentario. 1sso ocorre devido o processo de hialinizacdo presente no
ligamento periodontal que sofreu a compressdo. Ndo ocorre movimentos subsequentes
até que ocorra a remogdo completa dos tecidos necréticos presentes. Por fim, na fase pos-
atraso a taxa de movimento aumenta. ( ZAINAL ARIFFIN, Shahrul Hisham et al., 2011)

A movimentagéo ortoddntica consiste na aplicacdo de forgas mecanicas sobre
um ou mais dentes, processo que induzira metabolismo 6sseo, causando o deslocamento
do elemento dentario através do osso alveolar, e evoca resposta bioldgica da polpa
dentaria (MURSHID et al., 2017) (VON BOHL, Martina et al., 2012).

A fim de que ocorra remodelacdo Ossea, para que haja consequente
movimentacao do elemento dentario, € necessario que obtenha ativacdo de osteoclastos,
células responsaveis pela reabsorcdo de matriz 0ssea, osteoblastos, células responsaveis
pela deposicdo de matriz 6ssea. Para isso a ativacdo do sistema RANK/RANKL/OPG é
indispensével (NAKANO, et al., 2015).

O sistema RANK/RANKL/OPG consiste na interacdo de dois ligantes o
RANKL (Ligante do receptor RANK) ou a OPG (Osteoprotegerina) em um receptor
presente na membrana plasmatica de osteoblastos e osteoclastos, 0 RANK (Receptor
Ativador do fator Nuclear Kappa B). Quando hé producdo de RANKL seu efeito ocorre
através da ligacdo ao seu receptor RANK presente nos pré-osteoclastos. Esse processo
dara condicGes de que haja amadurecimento dos pré-osteoclastos em osteoclastos, pois o
RANKL atua tanto na diferenciacdo e amadurecimento dessas celulas como na ativagéo
e liberacdo de citocinas e horménios que produzirdo efeitos de reabsorcdo Ossea
(NAKANGO, et al. 2015).

Os osteoblastos, por sua vez, cuja fungdo principal consiste na neoformacéo
Ossea e deposicdo do tecido posteriormente reabsorvido, por sua vez atuam na presenca
de OPG. A OPG compete com 0 RANKL pelo receptor RANK. Os efeitos fisiologicos
do OPG nas células dsseas incluem a inibicdo da fase terminal da diferenciacdo de
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osteoclastos, supressdo da ativacdo da matriz de osteoclastos e inducdo de apoptose.
Portanto, € possivel afirmar que a remodelagédo Gssea € controlada por um equilibrio entre
RANKL e o OPG, os quais competem pelo RANK presente tanto na membrana de
osteoblastos como de osteoclastos (NAKANO, et al. 2015).

Quando ha aplicacdo de uma forca para movimentacdo dentaria por meio de
tratamento ortodéntico, a reabsorcdo 6ssea € observada no lado do dente que recebe a
pressao, ao passo que ha neoformacdo e deposicdo de matriz 6ssea no lado do dente que
sente a tensdo. Embora as células principais envolvidas neste processo sejam 0s
osteoclastos e 0s osteoblastos, pesquisas sugerem que outras células, como o0s
macrdfagos, também sdo importantemente envolvidas no processo (MURSHID, et al.
2017).

1.2. Efeitos da movimentacéo ortoddntica nos tecidos dentarios

Outros mediadores quimicos inflamatorios estdo também envolvidos nesse
processo. Paralelo ao eixo RANK/RANKL/OPG ocorre sintese de diversos mediadores
quimicos inflamatorios decorrentes da compressdo do ligamento periodontal,
principalmente o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e
Interleucina 8. Estes mediadores atuam como quimiotaticos para diversos leucocitos,
dentre os quais, mondcitos podem funcionar como pré-osteoclastos, e neutréfilos que
estdo diretamente associados a dor dentéaria. (YU et al., 2016.)

Dentre os efeitos colaterais patologico ocasionada pela atividade prolongada
de movimentacéo ortoddntica, tem-se ha Reabsorcdo Radicular Apical Externa (EARR),
onde varias células efetoras estdo presentes, especificamente os osteoclastos. Sua
regulacdo é obtida pela Caderina-E, responsavel pela fusdo de precursores de osteoclastos
imaturos. (IGLESIAS-LINARES, et al., 2017)

Segundo DOMON, Sayaka et al. (1999), no seu estudo in vitro observou que
a Metaloproteinase-1 da matriz (MMP-1) e catepsina-K sdo importantes no processo de
reabsorcdo radicular durante a movimentacdo dentéaria, ocasionando a degradacdo da
matriz 6ssea colagena, tendo por fim o processo de reabsorcdo. Visto que, a MMP-1
foram altamente expressas em cementdcitos adjacentes aos odontoclastos, além do
encontro da expressao do RNAm nos odontoclastos e osteoclastos. (DOMON, Sayaka et
al.,1999).
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E certo que a movimentacdo dentaria ortodonticamente induzida ativa néo
apenas metabolismo 6sseo, mas também células presentes na polpa dentaria e nos tecidos
circundantes a raiz o que leva a inducdo da cascata inflamatdria (POZOS-GUILLENE, et
al. 2014)

1.3.  Efeitos da movimentacéo ortodontica na dor e desconforto

Segundo NOREVALL, et al. (1995) e NAKANO, et al. (2015), durante a
movimentacao ortodontica, existe inducdo da liberagdo de neuropeptidios pelas células
da polpa dentaria, sendo um destes a Substancia P (SP), que corresponde a um
neuropeptidio inflamatorio e que, de acordo com POZOS-GUILLENE, et al. (2014), €
considerada como o principal mediador da inflamagdo neurogénica. A SP induz a
producdo de histamina pelos mastocitos, processo que, em conjunto com o Peptideo
Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP), induz vasodilatacdo. Tendo isto em vista,
pode-se afirmar que a SP em conjunto com CGRP desempenham papel importante na
sensibilizacdo das fibras nervosas da polpa dentéria e inducdo de dor relacionada a
movimentacao ortodontica. (NAKANO, et al. 2015) (POZOS-GUILLENE, et al. 2014).

POZOS-GUILLENE, et al. (2014), em seu estudo sobre avaliacdo dos niveis
de neuropeptidios sensoriais liberados pelas células da polpa dentaria induzidas pela
movimentacao ortodontica, observou que os pacientes relataram desconforto localizado
no elemento dentario ortodonticamente induzido, porém, este era toleravel, o que se
explica pelo fato de que ao passo que ha liberacdo de neuropeptidios inflamatérios que
geram dor, ha ativacdo do sistema fisioldgico de modulacdo da dor — no qual hé liberacédo
de opioides enddgenos, como Met-Enkephalin (encefalina) e b-Endorphin (beta-
endorfina).

O sistema de modulacéo de dor € eficaz e essencial na estagnacao de pequenos
e médios estimulos as fibras nervosas a-delta (responsaveis pela propagacdo de dores
agudas), porém, ndo tdo eficiente para a estagnacdo completa da dor causada durante a
movimentacao ortodontica, ainda que haja estabelecimento e efeitos comprovados, como
no caso dos pacientes que relatam desconforto toleravel, o que ndo seria possivel se tal
sistema ndo fosse ativado (POZOS-GUILLENE, et al. 2014).

Isto se da pelo fato de que, embora haja tentativa por parte do organismo de

diminuir a sensagéo dolorosa, existe um mecanismo de feedback positivo ocasionado pelo
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CGRP que causa a exacerbacdo da sensibilidade das fibras nervosas. (POZOS-
GUILLENE, et al. 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

O mecanismo de movimentacdo ortoddntica que consiste na aplicacdo de
forgas mecanicas sobre unidades dentarias a fim de induzir reabsorcdo 6ssea (lado de
compressdo) e neoformacdo 6ssea (lado de tracdo) ja foi bastante estudado. No entanto,
esse processo causa inducdo de citocinas e apoptose celular no periodonto, podendo
culminar com processo inflamatdrio na polpa dentaria. A maioria desses mediadores
quimicos sdo pré algicos e participam no processo de indugéo dolorosa.

Assim, a fundamentacdo deste trabalho foi avaliar a influéncia da aplicacéo
de diferentes forcas de movimentacdo ortodéntica no comportamento animal e os
mecanismos envolvidos em alteragdes inflamatorias na polpa dental de ratos submetidos
a Movimentacdo Dentaria Induzida (MDI) com finalidade de avaliar o processo

inflamatorio envolvido e até que ponto eles interferem ou ndo no metabolismo pulpar.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da aplicacdo de diferentes forcas no comportamento
animal e em aspectos inflamatorios da polpa dentaria em ratos submetidos a modelo de

movimentacao ortodontica

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar clinicamente o deslocamento dentario do primeiro molar superior esquerdo de
ratos submetidos a modelo de movimentacdo ortodontica com diferentes forcas
ortodonticas.

e Avaliar a influéncia da aplicacdo de diferentes forcas de movimentacdo dentaria no
comportamento animal e na variagdo ponderal de ratos submetidos ao modelo de
movimentacdo ortoddntica com diferentes forcas.

e Auvaliar histoldgica e histomorfometricamente a presenca e intensidade das alteracfes
inflamatdrias da polpa dentéaria de ratos submetidos ao modelo de movimentacao

ortodéntica com diferentes forcas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais, calculo amostral e grupos experimentais

Esse projeto foi submetido a Comissdo Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro Universitario Christus com parecer nimero 006/19 (Anexo |) e para sua realizacédo
80 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos foram utilizados. Os animais (180-200g)
foram mantidos em nimero de 5 animais por caixa, com agua e ragdo ad libitum, em ciclo
claro-escuro de 12h, temperatura de 20-25°C e pesados diariamente.

Baseado no estudo de YU et al. (2016) que observou que apds tratamento
ortodéntico o nimero de vasos sanguineos da polpa dentaria de ratos aumentava de
aproximadamente 8+2 para 13+4, estima-se necessario avaliar nove animais por grupo de
estudo a fim de obter uma amostra que represente com 90% de poder e 95% de confianca
a hipotese alternativa deste trabalho. Tendo em vista a possibilidade de perda dos
dispositivos ao longo do protocolo, acresceu-se 10% sobre esta amostra totalizando 10
animais por grupo de estudo.

Os animais foram aleatoriamente (comando “Aleatorio”, Microsoft Excel, 2010,

Microsoft Corporation®, EUA) divididos em cinco grupos:

- Grupo Sham (n=5): animais ndo submetidos a nenhum procedimento nem a instalagdo
do dispositivo ortodéntico; Tendo em vista que o padrdo de respostas ndo sofre alteracéo
de forgas ortod6nticas apenas cinco animais foram utilizados nesse grupo.

- Grupo Controle negativo (n=5): animais submetidos a instalacdo porém sem ativacéo
do dispositivo ortoddntico; Tendo em vista que o padrdo de respostas nao sofre alteragcdo
de forcas ortoddnticas apenas cinco animais foram utilizados nesse grupo.

- Grupo F1 (n=10): animais submetidos ao procedimento e instalagédo do dispositivo
ortodontico tratados com uma sub-forca 2x inferior a forca padrdo (DUTRA et al., 2011);
- Grupo F2 (n=10): animais submetidos ao procedimento e instalacdo do dispositivo
ortoddntico tratados com a forga padrdo (DUTRA et al., 2011);

- Grupo F3 (n=10): animais submetidos ao procedimento e instalacdo do dispositivo
ortodontico tratados com uma super forca 2x superior a forca padrdao (DUTRA et al.,
2011);

18



4.3. Protocolo experimental

Foi utilizado 0 modelo de movimentagdo proposto por DUTRA et al., 2010. Esse
modelo consiste na fixacdo de molas fechadas de niquel-titanio (NiTi) (Morelli®,
referéncia 35.20.064) nos incisivos superiores como ponto de ancoragem e no primeiro
molar superior esquerdo por meio de fio de amarrilho de ago inox de 0,008 polegadas
(Morelli®, referéncia 55.01.210) e ativados com forca padrdo (F2) de 50gf mensurado
por tensiobmetro (Morelli®, referéncia 75.02.009). Dois grupos adicionais foram
submetidos ao mesmo modelo, pérem, com uma subforca 2x menor (F1: 25 gf) e uma
super forca 2x maior (F3: 100 gf), ambas também mensuradas pelo mesmo tensidémetro.

ApGs anestesia com ketamina (80mg/kg) e xilazina (20mg/kg) por via
intraperitonial, para instalacdo do fio de amarrilho uma espatula Hollenback 3s foi
utilizada para provocar discreto deslocamento anterior do primeiro molar esquerdo para
passagem do fio ao redor do dente e estabilizacdo na porcdo mesial por meio de trés
voltas. Nos incisivos superiores, os fios foram passados pela porcéo entre os dentes e
rotacionados em movimento de oito abragcando os dois incisivos superiores. Apos isso, 0
mesmo foi torcido na porcdo distal do incisivo superior esquerdo (trés voltas) para
estabilizacdo e direcionamento do primeiro molar superior do mesmo lado. Para fixacao
adicional dos amarrilhos, foi criado um sulco na regiéo cervical dos incisivos superiores
com um disco de lixa acoplado a uma microrretifica sob irrigagdo com soro fisiologico e
preenchido por resina fotomolimerizavel. A mola foi fixada, entdo, no ponto de
ancoragem (incisivo) e movimentacéo (molar) e ativada com as forcas acima citadas (F1,
F2 e F3) (KAIPATUR et al., 2015) (Figura 1).

Todos os procedimentos foram realizados pelo mesmo operador experiente.
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Figura 1: Esquema de instalacdo do dispositivo ortodontico.
Imagem de KAIPATUR et al, 2015.

Apobs 4 (n=40) e 11 (n=40) dias os animais foram eutanasiados por sobredose
anestesica (1 ml de ketamina e 1ml de xilazina) para excisdo cirdrgica das maxilas
esquerda e direita para fixacdo em formol tamponado 10% e processamento histologico.
Os animais foram submetidos durante o protocolo experimental a estudo de

comportamento e avaliacdo da variacdo de massa corpoérea.
4.4, Estudo de comportamento

Imediatamente antes de iniciar o protocolo experimental os animais foram
individualmente acondicionados em sala escura com luz vermelha em uma caixa de
polipropileno para armazenamento de ratos e ap6s cinco minutos de acondicionamento
foram cronometrados por mais cinco minutos 0 nimero de mordidas e 0 nimero de
cocadas sobre as vibrissas de cada animal. Esse protocolo foi repetido diariamente até a
eutanasia dos animais em D11.

Nos mesmos periodos os animais foram pesados diariamente para avaliagdo
da variacdo de massa corpérea, tendo sido aplicada a escala de Grimace para avalia¢éo
de dor e sofrimento. A escala de Grimace estabelece niveis de dor e desconforto em
animais de experimentacdo dando escores que variam de 0 (nenhuma dor/sofrimento) a 1
(dor/sofrimento leve) e 2 (dor/sofrimento acentuado) para os seguintes parametros:

- Posicdo dos olhos: classifica como 0 olhos bem abertos, 1 olhos meio

fechados e 2 olhos bastante fechados e lacrimejantes:
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- Posicdo do nariz: classifica como 0 nariz ereto, 1 nariz discretamente
arqueado para superficie plana e 2 nariz bastante arqueado para a superficie plana

- Posicdo das bochechas: classifica como 0 bochechas retilineas sem interferir
na Orbita, 1 bochechas discretamente edemaciadas influenciando moderadamente na
Orbita e 2 bochechas edemaciadas interferindo diretamente na oOrbita e no fechamento
ocular

- Posicdo das orelhas: classifica como 0 orelhas eretas, 1 orelhas
discretamente arqueadas e 2 orelhas totalmente arqueadas e em dire¢do caudal.

- Posicdo das vibrissas: classifica como 0 vibrissas homogéneas, 1 vibrissas
discretamente espacadas e 2 vibrissas bem espacadas com aumento do edema da
bochecha

‘lu" ‘ll" Mz"

Figura 2: Modelo de anélise das escalas de Grimace para avaliacdo dos niveis de dor/sofrimento
em animais em  experimentacdo Imagem de Escalas de Grimace de

https://www.nc3rs.org.uk/grimacescales

Também foram contados por um auxiliar, durante a analise, 0 nimero de
mordidas e cogadas. Os animais foram pesados no dia da instalagdo do dispositivo
ortodéntico e diariamente até o dia 11° dia de experimento a fim de realizar a avaliagao
da variacdo de massa corporea (razdo entre a massa final e a massa inicial multiplicado
por 100 (%)).

4.5. Mensuracéo do espago interdental (EI)

No dia da instalacdo das molas foi realizado a mensuracao do Espaco entre o
Molar e Incisivo, tanto do lado direito quanto do lado esquerdo, e no dia da eutanasia a
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mesma medida foi realizada utilizando-se paquimetro (CD-6, Mitutoyo®) com 0,05 mm
de precisdo. Foi realizado a diferenca entre a medida inicial e a final para obtencéao do El

(KURITA, 2017) por um mesmo operador previamente treinado.

4.6. Confeccdo de laminas histoldgicas e histomorfometria da polpa dentaria

Apos fixacdo em formol tamponado 10% (NaHPO4 dibasico anidro = 6,5g;
NazHPO, monobésico = 4g; Formol para analise = 100mL; Agua destilada = quantidade
suficiente para 1L) por 48h e foi realizado processamento histoldgico. As amostras foram
descalcificadas (suspensdo) em solucdo 10% EDTA (pH 7.3; NaOH, PA) durante 30-60
dias para confeccdo de laminas histoldgicas e andlise por microscopia de luz

convencional.

Figura 3: plano de corte histoldgico para analise histomorfométrica da polpa dentaria
de ratos submetidos a modelo de movimentacéo ortoddntica com diferentes forcas.

Imagem adaptada de http://gogopixlibrary.com. Acesso em 15 de abril de 2018.

Os fragmentos foram analisados macroscopicamente e submetidos a
desidratacdo em série alcoolica crescente, diafanizagdo em xilol, impregnacdo em
parafina fundida a 60°C e inclusdo dos fragmentos na mesma, formando blocos a
temperatura ambiente para confec¢do de laminas histologicas (Hematoxilina-eosina,
3um). Nas hemimaxilas o plano de clivagem foi paralelo a linha oclusal para cortes
transversais (Figura 3).

Os cortes foram realizados em micrétomo semi-automatico (Leica®, Hesse,
Alemanha) até atingir o plano em que em ambos 0s espécimes possa ser visualizada a

camara pulpar (Figura 3). Foram realizadas fotomicrografias no aumento de 400x e
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montadas até contemplar toda a area da polpa dentaria do primeiro molar superior
esquerdo . Apos isso as imagens foram montadas e a area da polpa foi mensurada em pm2
utilizando o comando freehand selections do software ImageJ® (Maryland, EUA).

Utilizando o mesmo comando freehand selections foi mensurada a area de
cada vaso sanguineo da polpa dentaria do primeiro molar superior esquerdo de cada
animal. Essas areas foram somadas e a soma da area referente aos vasos sanguineos foi
dividida pela area total da polpa dentaria sendo expressa como area relativa de vasos
sanguineos (%) (Adaptado de DAVE et al., 2016).

4.7. Analise estatistica

Os dados foram expressos em forma de média e erro padrdo, submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro Wilk e analisados por meio dos testes ANOVA para
medidas repetidas ou independentes seguido do poOs teste de Bonferroni (dados
paramétricos). Todas as analises foram realizadas adotando uma confianca de 95% no

software GraphPad Prism 5.0 (La Jolla, California, EUA) para Windows.
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5. Resultados

5.1. A movimentacdo ortodontica é acelerada pela aplicacdo de grandes forcas de

tracao

No quarto dia de movimentagédo ortodontica pode-se observar que apenas 0s
animais tratados com 100gF (1,13+0,27 mm) mostraram movimentagdo ortoddntica
significativa em relacdo ao grupo Sham (0,02+0,01 mm) (p=0,001). No 11° dia os grupos
tratados com 25gF (1,12+0,22 mm), 50gF (1,35+0,18 mm) e 100gF (1,39+0,10 mm)
mostraram movimentacao significativa em relacdo ao Sham (0,07+0,11 mm) (p<0,001)
(Figura 1).

Do D4 para o dia 11 houve aumento significativo da movimentagdo
ortodbntica nos grupos tratados com 25gF (p=0,022) e 50gF (p<0,001) ndo havendo
variacdo significante da movimentacdo nesse periodo do grupo tratado com 100gF
(p=0,443) (Figura 5).
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Figura5: Distancia movimentada do primeiro molar superior esquerdo apés quatro e onze dias de aplicacéo
de diferentes forcas ortoddnticas em modelo experimental de MDI em primeiro molar superior. *p<0,05,
**p<0,01 versus Sham e CN (ANOVA-2-way-para-medidas-repetidas/Bonferroni, média £ EPM).

5.2. O modelo de movimentacdo dentaria induzida (MDI) em ratos altera o

comportamento animal diretamente proporcional a forca
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Na andlise de comportamento pbde-se observar que houve alteracdo
significativa de forma e forca dependente do nimero de mordidas nos animais submetidos
a movimentacao dentaria induzida. No primeiro dia ap6s a instalacdo do dispositivos o0s
animais tratados com 100gF (219+24) e 50gF (135+53) apresentaram maior nimero de
mordidas a cada 5 minutos que os animais submetidos a 25gF (44+16) e que 0S grupos
controle negativo (75£23) e Sham (17+9) (p<0,001). A partir do segundo dia apés a
instalacdo do dispositivo ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 6).
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Figura 6: Numero de mordidas/5 minutos em ratos submetidos a diferentes forgas em modelo experimental
de MDI em primeiro molar superior. *p<0,05, **p<0,01 versus Sham e CN (ANOVA-2-way-para-

medidas-repetidas/Bonferroni, média + EPM).

O numero de cogadas se mostrou sem diferenca significante entre os cinco
grupos experimentais nos quatro primeiros dias apés a instalacao do da forca ortodontica,
havendo diferenca significativa do quinto dia ao nono dia do protocolo (p=0,006). No
quinto dia os animais tratados com 25gF (24+9), 50gF (21+6) e 100gF (25+7) mostraram
maior nimero de cogadas que 0s animais do grupo Sham (4+1) e CN (4+2). No sexto dia
0s animais tratados com 25gF (14+4), 50gF (14+4) e 100gF (23+2) mostraram maior
numero de cogadas que os animais do grupo Sham (5+1) e CN (7£2). No sétimo dia os
animais tratados com 25gF (15+4), 50gF (13+6) e 100gF (18+3) mostraram maior nimero
de cocadas que os animais do grupo Sham (3+3) e CN (4+1). No oitavo dia 0s animais
tratados com 25gF (14+6), 50gF (1646) e 100gF (14+4) mostraram maior nimero de
cocadas que os animais do grupo Sham (7+1) e CN (8+3). No nono dia apenas 0s grupos

tratados com 50gF (16+10) e 100gF (17+5) mostraram valores superiores ao grupo Sham
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(4+£2) e CN (3%) e ndo houve diferenca significativa entre os grupos no décimo dia

experimental (Figura 7). Assim, a MDI influenciou significantemente o nimero de

mordidas.
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Figura 7: Nimero de cogadas/5 minutos em ratos submetidos a diferentes forgcas em modelo experimental
de MDI em primeiro molar superior. *p<0,05 versus Sham e CN (ANOVA-2-way-para-medidas-

repetidas/Bonferroni, média + EPM).

Com relagdo as escalas de sofrimento de Grimace ndo houve diferenca
significativa entre os grupos nos quatro primeiros dias apds inducdo do protocolo
experimental, entretanto a partir do quinto dia (2,75+0,85 vs. 0,33+0,33) ao D11 dia
(3,0+£0,87 vs. 0,33+£0,33) o somatorio das escalas de Grimace dos animais tratados com
100gF foi significantemente maior que os animais dos grupo Sham e controle (p<0,001)
(Figura 8).
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Figura 8: Somatério das escalas de Grimace em ratos submetidos a diferentes for¢cas em modelo
experimental de MDI em primeiro molar superior. *p<0,05, **p<0,01 versus Sham (ANOVA-2-way-para-

medidas-repetidas/Bonferroni, média £ EPM).

Por fim, a variacdo de massa corporea evidenciou perda de peso significativo
no grupo tratado com 100gF em relacdo ao grupo Sham do sétimo (72,7+5,0% vs.
103,5+9,4%) ao décimo primeiro dia (75,9+4,9% vs. 109,8+8,0%) do protocolo
experimental (p<0,001) (Figura 9).
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Figura 9: Variacdo de massa corpdrea em ratos submetidos a diferentes forcas em modelo experimental de
MDI em primeiro molar superior. *p<0,05, **p<0,01 versus Sham (ANOVA-2-way-para-medidas-
repetidas/Bonferroni, média = EPM).

5.3. Movimentacdo dentaria induz ectasia vascular na polpa dentaria de forma

dependente da intensidade da forga

A movimentacdo dentéria induzida alterou significantemente os parametros

vasculares na polpa dentéria dos primeiros molares superiores esquerdos (Figura 10).
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Figura 10: Parametros vasculares da polpa dentaria em ratos submetidos a diferentes forgas em modelo

experimental de MDI em primeiro molar superior (HE, 400x; Linhas = 50 pum)

Na analise histologica dos primeiros molares pode-se observar que no quarto
dia do protocolo experimental, os animais tratados com 50gF ou 100gF apresentaram
maior area da polpa dentaria preenchida por vasos sanguineos que os animais do grupo
Sham (p=0,021). Apos onze dias os grupos controle negativo e tratados com forcas
ortoddnticas apresentaram maior area da polpa dentaria preenchida por vasos sanguineos

que os animais do grupo Sham (Figura 11).
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Figura 11: Area da polpa dentaria preenchida por vasos sanguineos em ratos submetidos a diferentes forcas
em modelo experimental de MDI em primeiro molar superior apds quatro (esquerda) e onze (direita) dias
de aplicagdo de forca. *p<0,05, **p<0,01 versus Sham (ANOVA-1-way /Bonferroni, média = EPM).

Também houve reducdo significativa do nimero de vasos sanguineos na
polpa dentéria. O trauma causado pela simulacdo da movimentacdo ortodéntica (CN)
mostrou reduzir os vasos da polpa dentaria em relacdo ao grupo Sham. Os grupos tratados

com 25gF, 50gF e em especial 100gF mostraram reducao significante desse parametro
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em relacdo ao grupo Sham. Apés onze dias todos os grupos tratados com forcas
ortoddnticas apresentaram maior numero de vasos sanguineos em relagdo ao grupo Sham
(Figura 12).
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Figura 12: Numero de vasos sanguineos da polpa dentaria em ratos submetidos a diferentes forcas em
modelo experimental de MDI em primeiro molar superior. *p<0,05, **p<0,01 versus Sham (ANOVA-1-

way /Bonferroni, média + EPM).

Apos todos os relatos da literatura da agdo do MDI induzida sobre o
periodonto, ja bastante consolidada, e a liberacdo de substancias que levam a alteracGes
pulpares e eventos algicos o presente trabalho chegou aos resultados preliminares, sobre
0 comportamento animal , no primeiro dia apés a instalacdo do dispositivos 0s animais
tratados com 100gF (219+24) e 50gF (135+53) apresentaram maior numero de
mordidas/5 minutos que os animais submetidos a 25gF (44+16) e que 0s grupos controle
negativo (75+23) e Sham (17+9) (p<0,001). A partir do segundo dia ap06s a instalacdo do
dispositivo ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

O numero de cogadas se mostrou sem diferenca significante entre os cinco
grupos experimentais nos quatro primeiros dias ap6s a instalacao do da forca ortodéntica,
havendo diferenca significativa do quinto dia ao nono dia do protocolo. No nono dia
apenas 0s grupos tratados com 50gF (16+10) e 100gF (174£5) mostraram valores
superiores ao grupo Sham (4+2) e CN (3£) e ndo houve diferenca significativa entre os
grupos no décimo dia experimental.

Com relacdo as escalas de sofrimento de Grimace ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos nos quatro primeiros dias apds inducdo do protocolo
experimental, no entanto a partir do quinto dia (2,75+0,85 vs. 0,33£0,33) ao decido dia
(3,0£0,87 vs. 0,33+0,33) o0 somatorio das escalas de Grimace dos animais tratados com

100gF foi significantemente maior que os animais do grupo Sham (p<0,001).
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Por fim, a variacdo de massa corporea evidenciou perda de peso significativo
no grupo tratado com 100gF em relagdo ao grupo Sham do setimo (72,7+5,0% vs.
103,5+9,4%) ao décimo primeiro dia (75,9+4,9% vs. 109,8+8,0%) do protocolo
experimental (p<0,001).

Na analise histologica vemos que movimentacdo dentaria induzida alterou
significantemente os parametros vasculares na polpa dentaria dos primeiros molares
superiores esquerdo, no quarto dia do protocolo experimental, pdde-se observar que 0s
animais tratados com 50gF (12,6+3,0%) ou 100gF (13,0£2,4%) apresentaram maior area
da polpa dentaria preenchida por vasos sanguineos que 0s animais do grupo Sham
(4,8+0,8%) (p=0,021).

Também houve reducdo significativa do numero de vasos sanguineos na
polpa dentéria. O trauma causado pela simulacdo da movimentacdo ortoddntica (CN)
mostrou reduzir os vasos da polpa dentéria (139+11) em relagéo ao grupo Sham (194+20).
Os grupos tratados com 25gF (123+14), 50gF (126+8) e em especial 100gF (77+20)

mostraram reducéo significante desse parametro em relacéo ao grupo Sham.

30



6. Discussdo

Este trabalho teve por finalidade avaliar a influéncia da aplicagdo de
diferentes forcas no comportamento animal e em aspectos inflamatérios da polpa
dentaria, em ratos submetidos a modelo de movimentacéo dentaria induzida (MDI), sendo
utilizado o modelo proposto por DUTRA et al. (2011)

Dentre 0 evento bioldgico da MDI de ratos murinos, apesar de ser um
processo que advém de um estimulo mecanico, é conhecido como mecanotransducgao.
Isso ocorre devido o ligamento periodontal sofrer com areas de tensdo e pressao,
resultando nos processos inflamatérios sobre os osteoblastos e fibroblastos, além do
estimulo de fatores de crescimento, citocinas e &cido araquidonico. (KRISHNAN &
DAVIDOVITCH,2006)

Ja é bastante conhecido que a movimentacdo ortodéntica consiste na
aplicacdo de forcas mecénicas sobre os dentes, processo que induzira metabolismo dsseo,
causando o deslocamento do elemento dentario através do osso alveolar (MURSHID et
al., 2017). A fim de que ocorra remodelacdo Gssea e uma consequente movimentagéo do
elemento dentario, € necessario que haja ativacdo de osteoclastos, células responsaveis
pela reabsorcdo de matriz 0ssea, osteoblastos, células responsaveis pela deposicédo de
matriz dssea. Para isso a ativacdo do sistema RANK/RANKL/OPG é indispensavel
(NAKANGO, et al. 2015).

Embora as células principais envolvidas neste processo sejam os osteoclastos
e 0s osteoblastos, pesquisas sugerem que outras células também sdo importantemente
envolvidas no processo (MURSHID, et al. 2017).

Segundo POZOS-GUILLENE, et al. (2014) a movimentacdo dentaria
ortodonticamente induzida ativa ndo apenas metabolismo 6sseo, mas também células
presentes na polpa dentéria e nos tecidos circundantes a raiz o levam a essa cascata
inflamatoria.

Além do estimulo de citocinas pr6 inflamatorias e o desequilibrio do eixo
RANK-RANKL-OPG, inimeros processos fisioldgicos sdo ativados. Dentre esses, tem-
se uma maior concentracdo de niveis de prostaglandinas (PG) sobre o evento de MDI,
comumente  associado sobre  fenbmenos hiperélgicos. (KRISHNAN &
DAVIDOVITCH,2006)
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KOHNO et al. (2003), em seu estudo sobre MDI, cita que durante o evento
de movimentacao ocorre a formacao de tecido 6sseo lamelar, diminuicdo da sintese de
coladgeno e aumento do mediador tipo AMPc acelerando o processo de MDI, sendo
responsavel pelo metabolismo celular. Tal condi¢do pode ser explicada, pela liberagéo de

diversos PG, principalmente a PGE2.

NOREVALL, et al. (1995) e NAKANO, et al. (2015) citaram que durante a
movimentacao ortoddntica, existe inducdo da liberacdo de neuropeptidios pelas células
da polpa dentaria, sendo um destes a Substancia P (SP), a qual corresponde a um
neuropeptidio inflamatorio e que, de acordo com POZOS-GUILLENE, et al. (2014), €
considerada como o principal mediador da inflamagdo neurogénica. A SP induz a
producdo de histamina pelos mastocitos, processo que, em conjunto com o Peptideo
Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP), induz vasodilatacdo. Tendo isto em vista,
pode-se afirmar que a SP em conjunto com CGRP desempenham papel importante na
sensibilizacdo das fibras nervosas da polpa dentéria e inducdo de dor relacionada a
movimentacdo ortodontica. (NAKANO, et al. 2015) (POZOS-GUILLENE, et al. 2014).

Sobre interferencias simultaneas no ligamento periodontal e na polpa
dentaria, alguns estudos demonstraram que forcas ortodénticas ocasionam efeitos sobre
o ligamento periodontal e ndo apresenta atividade prejudicial significativa a polpa
dentéria. (CONSOLARO, et al., 2005; CONSOLARQO, et al., 2007).

Inimeros trabalhos demonstraram diferentes critérios exercidos por outros
autores, na qual apresentava semelhancas com o presente estudo. Os mesmos
descreveram que a MDI, ocasiona diversos danos a polpa dentaria, variando desde leve a
congestdo sanguinea, passando por intensa angiogénese até pico de inflamacao severa.
Casos de necrose pulpar ndo foram vistos em estudos experimentais, apenas clinicos, ja
que advém de trauma ou forca excessiva. (CUNHA, et al., 2004) e (PUDYANI, et al.,
2006).

Os achados desse estudo demonstraram que o trauma causado pela simulacéo
da movimentacdo ortodontica (CN) mostrou reduzir os vasos da polpa dentéria (139+11)
em relagdo ao grupo Sham (194+20). Os grupos tratados com 25gF (123+14), 50gF
(126+8) e em especial 100gF (77+£20) mostraram reducdo significante desse parametro
em relacdo ao grupo Sham.

LAZZARETTI, etal. (2013) em seu estudo ndo obteve diferenca significativa
de nimero de vasos sanguineos nos dois grupos pareados (p = 0,43), na qual difere da
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atual pesquisa com reducdo significativa do nimero de vasos sanguineos. No 4° dia de
experimento, obteve presenca significativa dos parametros vasculares na polpa dentaria
dos primeiros molares superior esquerdo, apresentando maior area de polpa preenchida

por vasos 0s animais do grupo Sham.

De acordo com KIM (1985) o aumento do fluxo sanguineo ocasiona
uma congestdo vascular obtida a partir da saida do liquido intersticial para fora da polpa

de forma forgada, caracterizado clinicamente por inflamagao aguda.

No decorrer dos estudos sobre for¢as ortoddnticas sobre a polpa, evidenciou-
se sinais expelidos, dentre elas, os sinais primarios se caractetiza por alteracfes
hemodinamicas e perturbacGes circulatérias, ocasionando um aumento significativo da
densidade de volume de vasos sanguineos, ja nas primeiras horas pds aplicagéo de forca.
(NIXON, Craig E. et al., 1993; SANO, Yuki et al., 2002; VANDEVSKA-RADUNOVIC,
Vaska et al., 1994)

No presente estudo, foi visto que a MDI alterou significantemente os
parametros vasculares na polpa dentaria dos primeiros molares superiores esquerdos,
onde apresentava a instalacdo do dispositivo. Tal resultado foi comprovado, a partir da
analise histoldgica, principalmente do 4° e 11° dia, que no decorrer do estudo, obteve com
maior area de polpa dentaria preenchida por vasos sanguineos que os animais do grupo
Sham.
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6. Conclusao

Ao final do presente estudo, péde-se concluir que a movimentagdo dentéria
induzida (MDI) em ratos proporciona mudangas hematolégicas, como o aumento do
numero de vasos e ectasia vascular significativa na polpa dentaria, além da mudanca de
comportamento animal de forma dependente de acordo com a intensidade da forca. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para que se possa compreender de maneira mais

eficaz o evento da MDI.
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Anexo | — parecer da Comisséo Etica no Uso de Animais

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Unichristus

Centro Universitario Christus

Of. No. 006/19
Protocolo da CEUA: 006/19
Pesquisador Responsavel: Prof. PAULO GOBERLANIO DE BARROS SILVA

Titulo do Projeto: INFLUENCIA DE DIFERENTES FORGAS DE MOVIMENTAGAO
DENTARIA NO COMPORTAMENTO ANIMAL E EM PARAMETROS INFLAMATORIOS DA
POLPA DENTARIA E DO GANGLIO TRIGEMINAL.

Levamos ao conhecimento de V. Sa que a Comiss3o de Etica no Uso de Animais do Instituto
para Desenvolvimento da Educagio LTDA - IPADE considerou APROVADO o projeto
supracitado na reunio do dia 26 (vinte e seis) de margo de 2019.

Descrig&o do animal utilizado:
Espécie: Rattus novergicus Numero 80

Relatorios parciais e finais devem ser apresentados ao CEUA/Instituto para Desenvolvimento da
Educagso LTDA - IPADE ao término do estudo, periodo méaximo 26/3/2020.

Fortaleza, 26 de margo de 2019.
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Coordenadora
CEUA/nstituto para Desenvolvimento da Educacdo LTDA - IPADE

Campus Benfica Campus Dionnsio Torres Campus D. Luis Campus Pargue Ecologico
| Risa torael Bezena 630 Av. Domn { n

Rud Prncess tsabel. 1920
6001S 06)  Fortalera €L
fone 85 3214877013214 877

Rua Jodo Adolo Curgel. 133
{ 50760-2 taleza CE e0192 345 Foraleza (L
Fone 85 3457 5300 | Fax 853457 5374 Fone §5 32658100/ Fax 8532638010

39



	639c8597801460e94d55e5a042559876c195bb714d87c07e198717d54fcf499f.pdf
	474cbb17a078c40d7dfb2cdd4f6965b1844169b6b5b504143da1bc6de645df1e.pdf
	639c8597801460e94d55e5a042559876c195bb714d87c07e198717d54fcf499f.pdf
	639c8597801460e94d55e5a042559876c195bb714d87c07e198717d54fcf499f.pdf

