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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do uso do alendronato de sodio na
movimentagcdo ortodéntica em ratos, analisar a quantidade de movimento dentario,
bem como avaliar quantitativamente o trabeculado 6sseo a partir de uma analise
microtomografica e analisar histologicamente a area da polpa preenchida por vasos
sanguineos. A amostra foi composta por 30 ratos machos da espécie Wistar,
divididos em trés grupos com 10 ratos cada: 1) controle (solugcdo salina); 2)
alendronato de sodio na dosagem de 1mg/kg; 3) alendronato de sédio na dosagem
de 6mg/kg. A droga foi administrada uma vez por semana durante 5 semanas por
meio de gavagem. A movimentagado ortoddntica foi realizada durante as duas ultimas
semanas de administracdo da medicagao, a partir do uso de uma mola fechada de
niquel-titnio entre o primeiro molar superior esquerdo e 0s incisivos centrais. O lado
oposto foi utilizado como controle. Observou-se, a partir de imagens
microtomograficas, que houve menor movimentagdo ortodéntica no grupo que
recebeu alendronato de sédio 6mg/kg, bem como maior niumero de trabéculas
O0sseas e menor espagamento entre elas. Nao houve diferenca estatisticamente
significante quanto ao volume 6sseo e quanto a espessura média das trabéculas nos
trés grupos analisados. No lado ndo movimentado, os grupos alendronato de sodio
1mg/kg e 6mg/kg apresentaram uma quantidade de area de polpa preenchida por
vasos significativamente maior em relagdo ao grupo salina. No lado movimentado,
apenas o grupo alendronato de soédio 6mg/kg apresentou quantidade de area de
polpa preenchida por vasos significativamente maior em relagdo aos demais grupos.
Na comparacgao intragrupo, todos os grupos analisados apresentaram quantidade de
area preenchida por vasos sanguineos significativamente maior no lado
movimentado em relagdo ao lado ndo movimentado.

Palavras-Chave: Bisfosfonatos. Alendronato. Ortodontia. Microtomografia por Raio-
X.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the use of alendronate sodium on
orthodontic tooth movement in rats, mensure the orthodontic tooth movement and
analyse the bone trabeculate from a microcomputed tomography images, and the
percentage of blood vessels in the dental pulp from microscopic images.Thirty male
Wistar rats were divided into three groups with 10 rats each: 1) control (saline
solution); 2) alendronate sodium at the dosage of 1mg / kg; 3) alendronate sodium at
the dosage of 6mg / kg. The drug was administered once a week for 5 weeks by
gavage technique. Orthodontic tooth movement was performed during the last two
weeks of medication administration, from the use of a coil spring between the upper
left first molar and the central incisors. The opposite side was used as control. It was
observed, from microcomputed tomography images, less orthodontic tooth
movement in the group that received alendronate 6mg / kg, as well as a greater
trabecular number and less trabecular separation. There were no significant
correlations between bone volume and trabecular thickness in all groups analyzed.
On the control side, the alendronate sodium groups 1mg / kg and 6mg / kg had a
highest percentage of blood vessels in the dental pulp. On the moved side, only the
alendronate sodium group 6mg / kg had a highest percentage of blood vessels in the
dental pulp in relation to the other groups. All groups analyzed had highest
percentage of blood vessels in the dental pulp on the moved side than the control
side.

Key words: Bisphosphonates. Alendronate. Orthodontics. X-Ray Microtomography.
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos tém-se observado uma tendéncia mundial a queda nos
niveis de mortalidade e ao aumento da expectativa de vida da populagao, tornando o
numero de idosos cada vez maior. Transformacdes ocorridas no pais acarretaram
alteragdes no perfil de morbimortalidade, exigindo mudangas na forma com que a
sociedade enfrenta os novos problemas de saude (DUARTE; BARRETO, 2012;
CAMARGOS; BOMFIM, 2017). Com o envelhecimento da populagao brasileira, ha
um aumento na prevaléncia de doengas crbnicas nao transmissiveis, como a
osteoporose, que se caracteriza pela diminuicdo da densidade mineral éssea,
podendo exigir um tratamento corretivo a partir do uso de medicagdées (CAMARGOS;
BOMFIM, 2017).

Os bisfosfonatos sdo analogos estaveis do pirofosfato e possuem alta
afinidade pela hidroxiapatita éssea. Em virtude dos seus efeitos farmacologicos
sobre o0 osso, os farmacos apresentam um papel importante nos disturbios
esqueléticos com taxas desequilibradas de remodelacédo 6ssea. Tais medicamentos
sao considerados eficazes no tratamento das doencas que afetam o metabolismo
0sseo, caracterizadas pelo aumento da reabsorgdo, como a osteoporose, doenca de
Paget, mieloma multiplo e metastases 6sseas (FREITAS et al., 2016).

A estabilidade desses medicamentos é conferida por um atomo de carbono
substituindo o atomo de oxigénio que conecta os dois fosfatos (P-C-P), o que torna a
molécula resistente a degradagao bioldgica (RUSSEL et al., 2008). Estruturalmente,
eles sao divididos em ciclicos e nao ciclicos, dependendo da natureza de suas
cadeias laterais, podendo conter ou ndo um atomo de nitrogénio, o que os classifica
em né&o nitrogenados e nitrogenados. Os ultimos exibem efeitos anti-reabsorvitivos
mais fortes que os primeiros, porém podem apresentar uma citotoxicidade mais alta,
devido ao seu mecanismo de acgao (SHIMA et al., 2017). Os mesmos atuam na via
do mevalonato, inibindo a enzima farnesil pirofosfato sintase no caminho da sintese
de colesterol (OHNO et. al., 2011), o que interferirda na modificagdo pos-translacional
de proteinas como as GTPases, que regulam uma variedade de processos
importantes para a fungdo dos osteoclastos, incluindo a morfologia celular e a

organizacdo do citoesqueleto, sendo capazes de promoverem a apoptose dessas
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células (BALLANTYNE, 2015; ROGERS, 2004). Entre os representantes dos
bisfosfonatos nitrogenados encontra-se o alendronato de sédio (SHIMA et al., 2017;
OHNO et al., 2011).

Além de induzirem a apoptose, os bisfosfonatos também podem afetar a
reabsor¢cdo O0ssea mediada pelos osteoclastos de outras maneiras, como no seu
recutramento, na sua formagao e na sua diferenciacdo (ROSINI et al., 2015). Podem
também prevenir fatores ativadores de osteoclastos, tais como a interagao do ligante
do receptor ativador do fator nuclear-xB (RANKL) ao seu receptor (RANK), mediador
primario da diferenciagéo, ativagcado e sobrevivéncia dos osteoclastos (KRISHNAN;
PANDIAN; KUMAR, 2015).

Devido ao fato de se incorporarem na matriz dssea e possuirem uma meia-
vida extremamente longa, eles ainda podem afetar o metabolismo ésseo por até dez
anos apos o paciente ter completado a terapia (BARTZELA et al., 2009).

Nos ultimos anos também se tém observado um aumento da demanda de
pacientes adultos e idosos em busca do tratamento ortodéntico (CAPELOZZA
FILHO et al., 2001; MALTAGLIATI; MONTES, 2007). Todavia, existem alguns
fatores a serem avaliados para o tratamento desses pacientes, entre eles, a sua
historia médica e o uso de medicagdes que podem interferir na remodelacido dssea.

O movimento ortodéntico é provocado através da aplicacdo de forgas
mecanicas controladas, criando uma resposta biolégica no dente com uma série de
eventos no ligamento periodontal e no osso alveolar, o que leva a uma remodelagéo
6ssea (KAIPATUR et al., 2013; ARAUJO et al., 2015). No lado de pressdo, havera
uma diminuicdo do fluxo sanguineo no ligamento periodontal comprimido,
provocando alteragdes teciduais, que, em conjunto com a ativagdo de mediadores
quimicos, levara a formagao dos osteoclastos, responsaveis pela reabsorgédo éssea.
No lado de tensao esses eventos bioldgicos irdo promover a atividade osteoblastica
e a consequente deposicdo de tecido ostedide, que, posteriormente, sera
mineralizado (VON BOHL; KUIJPERS-JAGTMAN, 2009).

Estudos recentes verificaram o efeito de alguns tipos de bisfosfonatos no
movimento ortoddntico realizado em ratos, mostrando que esses farmacos retardam
significativamente a movimentagdo ortoddntica nesses animais. (KARRAS et al.,
2009; SIRISOONTORN et al., 2012; KAIPATUR et al., 2013; SALAZAR et al., 2015).

Além disso, outros estudos prévios tém relacionado a movimentacdo ortodéntica
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(DERRINGER; LINDEN, 2003; DERRINGER; LINDEN, 2004; SANTAMARIA JR. et
al., 2005; NIKLAS et al.,, 2013) e o uso de bisfosfonatos (EVANS; OBERBAUER,
2009; BARROS SILVA et al., 2017; ABU EL-ASRAR et al., 2017; BARROS SILVA et
al., 2019) a alteragdes na polpa dentaria.

A microtomografia € uma técnica nao-destrutiva semelhante a tomografia
computadorizada de feixe cbnico, porém em escala micrométrica, conferindo, desse
modo, maior riqueza de detalhes e fidelidade para o objeto em estudo. A partir de
suas imagens € possivel examinar os interiores de objetos sdlidos opacos
(CHAPPARD et al., 2005). Em 1998, foi validada como um método tridimensional de
acesso e analise do osso trabecular, por meio da comparagdo com a
histomorfometria (MULLER et al., 1998).

Visto que o numero de usuarios de bisfosfonatos é crescente e diante do
aumento da demanda de pacientes adultos que buscam o tratamento ortodéntico, &
necessario conhecer as alteracbes metabdlicas e os efeitos que esses
medicamentos antirreabsortivos podem causar nos maxilares durante a
movimentagdo ortodontica. Uma vez que a microtomografia vem sendo bastante
utilizada para avaliacdo do trabeculado 6sseo e tomando como referéncia estudos
prévios com experimentos em ratos, torna-se relevante a realizagdo de novas
pesquisas para se avaliar a influéncia desses medicamentos no movimento
ortodéntico, na qualidade do trabeculado ésseo, bem como na polpa dentaria,
objetivando contribuir para um melhor planejamento e execugédo dos tratamentos

realizados em seres humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A fratura osteoporotica € reconhecida como um importante problema de
saude social, levando a um aumento nas taxas de morbidade e mortalidade dos
pacientes que sofrem esse tipo de fratura (SVENSSON et al., 2016). Estima-se que
nos Estados Unidos cerca de 7 a 12 milhdes de americanos convivam com a
osteoporose (LOOKER et al.,, 2017). No Brasil, a prevaléncia dessa doenca em
mulheres na pos-menopausa varia de 15% a 33%, dependendo da metodologia
utilizada nos estudos (BACCARO et al., 2015).

Recentemente, varias opgbes de tratamento farmacoldgico, incluindo agentes
antirreabsortivos ou anabdlicos, tém sido continuamente desenvolvidas (BYUN et al.,
2017). Os bisfosfonatos foram introduzidos na década de 1990, inicialmente com o
etidronato, e, atualmente, continuam sendo o pilar do tratamento das doencas
osteoporéticas, baseado na segurancga e eficacia (RUSSEL, 2008).

Estudos tém elucidado o mecanismo de agao dos bisfosfonatos, dividindo
essa classe farmacoldégica em dois subgrupos, atuando de modo a serem téxicos
aos osteoclastos ou interferindo em vias intracelulares especificas dessas células
(GHONEIMA et al.,, 2010). O primeiro grupo engloba os bisfosfonatos n&o-
nitrogenados (etidronato, clodronato, tiludronato) cujo metabdlitos promovem o
bloqueio da fungdo dos osteoclastos pela inibicdo de enzimas dependentes de ATP
(LEHENKARI et al., 2002). Ja o outro grupo envolve os bisfosfonatos nitrogenados
(alendronato, risedronato, pamidronato), que atuam na via do mevalonato,
interferindo na formacédo das GTPases a partir da inibicdo da enzima farnezil
pirofosfato sintase e, consequentemente, levando a apoptose dos osteoclastos
(OHNO et. al., 2011; BALLANTYNE, 2015).

A possivel gastrotoxicidade dessas medicagdes tem sido relatada em alguns
estudos. Zografos et al. (2009) afirmam que para a maioria dos bisfosfonatos
disponiveis comercialmente, uma diminuicdo na frequéncia de administracdo pode
levar a uma melhor tolerabilidade gastrointestinal, reduzindo o risco de lesbes
esofagicas. Lanza et al. (2002) realizaram um estudo randomizado, duplo-cego com
277 pacientes a fim de avaliar o grau de erosao gastrica da dose semanal mais
utilizada de alendronato de sédio no tratamento da osteoporose. Apos avaliagao por

endoscopia, observou-se que o0s escores médios de erosdo gastrica foram
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semelhantes em individuos tratados semanalmente com 70mg de alendronato de
sodio e aqueles que receberam placebo.

Em 1995, a FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso do
alendronato de sédio para prevencao de fratura 6ssea em mulheres no periodo pés-
menopausa apo0s o0 primeiro grande ensaio realizado em pacientes com
osteoporose, em que se observou redugao de fraturas vertebrais e outros tipos de
fraturas clinicas nas mulheres que fizeram uso da medicag&o (BLACK et al., 1996).

Além do tratamento para a osteoporose, os bisfosfonatos também
apresentam amplo uso relacionado a outras doencas que interferem no metabolismo
0sseo, como a Doenca de Paget (SILVERMAN, 2008) e as metastases Osseas
(BROWN; NEVILLE-WEBBE; COLEMAN, 2004).

Apesar dos beneficios para o tratamento dessas doencas, em 2003 foi
relatado o primeiro caso de osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de
bisfosfonatos (MARX, 2003). Aproximadamente 95% dos casos de osteonecrose
ocorrem em pacientes com cancer que recebem altas doses de bisfosfonatos,
enquanto apenas 5% dos casos sdo em pacientes com osteoporose que recebem
baixas doses da terapia, demostrando, desse modo, a relacédo entre a dose aplicada
e o desenvolvimento da osteonecrose (FAVUS, 2007; COMPSTON, 2011). Embora
diversos estudos relatem a influéncia dessas medicagdes na movimentagao
ortodéntica, ainda n&o existem estudos que comprovem que o tratamento
ortodontico aumenta o risco a osteonecrose (SIRISOONTORN et al., 2012;
KAIPATUR et al., 2013; HASHIMOTO et al., 2013; VENKATARAMANA et al., 2014;
CONSOLARO, 2014; SALAZAR et al., 2015; NAKAS et al., 2017; FRANZONI et al.,
2017).

Durante a movimentagao ortoddntica a aplicacdo de uma forga mecanica leva
a um movimento dentario caracterizado por mudangas na remodelagao de tecidos
dentais e paradentais, incluindo polpa, ligamento periodontal, osso alveolar e
gengiva. Esses tecidos, quando expostos a variados graus de magnitude, frequéncia
e duragdo da forca, expressam alteragcbes macroscopicas e microscopicas
(KRISHNAN; DAVIDOVITH, 2006). Entre as alteragbes ocasionadas a polpa
dentaria, encontra-se na literatura a mudanga no numero de vasos sanguineos apés
aplicacdo da forga ortodontica (DERRINGER; LINDEN, 2003; DERRINGER;
LINDEN, 2004; SANTAMARIA JR. et al., 2005; NIKLAS et al., 2013).
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Estudos em animais tém avaliado a influéncia que os bisfosfonatos podem
exercer na movimentagao ortodéntica. Ren et al. (2004), demonstraram em sua
revisdo sistematica que os ratos sdo um bom modelo animal para estudos com
movimentagdo ortodéntica, considerando-se aspectos como custo, amostra em
estudo, tempo de manutencgao e analises microscopicas.

Em 2009, Fujimura et al. investigaram o efeito dos bisfosfonatos sobre o
movimento dentario ortodéntico e a reabsor¢do radicular em camundongos. A
movimentacdo do primeiro molar superior foi induzida por uma mola de niquel-
titdnio. O grupo teste foi tratado com bisfosfonatos via sistémica e o grupo controle
recebeu uma solugado salina tamponada. Apés 12 dias, foi medida a quantidade de
movimentagdo e realizada uma avaliagdo histologica. A reabsorgédo radicular foi
avaliada por microscopia eletrénica de varredura. Os bisfosfonatos reduziram a
quantidade de movimentacao ortodontica, o niumero de osteoclastos e a reabsorg¢ao
radicular no lado de pressao.

Karras et al. (2009) estudaram os efeitos do alendronato de sédio na
movimentagédo ortodéntica em ratos. No grupo tratado foi administrado 7mg/kg por
semana de alendronato de sédio por meio de gavagem. A movimentagao ortodéntica
foi realizada através da ativacdo de uma mola de niquel-titanio entre os incisivos
centrais e o primeiro molar, e apdés duas e quatro semanas foram realizadas
medidas em modelos de gesso do diastema que se formou entre o primeiro e o
segundo molares. Observou-se entdo que houve uma menor movimentagao
ortodéntica no grupo tratado com alendronato de sédio.

No estudo de Choi et al. (2010), foi avaliado o efeito a curto prazo do
clodronato na remodelacdo d&ssea e reabsorcdo radicular associadas a
movimentagéo ortoddntica em ratos. Duas dosagens diferentes de clodronato foram
admisnistradas via sistémica nos grupos testes e o movimento ortoddntico foi
induzido por uma mola de niquel-titanio entre os incisivos e o primeiro molar
superior. Através de analise histomorfométrica apds 4, 7 e 17 dias, foi observado
que as duas doses de clodronato diminuiu a quantidade de movimentacao dentaria e
a reabsorcao radicular.

Venkataramana et al. (2013) tiveram como objetivo observar o impacto dos
bisfosfonatos no movimento ortoddntico. Foram utilizados 21 coelhos no estudo,

divididos em grupo teste, tratado com pamidronato via sistémica, e grupo controle.
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Ambos tiveram a movimentacdo ortoddntica do primeiro molar inferior realizada a
partir de uma mola de niquel-titanio. Foram administradas trés doses a cada 7 dias,
e apos 21 dias foi realizada a avaliagao histolégica. Os autores concluiram que o
movimento dos dentes foi significativamente reduzido nos animais que receberam as
doses de pamidronato.

Em outro estudo, Salazar et al. (2015) avaliaram o efeito de duas diferentes
dosagens de alendronato de sédio na movimentagao ortodéntica realizada em ratas
com osteoporose apos ovariectomia. O primeiro molar superior foi submetido a
movimentagdo ortoddntica a partir de uma mola de niquel-titinio e os grupos
receberam tratamento com alendronato de sodio via subcutanea na dosagem de
1mg/kg, 2mg/kg ou nenhum tratamento. Os autores concluiram que houve uma
maior movimentagdo ortoddntica no grupo ovariectomizado nao tratado e que as
duas doses de alendronato de sédio diminuiram a movimentacao ortodéntica, porém
sem diferenca estatisticamente significativa entre elas.

Nakas et al. (2017) objetivaram investigar os efeitos do clodronato na
movimentacao ortodéntica em ratos, enfatizando a relacdo com a dose e o tempo de
administragdo. Foram utilizados ratos da espécie Wistar divididos em quatro grupos
com diferentes concentragdes da droga e intervalos diferentes de aplicagdo. A
movimentacao ortoddntica foi induzida por um separador elastico entre os incisivos e
a quantidade de movimento foi medida a partir da distadncia do incisivo para o molar
do mesmo lado. Os autores concluiram que, 0 movimento do dente é impedido pela
maior dosagem, bem como pelo menor intervalo de aplicagdo, mesmo com menor
dosagem.

No estudo de Franzoni et al. (2017), avaliou-se o movimento dentario
ortodontico em ratos tratados com alendronato de sédio a 2,5mg/kg e acido
zolendrdnico a 0,1mg/kg. Cada grupo foi composto por um total de 15 ratos cada,
assim como o grupo controle, o qual recebeu solugdo salina. A administracdo dos
farmacos foi realizada durante 25 dias antes do inicio da movimentacédo e por mais
10 dias, periodo total da movimentagdo dentaria induzida (MDI), realizada a partir de
uma mola helicoidal fechada com uma forga inicial de 40gF. Observou-se uma
reducéo de 58,3% da MDI no grupo do alendronato de sdédio e de 99,6% no grupo

do acido zoledrénico quando comparados ao grupo controle.
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Com o surgimento da microtomografia, bidlogos iniciaram o seu uso para
adquirir imagens de estruturas 6sseas e dentes, devido ao fato de serem estruturas
naturalmente mineralizadas e fornecerem, desse modo, forte contraste na imagem
em comparagao com os tecidos moles circundantes (BAIRD; TAYLOR, 2017).

Essa técnica tem a capacidade de abordar o papel da arquitetura trabecular
em propriedades mecéanicas do osso, avaliando parametros especificos em trés
dimensdes, bem como oferece uma avaliacdo da qualidade o6ssea, fornecendo
dados microestruturais objetivos e quantitativos (FANUSCU; CHANG, 2004).
Diversos estudos tém utilizado a microtomografia para avaliagdo do osso trabecular,
visto que a microarquitetura desse osso tem sido identificada como um importante
parametro de qualidade (FELSENBERG; BOONEN, 2005).

Sirisoontorn et al. (2012) avaliaram a movimentacdo ortodbéntica e a
reabsorcao radicular em ratas ovariectomizadas tratadas com zolendronato, na dose
de 1,6 pg/kg por semana, via sistémica. Foi utilizada uma mola de niquel-titanio para
movimentag&o ortodéntica e indug¢ao de reabsorgao radicular. A partir de imagens de
microtomografia, os autores concluiram que o grupo tratado com zolendronato inibiu
significativamente a movimentagao ortodéntica, bem como reduziu a severidade da
reabsorcao radicular quando comparado com o grupo ovariectomizado nao tratado,
porém, sem diferenca estatisticamente significativa quando comparado com o grupo
controle (ndo ovariectomizadas).

No estudo de Kaipatur et al. (2013) investigou-se os efeitos a longo prazo do
uso de bisfosfonatos na movimentagdo ortodbéntica em ratos. Foi realizado a
mesializacdo do primeiro molar a partir da ativagdo de uma mola de niquel-titanio
ancorada em mini-implante. Dois grupos receberam alendronato de sédio, na dose
de 0,015mg/kg subcutdneo ou solugdo salina simultaneamente a movimentagéo
ortodontica e outros dois grupos receberam as mesmas doses cada durante um
periodo de 3 meses e tiveram o seu uso suspenso antes do inicio da movimentacao
ortodontica. Apds avaliagdo por microtomografia, os autores observaram que os dois
grupos tratados com alendronato apresentaram uma menor movimentagéo
ortoddntica quando comparados aos grupos controle, com uma redugéo mais severa
no grupo com administragao prévia da droga.

Em outro estudo, Hashimoto et al. (2013) estudaram a relagéo existente entre

as mudangas O&sseas morfométricas e o0 movimento ortodéntico em ratas
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ovariectomizadas tratadas com acido zolendrénico. Foi realizada movimentacao
ortodéntica do primeiro molar superior a partir de uma mola de niquel-titanio em
todos os grupos. A partir de imagens microtomograficas da tibia e da regido do
primeiro molar, foi possivel observar que o movimento ortoddntico foi acelerado nas
ratas com perda 6ssea apos ovariectomia e que o acido zolendrénico suprimiu essa
movimentagdo. Houve também uma relagdo inversamente proporcional entre a
massa 6ssea trabecular da tibia e a quantidade de movimento ortoddntico.

Em 2014, Nakano et al. investigaram as diferengas na movimentagao dentaria
e reabsorgao radicular com o uso de diferentes forgas (10g, 25g, 50g e 100g) a partir
de uma mola fechada de niquel titanio para movimento mesial de molares em ratas
Wistar. Foi realizada avaliagdo micotomografica e por microscopia eletrbnica de
varredura. Os autores observaram que houve uma maior quantidade de movimento
no grupo que recebeu 10gF, com um movimento de inclinagdo e no que recebeu
50gF, com um movimento de corpo. Além disso, a aplicagao de 100gF levou a uma
menor quantidade de movimentagao ortoddntica e a uma maior taxa de reabsorcao
radicular.

No estudo de WEeiis et al. (2018), avaliou-se o efeito do alendronato de sdédio
no reparo 0sseo de fraturas criadas em fémur, com posterior sistema de fixagcdo com
placa e parafuso. Foi um total de 36 ratos divididos em trés grupos: controle (solugao
salina), alendronato de sddio 1mg/kg e alendronato de sddio 3mg/kg. As medicagdes
foram administradas intraperitonealmente, trés vezes por semana, durante um total
de 45 dias. Apds avaliagdo microtomografica das pecas cirurgicas, os autores
observaram que os grupos tratados com alendronato de sodio apresentaram menor
espacamento entre as trabéculas 6sseas quando comparados ao grupo controle, e
que o grupo alendronato 3mg/kg apresentou maior quantidade de trabéculas 6sseas
por unidade de comprimento em relagdo aos demais grupos.

Além das pesquisas em animais, também €& possivel encontrar na literatura
estudos envolvendo seres humanos, como a revisdo sistematica realizada por
Krieger et al. (2013). Nesse estudo os autores avaliaram e demonstraram os efeitos
relatados e o estado atual da pesquisa cientifica em relagdo ao tratamento
ortoddntico associado ao uso de bisfosfonatos em humanos. Apenas sete artigos
estavam de acordo com os critérios de inclusao, deles, quatro relatos de casos, duas

séries de casos, com dois e trés pacientes respectivamente, e um estudo de coorte
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retrospectivo. Falta de paralelismo entre as raizes, com inclinagdo de coroa em vez
de movimento de corpo e fechamento de espaco incompleto nos casos de
extragdes, sinais radiograficos como esclerose do alvéolo e aumento do espaco
periodontal, reabsorcdes radiculares e maior duragao do tratamento foram os efeitos
mais relatados. Segundo os autores, devido a falta de evidéncias cientificas, o
movimento dentario ortodéntico em pacientes expostos aos bisfosfonatos ainda é
imprevisivel e os riscos do tratamento devem ser analisados.

Estudos prévios também tém relacionado o uso de bisfosfonatos a alteragdes
no fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), bem como nos niveis do fator
de necrose tumoral a (TNF-a) e de osteoprotegerina (OPG).

Em 1992, Fajardo et al. elucidou a partir de seu estudo utilizando o sistema de
angiogénese discal que o TNF- a em baixas doses (0,01 a 1 ng) pode levar a um
aumento na taxa de angiogénese, enquanto doses elevadas (1 a 5 pg) desse fator
pode levar a um efeito inverso. Outros estudos também investigaram essa
propriedade do TNF-a. Wang et al. (2017), demonstraram que o TNF-a regula
positivamente fatores que estimulam a agiogénese relacionada a osteoartrite. Lim et
al. (2017), observaram que a reducdo nos niveis de angiogénese presente em
fraturas em animais diabéticos foram recuperados pela inibicdo de TNF-a in vivo e
Jin et al. (2018) verificaram que o TNF-a pode levar a um aumento na producgéo de
VEGF na células endoteliais, em resposta a hipoxia.

Ferreti et al. (2005) avaliaram as modificagdes da circulagdo de fatores
angiogénicos, entre eles o VEGF, apés uma unica infusdo endovenosa de 4mg de
acido zolendrénico em 18 pacientes com diagnéstico de cancer de mama e
metastase Ossea. Foi realizada coleta de sangue dessas pacientes imediamente
antes, com 2 e 7 dias ap6s a administracdo da medicagdo. Os autores observaram
um decréscimo nos niveis de VEGF 2 dias apdés a administracdo do acido
zolendronico. Entretando, aos 7 dias houve um aumento nos niveis de VEGF em
relagdo ao nivel basal e também aquele apresentado com 2 dias. Em outro estudo,
Evans and Oberbauer (2009) investigaram a ag¢ao do alendronato de sédio em placa
de cultura com condrdcitos endocondrais isolados de camundongos em crescimento
tratados clinicamente com o bisfosfonato, e os autores demonstraram que a

medicacdo diminuiu a expressédo do VEGF, importante fator para a angiogénese.
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No estudo de Barros Silva et al. (2017), realizou-se administracéo de acido
zolendrdnico nas dosagens de 0,04, 0,20 e 1,00 mg/kg, bem como de solugao salina
em ratos. No 70° dia de experimento realizou-se a eutanasia dos animais para
analise imuno-histoquimica. Os autores observaram um aumento nos niveis de TNF-
a com o uso do acido zolendrdnico, enfatizando que quanto maior a dose, maior o
aumento.

Abu El-asrar et al. (2018) correlacionaram os niveis de expressdo de OPG
com o fator angionénico VEGF na retinopatia diabética proliferativa. Para isso,
realizou-se uma analise imuno-histoquimica de amostras vitreas de pacientes com
retinopatia diabética e compararam com amostras de pacientes nao diabéticos. Os
autores observaram que a OPG estimula a produg¢ao de VEGF e concluiram desse
modo, que a OPG, além do seu ja conhecido papel na regulagdo do metabolismo
0sseo, € um novo regulador da angiogénese, estando diretamente relacionada com
o VEGF.

No recente estudo de Barros Silva et al. (2019), foram realizadas infusdes
intravasculares de 0,20 mg/kg de acido zolendrénico e de 0,1ml/kg de solugdo salina
com 0, 7, 14 e 49 dias. Trés semanas apos a ultima administracdo, os animais foram
sacrificados para analise imuno-histoquimica e observou-se um aumento nos niveis

de OPG no grupo que recebeu a medicacgéo.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar in vivo o efeito do uso do alendronato de sddio na movimentacao

ortodontica em ratos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a variagdo de massa corpérea dos animais ao final do experimento

nos trés grupos analisados.

Analisar quantitativamente a movimentagao ortodéntica através da
microtomografia.

Analisar quantitativamente o osso na regiao de furca a partir dos parametros
de volume 0Osseo, numero de trabéculas, espessura de trabéculas e
espagcamento entre as trabéculas, através da avaliagdo microtomografica.
Analisar histomorfometricamente as alteracdes da polpa dentaria induzida
pela movimentacdo ortodéntica, a partir da area preenchida por vasos

sanguineos.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo teve aprovacdo do comité de ética no uso de animais (CEUA)

do Centro Universitario Christus sob o numero 039/17 (Anexo).

4.1 Tipo de estudo

Estudo de carater experimental laboratorial in vivo, do tipo quantitativo.

4.2 Selecao da amostra

Para esse estudo, um total de 30 ratos machos da espécie Wistar, com peso
médio de 180g, foram divididos em trés grupos com 10 ratos cada: 1) controle
(solugao salina); 2) alendronato de sddio na dosagem de 1mg/kg; 3) alendronato de

sédio na dosagem de 6mg/kg.

4.3 Protocolo experimental

Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e passaram uma semana
para adaptagdo ambiental apos o transporte, antes do inicio do experimento. Os
mesmos foram mantidos em regime de agua e alimentagao ad libitum, a temperatura
média de 23°C e iluminagao artificial com l|adampadas fluorescentes, sendo
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das

7 as 19 horas.

4.3.1 Administragdo do farmaco

O alendronato de sodio foi administrado uma vez por semana durante um
total de 5 semanas nos grupos experimentais. A administragao foi realizada pela
técnica de gavagem, uma vez que leva a droga diretamente ao estbmago do animal,
sendo considerada o padrdao de administracido oral para se obter uma maior precisao

na dosagem, como utilizado no trabalho de Karras et al., 2009.
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4.3.2 Movimentacao dentéria induzida

Os animais foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de uma
combinacao de 8mg/kg de xilazina e 70mg/kg de ketamina antes da colocagao de
um dispositivo mecanico para indugao do movimento dentario (SALAZAR et al.,
2015).

A movimentacdo ortoddntica foi realizada durante as duas ultimas semanas
de administragdo da medicagéo, a partir do uso de uma mola fechada de niquel-
titanio (Morelli®, Sorocaba, Sao Paulo, Brasil) para aplicagdao de uma forga continua
de 50gF presa ao primeiro molar superior esquerdo e aos incisivos centrais através
de fio de amarrilho de ago inox 0.008 polegadas (Morelli®, Sorocaba, Sdo Paulo,
Brasil) e reforco com resina (Z100, 3M, Saint Paul, MN, USA) (SALAZAR et al.,
2015) (Figura 1). Esse modelo de movimentagéo foi realizado na maxila apenas do

lado esquerdo e o lado direito foi utilizado como controle.

Figura 1: Mola de niquel-titanio para movimentagao dentaria induzida.

4.3.3 Eutanésia

Ao final do experimento, foi realizada a eutanasia dos animais a partir de uma
superdose anestésica, e, posteriormente, feita a remocdo da maxila e o
armazenamento da mesma em solucdo de formaldeido a 37% para posterior

avaliagdo microtomografica.
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4.3.4 Analise microtomografica

As maxilas foram escaneadas no microtomografo SkyScan 1172 (Bruker,
Kontich, Belgium), utilizando o protocolo de escaneamento com o0s seguintes
parametros: 80 kVp, 120 pA, filtro de 0.5 Al, 14 ym tamanho de voxel, 0.3° de
rotation step, 1 frame e um giro de 180°. A reconstrugcao das imagens foi realizada
no software NRecon (Bruker, Kontich, Belgium) com a aplicagcdo das seguintes
corregoes de artefato: 2 de reducao de ruido e 5 de reducao de artefato em anel. A
reorientacdo do volume em posicdo padrao foi executada no software Dataviewer
(Bruker, Kontich, Belgium), previamente a realizagdo das analises. Para a medigao
do diastema cortes axiais foram selecionados na altura do ponto de contato entre
primeiro e segundo molares do hemiarco do lado oposto, apds a selegao do corte, a
medigao foi feita com ferramenta especifica do software CTAn (Bruker, Kontich,
Belgium), iniciando do ponto mais projetado da face distal do primeiro molar
esquerdo até o ponto mais projetado da face mesial do segundo molar esquerdo
(Figura 2). A medicao foi realizada 3 vezes pelo mesmo avaliador previamente
calibrado e a média dos valores foi utilizada para as analises estatisticas. A regido
de furca do primeiro molar foi utilizada para o calculo dos parametros de qualidade
Ossea, para esta analise, 10 cortes sagitais foram utilizados, o desenho manual da
regido de interesse na furca foi realizado respeitando os limites do espaco
periodontal e do osso cortical periapical (Figura 3). Parametros de volume 6sseo,
espessura de trabécula, separacdo das trabéculas e numero de trabéculas foram

tabulados para posterior analise estatistica.

Figura 2: Medicdo do diastema entre o primeiro e o segundo molar na imagem
microtomografica.
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Figura 3: Regido de furca do primeiro molar analisada na imagem microtomografica.

4.3.5 Anélise histomorfométrica

ApOs obtengao das imagens microtomograficas, as maxilas foram removidas,
dissecadas, imersas em solugao formalina a 10% por 48h, lavadas em agua corrente
por 24h e descalcificadas em uma solugédo de EDTA a 10% por seis semanas. As
amostras entdo foram desidratadas, incorporadas em parafina e cortes de 3 ym em
sentido transversal ao longo do maior eixo dos molares foram realizados e corados
com hematoxilina e eosina (SALAZAR et al, 2015). Foram realizadas
fotomicrografias em aumento de 400 X para montagem de toda a polpa dentéria do
primeiro molar superior movimentado e nado movimentado. As imagens foram
exportadas para o software Image J® no qual foi utiizado o comando freehand
selections para mensuragdo da area preenchida por vasos sanguineos e da area
total da polpa dentaria. Foi calculado o percentual de preenchimento da polpa

dentaria por vasos sanguineos para cada dente para analise estatistica.

4.3.6 Andlise do peso

O peso dos animais foi acompanhado durante todo o experimento, realizando
as medidas no inicio, semanalmente durante a execucio e no dia da eutanasia, para

posterior analise estatistica.
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4.4 Analise estatistica

Os dados em relacdo a variacdo do peso dos animais foram submetidos
ao teste ANOVA-2-way para medidas repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni.
Os dados quanto ao diastema, volume Gsseo, espessura de trabécula, separagao
das trabéculas, numero de trabéculas e area da polpa preenchida por vasos foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, expressos em forma de média
e erro-padrao e comparados por meio do teste ANOVA-1-way ou 2-way/Bonferroni
(p<0,05, GraphPad Prism 5,0).
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5 RESULTADOS

Houve aumento da massa corporea em todos os animais nos trés grupos
analisados ao final do experimento, entretanto, sem diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos (p>0,05) (Grafico 1).
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Grafico 1: Variagdo da massa corporea dos animais nos grupos salina, ALD1 e ALD6
de acordo o tempo analisado.

Quanto a quantidade de movimentacdo dentaria, o grupo alendronato de
sédio 6mg/kg (ALD6) apresentou movimentagdo ortoddntica significativamente
menor quando comparado aos demais grupos (p<0,05). No entanto, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa na quantidade de movimentacéo ortodéntica
entre os grupos salina e alendronato de sédio 1mg/kg (ALD1) (p>0,05) (Grafico 2)
(Figura 4). Para comparagdo entre os grupos, considerou-se inicialmente a
existéncia de ponto de contato entre os primeiros e segundos molares no lado

movimentado.
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Grafico 2: Diastema (mm) entre o primeiro e 0 segundo molares superiores do lado
esquerdo dos grupos salina, ALD1 e ALDG. *(p<0,05)

Salina ALD1 ALDG6

Figura 4: Imagens microtomograficas representativas dos diastemas entre o primeiro
e 0 segundo molares superiores do lado esquerdo dos grupos salina, ALD1 e ALDG.

Nao se observou diferenga estatisticamente significativa em relacédo ao

volume &ésseo e a espessura das trabéculas entre os trés grupos analisados (p>0,05)
(Graficos 3 e 4).
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Grafico 3: Volume ésseo (mm?3) da regiao de furca do primeiro molar superior do lado
esquerdo dos grupos salina, ALD1 e ALDG.
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Grafico 4: Espessuras das trabéculas (mm) na regido de furca do primeiro molar
superior do lado esquerdo dos grupos salina, ALD1 e ALDG.

Em relagdo ao numero de trabéculas 6sseas na regiao analisada, os grupos
salina e alendronato de sdédio 1mg/kg obtiveram resultados semelhantes, sem
diferenga estatisticamente significativa entre si (p>0,05). Ja o grupo alendronato de
sédio 6mg/kg apresentou numero de trabéculas significativamente maior em relagéo

aos demais grupos (p<0,05) (Grafico 5).
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Grafico 5: Numero de trabéculas na regido de furca do primeiro molar superior do
lado esquerdo dos grupos salina, ALD1 e ALDG. *(p<0,05)

Quanto a separagédo das trabéculas Osseas na regido analisada, o grupo
alendronato de sodio 6mg/kg apresentou separacado significativamente menor
quando comparado aos outros dois grupos (p<0,05). Entretanto quando comparados
os grupos salina e alendronato de sédio 1mg/kg entre si, nao foi possivel observar

diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) (Grafico 6).
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Grafico 6: Separagao das trabéculas 6sseas na regiao de furca do primeiro molar
superior do lado esquerdo dos grupos salina, ALD1 e ALDG. *(p<0,05)
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Quanto a area da polpa preenchida por vasos sanguineos, no lado nao
movimentado, os grupos alendronato de sddio 1mg/kg e 6mg/kg apresentaram uma
quantidade de area significativamente maior em relagdo ao grupo salina (p<0,05).
No lado movimentado, o grupo alendronato de sédio 6mg/kg apresentou quantidade
de area significativamente maior em relagdo aos demais grupos (p<0,05), enquanto
os grupos alendronato de sédio 1mg/kg e salina nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre si (p>0,05). Na comparagao intragrupo, todos os
grupos analisados apresentaram quantidade de area preenchida por vasos
sanguineos significativamente maior no lado movimentado em relagdo ao lado néo
movimentado (p<0,05) (Grafico 7) (Figura 5).
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Grafico 7: Letras minusculas diferentes = diferenca significante entre grupos, Teste
ANOVA/Bonferroni; Letras maiusculas diferentes = diferenga significante entre lados,
teste t de Student; A analise pelo ANOVA 2-way demonstrou que o fator grupo
(p<0,001) e o fator movimentacédo (p<0,001) foram fatores significantes, porém, a
interacdo entre os fatores ndo modificou o comportamento entre os grupos
(p=0,963).
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Figura 5: Fotomicrografias das polpas dentarias do primeiro molar superior
movimentado e ndo movimentado em ratos tratados com alendronato de so6dio em
diferentes doses.

As imagens histologicas demonstram uma maior area preenchida por vasos
sanguineos nos grupos tratados com alendronato de sédio, bem como nos lados
movimentados (400X).

LADO NAO
MOVIMENTADO

As médias e erro-padrdao dos dados descritos de cada grupo encontram-se

na Tabela 1.



33

Tabela 1: Média e erro-padrdao dos parametros avaliados nos trés grupos
experimentais.

Grupos experimentais
Salina ALD1 ALD6 p-Valor?

Padroes de analise de
imagem

Diastema entre molares
0,20+0,03 0,15+0,01 0,14+0,02* 0,048

(mm)

Volume 6sseo (mm?) 0,23+0,03  0,25+0,07 0,22+0,02 0,918
Espessura média das

trabéculas (mm) 0,15+0,01 0,14+0,01  0,1410,01 0,648
Numero de trabéculas 2,45+0,60 2,45+0,48 4,26+0,34* 0,033
Separacéao das trabéculas

(mm) 0,17+0,02  0,15+0,01 0,11+0,01* 0,031

Area da polpa preenchida

por vasos
Lado ndo movimentado (%)  5,99+0,77 10,44+1,00* 13,68%£1,35* <0,001
Lado movimentado (%) 11,65+1,67 15,32+1,73 18,81+1,68* 0,021
p-Valor® 0,007 0,026 0,028

*p<0,05 versus Salina, *Teste ANOVA/Bonferroni; "Teste t de Student (média+EPM) (n=10/grupo).
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6 DISCUSSAO

Os bisfosfonatos sdo potentes supressores da atividade dos osteoclastos,
aumentando a densidade mineral 6ssea e reduzindo o numero de fraturas em
pacientes com osteoporose e / ou osteopenia. Visto que as forcas ortoddnticas
promovem eventos fisicos e bioldgicos que sao criticos na remodelagao 6ssea, o
uso dessas drogas pode influenciar a movimentacdo dentaria (VENKATARAMANA
et al., 2014; SALAZAR et al. 2015; FRANZONI et al., 2017; NAKAS et al., 2017).

O modelo animal que tem sido mais utilizado para estudos com MDI é o
realizado em molares de ratos (Rattus norvegicus) (KARRAS et al., 2009; CHOI et
al., 2010; SIRISOONTORN et al., 2012; KAIPATUR et al., 2013; HASHIMOTO et al.,
2013; SALAZAR et al. 2015; FRANZONI et al., 2017; NAKAS et al., 2017), visto a
facilidade para instalacdo do dispositivo nesses animais, a possibilidade de
avaliacdo dos processos biolégicos durante a movimentagcdo e a interagdo com
diversos farmacos (REN et al., 2004). No presente estudo, optou-se pela utilizagao
de ratos machos, corroborando com grande parte dos estudos anteriores (KARRAS
et al., 2009; FUJIMURA et al., 2009; CHOI et al., 2010; VENKATARAMANA et al.,
2014; FRANZONI et al., 2017) considerando também que as altera¢gdes hormonais
presentes nas fémeas pudessem exercer algum tipo de influéncia nos resultados do
estudo, e que os trabalhos prévios que utilizaram fémeas realizaram a ovariectomia
(SIRISOONTORN et al., 2012; KAIPATUR et al., 2013; HASHIMOTO et al., 2013;
SALAZAR et al., 2015; FRANZONI et al., 2017).

Quanto ao dispositivo para a indugao da movimentagdo dentaria nesse
modelo animal, a maioria dos estudos tém utilizado uma mola fechada de NiTi presa
com fio de amarrilho 0.008 polegadas ao primeiro molar e aos incisivos (KARRAS et
al., 2009; FUJIMURA et al., 2009; CHOI et al., 2010; SIRISOONTORN et al., 2012;
HASHIMOTO et al., 2013; VENKATARAMANA et al., 2014; SALAZAR et al. 2015;
FRANZONI et al., 2017), em consonancia com o presente estudo. Porém, encontra-
se também na literatura, a utilizagcdo de separadores elasticos entre os incisivos ou
de mola fechada de NiTi presa ao primeiro molar e a um mini-implante proximo a
regido dos incisivos para indugdo da movimentagado dentaria (KAIPATUR et al.,
2013; NAKAS et al., 2017).
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A quantidade de forca utilizada para movimentacdo ortoddntica em ratos
variou entre 10 e 100 gF na literatura (KARRAS et al., 2009; CHOI et al., 2010;
SIRISOONTORN et al., 2012; KAIPATUR et al., 2013; HASHIMOTO et al., 2013;
SALAZAR et al. 2015; FRANZONI et al., 2017), observando-se, desse modo, a falta
de padronizacao entre os autores quanto a intensidade de for¢ca considerada ideal
para esse fim. Segundo a revisao sistematica de REN et al. (2004), de um total de
153 artigos que induziram a movimentagdo dentaria em ratos, 20% utilizaram uma
forga menor que 20gF, 37% uma forga entre 20-50 gF, 12% uma forgca entre 50-100
gF, 1% uma forga maior que 100 gF e os 30% restantes n&do especificaram a
quantidade de forga utilizada. Também tem sido demonstrado que o uso de uma
forca de 10 a 50 gF promove uma maior quantidade de movimentagédo ortodéntica,
enquanto forgcas excessivas levam a um decréscimo na quantificagdo desse
processo (NAKANO et al., 2014). Desse modo, optou-se no presente estudo pela
utilizacdo de uma forga de 50 gF a partir do uso de uma mola fechada de NiTi,
visando avaliar a quantidade de movimentagcdo e o trabeculado 6sseo, estando,
assim, dentro da faixa recomendada na literatura.

Em relagao ao tempo de movimentacao ortodéntica realizada a partir do uso
de uma mola de NiTi, também houve variagdo entre os estudos. Na pesquisa de
Salazar et al. (2015) o tempo total foi de 07 dias, diferenciando-se dos estudos de
Franzoni et al. (2017), Fujimura et al. (2009) e Hashimoto et al. (2013), em que os
tempos foram de 10, 12 e 14 dias, respectivamente. Ja em outros dois estudos, o
tempo total foi de 28 dias (KARRAS et al., 2009; SIRISOONTORN et al., 2012). Na
revisdo sistematica realizada por REN et al. (2004), observou-se que 40% dos
estudos utilizaram 7 dias ou menos, 31% de 7 a 14 dias; 18% de 14 a 28 dias, 1%
mais que 28 dias e os 10% restantes nao especificaram a quantidade de dias. Ja no
estudo de Choi et al. (2010) avaliou-se com 3, 6, 9, 12 e 15 dias, aplicando uma
forca de 60gF, e os autores constataram que a partir do 12° dia foi possivel observar
mudang¢a na quantidade de movimentacao dentaria. No presente estudo optou-se
por realizar a movimentagao ortodéntica durante um total de 14 dias, corroborando,
com a média de dias dos estudos prévios citados.

Em humanos, a dose comum utilizada de alendronato de soédio para
tratamento da osteoporose € de 1mg/kg uma vez por semana, entretanto, ainda néao

ha um consenso quanto a dose adequada para testes em animais (LANZA et al.,
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2002; SALAZAR et al., 2015). No presente estudo, optou-se por testar a mesma
dose recomendada para adultos, e uma segunda dose proxima a utilizada no estudo
de Karras et al. (2009), no qual também se optou pela via de gavagem. Em outros
estudos, houve uma variacao entre as doses aplicadas, de acordo com o tempo e as
vias de administracdo adotadas. No estudo de Kaipatur et al. (2013), testou-se a
dosagem de 0,015mg/kg, por via subcutdnea, duas vezes na semana, por 28 dias.
Ja no estudo de Salazar et al. (2015) também se utilizou a via subcutédnea nas
dosagens de 1mg/kg e 2mg/kg duas vezes na semana por 3 meses, € no de
Franzoni et al. (2017) a dose de 2,5mg/kg uma vez por dia, via subcutanea, por 35
dias.

Quanto ao peso dos animais, no presente estudo observou-se um aumento da
massa corporea ao final do experimento em todos os grupos avaliados, porém sem
diferenca estatisticamente significativa entre eles. Tal resultado corrobora com os
achados de Kaipatur et al. (2013) e de Nakas et al. (2017), em que todos os animais
também se mantiveram saudaveis, sem perda de peso ao longo do experimento.
Provavelmente, tal resultado deve-se ao fato que os bisfosfonatos utilizados nesses
estudos, com suas respectivas doses e vias de administracdo, nao foram capazes
de induzir uma gastrotoxicidade no animal. Outra hipotese relevante para a néo
perda de peso dos animais nos tempos avaliados foi que, os dispositivos utilizados
para indugdo da movimentacdo dentaria ndo apresentaram grande influéncia na
alimentacao dos ratos. Esses resultados também estdo de acordo com os estudos
de Lanza et al. (2002) e de Zografos et al. (2009), nos quais afirmam que, apesar de
injurias esofagicas estarem relacionadas ao tratamento com alendronato de sodio
em humanos, ndo ha um aumento significativo dessa incidéncia em pacientes
usuarios dessa droga, quando a mesma é administrada uma vez por semana.

Os resultados do presente estudo demonstraram uma redugcdo na MDI
(menor diastema entre molares) nos grupos que fizeram uso do alendronato de
sédio quando comparados ao grupo controle, porém, apenas no grupo alendronato
de sédio 6mg/kg essa diminuicao foi estatisticamente significativa. Esses resultados
corroboram com o estudo prévio de Karras et al. (2009) no qual houve
movimentacdo ortodontica significativamente menor no grupo tratado com
alendronato de sodio 7mg/kg em relagdo ao grupo salina, considerando que a

administragdo da droga foi realizada também por via gavagem durante um total de 5
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semanas. Nos estudos de Salazar et al. (2015) e de Franzoni et al. (2017) também
foi possivel observar redu¢cao da movimentagao ortoddntica nos grupos tratados com
alendronato de sédio em dosagens mais baixas, de 1mg/kg e de 2,5mg/kg,
respectivamente, em relagédo aos grupos controles. Entretanto, ambos os estudos
utilizaram via de administracdo subcutanea, o que pode ter favorecido a agao da
droga em dosagens menores, considerando que os mesmos utilizaram forgas e
tempos de movimentagao préximos aos utilizados no presente estudo.

A reducdo da movimentacdo dentaria parece estar relacionada ao
mecanismo de agao dos bisfosfonatos nitrogenados, que atuam na inibicdo da
reabsorgcao Ossea, a partir do bloqueio da enzima farnezil pirofosfato sintase na via
do mevalonato, interferindo na modificagdo pds-translacional de proteinas como as
GTPases que regulam uma variedade de processos importantes para a fungao dos
osteoclastos, incluindo a morfologia celular e a organizagéo do citoesqueleto, sendo
capazes de promoverem a apoptose dessas células (GHONEIMA et al., 2010;
BALLANTYNE et al.,, 2014). Desse modo, uma redugdo na atividade dos
osteoclastos, pode levar a uma movimentacdo dentaria mais lenta ou em menor
quantidade.

No presente estudo, ndo houve correlacdo estatisticamente significativa
entre a quantidade de movimentagao ortodéntica e o volume 6sseo, bem como com
a espessura das trabéculas 6sseas na regido de furca dos primeiros molares. Ja no
estudo de Hashimoto et al. (2013), observou-se uma significativa correlagéo
inversamente porporcional entre o volume O0sseo e a movimentagdo dentaria
induzida. Entretanto, cabe ressaltar que nesse estudo, utilizou-se o acido
zolendrénico e a analise microtomografica do volume 6sseo foi realizada na regido
de tibia de ratas ovariectomizadas, diferentemente do presente estudo, no qual o
volume 6sseo foi analisado na mesma regido em que se induziu a movimentagao
ortoddntica, regido de furca, limitando, dessa forma, a comparagao dos resultados
em decorréncia das diferentes metodologias.

Em relagdo ao numero de trabéculas e a separagao entre elas, observou-se
no presente estudo, que no grupo alendronato de s6dio 6mg/kg houve um numero
de trabéculas significativamente maior e uma separagdo entre elas
significativamente menor em comparagdo com os demais grupos. Visto que, esse

mesmo grupo apresentou uma menor quantidade de movimentagdo ortoddntica,
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podemos sugerir que esses dois paramentros avaliados dificultaram o movimento,
considerando que, como o movimento ortodéntico € um fendbmeno de grande
remodelacido 6ssea, quanto maior o numero de trabéculas e menor a distancia entre
elas, mais dificil se tornara esse movimento, pelo aumento da densidade mineral
conferida ao o0sso; resultado também demonstrado por RUSSEL et al., 2008.

Esses resultados também estdo de acordo com o recente estudo de Weeis
et al. (2018), em que houve um maior numero de trabéculas 6sseas e um menor
espacamento entre elas, no grupo que recebeu alendronato de sodio na dosagem
da 3mg/kg em comparagdo com o grupo salina, sem alterar o volume ésseo. Os
autores sugerem que, como o alendronato inibe a atividade osteoclastica e promove
a formacado de osteoblastos a partir das células mesenquimais, a quantidade e a
disposicdo das trabéculas Osseas estdo diretamente ligadas a dosagem de
administracao do alendronato, em que, quanto maior a dose, maior a quantidade de
trabéculas Osseas e menor o espagcamento entre elas. Apesar da analise do
trabeculado 6sseo ter sido realizada em regido de fémur, diferentemente do
presente estudo, a explicagdo oferecida pelos autores relacionando os resultados
obtidos com a dosagem do alendronato de s6dio corrobora com os achados deste
estudo.

Nenhum animal no presente estudo apresentou sinal de osteonecrose,
corroborando com os estudos anteriores que utilizaram metodologias semelhantes
(KARRAS et al., 2009; FUJIMURA et al., 2009; CHOI et al., 2010; SIRISOONTORN
et al., 2012; KAIPATUR et al., 2013; HASHIMOTO et al., 2013; VENKATARAMANA
et al., 2014; SALAZAR et al., 2015; NAKAS et al., 2017; FRANZONI et al., 2017).

Em geral, no presente estudo obsevou-se que os grupos que receberam o
alendronato de sodio apresentaram maior area pulpar preenchida por vasos
sanguineos em relagao ao grupo salina, em ambos os lados.

Apesar do estudo prévio de Evans and Oberbauer (2009) apontar que o uso
de bisfosfonatos pode levar a uma diminuicdo da angionénese, a partir da redugéo
nos niveis do VEGF, no estudo de Ferreti et al. (2005) observou-se um aumento
desse fator angiogénico quando avaliado 7 dias apdés uma infusdo de acido
zolendrénico em pacientes com metastases Osseas. Desse modo, embora haja
diferencas na metodologia entre o estudo de Ferreti et al. e o presente estudo, ha a

possibilidade de o alendronato de sddio também ter levado a um aumento de VEGF,
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considerando que, no nosso estudo a administragcdo da medicacéao foi realizada por
5 semanas.

Ademais, outro estudo indicou que essas medicagbes podem aumentar a
expressdo de citocinas inflamatérias com algum potencial vasculogénico, como o
TNF-a (BARROS SILVA et al., 2017). Considerando entdo que no estudo de Barros
Silva et al. (2017), observou-se um aumento de TNF-a na polpa dentaria de ratos
apoés administracdo de acido zolendrdnico, sendo esse aumento dose dependente e
que Fajardo et al. (1992), Wang et al. (2017), Lim et al. (2017) e Jin et al. (2018)
apontaram que determinadas doses de TNF-a estdo relacionadas com o aumento da
angiogénese, surge a hipotese de que o alendronato de sodio nas doses utilizadas
no presente estudo pode estar associado a doses de TNF-a capazes de aumentar a
area pulpar preenchida por vasos.

O estudo recente de Barros Silva et al. (2019) demonstrou que a
administracao de acido zolendrdnico em ratos levou a um aumento da expressao de
OPG. Desse modo, considerando que a OPG pontencializa a produgdo de VEGF
(ABU EL-ASRAR et al.,, 2017), outra possibilidade para justificar nossos achados
seria a de que o uso do alendronato de sddio em ratos também pode levar a um
aumento na produgao de vasos sanguineos a partir dessa via.

Observou-se também no presente estudo, um aumento da area pulpar
preenchida por vasos nos lados que receberam a movimentacao ortodéntica quando
comparada ao lado ndao movimentado em todos os grupos. Esses resultados
corroboram com o estudo de Niklas et al. (2013) no qual afirmam que forcas
ortodénticas podem levar a mudangas vasculares na polpa dentaria, como a
vasodilatagdo, bem como com os estudos de Derringer and Linden (2003) (2004),
em que os autores concluiram que ha liberagdo de alguns fatores que regulam a
angiogénese, entre eles o VEGF, apés duas semanas de aplicagdo de forga
ortodéntica em pré-molares, a partir de uma avaliagdo em cultura.

Os achados do presente estudo destacam a importancia na obtencao
detalhada do historico do uso de medicagdes atuais e anteriores, principalmente em
idosos, com o intuito de avaliar as limitagbes no planejamento e tratamento dos
pacientes ortodonticos. Assim, embora o esfor¢go deste estudo em simular um
cenario mais proximo ao clinico em humanos, os resultados obtidos com esse

modelo animal devem ser interpretados com cautela. Dessa forma, faz-se
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necessaria a realizagao de novos estudos, objetivando elucidar melhor os efeitos
dessas medicagdes na movimentagao ortodéntica, bem como no trabeculado ésseo
e na polpa dentaria, a fim de desenvolver planos de tratamento que atinjam os
resultados desejados, melhorando o progndstico e evitando possiveis danos aos

pacientes.
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7 CONCLUSAO

N&o houve mudanca significativa de peso nos animais ao final do
experimento.

O grupo alendronato de sédio 6mg/kg foi capaz de diminuir significativamente
a quantidade de movimentagao ortodéntica no tempo analisado.

O grupo alendronato de soédio 6mg/kg apresentou maior numero de trabéculas
O0sseas em regiao de furca e um menor espagamento entre elas.

No lado ndo movimentado os grupos alendronato de sédio 1mg/kg e 6mg/kg
apresentaram maior de area de polpa preenchida por vasos sanguineos
quando comparados ao grupo salina. J& no lado movimentado apenas o
grupo alendronato de sodio 6mg/kg apresentou maior area de polpa
preenchida por vasos em comparagao com o0s demais grupos. Na
comparagao intragrupo, todos os grupos apresentaram quantidade de area da
polpa preenchida por vasos sanguineos maior no lado movimentado em

relacdo ao lado ndo movimentado.
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