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RESUMO

DOS SANTOS, M. C. G. Influéncia da doxiciclina (SDD) em ratas osteopénicas,
sobre o periodonto de sustentacdo, apdés a movimentagdo dentaria induzida
ortodonticamente. 2023, 93p. Tese (Doutorado em Odontopediatria) — Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Introducdo: O fechamento de espacgos no arco dentario por meio da movimentacao
dentaria ortodontica € um grande desafio, principalmente em pacientes com
osteoporose. Objetivos: Comparar o efeito do uso da doxiciclina em doses
subantimicrobianas (DDS) com o alendronato de sédio (ALN), ap0s a movimentacao
dentéria induzida ortodonticamente (MDIO), nos seguintes parametros: 1) variacdo
da massa corporea; 2) taxa de movimento dentario; quantificacdo histomorfométrica
do osso na regido de furca do dente movimentado; e 3) expressao dos genes
Tnfrsflla (RANK), Tnfsfll (RANKL), Tnfrsfllb (OPG), através do PCR-RT.
Materiais e Métodos: Foram utilizadas 96 ratas Wistar (Rattus norvegicus),
distribuidas aleatoriamente em seis grupos: SHAM (Controle Negativo — operacéo
falsa); DOX (ratas expostas a doxiciclina 30 mg/kg/dia); ALN (ratas expostas ao
alendronato de sodio 0,7 mg/kg/semana); OVX (ratas ovariectomizadas); OVX+DOX
(ratas ovariectomizadas expostas a doxiciclina 30 mg/kg/dia); OVX+ALN (ratas
ovariectomizadas expostas ao alendronato de sédio 0,7 mg/kg/semana). Todos os
grupos, com excecao do SHAM, tiveram seus modelos de indu¢cdo a osteopenia por
90 dias, e, em seguida, os grupos que receberam o medicamento foram submetidos
as doses de 30 mg/kg/dia (doxiciclina) ou 0,7 mg/kg/semana (alendronato de sodio),
ambos por 60 dias. O periodo experimental total foi de 150 dias. A movimentacéo
ortodéntica foi realizada durante as duas Ultimas semanas de administracdo das
medicac¢fes. Para isso, usou-se uma mola fechada de niquel-titAnio entre o primeiro
molar superior direito e 0s incisivos centrais. O primeiro molar superior esquerdo foi
utilizado como controle, sem movimentacdo em todos os grupos. O peso das ratas
foi aferido semanalmente. ApOs a eutanasia dos animais, as maxilas foram
removidas e processadas para avaliacdo microscOpica, para analise do 0sso
alveolar e quantificacdo da movimentacéo dentaria, e para o PCR-RT. Os resultados
foram submetidos ao teste estatistico ANOVA; havendo diferencas, o post-test de
Tukey foi realizado para especificar as diferencas, ambos com significancia de
p<0,05. Resultados: Houve aumento da massa corpdrea em todos os animais ao
final do experimento, com diferenca estatisticamente significativa, quando comparou-
se 0s grupos que sofreram ovarectomia, com 0s seus respectivos controles. Houve
movimentacao significante nos dois periodos de observacao, (p<0,05) em todos o0s
grupos, em comparacdo aos lados sem movimentacdo. Entretanto, no grupo
ovariectomizado houve maior quantidade de movimentacdo dentaria induzida,
comparado com 0s outros grupos, com resultado estatisticamente significante aos 7
e 14 dias, com p<0,05. Em relagédo a porcentagem e osso formado, observou-se que
no periodo 7 dias houve uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,0001)
nos grupos que sofreram ovarectomia (OVX, OVX+DOX e OVX+ALN), e no periodo
de 14 dias, a porcentagem de 0sso voltou a subir em todos os grupos, sendo esse
aumento mais expressivo nos grupos tratados com ALN e DOX, e menor no grupo
OVX. Em relacdo a expresséo génica, a DOX e ALN foram capazes de aumentar a
expressao, tanto do RANKL quanto da OPG. O grupo OVX apresentou o menor
“turnover” ésseo no inicio do processo de reparo alveolar, representado pela relacéo
de OPG/RANKL, porém apresentou uma brusca diminui¢cdo aos 14 dias. Conclusao:



Neste modelo experimental, a ovariectomia atrasou o0 processo de reparo alveolar e
alterou o turnover 6sseo apos a aplicacdo da forca ortodéntica. O alendronato de
sédio, na dosagem empregada, diminuiu a quantidade de movimentacdo dentaria
induzida, em comparacao ao grupo OVX, sendo similar ao grupo controle, e o uso
da doxiciclina em doses subantimicrobianas (DDS) teve um papel chave na
remodelacdo Ossea e contribuiu positivamente em 0ssos de ratas acometidas pela
osteopenia induzida por ovariectomia, podendo ser um substituto ao ALN; porém, os
valores iniciais da histometria e expressao génica da triade RANK-RANL-OPG né&o
foram restabelecidos completamente.

Palavras-chave: Ortodontia. Movimentacdo dentaria. Remodelacdo éssea.
Ovariectomia. Doxiciclina. Alendronato de Sodio. Osteoporose.



ABSTRACT

DOS SANTOS, M. C. G. Influence of doxycycline (SDD) in osteopenic rats on the
support periodontium after orthodontic tooth movement. 2023, 93p. Thesis
(Doctorate degree in Pediatric Dentistry) - School of Dentistry of Ribeirao Preto,
University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2023.

Introduction: The closure of spaces in the dental arch through orthodontic tooth
movement is a great challenge, especially in patients with osteoporosis. Objectives:
To compare the effect of the use of doxycycline in subantimicrobial doses (DDS) with
sodium alendronate (ALN), which is the standard drug for the treatment of
osteoporosis, after orthodontically induced tooth movement (MDIO), in the following
parameters: 1) variation of body mass; 2) the rate of tooth movement;
histomorphometric quantification of the bone in the furca region of the moved tooth;
and 3) expression of the genes Tnfrsflla (RANK), Tnfsfll (RANKL), Tnfrsfllb
(OPG), through PCR-RT. Materials and Methods: 96 female Wistar rats (Rattus
norvegicus), randomly distributed in six groups: SHAM (Negative Control — false
operation); DOX (rats exposed to doxycycline 30 mg/kg/day); ALN (rats exposed to
sodium alendronate 0.7 mg/kg/week); OVX (ovariectomized rats); OVX+DOX
(ovariectomized rats exposed to doxycycline 30 mg/kg/day); OVX+ALN
(ovariectomized rats exposed to sodium alendronate 0.7 mg/kg/week). All groups,
with the exception of SHAM, had their osteopenia induction models for 90 days, and
then the groups that received the drug were submitted to doses of 30 mg/kg/day
(doxycycline) or 0.7 mg/kg/week (sodium alendronate), both for 60 days. The total
experimental period was 150 days. Orthodontic movement was performed during the
last two weeks of medication administration, using a closed nickel-titanium spring
between the first right upper molar and the central incisors. The first, left upper molar
was used as a control without movement in all groups. The weight of the rats was
measured weekly on a precision scale in the vivarium. After euthanasia of the
animals, the maxillae were removed and processed for microscopic evaluation for
analysis of the alveolar bone and quantification of tooth movement, and for RT-PCR,
evaluating the gene expression of Tnfrsflla (RANK), Tnfsfll (RANKL), Tnfrsfllb
(OPG). The results were submitted to the ANOVA statistical test, with differences in
Tukey's post-test was performed to specify the differences, both with significance of
p<0.05. Results: There was an increase in body mass in all animals at the end of the
experiment, with a statistically significant difference when comparing the groups that
underwent ovariectomy with their respective controls. There was significant
movement in the two observation periods (p<0.05) in all groups compared to the
sides without movement. However, in the ovariectomized group there was a greater
amount of induced tooth movement compared to the other groups, with a statistically
significant result at 7 and 14 days, with p<0.05. Regarding the percentage and bone
formed, it was observed that in the period seven days there was a statistically
significant decrease (p<0.0001) in the groups that underwent ovariectomy (OVX,
OVX+DOX and OVX+ALN), and in the period of 14 days the percentage of bone rose
again in all groups, and this increase was more expressive in the groups treated with
ALN and DOX and lower in the OVX group. Regarding gene expression, DOX and
ALN were able to increase the expression of both RANKL and OPG. The OVX group
presented the lowest bone turnover at the beginning of the alveolar repair
process represented by he PG/RANKL ratio,but presented a sharp decrease at 14
days. Conclusion: In this experimental model, ovariectomy delayed the alveolar



repair process and altered bone turnover after the application of orthodontic force.
Sodium alendronate at the dosage used decreased the amount of tooth movement
induced compared to the OVX group, being similar to the control group. The use of
doxycycline in subantimicrobial doses (DDS), had a key role in bone remodeling and
contributed positively in bones of rats affected by ovariectomy-induced osteopenia,
and may be a substitute for ALN, but did not completely reestablish the initial values
of histometry and gene expression of the RANK-RANL-OPG triad.

Key-words: Orthodontics. Tooth movement. Bone remodeling. Ovariectomy.
Doxycycline. Sodium Alendronate. Osteoporosis.
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por 7 e 14 dias, comparado com o controle (Sham). *p<0,05, **
p<0,001, *** p<0,0001. ANOVA, pds-teste TUKEY.........ccceerrrruerreriiireeannns
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1. INTRODUCAO

Um dos principais problemas enfrentados pela odontologia é a perda dental,
que podera acarretar dano estético, funcional, psicologico e social ao paciente.
Portanto, o reestabelecimento da éarea na qual ocorreu a perda dentaria é
fundamental, e uma das opc¢Oes para tal reestabelecimento é o fechamento de
espacos com movimentacdo dentaria ortodéntica. Entretanto, existe um grande
desafio neste tipo de abordagem clinica, principalmente em pacientes acometidos

pela osteoporose.

A osteoporose, segundo definicAo da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), é uma patologia sistémica e caracterizada pela reducdo da massa e pela
deterioracdo da microarquitetura do tecido 0sseo. Sendo assim, essa patologia
compromete a resisténcia 6ssea e aumenta o risco de fraturas (JOHNELL; KANIS,
2006). No mundo, mais de 200 milhdes de pessoas sdo acometidas por essa
doenca. Sabe-se que mulheres no ciclo pds-menopausa sdo 0 grupo mais
acometido, haja vista que neste periodo ocorre uma queda de estrdgeno no
organismo, a deficiéncia estrogénica exacerba a perda Ossea por intermédio do
aumento na sintese e ativacao de osteoclastos (TANAKA et al., 2002; DUARTE et
al., 2004) e, consequentemente, ocorre 0 aumento da sintese de IL-1, TNF-a e da
proteina RANKL (HSU; PACIFICI, 2018). Assim, um modelo estabelecido por
mimetizar a poés-menopausa € o0 animal ovariectomizado, uma vez que tal
procedimento provoca reducdo estrogénica (BONNET et al., 2007) e aumenta a
osteoclastogénese (GOVIDARAJAN et al., 2013), induzindo a osteopenia, sendo
comumente utilizado em pesquisas acerca desta patologia.

Com o objetivo de tratar e prevenir as fraturas O6sseas decorrentes da
osteoporose, os bisfosfonatos sdo os medicamentos de primeira escolha, sendo o
Alendronato de sédio (ALN) o mais utilizado. Atualmente, os bisfosfonatos estéo
entre 0os medicamentos mais indicados na clinica médica para o tratamento de
estados osteopénicos e osteoporodticos (ROSEN; BILEZIKIAN, 2001). Os efeitos
positivos do ALN decorrem principalmente da capacidade de inibir osteoclastos
(AZUMA et al., 1995), inibindo, assim, a reabsorcdo 6ssea (IWAMOTO et al., 2009;
LERNER, 2006). Este composto apresenta uma forte afinidade pelo calcio circulante
e das superficies 0sseas; inibe a atividade enzimatica nos osteoclastos, impedindo a

dissolugcédo 6ssea e a degradacdo do colageno, permanecendo no 0SSO por muitos
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anos (KIMMEL, 2007). Ao ser transportado, juntamente com 0s componentes
isolados do osso, através do citoplasma dos clastos, o ALN induz eventos
bioquimicos capazes de iniciar a morte celular programada dessas células
(FLANAGAN; CHAMBERS, 1991; HUGHES et al., 1995; RUSSEL; ROGERS, 1999).

Contudo, como o ALN esta associado a uma diminuicdo de marcadores de
turnover ésseo (ORWOLL et al, 2000), ha, como consequéncia, relatos da
ocorréncia de osteonecrose em pacientes expostos a este medicamento (BEDOGNI
et al., 2010; PAIVA-FONSCECA et al.,, 2014). Além disso, em relato de casos
clinicos, de pacientes submetidos a tratamentos com bifosfonatos por longo periodo,
tem-se observado menores taxas de movimentacdo dentaria, dificultando o
tratamento ortodéntico (ZAHROWSKI, 2007; RINCHUSE et al., 2007).

Em contrapartida, a doxiciclina (DOX) € um medicamento pertencente a
familia das tetraciclinas e recebe destaque terapéutico pelo seu amplo espectro de
acdo e baixo efeito colateral (ROBERTS, 2003). Comumente, € utilizada pela acéo
antimicrobiana, além de ser utilizada, também, como inibidor de metaloproteinases
de matriz (MMP), em doses subantimicrobianas (DDS) (GOMES et al.,, 2017,
EMINGIL et al., 2004). Golub et al. (1983) mostraram que a DOX, em dose
subantimicrobiana (DDS), é capaz de inibir colagenases, e propuseram que essa
propriedade poderia ser Gtil no tratamento da doenca periodontal. Assim, este
farmaco vem sendo usado na periodontia como coadjuvante em pacientes nos quais
a terapia mecanica isolada ndo apresentou resultados satisfatorios. A DOX tem
atividade inibitéria em varias citocinas pro-inflamatérias, como as IL-18 e TNF-a
(EMINGIL et al.,, 2011; KINANE et al., 2011), e, também, uma alta eficacia no
processo de inibicdo da diferenciacédo osteoclastica, utilizando-se modelos de estudo
“in vitro” e “in vivo” (FRANCO et al., 2011). Estudos confirmaram o efeito benéfico da
doxiciclina no tecido 6sseo alveolar de pacientes portadores de doenca periodontal
(GOLUB et al., 2001; PRESHAW et al., 2004; CATON et al., 2004) e também em
ratos machos, apos inducéo de diabetes (TELLA et al., 2014).

Baseados nesse mecanismo de agdo reconhecido, varios estudos clinicos
em pacientes portadores de diferentes estagios de periodontite tém demonstrado
gue a terapia coadjuvante com dose subantimicrobiana da doxiciclina promoveu uma
melhora significativa nos parametros clinicos periodontais (GURKAN et al., 2008;
NOVAK et al., 2008, EMINGIL et al., 2006; HAFFAJEE et al., 2008, WALKER et al.,
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2007). Em decorréncia desses resultados clinicos satisfatorios obtidos com a
doxiciclina, torna-se plausivel a hipotese de que este farmaco também possa atuar
em outras vias relacionadas com a resposta imuno-inflamatéria, no caso da

movimentacao dentaria ortodontica.

Paralelamente, reconhece-se que o tratamento ortoddntico tornou-se mais
acessivel & populacdo e que o aumento da expectativa de vida e a busca pela
estética tém conduzido a um maior numero desse tratamento em adultos.
Consequentemente, aumenta-se 0 risco de pacientes com doencas sistémicas,
decorrentes da idade, presentes nos consultérios ortodénticos, incluindo os
pacientes portadores de osteoporose. A necessidade de correcdes ortodonticas em
pacientes com alteracfes sistémicas exige novos conhecimentos acerca da
influéncia da forca ortodéntica sobre os tecidos periodontais. Clinicamente, a
osteoporose pode provocar perda de massa 0ssea, principalmente nos 0ssos longos
e vértebras, podendo, também, alterar os tecidos 6sseo da maxila e da mandibula,
envolvidos na movimentacdo dentaria (BRUDVIK; RYGH, 1994; DAVIDOVITCH,
1991; PEREIRA; TAVEIRA, 2000).

Sabe-se que a movimentacdo dentéria é a base do tratamento ortodéntico.
De acordo com Moyers (1991), o aparelho ortodéntico € um sistema que armazena e
libera forca sobre dentes, muasculos ou o0ssos, criando uma reacdo dentro do
ligamento periodontal e no 0sso alveolar, provocando movimento dentério, alterando
a morfologia 6ssea ou seu crescimento. Essa forca exercida sobre os dentes é
imediatamente transmitida ao ligamento periodontal, e através de seus feixes de
fibras, ao osso de suporte, formando areas de pressédo e tracdo no periodonto de
sustentacdo, desencadeando, assim, o movimento dentario (MOYERS; BAUER,
1950; GIANELLY; GOLDMAN, 2008).

O resultado biolégico apés a aplicacdo da forca ortod6ntica sobre o dente é
sempre 0 mesmo: reabsor¢cédo 6ssea do lado de pressdo e neoformacdo 6ssea do
lado de tracdo do ligamento periodontal. O processo de remodelacdo 6ssea permite
que o dente se mova, mantendo a largura fisiolégica do espacgo periodontal
(GIANELLY; GOLDMAN, 2008; BATH-BALOGH; FEHRENBACH, 2010). A base de
toda a terapia ortodontica esta, portanto, intimamente relacionada com o processo
de remodelacdo 6ssea e com o processo inflamatério dentro do espago do ligamento

periodontal.
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Alguns medicamentos, administrados de forma sistémica, podem interferir
nos tratamentos ortoddnticos, por agirem na osteogénese ou nos elementos do
periodonto de insercdo (CHOI et al.,, 2010; KARRAS et al., 2009). Entretanto, a
forma como o tecido 6sseo responde a aplicacdo de forcas, em casos especificos,
como na osteoporose, ainda é pouco compreendida em termos biomoleculares. A
andlise da qualidade 6ssea, sob o0 ponto de vista molecular, podera contribuir para
um melhor entendimento da formacdo 6ssea em pacientes osteoporoéticos, assim
como a identificacdo molecular de reguladores da reabsor¢cdo e formacdo Ossea
podera auxiliar na investigacdo da fisiopatologia 0ssea, nas areas submetidas a
movimentagdo dentéria e, em associagcdo aos exames de imagem, caracterizar

melhor a qualidade 6ssea.

Apesar do grande numero de relatos na literatura, de estudos que utilizaram
a doxiciclina em doses subantimicrobianas (DDS) na periodontia, no controle da
remodelacdo Ossea, a investigacdo sobre esta terapia no tratamento ortoddntico
ainda é incipiente. Além disso, ha poucas evidéncias que demonstram se
medicamentos utilizados sistemicamente no tratamento de osteopenia e
osteoporose interferem na movimentagdo dentéria, haja vista que alteram o
metabolismo 6sseo (CHOI et al.,, 2010; KARRAS et al., 2009; SALAZAR et al.,
2011).

by

Devido a necessidade de tratamento ortoddntico em pacientes com
alteracdes sistémicas, como a osteoporose, optou-se por realizar este estudo
utilizando a doxiciclina (DOX), em doses subantimicrobianas, na tentativa de reduzir
os efeitos deletérios da osteoporose sobre a reparacdo 6ssea alveolar, visando a

aceleracdo do processo de remodelamento 0sseo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A qualidade éssea é determinada pela taxa de remodelacdo do 0sso,
mantendo, assim, sua integridade mecanica e a homeostase do calcio no organismo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; MARTIN; CORREA, 2010). A remodelacao 6ssea
se inicia com a reabsorcéo osteoclastica, sendo essa uma atividade erosiva que cria
lacunas de 60pum em individuos jovens e 40um em individuos mais velhos. A
reabsorcdo tem uma média de 35 dias de duracdo, enquanto a formacdo 6ssea
ocorre, em média, em 150 dias (ERIKSEN; GUNDERSEN et al., 1984; ERIKSEN;
MELSEN; MOSEKILDE, 1984). Uma remodelacédo acelerada leva a uma reducgao
irreversivel da estrutura trabecular, resultando em um osso mais fragil e aumentando

o risco de fraturas.

A osteoporose € um distUrbio classico inerente a idade, responsavel pelo
aumento do risco de fraturas oOsseas (RIGGS; MELTON, 1986). A fratura
osteoporética é reconhecida como um importante problema de saude social; provoca
um aumento nas taxas de morbidade e mortalidade dos pacientes e, com isso,
aumenta os custos de saude publica (BANDEIRA; CARVALHO, 2007; 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 pds-menopausa varia de 15% a 33%
(BACCARO et al., 2015).

Sabendo-se disso, criou-se os modelos animais para inducdo a osteopenia.
Um desses modelos é a ovariectomia, que induz mimeticamente a menopausa,
caracterizada pela atividade osteoclastica exceder a atividade osteoblastica,
induzindo a osteoporose (TEITELBAUM, 2000). Assim sendo, este modelo animal é
utilizado em vérias pesquisas, para este fim (JEE; YAO, 2001). Varios estudos
empregaram essa metodologia para inducdo de osteopenia — no modelo animal de
ratas Wistar — apresentando resultados relevantes para a pratica em pesquisas
(ISSA et al.,, 2015; MACEDO et al.,, 2017; MONTEIRO et al., 2016; SHIMANO;
VOLPON; LIMA, 2008; SHIMANO et al., 2014).

Recentemente, opcbes de tratamento farmacologico, incluindo agentes
antirreabsortivos ou anabdlicos, tém sido continuamente desenvolvidas (BYUN et al.,

2017). Os bisfosfonatos foram introduzidos na década de 1990, inicialmente com o
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etidronato, e, atualmente, continuam sendo o pilar do tratamento das doencas

osteopordticas, baseados na seguranca e eficacia (RUSSEL et al., 2008).

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

Os bisfosfonatos sdo anélogos estaveis do pirofosfato e possuem alta
afinidade pela hidroxiapatita 6ssea. Em virtude dos seus efeitos farmacolégicos
sobre o o0sso, apresentam um papel importante nos distirbios esqueléticos com
taxas desequilibradas de remodelacédo 6ssea. Tais medicamentos sao considerados
eficazes no tratamento das doencas que afetam o0 metabolismo 0sseo,
caracterizadas pelo aumento da reabsorcdo, como a osteoporose, doenca de Paget,
mieloma multiplo e metastases o6sseas (FREITAS et al., 2016). Entre os
representantes dos bisfosfonatos, encontra-se o alendronato de sédio (SHIMA et al.,
2017; OHNO et al., 2011).

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 sd0 em pacientes com osteoporose que recebem
baixas doses da terapia, demostrando, desse modo, a relagéo entre a dose aplicada
e o desenvolvimento da osteonecrose (FAVUS, 2007; COMPSTON, 2011). Embora
diversos estudos relatem a influéncia dessas medicacbes na movimentacao
ortodontica, ainda nao existem pesquisas que comprovem que O tratamento
ortodéntico aumenta o0 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 movimentacdo ortodontica, a aplicacdo de uma forgca mecanica
leva a um movimento dentario caracterizado por mudancas na remodelacdo de

tecidos periodontais. Esses tecidos, quando expostos a variados graus de
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magnitude, frequéncia e duragdo da forca, expressam alteracbes macroscopicas e
microscoépicas (KRISHNAN; DAVIDOVITH, 2006). Ren et al. (2004) demonstraram,
em sua revisdo sistematica, que os ratos sdo um bom modelo animal para estudos
com movimentacéao ortoddntica, considerando-se aspectos como: custo, amostra em

estudo, tempo de manutencéo e analises microscopicas.

Em relagdo aos bisfosfonatos, estudos relacionam este medicamento ao
movimento dentario ortodontico (FUJIMURA et al., 2009; KARRAS et al., 2009;
CHOI et al., 2010; SIRISOONTORN et al., 2012; VENKATARAMANA et al., 2013;
KAIPATUR et al., 2013; HASHIMOTO et al., 2013; SALAZAR et al., 2015; NAKAS et
al.,, 2017; FRANZONI et al, 2017). Outros estudos observaram que este
medicamento reduziu a taxa de movimentacdo ortodéntica, o nuamero de
osteoclastos e a reabsorcéo radicular (CHOI et al., 2010; SIRISOONTORN et al.,

2012) no lado de presséo.

Além dessas pesquisas em animais, também é possivel encontrar, na
literatura, estudos envolvendo seres humanos, como a revisdo sistematica realizada
por Krieger et al. (2013). 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.

Além de induzirem a apoptose, os bisfosfonatos também podem afetar a
reabsorcdo Ossea mediada pelos osteoclastos de outras maneiras, como no
recrutamento, formacdo e diferenciacdo (ROSINI et al., 2015). Podem, também,
prevenir fatores ativadores de osteoclastos, tais como a interacdo do ligante do
receptor ativador do fator nuclear-KB (RANKL) ao seu receptor (RANK), mediador
primério da diferenciacéo, ativacdo e sobrevivéncia dos osteoclastos (KRISHNAN;
PANDIAN; KUMAR, 2015).

O estudo de Barros Silva et al. (2019) relacionaram o uso de bisfosfonatos a
alteracdes no fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), bem como nos
niveis do fator de necrose tumoral a (TNF-a) e de osteoprotegerina (OPG), apés
infusdes intravasculares de 0,20 mg/kg de acido zolendrénico e de 0,1ml/kg de
solucéo salina, com 0, 7, 14 e 49 dias. Trés semanas apos a ultima administracao,
0os animais foram sacrificados para analise imuno-histoquimica e observou-se um

aumento nos niveis de OPG no grupo que recebeu a medicacao.
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Devido ao fato de os bisfosfonatos se incorporarem na matriz 6ssea e
possuirem uma meia-vida extremamente longa, eles ainda podem afetar o
metabolismo 6sseo por até dez anos apOs o0 paciente ter completado a terapia
(BARTZELA et al., 2009). Desta forma, a analise de outras medica¢gfes para 0
tratamento da osteoporose se faz necesséaria, como no caso da doxiciclina. A DOX é
um membro da familia das tetraciclinas, sendo uma droga utilizada como antibiotico
(posologia de 100 mg/dia) e como inibidor de metaloproteinases de matriz, MMPs
(posologia de 20 mg, duas vezes ao dia), uso que tem efeitos de droga
antiinflamatéria. Com esta dltima indicacdo, ela é utlizada no tratamento da
periodontite cronica (GOLUB et al., 2001) e de inflamacdes cronicas na pele (TAN et
al., 2011). O uso da doxiciclina em DDS foi aprovado em 1998, pela FDA, nos EUA,
e uso pode ser feito continuamente, por nove meses. Nesta dosagem, ndo ocorre 0
surgimento de resisténcia microbiana a doxiciclina (THOMAS; WALKER;
BRADSHAW, 2000).

As MMPs sdo as principais proteases responsaveis pela degradacao
periodontal (GURKAN et al., 2008). A Colagenase-2 (MMP-8) € inibida por
doxiciclina e esta MMP é atualmente a mais estudada e diretamente associada com
a severidade da doenca periodontal (SORSA et al., 2011; SORSA; TJADERHANE;
SALO, 2004). Foram comprovados varios efeitos benéficos do uso da doxiciclina em
doenca periodontal, como coadjuvante a terapia convencional (GOLUB et al., 1995).
A doxiciclina também tem um potencial de inibicdo da degradagdo da matriz
extracelular (NOVAK et al., 2002). Como inibidor de MMPs, trabalhos com a
doxiciclina tém demonstrado efeitos benéficos em varias doencas cardiovasculares,
particularmente em aneurismas (ABDUL-HUSSIEN et al., 2009), aterosclerose
(CASTRO et al., 2008), calcificagdo de aorta (BOUVET et al., 2008), hipertensao
arterial (CASTRO et al., 2008), além da diminui¢cdo de biomarcadores de inflamacéao
em mulheres com histérico de doenca periodontal.

Como no caso da periodontite e das doencas de pele, a grande vantagem do
uso da doxiciclina para as doencas cardiovasculares, com grande envolvimento de
MMPs, se refere ao fato de a doxiciclina ser uma droga conhecida desde 1958;
portanto, sdo conhecidos 0s seus efeitos colaterais. Aléem desta, outra vantagem é
seu baixo custo, especialmente, quando comparado com O preco de novos
inibidores enzimaticos, que sdo extremamente caros e cujos efeitos colaterais ainda

nao descritos.
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3. PROPOSICAO

3.10bjetivo geral

No presente estudo, objetivou-se avaliar e comparar in vivo o efeito do
medicamento doxiciclina, em dose subantimicrobiana (SDD) de 30 mg/kg/dia, com o
alendronato de sodio, sobre o processo de remodelacdo 6ssea que ocorre em ratas

osteopénicas, apos a aplicacédo de forca ortodéntica.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente estudo foram:

1. Avaliar a variacdo de massa corporea dos animais ao final do experimento, nos
grupos analisados;

2. Avaliar a taxa de movimentacédo dentéria, por meio da histomorfometria;

3. Avaliar, quantitativamente, 0 0sso na regido de furca dos molares superiores, a
partir do pardmetro de volume ésseo, por meio da avaliagdo histomorfométrica;

4. Avaliar a remodelacdo Ossea, através da quantificacdo e expressdo dos genes
Tnfrsflla (RANK), Tnfsf11l (RANKL), Tnfrsf1lb (OPG), por meio do PCR-RT.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de carater experimental laboratorial in vivo, do tipo

quantitativo.

4.2 Célculo amostral

O célculo amostral foi obtido através do Programa G Power 3.1 (Dusseldorf,
Germany), para determinar a diferenca entre duas meédias independentes (dois
grupos), usando teste “t”. Esses calculos foram obtidos a partir de dados de um
estudo piloto, para avaliar os efeitos de quatro marcadores utilizados na presente
investigacdo. Os parametros utilizados para estimar o tamanho da amostra foram:
erro a (erro de probabilidade) = 0,05; erro B (1 - B erro de probabilidade) = 0,8;
tamanho do efeito = 0,8116; numero de grupos = 24 (12 grupos, de acordo com a
intervencao recebida, analisados em dois momentos diferentes). O célculo final, em
um tamanho de amostra total, foi de 72 (trés animais por grupo). Devido a
possibilidade de perda de animais, esse tamanho foi aumentado em um animal por

grupo, resultando em uma amostra total de 96 (quatro animais por grupo).

4.3 Delineamento experimental

Os procedimentos desta pesquisa obedeceram as recomendacfes éticas e
legais especificadas para experimentacdo animal do Manual aprovadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), de 1991, e as recomendacdes legais
conforme Lei n.° 6.638, de 08 de maio de 1979, publicada no Diario Oficial da Uniao.
Também foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Sdo Paulo — Faculdade de Odontologia do Campus de Ribeirdo
Preto (Protocolo 0070/2023). Os animais foram alimentados com dieta padrao,
constituida por racdo (Labina — Purina) e 4gua ad libitum, e permaneceram em

gaiolas com dimensfes de 41x34x16cm, sendo que cada gaiola tinha um nuamero
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maximo de trés animais. O foto-periodo foi controlado com intervalos de dia-noite de
12 horas, para evitar altera¢cdes no ciclo metabdlico, e a temperatura da sala do
biotério manteve-se entre 21°C e 23°C, ideal para o crescimento e desenvolvimento
dos animais. O local foi mantido constantemente arejado e limpo.

Foram utilizadas 96 ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, albinus),
com 25 dias de vida (jovens em desenvolvimento), pesando, em média, 90g, no
inicio do experimento. As ratas foram fornecidas pelo Biotério Central da
Universidade de Sdo Paulo — Campus Ribeirdo Preto — e transferidas para o Biotério
da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(FORP-USP), onde foram mantidas. As ratas foram pesadas e, posteriormente,
distribuidas aleatoriamente (Tabela 1) em seis grupos (n=8 em cada grupo),
definidos da seguinte maneira: SHAM (Controle Negativo); DOX (exposto a
doxiciclina 30 mg/kg/dia); ALN (exposto ao alendronato de sodio 0,7
mg/kg/semana); OVX (Ovariectomizado); OVX+DOX (Ovariectomizado exposto a
doxiciclina 30 mg/kg/dia); OVX+ALN (Ovariectomizado exposto ao alendronato de
sédio 0,7 mg/kg/semana). Todos os animais tiveram o primeiro molar superior direito
movimentado ortodonticamente, sendo os mesmos analisados em dois periodos

experimentais (7 e 14 dias).

Tabela 1: Grupos experimentais, tempos, nimero de animais e procedimentos propostos.

N.° DE ANIMAIS (unidades)
Tempo Experimental (dias)

GRUPOS 7 dias 14 dias DESCRICAO DOS
PCR Histolégico PCR Histoldgico GRUPOS
Imunohistoquimica Imunohistoquimica EXPERIMENTAIS
Grupo .
Sham 4 4 4 4 Grupo Controle Negativo
Grupo DOX 4 4 4 4 Grupo exposto a

doxiciclina 30mg/Kg/dia
Grupo exposto ao

Grupo ALN 4 4 4 4 alendronato de sédio 0,7
mg/Kg/semana
Grupo OVX 4 4 4 4 Grupo Controle

Ovariectomizado

Grupo Grupo Ovariectomizado

OVX+DOX 4 4 4 4 exposto a dOX|c_|cI|na 30
mg/Kg/dia
Gruno Grupo Ovariectomizado
P 4 4 4 4 exposto alendronato de
OVX+ALN AE
sodio 0,7 mg/Kg/semana
Total de animais
TOTAL 9 Erefs distribuidos nos

diferentes grupos
experimentais
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Os procedimentos experimentais dos grupos foram iniciados com 80 dias de
vida dos animais, uma vez que as fémeas alcangcam a maturidade sexual com esta
idade e sabe-se que a maturidade O0ssea € adquirida somente com 10 meses de
idade (ou 300 dias de vida) (JEE; YAO, 2001). As ratas foram submetidas a inducéo
de osteopenia/osteoporose por 90 dias (Diagrama 1). Posteriormente, foi iniciado o
tratamento medicamentoso por 60 dias, com Doxiciclina, na concentracdo de 30
mg/kg/dia, e alendronato de sédio, na concentracdo de 0,7 mg/kg/semana, para 0s
grupos expostos ao medicamento. 14 e 7 dias antes da eutanasia, foram montados
os dispositivos para a movimentacdo dentaria nos primeiros molares superiores
(direito). Os procedimentos experimentais estdo descritos no diagrama a seguir

(Diagrama Experimental 1).

Diagrama Experimental 1: Cronologia dos procedimentos experimentais

Inicio do tempo experimental

Realizagao da ovariectomia EUTANASIA

o AR,
I\ _I_ |

>

I I I Tempo (dias)
Ratas (90 g)
Inicio do tratamento Movimento Movimento
Recebimento medlca_mlenltoso com dentario dentério
das ratas doxiciclinaou
alantranatn da cAdin
Periodo de Periodo de indugéo

Periodo medicamentoso

< Y < %

Periodo de movimentacéo dentéria

4.4 Manipulagao da amostra

4.4.1 Anestesia nos animais

A realizacdo dos procedimentos de laparotomia bilateral, remocdo dos
ovarios e montagem dos aparelhos foi feita sob anestesia, utilizando solugdo de
Cloridrato de Ketamina (anestésico) 70mg/Kg (Dopalen, Sespo Ind. e Com. Ltda.,

Jacarei, SP, Brasil) associado com a solucdo de Cloridrato de Xilazina (relaxante
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muscular), 8mg/Kg (Dopaser, Anasedan Agribrands do Brasil Ltda., Paulinia, SP,

Brasil), via intramuscular.

4.4.2 Procedimento de ovariectomia

Os procedimentos operatorios foram realizados na sala de cirurgia
experimental do Biotério I, da FORP-USP, sob condi¢cdes adequadas de limpeza,
anti-sepsia e desinfec¢do, com instrumentos esterilizados em autoclave. Nos grupos
submetidos a ovariectomia, os animais foram anestesiados, foi realizada a anti-
sepsia com Polivinilpirrolidona iodada (Riodeine Industria Quimica e Farmacéutica
Rioguimica, Brasil, Ltda.), seguido de tricotomia entre o rebordo costal inferior e o
inicio da pelve e, posteriormente, submetidos a antissepsia da area, acesso cirurgico

e divulsdo do tecido.

Em seguida, realizou-se a evisceracdo do corno ovariano e ligadura, para
que ndo houvesse sangramento poés-operatério. O mesmo procedimento foi
realizado no lado oposto, para que houvesse a excisdo de ambos os ovarios
(SHIMANO; VOLPON; LIMA, 2008; DE VASCONCELLOS et al., 2014). Ap6s a
cirurgia, os animais receberam aplicacdo de pentabidtico (Zoetis, Parsippany-Troy
Hills, Nova Jersey, EUA), em dose Unica. Os animais do grupo controle foram
submetidos a cirurgia Sham, que € a realizacdo do procedimento cirlrgico sem que
ocorra a remocao dos ovarios. A osteopenia ocorreu 90 dias apdés o procedimento
cirirgico (WRONSKI; CINTRON; DANN, 1988; WRONSKI et al., 1989).

4.4.3 Administracdo de Alendronato

O Alendronato de sodio foi obtido a partir de uma substancia pura
(Alendronato de Sédio Tri-hidratado 1%). Este medicamento foi acondicionado na
concentracdo de 10 mg/ml (fracdo méxima soluvel deste medicamento). Durante 60
dias subsequentes a cirurgia, os animais do grupo ALN e OVX+ALN receberam uma
injecdo subcutanea de alendronato de sodio uma vez por semana, administrada via

subcutédnea, no dorso do animal. A dose utilizada para este experimento foi de
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0,7mg/kg/semana (VOLPON et al., 2008). O uso dos medicamentos por 60 dias é
seguro e este periodo de vida nos animais é equivalente com um tratamento de dois
anos em humanos (QUINN, 2005).

4.4.4 Administracao de Doxiciclina

A doxiciclina foi administrada na agua de beber, conforme estudo de Issa et
al. (2015), por 60 dias e, foi realizada a manutencao de acordo com um grafico diario
do quanto foi ingerido de agua em cada caixa. A dose de 30 mg/kg/dia foi baseada
em estudos previamente publicados (BRIEST et al., 2003; GUIMARAES et al., 2011,
CASTRO et al., 2012; THARAPPEL et al., 2016).

4.45 Instalacdo e ativacdo do dispositivo ortodéntico para a movimentagao

dentaria

14 e 7 dias antes da eutanasia dos animais (Diagrama Experimental 1), as
ratas foram anestesiadas, via intramuscular, com uma associacdo de cloridrato de
xilazina e cloridrato de ketamina, e submetidas a montagem do dispositivo
mecanico, para a movimentacdo dentaria. O mecanismo de forca escolhido foi
constituido de mola de niquel-titanio de seccéo fechada (Figura 1), semelhante ao
apresentado Heller e Nanda (1979), substituindo a mola de ago por niquel-titanio.
Isso permitiu a correta calibracdo e padronizacdo das forcas empregadas em todos
0s animais, produzindo um vetor de mesializacdo do molar e 0 movimento palatino
dos incisivos.

Depois de anestesiados e posicionados na mesa operatoria, 0s animais
receberam dispositivos ortodénticos constituidos de molas espiraladas de Ni-Ti
(niquel-titanio) e de secgao fechada de 0.006 X 0.022” (Unitek - 341-120), de 7mm
de comprimento. Previamente a montagem do dispositivo para a movimentacao
dentaria, foi preparada a superficie dos incisivos superiores, com o0 objetivo de
aumentar a retencgéo e estabilizacdo da mola na regido desses dentes.

Utilizou-se, para isto, uma broca esférica diamantada n.° 1011 (K.G.
Sorensen), em motor de alta rotacdo (Dabi-Atlante), para confeccionar canaletas
rasas, apenas no esmalte, transversais ao longo eixo do dente, no ter¢co gengival

das faces vestibular e distal dos incisivos superiores. Sabe-se da caracteristica,
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entre os roedores, de rapida e continua erupcao dos incisivos, e, para evitar que o
aparelho sofresse deformacédo no periodo de movimentagcdo dentaria, as retencdes
nos dentes foram feitas de forma mais cervical possivel.

Também, para prevenir interferéncias oclusais com o dispositivo ortodéntico,
foram reduzidas as bordas dos incisivos inferiores, com brocas diamantadas
cilindricas n.° 1090 (K.G. Sorensen). A mola, quando distendida (3mm de
comprimento), produziu 40gF (REN et al., 2003; GAMEIRO et al., 2008; MAGANZINI
et al., 2010), aferida por meio do tensidmetro (ETM Corporation - 1303) devidamente
calibrado.

O tamanho final de cada mola, medido com compasso de pontas secas,
permitiu a padronizacdo das molas, quando colocadas na cavidade bucal. O
posicionamento do dispositivo possibilitou que a mola, quando ativada, promovesse
tracéo no ligamento periodontal do lado distal dos molares e presséo no lado mesial.
Esse modelo de movimentagao foi realizado na maxila apenas do lado direito, e o

lado direito foi utilizado como controle.

de amarrilho adaptado abaixo do ponto de contato entre o primeiro e
segundo molar superior. C: Mola de Ni-Ti adaptada ao primeiro molar
superior. D: Mola ativada em posicao.
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4.4.6 Eutanasia dos animais e coleta dos espécimes para analises

A eutanasia das ratas foi realizada por overdose anestésica composta por
administracdo intramuscular de Ketamina 100mg/kg e Xilazina 10mg/kg, via
intramuscular, complementado com inalacdo gradativa até 40% de CO; (AKIN et al.,
2004; REN et al., 2004). Previamente ao momento da indugédo da morte, 0s pesos
das ratas foram devidamente anotados (Tabela 2). Em seguida, os animais dos
grupos destinados a avaliacao por PCR e analise histolégica foram decapitados.

Os espécimes dos grupos destinados ao preparo histologico tiveram as
maxilas removidas, dissecadas e imersas em formol 10% (Merck, Darmstadt,
Germany), e a hemi-maxila direita contendo o primeiro molar movimentado foi
separada da esquerda, ao longo do plano sagital mediano. O primeiro molar superior
direito de cada animal foi utilizado como controle da movimentacdo em todos o0s
grupos, pois nao recebeu forga ortoddntica. Os espécimes dos grupos que foram
analisados por PCR-RT foram armazenados em tubos plasticos livres de RNAses
(Eppendorf, Sdo Paulo, Brasil), identificados e conservados em freezer a -80°C, para
posterior analise da expressao génica. Os espécimes destinados para a analise
histologica foram conservados em formol tamponado a 10%, por 48 horas e,
posteriormente, foi iniciado o processamento histoldgico.

4.4.7 Processamento Histologico

Apbs a eutanasia, as pecas foram fixadas em formol tamponado a 10%, por
48 horas, em frascos individuais. Na sequéncia, os espécimes foram lavados em
agua corrente, por 24 horas, e colocados em solucdo desmineralizadora a base de
EDTA a 10% (etileno-diaminotetra-acético — Merck, Darmstadt, Germany),
tamponado em pH neutro (7,0 - 7,4), por um periodo de quatro semanas. Durante a
descalcificacdo, as pecas foram armazenadas individualmente, em frascos
esterilizados, contendo quantidade de solucdo descalcificadora equivalente a 20
vezes 0 volume da peca. Esta solucao foi renovada a cada 72 horas, com o intuito
de preservar a matriz organica durante o processo de descalcificacdo. A
confirmacdo da descalcificacdo das seccbes anatdmicas foi realizada através de
radiografias obtidas das pecas anatdbmicas, durante o periodo de descalcificacéo, a

fim de avaliar o grau de calcificagéo das pecas.
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Depois de submetidos a desmineralizacdo, todos os espécimes foram
imersos em sulfato de so6dio a 5%, por 24h, a temperatura ambiente, com a
finalidade de neutralizar a acdo da solucado descalcificadora. Os espécimes foram
lavados em agua corrente, por 24h. Posteriormente, foi realizada desidratacdo em
concentracdes crescentes de alcoois, 70%, 80%, 90% e 100% (Reagen, PR, Brasil),
sucessivamente, por 60 minutos, a temperatura ambiente, a fim de evitar trocas
osmoticas bruscas, o que poderia causar alteracbes nas estruturas teciduais.
Concluida a desidratacdo, as pecas foram diafanizadas em trés banhos de xilol
(Merck, Darmstadt, Germany). O xilol é miscivel em &lcool e em parafina, isto €,
remove todo o alcool das pecas anatdomicas e fornece ao tecido condi¢cdes de ser
impregnado pela parafina. O tempo de imersdo em cada solucédo de xilol I, Il e lll
dependeu da evolucdo da diafanizacdo. De modo geral, as pecas ficaram em torno

de 60 minutos em cada solugéo.

Apbs o xilol substituir todo o &lcool nas pecas, estas foram submetidas a
parafinizacdo lenta, promovida por seguidos banhos de xilol-parafina, nas
proporcdes de 2:1, 2:2, e parafina pura (Reagen, PR, Brasil), sendo que as pecas
ficaram imersas por uma hora em cada banho. Durante esse procedimento, as
pecas foram mantidas em estufa de temperatura constante, regulada para 58°C, até
que o xilol fosse completamente substituido pela parafina fundida. Tao logo a
infiltracdo se completou, as pecas foram posicionadas no centro de formas de
aluminio com dimens@es aproximadas de 30mm de extensdo por 15 mm de largura
e profundidade, as quais foram preenchidas com parafina fundida, de baixa
temperatura de fuséo (56-58°C, Reagen, PR, Brasil). Antes da solidificacdo, cada
peca foi posicionada no centro da forma de aluminio com parafina, com o auxilio de
uma pinca clinica (Duflex) aquecida. Os blocos de parafina solidificados foram
identificados e colocados em agua gelada e, em seguida, no refrigerador, para evitar
a cristalizacdo. Em seguida, esses blocos foram removidos das formas de aluminio,
reduzidos com navalhas apropriada, até permanecerem 5mm de parafina de cada
lado da peca de interesse e se alcancar paralelismo ideal para serem seccionados

no micrétomo rotativo de precisao (Spencer, Modelo 820).

Seccbes transversais e longitudinais semi-seriadas foram obtidas em
micrétomo com 5um de espessura. As fitas foram levadas ao cristalizador

(Robertshaw, IL, EUA), onde foram distendidas e montadas em laminas silanizadas
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para microscopia (Objekttrager — Knittel Glaser, Bielefeld, Alemanha).
Posteriormente, estas laminas foram mantidas em estufa, em posicgéo vertical, por 24
horas, a 40° C, para favorecer a remocdo da umidade e aderéncia do material a
lamina. As laminas foram divididas em dois grupos, sendo que o primeiro grupo foi
corado pela técnica de Hematoxilina e Eosina (H/E), para a analise morfoldgica; e o
segundo grupo, com Tricromico de Masson (TM), a fim de evidenciar a neoformacao

0ssea e 0 colageno existente no tecido conjuntivo mineralizado e ndo mineralizado.

4.4.7.1 Coloracgao dos cortes para microscopio de luz

Para que o corte pudesse ser submetido a coloracdo, foi realizada a
desparafinizacdo das laminas. Para isso, procedeu-se, primeiramente, a eliminacéo
da parafina dos cortes pelo xilol, mergulhando as laminas em solugdes de xilol I, Il e
[ll, com duracdo de 10 minutos em cada solucdo. Assim que foi constatada a
eliminacdo da parafina dos cortes, iniciou-se o0 processo de hidratacdo, quando o
xilol foi removido com banhos de alcool absoluto I, 1l e Ill, (Reagen), e, em seguida,
alcool 95%, por trés minutos em cada solucdo, até chegar a agua destilada. Esse
procedimento tem a finalidade de evitar fenbmenos osmoticos bruscos, os quais
produzem retrac6es e deslocamento do material da lamina. Os cortes histolégicos
foram montados em série e corados com hematoxilina e eosina (H/E) e tricrdmico de
Masson (TM).

Para a coloracdo por H/E, os cortes hidratados foram submetidos a
coloragdo p6r hematoxilina (Merck, Darmstadt, Germany), por trés minutos. Em
seguida, realizou-se a lavagem das laminas em &agua corrente, até assumirem tom
azulado, sendo, entdo, mergulhadas rapidamente em solucdo de alcool acetificado
(solucédo de &cido acético glacial diluido em alcool 95%). Nova lavagem foi realizada
em &gua corrente, por dois a cinco minutos, e élcool a 95%. A eosina foi utilizada
(Merck, Darmstadt, Germany) por 2,5 minutos, dando aos tecidos uma cor rosada. A
seguir, foi realizada nova desidratacdo, através de trés banhos de alcool absoluto I,
Il e Ill, por trés minutos cada, e trés banhos de xilol (Merck, Darmstadt, Germany) I,

[l e Ill, também por trés minutos cada.

Para a coloracéo por TM, os cortes hidratados foram submetidos a coloragéo

por Alumen de ferro a 5%, dentro da estufa (38°C a 40°C), por 17 min. Em seguida,



Material e Métodos | 41

realizou-se a lavagem das laminas em &agua corrente, seguida por agua destilada.
Os cortes foram, entdo, submetidos a coloracdo por Hematoxilina de Regaud, dentro
da estufa (38°C a 40°C), por 15 minutos. Em seguida, realizou-se a lavagem em
agua destilada, sendo, entdo, as laminas mergulhadas rapidamente em solucao de
alcool 95%, e, em seguida, mergulhadas, também, rapidamente, em solu¢do de

alcool picrico, por 30 segundos.

As laminas foram, entdo, submetidas a nova lavagem em agua destilada e a
Mistura de Ponceau, por 12 minutos. Os cortes foram mergulhados, rapidamente,
em &gua acetificada a 1% (solugdo de &cido acético glacial diluido em &gua
destilada) e submetidos a solugdo de Acido fosfomolibidico a 1%, por 15 minutos.
Nova lavagem em agua destilada foi realizada e os cortes foram submetidos a
solucéo de Azul de anilina por trés minutos, seguida por lavagem rapida, em agua
acetificada a 1%, submetidas a solucdo de Acido fosfomolibidico por dois minutos e,
nova lavagem rapida em agua acetificada a 1%. A seguir, foi realizada nova
desidratacdo, através de trés banhos de alcool absoluto I, Il e Ill, por trés minutos
em cada, e trés banhos de xilol I, Il e Ill, também por trés minutos cada. Finalmente,
as laminas foram cobertas com laminulas montadas com Enterllan (Merck,

Darmstadt, Germany).

Terminada a montagem e secagem das laminas, estas, com 0s respectivos
cortes corados, foram rotuladas; os cortes foram identificados, e, posteriormente, as
laminas foram acondicionadas em caixas apropriadas e armazenadas em ambiente
seco e fresco, estando, finalmente, prontas para exame histolégico ao microscopio

de luz.

As laminas foram fotografadas e analisadas em microscépio 6ptico BX41
(Olympus, Tokio, Japdo) com camera acoplada QColor3 (Olympus Toékio, Japéo),
auxiliado por uma Estacdo de trabalho DELL Precision T3500 (DELL, Sao Paulo,
Brasil) ambos instalados na FORP/USP.

4.4.8 Analise da expressao génica

Os protocolos utilizados foram seguidos de acordo com Sambrook e Russel
(2006), de uso comum na expressdo génica — Reacdo Quantitativa de Polimerase

em Cadeia em Tempo Real (QRT-PCR), a fim de entender e explicar como o
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processo de remodelacdo 6ssea na regido do alvéolo dentério estava sendo
regulado geneticamente. Inicialmente, os espécimes foram pesados, para dar

sequéncia as diversas etapas, para posterior avaliacdo da expressao génica.

4.4.8.1 Extracao do RNA total

As hemi-maxilas armazenadas em freezer a -80°C, para analise da
expressdo g@énica, foram descongeladas a temperatura ambiente (25°C),
remanejadas, com pinga universal n.° 317, para tubos de 2 mL estéreis identificados
por grupo e periodo experimental e pesadas. Para extracdo do RNA total do tecido
0sseo do alvéolo dentario, foi adicionado 600 pl de tampao de lise (Lysis Buffer,
PureLink® RNA Mini Kit, Invitrogen, Estados Unidos), conforme protocolo do
fabricante, seguida da trituragdo das amostras através de sonicador (Dispersor T10
Basic ULTRA-TURRAX®, IKA, Estados Unidos) em alta rotagdo, a temperatura
ambiente (25°C) e homogeneizacdo em vortex. Em seguida, foi realizada a
centrifugacédo a 12.000G, por cinco minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
transferido para um tubo novo, ao qual foi adicionado 300 pl de alcool 70% e
homogeneizado em vortex. A solugéo foi transferida para um tubo de coluna estéril
contendo uma membrana central em silica, e este foi submetido a centrifugacéo
novamente, a 12.000G, por 30 segundos, a 4°C. O filtrado contendo proteinas foi
coletado em um novo tubo estéril corretamente identificado, liofilizado e armazenado
em freezer -80°C para futuras analises. A coluna, foi adicionado 700 pl de tamp&o de
lavagem | (Wash Buffer I, PureLink® RNA Mini Kit, Invitrogen, Estados Unidos),
centrifugado a 12.000G, por 30 segundos, a 4°C, descartando-se o filtrado. Repetiu-
se essa Ultima etapa por duas vezes, utilizando-se 500 ul de tampéo de lavagem Il
(Wash Buffer Il, PureLink® RNA Mini Kit, Invitrogen, Estados Unidos), descartando-
se os filtrados.

A coluna contendo a membrana de silica foi acoplada a um novo tubo
coletor, submetido a centrifugacdo a 12.000G, por dois minutos, a 4°C, para
secagem da membrana de silica. Foram adicionados 40 pl de agua livre de enzima
RNA (RNase FreeWater, PureLink® RNA Mini Kit, Invitrogen, Estados Unidos) sobre

a membrana de silica, e, entdo, submetido a centrifugacdo a 12.000G, por dois
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minutos, a 4°C, a coluna contendo a membrada foi, entdo, descartada e o filtrado
obtido no tubo coletor era o RNA total.

O RNA total foi avaliado quanto a concentracdo e a pureza do RNA,
determinadas pela leitura da densidade 6ptica (absorbancia) das solu¢cdes de RNA
total em nanoespectrofotometro (ND 100, Nanodrop Techonologies, Estados
Unidos), nos comprimentos de onda de 230 a 280nm. A relacdo A230/A260nm foi
considerada aceitavel se estivesse acima de 2.0, e A260/A280 se estivesse entre
1.8 e 2.0, pois valores nesse intervalo indicam boa qualidade da amostra, em
relagdo a contaminacédo (SAMBROOK; RUSSELL, 2006).

4.4.8.2 Sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese do cDNA foi obtida a partir do RNA total através da reacédo de
transcricdo reversa. As amostras armazenadas em freezer a -80°C foram
descongeladas e mantidas em gelo. Novos tubos eppendorfs de 0,1ml foram
preparados, com suas respectivas identificacdes, para transcricdo do cDNA.

O cDNA foi sintetizado utilizando-se 2ul de RNA total de cada amostra, por
reacdo de transcricdo reversa, utilizando o kit especifico (High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Applied BioSystems) de acordo com o protocolo descrito
pelo fabricante. Foi adicionada as amostras a quantidade recomendada pelo
fabricante de cada componente do kit, para obtengdo de um volume final de 20pl,
para a realizacéo da reacao de transcricao reversa.

A reacéao foi realizada em termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient,
Eppendorf, Italia). As amostras foram colocadas em placas adaptadas para
termociclador programado para atingir as condi¢des de ciclagem recomendadas pelo
fabricante, a 25°C, por 10 minutos, para ligacdo do primer ao RNA, seguida de
incubagéo a 37°C, por 120 minutos, para transcrigdo reversa, utilizando a enzima
transcriptase reversa, e posterior incubacdo a 85°C, por cinco minutos, para
inativacdo da enzima e finalizacdo do processo. Os cDNAs obtidos foram diluidos
10x em agua livre de enzima RNA (RNase FreeWater, PureLink® RNA Mini Kit,
Invitrogen, Estados Unidos), e posteriormente armazenados em freezer a -20°C, até

a realizagcéo do gRT-PCR.



Material e Métodos | 44

4.4.8.3 PCR em tempo real (QRT-PCR)

A reacdo da polimerase em cadeia tem por objetivo amplificar os cDNAs
provenientes das diferentes amostras, obtendo “amplicons” (segmentos de DNAc
gerados pelo processo de PCR), em escala exponencial.

Os cDNAs dos genes de interesse Tnfrsflla (RANK), Tnfrsf11 (RANKL) e
Tnfrsfl1lb (OPG) e o gene de controle endégeno GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) (BUSTIN, 2000) foram amplificados em aparelho, para PCR em
tempo real. As leituras de fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento StepOne
Plus (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA). As amplificacdes por PCR foram
realizadas em duplicatas, utilizando 2 pul de cDNA por reacdo, e a agua livre de
enzime RNAase (RNase FreeWater, PureLink® RNA Mini Kit, Invitrogen, Estados
Unidos) foi usada como controle negativo e o RNA de uma das amostras foi
adicionado aos primers, ao invés de cDNA, para confirmar auséncia de DNA
gendmico para os experimentos da reacédo de gRT-PCR.

As reacdes foram preparadas com TagMan® Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystem, Estados Unidos), adicionado aos primers contendo as sondas
especificas para os genes alvos, para obten¢cdo de uma solugédo com volume final de
5ul por pogo. As condigdes de ciclagem térmica foram realizadas de acordo com as
recomendacdes de tempo e temperatura propostas pelo fabricante (um ciclo inicial a
50°C, por dois minutos; ativacdo da enzima polimerase a 95°C, por 20 segundos; e
40 repeticdes (ciclos de amplificacdo) para desnaturacéo a 95°C, por trés segundos,
e anelamento e extens&o da fita de cDNA a 60°C, por 30 segundos).

4.5 Analises realizadas
4.5.1Anélise do peso

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

eutanasia, para posterior analise estatistica.

4.5.2Taxa de movimentacao dentaria
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Para as andlises da taxa de movimentacao dentaria e quantificacdo de 0sso,
foram selecionados dois cortes por lamina, em trés laminas/animal/tempo de

movimentacao.

Para a medicdo do diastema (taxa de movimentacdo dentaria) entre o
primeiro e segundo molar superior, foram capturadas imagens dos cortes
longitudinais, na altura do centro médio da coroa desses dentes, com objetiva de 4x.
Apos a selecdo do corte, a medigao foi feita com ferramenta especifica do “software”
IMAGEJ 1.28u (programa de dominio publico desenvolvido por Wayne Rasband
NIMH, NIH, U.S.A.), iniciando do ponto mais projetado da face distal do primeiro
molar direito até o ponto mais projetado da face mesial do segundo molar direito
(Figura 2). A medicao foi realizada trés vezes, pelo mesmo avaliador previamente

calibrado, e a média dos valores foi utilizada para as analises estatisticas. Os

resultados sdo apresentados como média (um) + erro padrao.

Figura 2: Corte microscopico da regido da maxila de rata Wistar, ilustrando o primeiro (M1) e
segundo (M2) molares superiores. O traco entre M1 e M2 representa a medida da distancia
interdentaria. Aumento original 4x e 10x. Coloragéo tricomico de masson.

4.5.3 Porcentagem de 0Sso

A regido de furca do primeiro molar foi utilizada para o calculo dos
parametros de porcentagem de 0sso presente. Para esta andlise, 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, utilizando
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o “software” IMAGEJ 1.28u (programa de dominio publico desenvolvido por Wayne
Rasband NIMH, NIH,U.S.A.) (Figura 3).

Foram realizadas fotomicrografias, em aumento de 100 X, para visualizacéo
da regido de furca do primeiro molar superior movimentado e ndo movimentado. As
imagens foram exportadas para o software Image J®, no qual foi utilizado o
comando freehand selections, para mensuracdo da area preenchida por tecido
0sseo e da area total da regido.

Para isto, foi delimitada uma area de tecido 6sseo entre a raiz mesial e distal
do primeiro molar superior da regido da crista alveolar até o terco médio das raizes,
contornando-se o 0sso marginal ao ligamento periodontal (Figura 3). Inicialmente, foi
determinada a area total delimitada.

Foi considerada como area total a 4rea ocupada por 0sso alveolar maxilar,
incluindo-se as cavidades 0sseas preenchidas por tecido hematopoiético.
Finalmente, para a determinagdo da area ocupada exclusivamente por tecido 0sseo,
as cavidades 6sseas foram medidas, suas areas foram somadas e o resultado foi
subtraido da &rea Ossea total obtida anteriormente.
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Figura 3: A e B: Corte microscdpico do primeiro molar superior. O contorno representa o limite 6sseo
estabelecido entre as raizes mesial e distal. Aumento original 10x (A) e 20x (B). C: Representacao
das telas do software Image Pro Plus®, verséo 4.5, ilustrando as medidas do osso inter-radicular do
primeiro molar superior. Colorag¢&o: Tricrdmico de Mason.

4.5.4 Expressao génica

Os resultados foram analisados com base no valor do ciclo limiar (Ct, Cicle
Threshold), sendo este o ponto correspondente ao niumero do ciclo obtido na fase de
amplificacdo exponencial das amostras que permite a analise quantitativa da
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expressao do gene avaliado. Os resultados individuais, expressos em valores de Ct,
foram, a sequir, transferidos para planilhas e agrupados de acordo com os diferentes

grupos e tempos experimentais, para a realizacao da analise estatistica.

O célculo de expressao relativa dos genes foi normalizado pela expresséo
na condi¢cdo controle, ou seja, pela diferenca entre ACt das amostras (Ct do gene
alvo — Ct do gene endbgeno constitutivo) e a média obtida do ACt dos animais do
grupo controle do periodo de 7 dias — calibrador, resultando os valores de AACt de
cada animal. Em seguida, foi realizado o calculo da expressdo de cada gene,

avaliado com base na equacédo (SAMBROOK; RUSSELL, 2006): Expresséao relativa
— 2-AAC.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrao (peso, taxa de
movimento dentario, PCR) e em valores porcentuais, expressando a proporcédo da
area ocupada por tecido 0sseo, em relacdo a area total. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA one-way e as diferencas estatisticas
entre os grupos foram analisadas usando o teste de Tukey, com nivel de
significancia adotado de 5% (p<0,05). O software estatistico utilizado foi Graph Pad
Prism®, versao 9.0 (Graphpad, San Diego, CA, EUA).



5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 Peso dos animais

Houve aumento da massa corpérea em todos os animais, em todos 0s
grupos analisados, ao final do experimento; entretanto, com diferenca

estatisticamente significativa entre alguns grupos (p<0,001) (Tabelas 3 e 4).

PESO MEDIO (GRAMAS) DOS ANIMAIS POR GRUPO

Inicio 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias
Sham 153,40+ 12 293,90+11 33500+15 363,00+£13 402,00+£15 348,30%15
DOX 157,00+ 15 298,40+16 326,00+17 336,00+£11 360,00£17 342,90%13
ALN 157,10+ 14 291,70+ 13 332,00x13 356,00x15 364,00+12 363,60 17
OVvX 154,30+ 15 351,00+11 396,00+ 14 460,00+ 13 460,00+ 16 438,60+ 14

OVX+DOX 149,30+12 360,60+14 410,00+11 483,00+15 524,00+18 492,90+12
OVX+ALN 152,00+ 11 356,10+15 392,00+15 424,00+13 444,00+12 423,30=*16

Tabela 2: Comparacdo do peso médio (gramas) + desvio padrdo, entre grupos de tratamento,
comparando-se 0s grupos de indugcdo medicamentosas com suas respectivas doses (p0,05).
Legenda: Média (Desvio padrao).

SHAM DOX ALN ovX OVX+DOX OVX+ALN Valor de p
Tabela 1 348,3 (38,17) 342,9 (13,8) 363,6 (34,8) 434,3 (22,25) 478,6 (68,66) 4233 (61,13) ap<0,02
Tabela 2 348,3 (38,17)a,b 342,9 (13,8)b 363,6 (34,8)b 434,3 (22,25)a  478,6 (68,66)a,b 423,3 (61,13)a b p <0,0001

Tabela 3: Comparacdo do peso meédio (gramas) + desvio padrdo, entre grupos
individualmente, demonstrando as diferencas individuais (p0,05). Legenda: Média (Desvio
padrao).
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Figura 4: A: Evolucdo da massa corpdrea das ratas, nos diferentes grupos, de acordo o
tempo analisado (semanas). B: Grafico da média e desvio padrao, da massa corpérea das
ratas, nos diferentes grupos analisados durante o experimento. ANOVA, pés-teste Tukey (p
0.001).

5.2 Taxa de movimentacédo dentaria

A Tabela 4, a seguir, representa a distancia média entre o primeiro e
segundo molar dos cinco grupos estudados, quando comparado com o0 grupo Sham,
nos dois tempos analisados (7 e 14 dias ap6s a aplicacédo da forca ortodontica). Em
todos os grupos, observou-se um maior grau de movimentacdo, apds 14 dias, em
comparacao ao periodo de 7 dias (P<0.05). Entretanto, no grupo ovariectomizado,
observou-se um maior grau de movimentacdo, em relacdo aos demais, sendo essa
diferenca estatisticamente significante aos 7 e 14 dias. Para comparacao entre os
grupos, considerou-se, inicialmente, a existéncia de ponto de contato entre 0s

primeiros e segundos molares no lado movimentado.
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SHAM DOX ALN OVX OVX+DOX OVX+ALN Valor de p
Inicial 237+22 232+17 236+ 17* 233+ 16 236+ 19 235 + 17 *p 0,05
7 dias 398+41 356+28 30929 512 + 68 405 + 28 383 + 45 **p 0,001
14 dias 583+32 433+31 396+ 37 503 + 28** 504 + 35%* 458 + 32 ***p 0,0001

Tabela 4: Distancia média (um) + desvio padrdo entre o primeiro e 0 segundo molar superior nos
grupos controle (Sham), ovariectomizado (OVX), tratados com alendronato de sédio (ALN), com
doxiciciclina (DOX), ovarietomizado tratados com alendronato de sédio (OVX+ALN), ovarietomizado
tratados com doxiciciclina (OVX+DOX), com movimentagdo dentaria por 7 e 14 dias, comparado com
o dia 0. *p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001. ANOVA, pos-teste Tukey.
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Figura 5: Evolucdo da taxa de movimentacdo dentéria nos diferentes grupos analisados, durante
0 periodo experimental de 14 dias.
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Figura 6: Distancia média (um) + desvio padrédo entre o primeiro e o segundo molar superior nos
grupos controle (Sham), ovariectomizado (OVX), tratados com alendronato de sédio (ALN), com
doxiciciclina (DOX), ovarietomizado tratados com alendronato de sddio (OVX+ALN),
ovarietomizado tratados com doxiciciclina (OVX+DOX), com movimentacdo dentaria por 7 e 14
dias, comparado com o dia 0. Aumento significatico da distancia para o grupo OVX e OVX+DOX,
em relagdo aos demais grupos, apds 7 e 14 dias. *p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001. ANOVA,
pos-teste Tukey.
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Figura 7: Distancia média (um) + desvio padré@o entre o primeiro e o segundo molar superior nos
grupos controle (Sham), ovariectomizado (OVX), tratados com alendronato de s6dio (ALN), com
doxiciciclina (DOX), ovarietomizado tratados com alendronato de sodio (OVX+ALN),
ovarietomizado tratados com doxiciciclina (OVX+DOX), com movimentacdo dentaria por 7 e 14
dias, comparado com o dia 0. Aumento significatico da distancia para o grupo OVX e OVX+DOX,
em relacdo aos demais grupos, apés 7 e 14 dias. *p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001. ANOVA, pés-
teste Tukey.

As Figuras 5 a 7 e a Tabela 4 apresentam os resultados referentes a taxa de
movimentacdo dentaria. Nos periodos analisados, observou-se uma maior taxa de
movimentacdo dentaria no grupo ovariectomizado (OVX), sendo esta diferenca
estatisticamente significante, em relacdo aos outros grupos, e em relacdo aos
periodos inicial e 7 dias. Os grupos OVX+DOX e OVX+ALN também apresentaram
maior taxa de movimentacdo dentaria quando comparados com 0S Seus grupos
controles e ao SHAM, sendo também, estatisticamente significativos. Quando
analisou-se o tempo de observacdo, todos 0s grupos tiveram uma maior taxa de

movimentagao, significativa estatisticamente, no periodo final de observacao.

5.3 Porcentagem de osso inter-radicular

SHAM DOX ALN OVX OVX+DOX OVX+ALN Valor de p
Inicial 846+24 83,4+31 95,3 £2,9%* 727 +0,6%* 795+1.2 80,03 +1,7 *p 0,05
7 dias 85,4 +1,8 81,0£3,6 87,4+£3.6 61,8 £ 1,7*** 76,6 £ 1,9%** 79,7 £ 2,8 **p 0,001
14 dias 81,3+3,5 845+19 93,1 +1,9%* 63,6 +2,6%* 78,2+23 86,6 +1,4 ***p 0,0001

Tabela 5: Porcentagem média + desvio padrdo de osso inter-radicular do primeiro molar superior
grupos ovariectomizado (OVX), tratados com alendronato de sddio (ALN), com doxiciciclina (DOX),
ovarietomizado tratados com alendronato de sodio (OVX+ALN), ovarietomizado tratados com
doxiciciclina (OVX+DOX), com movimentacdo dentaria por 7 e 14 dias, comparado com o controle
(Sham). *p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001. ANOVA, pos-teste Tukey.
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Figura 8: Porcentagem média + desvio padrdo de osso inter-radicular do primeiro molar
superior grupos ovariectomizado (OVX), tratados com alendronato de soédio (ALN), com
doxiciciclina (DOX), ovarietomizado tratados com alendronato de so6dio (OVX+ALN),
ovarietomizado tratados com doxiciciclina (OVX+DOX), com movimentacdo dentaria por 7 e 14
dias, comparado com o controle (Sham). *p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001. ANOVA, pos-teste
Tukey.

A Tabela 5 e as Figuras 8 e 9 apresentam os resultados referentes a
porcentagem de 0sso inter-radicular, comparados com o grupo SHAM. No periodo
sem movimentacdo, observou-se uma maior porcentagem de 0sso no grupo ALN,
seguido pelo SHAM, e uma menor no grupo ovariectomizado, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,0001). Apés 7 dias de movimentagcdo, houve
uma diminuicdo na porcentagem éssea, em relacdo ao periodo sem movimentacao,
em todos os grupos analisados, sendo que, nos grupos que sofreram ovarectomia
(OVX, OVX+DOX e OVx+ALN), esta reducéo foi estatisticamente significativa (p <
0,0001). No periodo de 14 dias, a porcentagem de 0sso voltou a subir, em todos os
grupos, sendo esse aumento mais expressivo nos grupos tratados com ALN e DOX,

€ menor no grupo ovariectomizado.
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Figura 9: Porcentagem média + desvio padrdo de osso inter-radicular do primeiro molar superior
grupos ovariectomizado (OVX), tratados com alendronato de sédio (ALN), com doxiciciclina (DOX),
ovarietomizado tratados com alendronato de sédio (OVX+ALN), ovarietomizado tratados com
doxiciciclina (OVX+DOX), com movimentacédo dentaria por 7 e 14 dias, comparado com o controle
(Sham). *p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001. ANOVA, poés-teste Tukey.

Assim, 0 modelo experimental de osteoporose foi confirmado, uma vez que
houve aumento da perda éssea durante os periodos de 7 e 14 dias apds a
movimentagdo dentéria ortodéntica, nos grupos ovarectomizados (Figura 10). A
terapia com doxiciclina submicrobiana reduziu a é&rea total de perda Ossea na

bifurcacao do primeiro molar, quando comparada com o grupo SHAM (p < 0,0001).
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Figura 10: Evolugéo da porcentagem de osso inter-radicular nos diferentes grupos analisados,
durante o periodo experimental de 14 dias.

5.4 Expressao génica

Os dados de expressdo génica no tecido 6sseo apos a aplicacdo da forca
ortodéntica e o controle sdo apresentados em relagdo aos valores de GAPDH.
A administracdo sistémica de DOX e ALN e a ovarectomia afetou os niveis de

expressédo de mRNA, nos trés genes analisados, em RT-PCR (p<0,001).
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Figura 11: Comparacéo intra-grupo. Foram calculados os efeitos da dose subantimicrobiana
de doxiciclina (DOX) sobre a expressdo de OPG niveis de mRNA monitorados em tecido
0sseo, apresentados pela proporcao: nivel de expressdo de mRNA/GAPDH.mRNA (razdo de
produtos de PCR para o gene alvo/GAPDH medido em PCR-RT. Os dados representam a
média e desvio padrédo (DP). Os dados foram coletados das amostras isoladas do tecido 6sseo
de 1) SHAM, 2) doxiciclina (DOX), 3) alendronato (ALN), 4) ovarectomizado (OVX), 5)
ovarectomizado + dociciclina (OVX+DOX), 6) ovarectomizado + alendronato (OVX+ALN); no
dia-7 e no dia-14. *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
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Figura 12: Comparacao inter-grupo. Foram calculados os efeitos da dose subantimicrobiana
de doxiciclina (DOX) sobre a expressdao de OPG niveis de mRNA monitorados em tecido
0sseo, apresentados pela proporgédo: nivel de expressdo de mRNA/GAPDH.mRNA (razdo de
produtos de PCR para o gene alvo/GAPDH medido em PCR-RT. Os dados representam a
média e desvio padrdo (DP). Os dados foram coletados das amostras isoladas do tecido
0sseo de 1) SHAM, 2) doxiciclina (DOX), 3) alendronato (ALN), 4) ovarectomizado (OVX), 5)
ovarectomizado + dociciclina (OVX+DOX), 6) ovarectomizado + alendronato (OVX+ALN); no
dia-7 e no dia-14. *p<0,05; *p< 0,01; ***p< 0,001 (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
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Figura 13: Comparacao intra-grupo. Foram calculados os efeitos da dose subantimicrobiana
de doxiciclina (DOX) sobre a expressdo de RANKL niveis de mRNA monitorados em tecido
0sseo, apresentados pela proporcao: nivel de expressao de mMRNA/GAPDH.mRNA (razéo de
produtos de PCR para o gene alvo/GAPDH medido em PCR-RT. Os dados representam a
média e desvio padrédo (DP). Os dados foram coletados das amostras isoladas do tecido
0sseo de 1) SHAM, 2) doxiciclina (DOX), 3) alendronato (ALN), 4) ovarectomizado (OVX), 5)
ovarectomizado + dociciclina (OVX+DOX), 6) ovarectomizado + alendronato (OVX+ALN); no
dia-7 e no dia-14. *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
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Figura 14: Comparagéo inter-grupo. Foram calculados os efeitos da dose subantimicrobiana
de doxiciclina (DOX) sobre a expressdo de RANKL niveis de mRNA monitorados em tecido
0sseo, apresentados pela proporcao: nivel de expressdo de mRNA/GAPDH.mRNA (razdo de
produtos de PCR para o gene alvo/GAPDH medido em PCR-RT. Os dados representam a
média e desvio padrdo (DP). Os dados foram coletados das amostras isoladas do tecido 6sseo
de 1) SHAM, 2) doxiciclina (DOX), 3) alendronato (ALN), 4) ovarectomizado (OVX), 5)
ovarectomizado + dociciclina (OVX+DOX), 6) ovarectomizado + alendronato (OVX+ALN); no
dia-7 e no dia-14. *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
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Figura 15: Comparacéo intra-grupo. Foram calculados os efeitos da dose subantimicrobiana
de doxiciclina (DOX) sobre a expressdao de RANK niveis de mRNA monitorados em tecido
Osseo, apresentados pela proporcdo: nivel de expressdo de mMRNA/GAPDH.mRNA (razéo de
produtos de PCR para o gene alvo/GAPDH medido em PCR-RT. Os dados representam a
meédia e desvio padrdo (DP). Os dados foram coletados das amostras isoladas do tecido 6sseo
de 1) SHAM, 2) doxiciclina (DOX), 3) alendronato (ALN), 4) ovarectomizado (OVX), 5)
ovarectomizado + dociciclina (OVX+DOX), 6) ovarectomizado + alendronato (OVX+ALN); no
dia-7 e no dia-14. *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
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Figura 16: Comparacéo inter-grupo. Foram calculados os efeitos da dose subantimicrobiana
de doxiciclina (DOX) sobre a expressdo de RANK niveis de mRNA monitorados em tecido
0sseo, apresentados pela propor¢cdo: nivel de expressdo de mRNA/GAPDH.mRNA (razéo
de produtos de PCR para o gene alvo/GAPDH medido em PCR-RT. Os dados representam
a média e desvio padrédo (DP). Os dados foram coletados das amostras isoladas do tecido
6sseo de 1) SHAM, 2) doxiciclina (DOX), 3) alendronato (ALN), 4) ovarectomizado (OVX), 5)
ovarectomizado + dociciclina (OVX+DOX), 6) ovarectomizado + alendronato (OVX+ALN); no
dia-7 e no dia-14. *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
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A expressao génica relativa de OPG e RANKL nos osteoblastos ao redor das
trabéculas 6sseas neoformadas sugere o grau de turnover 6sseo, bem como
possivel atividade de sintese das duas respectivas proteinas, pelos osteoblastos

durante o processo de reparo alveolar, apés aplicacao da forca ortoddntica.

Aos 07 dias pés aplicacdo da forca ortodéntica, os grupos ovarectomizados
(OVX, OVX+DOX e OVX+ALN) apresentaram maior turnover ésseo (representado
pela relacdo OPG/RANKL), enquanto os grupos DOX, ALN e SHAM apresentaram
menor turnover 0sseo; porém, o grupo OVX+ALN apresentou 0 turnover 0sseo
ligeiramente maior que o grupo OVX+DOX (Figura 17).

Aos 14 dias pés aplicacdo da forca ortodéntica, os grupos ALN e DOX
apresentaram o maior turnover 6sseo, seguidos dos grupos OVX+ALN e OVX+DOX,
enquanto os grupos OVX e SHAM apresentaram menor turnover 0sseo; porém, o
grupo SHAM apresentou o turnover 0sseo ligeiramente maior que o grupo OVX
(Figura 17).
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Figura 17: Evolucao da expressdo do RANKL niveis de mRNA e OPG niveis de mRNA,
durante o periodo experimental. Os dados foram coletados das amostras isoladas do tecido
0sseo de 1) SHAM, 2) doxiciclina (DOX), 3) alendronato (ALN), 4) ovarectomizado (OVX),
5) ovarectomizado + dociciclina (OVX+DOX), 6) ovarectomizado + alendronato (OVX+ALN);
no dia-7 e no dia-14. *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 (ANOVA, seguida do teste de Tukey).

A andlise dos dados mostrou que o grupo DOX e ALN apresentou niveis
significativamente aumentados da expressdo de mRNA RANKL e OPG no tecido
0sseo (Figura 17), em comparagdo com o grupo SHAM (p<0,05), nos dois periodos
analisados. No grupo OVX, houve maior expressdo de mRNA RANKL, e menor de
OPG.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, tem-se observado uma tendéncia mundial & queda nos
niveis de mortalidade e ao aumento da expectativa de vida da populacéo, tornando o
namero de idosos cada vez maior. Transformacgfes ocorridas no pais acarretaram
alteracdes no perfil de morbimortalidade, exigindo mudancgas na forma com que a
sociedade enfrenta os novos problemas de saude (DUARTE; BARRETO, 2012;
CAMARGOS; BOMFIM, 2017).

Com o envelhecimento da populacdo brasileira, ha um aumento na
prevaléncia de doencas crénicas ndo transmissiveis, como a osteoporose, que se
caracteriza pela diminuicdo da densidade mineral éssea, podendo exigir tratamento
a partir do uso de medicacbes (CAMARGOS; BOMFIM, 2017). Da mesma forma,
também se tem observado um aumento da demanda de pacientes adultos e idosos
em busca do tratamento ortodontico (CAPELOZZA FILHO et al, 2001,
MALTAGLIATI; MONTES, 2007). Alguns fatores devem ser avaliados para o
tratamento desses pacientes; entre eles, a sua historia médica e o uso de

medicacdes, que podem interferir na remodelagéo 0ssea.

Varias opcdes de tratamento farmacoldgico tém sido continuamente
desenvolvidas (BYUN et al., 2017), sendo os bisfosfonatos o “pilar” do tratamento e,
considerado, ainda, “padrao ouro” para o tratamento da doenca osteoporoética,

baseado na sua seguranca e eficacia (RUSSEL et al., 2008).

Os bisfosfonatos séo 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 sdo criticos na remodelagdo 6ssea, 0
uso dessas drogas pode influenciar a movimentagédo dentaria (VENKATARAMANA
et al., 2014; SALAZAR et al., 2015; FRANZONI et al., 2017; NAKAS et al., 2017).

Apesar do alendronato de sodio ser um dos medicamentos comercialmente
disponiveis mais utilizados no tratamento da osteoporose, tem sido relatado que este
pode levar a osteonecrose. Na presente pesquisa, nos grupos que receberam o
alendronato, nenhum animal apresentou sinal de osteonecrose, corroborando com

os estudos anteriores que utilizaram metodologias semelhantes (KARRAS et al.,
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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), considerando

gue, no nosso estudo, a administracdo da medicacéo foi realizada por 60 dias.

Visto que o numero de pacientes adultos que buscam o tratamento ortodéntico
que fazem uso de bisfosfonatos é crescente, faz-se necessario conhecer as
alteracdes metabdlicas e os efeitos que esses medicamentos antirreabsortivos podem
causar nos maxilares durante a movimentacdo ortoddntica. Assim, este trabalho
avaliou uma alternativa de tratamento, com a utilizagdo da doxiciclina, em doses
subantimicrobianas, analisando seu efeito sobre a movimentacdo ortoddntica

induzida, em modelo experimental de ratas ovariectomizadas.

O modelo experimental empregado nesta pesquisa € o mais utilizado na
pesquisa de movimentag¢do dentéria induzida, utilizando os molares de ratos Wistar,
da linhagem Rattus norvegicus (SALAZAR et al., 2011; HELLER; NANDA, 1979;
ARIAS; MVB, SZEJNFELD, 1997; HERNANDES et al., 2011), visto a facilidade para
instalacdo do dispositivo nesses animais, a possibilidade de avaliacdo dos processos
biolégicos durante a movimentacao e a interacdo com diversos farmacos (REN et al.,
2004; KARRAS et al., 2009; FUJIMURA et al., 2009; CHOI et al., 2010; CHOI et al.,
2010; SIRISOONTORN et al., 2012; KAIPATUR et al., 2013; HASHIMOTO et al.,
2013; VENKATARAMANA et al., 2014; SALAZAR et al., 2015; FRANZONI et al.,
2017; NAKAS et al., 2017), permitindo avaliar as alteracdes 0sseas decorrentes de
distarbios sistémicos e medicamentosos associados ao tratamento de outras doencas
(CONSOLARO; MARTINS-ORTIZ, 2005). Os molares murinos nao apresentam
rizogénese continua e essa caracteristica, associada a morfologia radicular favoravel,
permite a extrapolacdo dos resultados para humanos, considerando-se as limitacdes
inerentes a qualquer metodologia em animal experimental (FARRIS, 1963; PORTER,
1967).

No presente estudo, optou-se pela utilizacdo de ratas, corroborando com
grande parte dos estudos anteriores, considerando que as alteracbes 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
(SALAZAR et al., 2015; FRANZONI et al., 2017).
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Desta forma, nesta pesquisa, utilizou-se a ovariectomia, com o intuito de avaliar
o efeito da doxiciclina, em dose submicrobiana, comparado com o alendronato, sobre
0 metabolismo ésseo, pois este modelo de pesquisa tem se mostrado particularmente
atil para investigar a perda de osso trabecular em decorréncia da deficiéncia de

estrogeno. Esse aspecto é bastante importante se considerarmos o modelo

experimental utilizado em nosso estudo.

A ovariectomia simula a perda de massa 0ssea decorrente da caréncia de
estrégenos, mimetizando a osteoporose feminina, pés-menopausica (HERNANDES
et al., 2011; NEWMAN et al.,, 1995). Apés trés meses da remoc¢do dos ovarios
ocorre uma significante perda de massa 6ssea no fémur de ratas (HERNANDES et
al., 2011), e apesar dos ossos da face apresentarem um turnover mais lento, a
partir de dois (TANAKA et al., 2011) (SHIRAI et al., 2011) a trés meses, a maxila de
ratas também é afetada de forma significante.

A literatura tem mostrado que a remocao de estroégeno esta relacionada ao
aumento da ingestdo de alimentos e ao aumento de peso em roedores (CHEN;
HEIMAN, 2001; YONEDA et al.,, 1998). O aumento de peso decorrente da
hiperfagia causada pela ovariectomia ocorre tanto na massa magra quanto no
tecido gorduroso dos animais (CHEN; HEIMAN, 2001). Assim, 0 sucesso da
ovariectomia, em reduzir os niveis de hormdnios ovarianos, em nosso trabalho,
pode ser avaliado através das alteracBes de peso corporal dos animais, sendo
observado um aumento de peso significativo dos animais ovariectomizados,
comparados com o grupo controle nos periodos de 60 e 90 dias (Tabelas 1 e 2 e
Figura 4).

Na presente pesquisa, houve aumento da massa corpérea em todos 0s
animais, de todos os grupos analisados, ao final do experimento; entretanto, com
diferenca estatisticamente significativa entre alguns grupos, principalmente quando
comparou-se 0S grupos que sofreram ovariectomia com 0s respectivos controles.
Tal resultado corrobora com os achados de outros autores (CHEN; HEIMAN, 2001,
KIMURA et al., 2002; KAIPATUR et al., 2013; NAKAS et al., 2017; MITAZAKI et al.,
2016; MACEDO et al., 2017), em que todos os animais também se mantiveram
saudaveis, sem perda de peso ao longo do experimento. Provavelmente, isso
deve-se ao fato que as medicagcbes utilizadas nesses estudos, com suas

respectivas doses e vias de administracdo, nao foram capazes de induzir uma
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gastrotoxicidade no animal. Outra hipotese relevante para a ndo perda de peso dos
animais nos tempos avaliados foi que os dispositivos utilizados para inducdo da
movimentacdo dentaria ndo apresentaram grande influéncia na alimentacdo dos
ratos, provavelmente devido ao curto periodo de tempo de movimentacdo dentaria
(7 e 14 dias). Esses resultados também estdo de acordo com os estudos de Lanza
et al. (2002) e de Zografos et al. (2009), os quais afirmam que, apesar de injurias
esofagicas estarem relacionadas ao tratamento com alendronato de sédio em
humanos, ndo ha um aumento significativo dessa incidéncia em pacientes usuarios

dessa droga quando a mesma é administrada uma vez por semana.

Quanto ao dispositivo para inducdo da movimentagcado dentaria nesse modelo
animal, a maioria dos estudos tem 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 utilizacdo de separadores elasticos entre os
incisivos, ou de mola fechada de NiTi presa ao primeiro molar e a um mini-implante
préximo a regido dos incisivos, para inducdo da movimentacdo dentéria
(KAIPATUR et al., 2013; NAKAS et al.,, 2017). Porém, devido as propriedades
fisicas da mola de NiTi, optou-se por este tipo de material, uma vez que a forca

liberada é constante.

A quantidade de forga para movimentagéo ortodontica em ratos apresentada
na literatura varia entre 10 e 100gF (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 padronizacdo entre os autores quanto a intensidade de for¢a, considerada
ideal para esse fim. Segundo a revisdo sistematica de Ren et al. (2004), de um total
de 153 artigos que induziram a movimentagdo dentaria em ratos, 20% utilizaram
uma for¢ca menor que 20gF; 37%, uma forca entre 20-50gF; 12%, uma forca entre
50-100gF; 1%, uma forca maior que 100gF; e os 30% restantes nao especificaram
a quantidade de forca utilizada.

Também, tem sido demonstrado que o uso de uma for¢ca de 10 a 50gF

promove uma maior quantidade de movimentacdo ortodoéntica, enquanto forcas
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excessivas levam a um decréscimo na quantificacdo desse processo (NAKANO et
al., 2014). Desse modo, optou-se, no presente estudo, pela utilizacdo de uma forca
de 40gF, com base em trabalhos na area (REN et al., 2003; MAGANZINI; WONG;
AHMED, 2010; GAMEIRO et al., 2008), a partir do uso de uma mola fechada de
NiTi, visando avaliar a quantidade de movimentacdo e o trabeculado 06sseo,

estando, assim, dentro da faixa recomendada pela maioria da literatura.

Em relacdo ao tempo de movimentacao ortoddntica realizada a partir do uso
de uma mola de NiTi, também houve variacdo entre os estudos. Na pesquisa de
Salazar et al. (2015), o tempo total foi de 7 dias, diferenciando-se dos estudos de
Franzoni et al. (2017), Fujimura et al. (2009) e Hashimoto et al. (2013), em que 0s
tempos foram de 10, 12 e 14 dias, respectivamente. JA em outros dois estudos, 0
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 0os 10% restantes néo 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 mudanca na quantidade de movimentacao dentéria. No presente estudo,
devido aos objetivos propostos, optou-se por realizar a movimentagcédo ortodéntica
durante 7 e 14 dias, corroborando com a média de dias dos estudos prévios

citados.

O movimento ortodbntico € provocado através da aplicacdo de forcas
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
remodelacdo Ossea (KAIPATUR et al., 2013; ARAUJO et al., 2015). No lado de
pressdo, haver4d uma diminuicdo do fluxo sanguineo no ligamento periodontal
comprimido, provocando alteracdes teciduais, que, em conjunto com a ativagao de
mediadores quimicos, levard a formacdo dos osteoclastos responsaveis pela
reabsorcdo O0ssea. No lado de tragdo, esses eventos biologicos irdo promover a
atividade osteoblastica e a consequente deposicdo de tecido ostedide, que,
posteriormente, sera mineralizado (VON BOHL; KUIJPERS-JAGTMAN, 2009).

Vérios estudos (FUJIMURA et al., 2009; KARRAS et al., 2009; CHOI et al.,
2010; SIRISOONTORN et al., 2012; VENKATARAMANA et al., 2013; KAIPATUR et
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al., 2013; HASHIMOTO et al., 2013; SALAZAR et al., 2015; NAKAS et al., 2017;
FRANZONI et al., 2017), utlizando bisfosfonatos, verificaram que esses
medicamentos reduziram a taxa de movimentacdo ortoddntica, o numero de
osteoclastos e a reabsorcao radicular (CHOI et al., 2010; SIRISOONTORN et al.,
2012) no lado de pressao, concordando com a presente pesquisa, pois, tanto o
ALN guanto a DOX mostraram que retardam significativamente a movimentagao
ortodontica nesses animais. O grupo OVX, por outro lado, foi 0 que obteve maior

taxa de movimentacao dentaria (Tabela 5, Figuras 5 a 7).

Sabe-se da relacdo entre taxa de movimentacdo dentaria e reabsor¢céo
radicular (CHOI et al., 2010; SIRISOONTORN et al., 2012). Apesar da reabsorgéo
radicular ndo ter sido foco da presente pesquisa, 0s resultados discutidos
anteriormente corroboram com um estudo de Mavragani et al. (2005), no qual a
movimentacdo dental ortodontica executada em camundongos gerou menor
reabsorcéo radicular dental em grupos submetidos a doxiciclina por 7, 10 e 14 dias
de tratamento ortodbntico, uma vez que na movimentacdo dental tem-se uma
reacao inflamatdria considerada como efeito colateral normal na pratica ortod6ntica
(RYGH, 1977).

Quando se analisa a taxa de movimentacdo dentaria, os resultados do
presente estudo demonstraram uma reducdo na MDI (menor diastema entre
molares) nos grupos que fizeram uso do alendronato de sédio, quando comparados
com o grupo controle nos dois periodos analisado (7 el4 dias). Essa diminuicao foi
estatisticamente significativa (Figuras 5 e 7). Esses resultados corroboram com os
estudo prévios (KARRAS et al., 2009; SALAZAR et al., 2015; FRANZONI et al.,
2017) que demonstraram que houve movimentacdo ortodéntica significativamente

menor no grupo tratado com alendronato, em relacdo aos grupos controles.

Considerando-se a metodologia do presente estudo, pode-se concluir que a
aplicacdo de alendronato de sodio diminuiu a quantidade de movimentac&o
dentaria, em comparagdo ao grupo ovariectomizado ndo tratado. A literatura
(MAZZIEIRO, 1999) mostrou que o tratamento com bisfosfonatos por até 21 dias
parece nao influenciar na quantidade de movimento dentario induzido, em
comparacao a controles, discordando do presente experimento, que mostrou que o
grupo ALN apresentou uma menor taxa de movimentacdo dentaria. Provavelmente

esse resultado seja devido ao periodo de administragdo da droga, que foi 90 dias.
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Tem sido demonstrado que pacientes submetidos a tratamento com bisfosfonatos
por periodos mais longos podem apresentar menores taxas de movimentagao
dentaria, dificultando o tratamento ortodéntico (ZAHROWSKI, 2007; RINCHUSE et
al., 2007). Ilgualmente, em estudos em ratos de maior tempo de observacao (de
duas a quatro semanas), houve menor movimentacdo sob agéo do ALN (KARRAS
et al., 2009; IGARASHI et al., 1994), concordando com os resultados da presente

pesquisa.

No presente estudo, todos 0s grupos apresentaram progressivamente maior
movimentacdo, apos 7 e 14 dias (Tabela 4, Figura 5), em comparagdo com 0O
periodo inicial (P<0.05). Entretanto, os animais ovariectomizados que né&o
receberam tratamento medicamentoso apresentaram maior distancia interdentaria
em ambos os periodos, comparados com os dos demais grupos (p<0,05 aos 7 e 14

dias).

Relato na literatura (MAZZIEIRO, 1999) mostra que, no curto periodo de
administracdo do bisfosfonato, a movimentacdo dentaria nos grupos
ovariectomizados sob efeito do alendronato (OVX+ALN) foi similar ao grupo
controle. Desta forma, os pacientes sob a prescricdo do alendronato de so6dio por
periodos curtos podem realizar a movimentacdo dentaria normalmente. No curto
periodo do presente estudo, embora os resultados tenham mostrado uma
tendéncia a menor quantidade de movimentacdo nos grupos tratados com ALN,
essa diferenca nado foi estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle

nao ovariectomizado.

A reducdo da movimentacdo dentaria, no grupo ALN, parece estar
relacionada ao mecanismo de acdo dos bisfosfonatos nitrogenados que atuam na
inibicdo da reabsorcdo 0ssea, a partir do bloqueio da enzima farnezil pirofosfato
sintase na via do mevalonato, interferindo na modificacdo pés-translacional de
proteinas como as GTPases, que regulam uma variedade de processos
importantes para a funcdo dos osteoclastos, incluindo a morfologia celular e a
organizacdo do citoesqueleto, sendo capazes de promover a apoptose dessas
células (GHONEIMA et al., 2010; BALLANTYNE, 2015).

Desse modo, uma reducao na atividade dos osteoclastos pode levar a uma
movimentagdo dentéria mais lenta ou em menor quantidade. Com o tempo, as

moléculas de bisfosfonato incorporam-se na matriz 6ssea, tornando o tunover mais
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lento, requerendo mais tempo para a sua organizacao, em funcdo da inibicdo da
atividade osteoclastica (RODAN, 1998). Nesses individuos, portanto, seriam
necessarios ciclos mais longos de reativacdo para que ocorra a dissipacdo da
forca; caso contrario, poderiam ocorrer grandes areas hialinas por um acumulo de
forcas no ligamento periodontal e, consequentemente, o0 aparecimento de

reabsorcdes radiculares.

s

O ALN é altamente eficaz na prevencdo da perda Ossea associada a
auséncia de estrégeno enddgeno, induzindo a um aumento mantido na massa
O0ssea durante a terapia em animais. Similarmente, em humanos, promove a
recuperacdo da densidade mineral, por meio de sua acdo inibidora sobre os
osteoclastos (RODAN, 1996). Desta forma, com o processo de remodelacdo em
equilibrio, ha uma diminuicdo da atividade osteoclastica, sem interferir diretamente
na atividade neoformadora (LICATA, 2005). Esta diminuicdo da atividade
osteoclastica deve ter sido a responsavel pelo menor grau de movimentacao

dentaria dos grupos OVX+ALN e OVX+DOX, em comparagdo com o grupo OVX.

Em relacdo a doxiciclina (DOX), ndo houve diferenca estatistica, comparada
com o grupo SHAM, mas, em relagdo aos trés grupos que sofreram ovariectomia
(OVX, OVX+DOX e OVX+ALN), a movimentagdo dentaria foi maior nestes grupos,
em relacdo aos grupos DOX e ALN (Figura 7). Portanto, a DOX pode vir a ser uma
opcdo ao ALN; porém, outros estudos também sdo necessarios, para estabelecer
seu real beneficio clinico, principalmente em relacdo a manutencéo dos resultados
obtidos a longo prazo, para que se possa estabelecer a sua correta indicacéo.
Além da movimentacédo ortoddntica, pacientes osteopordéticos com fraturas ésseas,
necessidade de cirurgias ortognaticas ou exodontias também poderdo ser
beneficiados com os efeitos positivos da DOX. Porém, ndo existem estudos na
literatura que avaliem a remodelacdo 6ssea em ratas osteoporéticas com aplicacéo
da DOX, em doses subantimicrobianas, submetidas ao movimento dentario

ortodontico.

Todavia, na literatura, tem-se que a doxiciclina ndo melhorou a qualidade de
0sso alveolar em reparo tecidual em ratas Wistars submetidas a extragédo dental e
tratadas, posteriormente, por 7 dias, por doxiciclina e eritromicina (SHAHABOOEI
et al.,, 2015). Pode-se entender que, no referido trabalho, as ratas foram

submetidas a um periodo curto de tratamento com doxiciclina (7 dias) e a
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guantificacdo de osso neoformado ficou aquém do ideal, devido a este fato. Além
disso, os autores chegaram a conclusdo que tanto a doxiciclina quanto a
eritromicina aumentam a quantidade de osso neoformado, em comparacdo aos
0ssos controle, mas nao houve diferencas estatisticamente significantes no estudo
de Shahabooei et al. (2015). Outro estudo, executado em cées, demonstrou que a
doxiciclina reduziu a perda Oéssea ocasionada pela cirurgia endodontica
periradicular (CUMMINGS; TORABINEJAD, 2000).

Em humanos, a dose comum utilizada de alendronato de soédio para
tratamento da osteoporose é de 1mg/kg/semana; entretanto, ainda ndo ha um
consenso quanto a dose adequada para testes em animais (LANZA et al., 2002;
SALAZAR et al., 2015). Apesar de que o indice metabdlico do rato €,
aproximadamente, duas vezes mais veloz do que a do homem, no presente estudo,
optou-se por testar 0,7mg/kg/semana (VOLPON et al., 2008), um pouco menos que
a dosagem recomendada para humanos. Em outros estudos, houve uma variagcéo
entre as doses aplicadas de acordo com o tempo e as vias de administracao
adotadas. No estudo de Kaipatur et al. (2013), testou-se a dosagem de
0,015mg/kg, via subcutanea, duas vezes na semana, por 28 dias. No estudo de
Salazar et al. (2015), também se utilizou a via subcutanea, nas dosagens de
1mg/kg e 2mg/kg, duas vezes na semana, por trés meses, e no de Franzoni et al.
(2017), a dose de 2,5mg/kg, uma vez por dia, via subcutanea, por 35 dias. Na
presente pesquisa, as ratas passaram a receber as injecdes de ALN, e a dosagem
utilizada mostrou-se eficaz no controle da perda mineral, tendo apresentado taxa
de formacdo 6ssea comparavel do periodo inicial (95,3% 2,9) aos 14 dias (93,1+1,9)
(Tabela 5, Figuras 8 a 10).

A doxiciclina foi administrada na agua de beber, conforme estudo de Issa et
al.
(2015), por 60 dias e, foi realizada a manuten¢éo de acordo com um gréfico diério
do quanto foi ingerido de agua em cada caixa. A dose de 30 mg/kg/dia foi baseada
em estudos previamente publicados (BRIEST et al., 2003; GUIMARAES et al.,
2011; CASTRO et al., 2012; THARAPPEL et al., 2016). Essa dosagem mostrou-se
eficaz no controle da perda mineral, tendo apresentado taxa de formacdo 6ssea

comparavel ao grupo SHAM movimentado (Tabela 5, Figuras 8 a 10).
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A supressao da producao de estrogeno (OVX) provocou uma perda de cerca
de 30% a 40% de osso inter-radicular trés meses apés a ovariectomia (Tabela 5),
sugerindo que essa perda mineral seja a responsavel pelo maior grau de
movimentacdo dentaria nos animais ovariectomizados que nao receberam ALN e
nem DOX.

Existem, ainda, controvérsias acerca do uso da doxiciclina em doses
subantimicrobianas. Folwarczna, Pytlik e Janiec (2003) mostraram que, em modelo
experimental de inducdo de osteopenia por ovariectomia bilateral em ratas, a
doxiciclina provocou efeitos deletérios nos ossos dessas ratas. Pode-se explicar
isso devido ao fato de os animais ainda ndo terem a osteopenia estabelecida. De
acordo com os autores, as ratas receberam o medicamento por quatro semanas,
poucos dias apos a inducdo de osteopenia. O presente trabalho foi embasado em
um estudo prévio, onde tem-se que em trés meses se estabelece a osteopenia nos
modelos experimentais de ovariectomia (ISSA et al., 2015). Além disso, Folwarczna
Pytlik e Janiec (2003) administraram a doxiciclina de modo concomitante com o
estabelecimento da osteopenia por um més. No presente estudo, aguardamos 90
dias para o estabelecimento da osteopenia e, com a osteopenia estabelecida,
realizamos o tratamento com o medicamento por 60 dias. Isso explica a diferenca
os resultados obtidos no trabalho de Folwarczna, Pytlik e Janiec (2003), se

comparados com os do presente trabalho.

Transpondo aos seres humanos, Payne et al. (2007) demonstraram, em seu
estudo longitudinal de dois anos, com 128 pacientes randomizados, que o uso de
doxiciclina em dose de 20mg, duas vezes ao dia (dose considerada
subantimicrobiana), acrescentada a uma dose diaria de célcio e vitamina D, ndo
apresentou melhoria ou danos a mulheres em menopausa com doenca periodontal.
Por outro lado, em outros estudos anteriores, foi demonstrado que o uso de
doxiciclina, nas mesmas condicdes demonstradas anteriormente, associada a
raspagens dentais (raspagem de célculo dental ou placa), promoveu uma melhora
expressiva na qualidade 6ssea alveolar (CATON et al., 2000; GOLUB et al., 2001;
PRESHAW et al., 2004). No entanto, existem diversos questionamentos sobre o
fato de a doxiciclina ser um antibiético e ndo apresentar aumento de resisténcia
microbiana, em doses subantimicrobianas. Em humanos, a dose subantimicrobiana

de 20mg/kg/dia ndo apresenta aumento da flora subgengival (WALKER et al.,
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2007) e o seu uso como inibidor de metaloproteinase para tratamento de
periodontite ja foi comprovado como seguro (GOLUB et al., 1995; THOMAS et al.,
2000).

Além disso, o uso da doxiciclina, em doses subantimicrobianas, ja se provou
como n&o antimicrobiano, nao afetando as floras comensais da pele (SKIDMORE
et al., 2003), uma vez que as tetraciclinas, mais precisamente a minociclina e a
doxiciclina, sdo largamente usadas para este fim (problemas de pele), em doses
antimicrobianas (BHAMBRI; KIM, 2009; COHEN, 2007; COHEN; GROSSMAN,
2004; DEL ROSSO, 2004; ELSTON, 2007; PELLE; CRAWFORD; JAMES, 2004).
No presente estudo, realizou-se a ingestdo de doxiciclina na 4gua de beber. A dose
foi cuidadosamente baseada no peso corporal das ratas, para garantir a ingestao
de doxiciclina de maneira fiel aos miligramas/quilo por dia, para cada grupo exposto

ao medicamento.

Em coelhos com osteoartrite induzida metodologicamente houve uma
melhora em estagio inicial dos danos articulares dos animais tratados com uma
dose subantimicrobiana de doxiciclina (2,2mg/kg/dia), o que demonstra que 0s
danos articulares futuros podem ser amenizados (PINNEY et al., 2012). A
doxiciclina, em doses subantimicrobianas 1,5mg/kg/dia, em tratamento por trés
semanas, diminuiu consideravelmente a perda O6ssea em ratos machos com
inducdo de diabetes (TELLA et al., 2014). Além disto, foi demonstrado que em
modelo in vitro e in vivo a doxiciclina é capaz de promover uma melhor combinacéo
entre 0 0sso e implante e, ainda, evitar substancialmente que o implante seja
acometido por infecgbes (WALTER et al., 2014). Kutan et al. (2016) comprovaram
gue, em modelo experimental de regeneragcdo 6ssea auxiliada por membrana de
colageno e doxiciclina 1mg/cm2 em sitio tibial contaminado por bactéria, a

doxiciclina leva a regeneracdo 6ssea de boa qualidade (KUTAN et al., 2016).

A doxiclina, administrada via oral (1,5mg/kg/dia) concomitante com
eritromicina (2mg/kg/dia) intraperitoneal em modelos experimentais de reparo
0sseo em ratos com extracdo de molares, aferidos nos periodos de 7, 14 e 28 dias
pos-operatorios, apresentara melhor reparo 6sseo no grupo com os antibioticos
administrados, em comparacdo aos controles (SHAHABOOEI et al., 2015). A
administracdo de doxiciclina promoveu a regulagcdo negativa de mediadores

inflamatoérios e recombinantes genéticos pré-inflamatérios, além de uma menor
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perda alveolar 6ssea em ratos machos (CASTRO et al., 2016). Portanto, podemos
afirmar que a doxiciclina € um modulador inflamatério que promove efeitos
benéficos em reparos 0sseos. Isso explica os resultados contidos no presente
estudo, que demonstraram o favorecimento 0sseo0 nos grupos submetidos a

osteopenia e tratados com doxiciclina.

Considerando as peculiaridades da remodelagdo 0ssea apos a aplicacdo de
forcas ortodonticas e a necessidade de obter melhores entendimentos da formacéo
do tecido O6sseo até o término do processo, o presente estudo também teve o
objetivo de avaliar a interferéncia da ovariectomia e seu tratamento com
alendronato e doxiciciclina no equilibrio entre RANKL/OPG, duas citocinas
importantes que sinalizam diferentes situacbes na remodelacdo éssea, durante

diferentes periodos da cronologia do processo de reparo alveolar.

Em um processo de remodelacdo éssea normal, a formacdo Ossea pelos
osteoblastos segue a reabsor¢cao pelos osteoclastos e ocorre de maneira precisa e
guantitativa. A molécula ativadora e receptora do fator kappa- da familia do fator
de necrose tumoral (RANKL), expressada pelos osteoblastos e seus precursores
(LACEY et al.,, 1998), e seu receptor (RANK), expressado em precursores de
osteoclastos e osteoclastos maduros (HSU et al., 1999), sdo reguladores chaves
da remodelacdo 6ssea e essenciais para o desenvolvimento e ativacdo da
reabsorcdo Ossea (THEIL et al., 2002). O RANKL também se liga a seu receptor
chamariz, a osteoprotegerina (OPG), expressada pelos osteoblastos e seus
precursores (SIMONET et al., 1997). Quando a OPG se liga ao RANKL, limita a
ligacdo entre RANK-RANKL, inibindo assim a sinalizacdo dos eventos que
modulam a diferenciacdo osteoclastica e o desenvolvimento de linfocitos. O
equilibrio entre RANK e OPG é regulado por citocinas e hormdnios que determinam
as funcbes osteoclasticas. A alteracdo neste equilibrio é critica nas patologias

0sseas, resultando em um aumento da reabsorcao 0ssea.

No presente estudo, DOX e ALN foram capazes de aumentar a expressao
génica tanto do RANKL como da OPG, juntamente com uma reducdo da
reabsorcdo Ossea. Esses resultados, em conjunto, podem apoiar os achados
microscopicos do presente estudo, que foram representados por uma reducdo da
perda alveolar 6ssea no grupo DOX. A movimentacdo dentaria é caracterizada por

um aumento na expressao de citocinas pro-inflamatérias (SHADDOX et al., 2011);
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entre elas, a IL-17, induz a producdo de RANKL por osteoblastos e, também
estimula os fibroblastos a produzir outros mediadores inflamatérios, como TNF-a e
IL-18 (TAKAHASHI et al., 2005; BEKLEN et al., 2007). Como no presente estudo a
DOX e o ALN regularam a expressao génica do RANKL, seria interessante verificar
as expressoes de TNF-a, IL-1B e IL-17, para investigar a relagdo processo
inflamatério e movimentacdo dentaria, principalmente em relacdo IL-17, que foi
recentemente associada a reabsorcédo radicular (ODA et al., 2003; JOHNSON et
al., 2004; EMINGIL et al., 2011).

O grupo OVX apresentou o maior “turnover” 6sseo no inicio do processo de
reparo alveolar, representado pela relacdo de OPG/RANKL; porém, apresentou
uma brusca diminuicdo aos 14 (periodos de intensa atividade celular observado no
grupo SHAM). Esta diminuicdo talvez seja resultante da apoptose osteoblastica que
a ovariectomia induz, tendo como consequéncia a diminuicao da liberacdo de OPG
e RANKL por essas células. Apenas apds o periodo de 14 dias de reparo, esta
atividade celular tentou se restabelecer. Foi no periodo de 14 dias do processo de
reparo alveolar, que o grupo SHAM apresentou a associacao simultdanea da maior
neoformacdo de tecido 6sseo com o0 maior turnover 0sseo, comparado com 0S
demais grupos, enquanto que o grupo OVX apresentou uma brusca reducédo da
guantidade de trabéculas 6Osseas, sugerindo intensa reabsorcdo éssea neste
periodo. Essas observacdes evidenciam o atraso do processo de reparo alveolar e

0 aumento do turnover sseo induzido pela ovariectomia.

Duarte et al. (2004) verificaram que a OVX aumenta a perda 0ssea em
periodontites induzidas por ligaduras e afeta negativamente o tecido désseo de
sustentacdo dental. Nociti et al. (2002) observaram que a OVX diminui o reparo
0sseo e sua densidade ao redor de implantes de titanio. Ja outros pesquisadores
(ELOVIC; HIPP; HAYES, 1995; TEOFILO; BRENTEGANI; LAMANO-CARVALHO,
2004) observaram que o declinio de estrégeno induzido pela ovarectomia afeta o
turnover 6sseo apos extragdo dental, com aumento da reabsor¢éo éssea e reducao
da formacéo, corroborando com nossos resultados, nos quais, mesmo aos 14 dias
de movimentacéo dentéaria ortodontica, o grupo OVX apresentou menos de 50% do
terco médio do alvéolo preenchido por osso e afetou o turnover ésseo representado

pela relacdo entre a expressao génica OPG/RANKL.
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A importancia de RANKL e OPG na regulacdo da homeostasia foi
demostrada pelo fenétipo de ratos geneticamente modificados. Os ratos com
auséncia do gene da OPG desenvolveram osteoporose severa (BUCAY et al.
1998), pelo aumento do numero e da atividade dos osteoclastos, enquanto que a
alta expressdo de OPG resultou em osteopetrose pela diminuicdo do namero de
osteoclastos e diminuicao de suas atividades (REN et al., 2004).

Porém, vale destacar que nem sempre a expressao génica do RNAm de
uma determinada proteina significa que a proteina sera sintetizada. Em relacdo as
técnicas de avaliagbes soroldgicas, elas muitas vezes ndo mostram se as proteinas
apresentam-se ativas ou ndo, pois, segundo Rogers e Eastell (2005), € possivel
gue OPG no soro esteja ligada a alguma(s) proteina(s) plasmatica(s) e, com isso,
apresenta(m)-se inativa(s) e também RANKL é produzida por uma variedade de
tipos celulares e sua expressdo é regulada por varios fatores fisiolégicos e
patologicos (BOYCE; XING, 2007). Portanto, a quantidade soroldgica de RANKL
nao se refere apenas ao tecido 6sseo. Porém, em nosso experimento, foi utilizado
o tecido 6sseo do lado de presséo, sendo os resultados mais fideldignos. O ideal
seria a associacdo do PCR com a imunocolocalizacdo de RANKL e OPG, que traria
dados bastante relevantes aos nossos questionamentos. A técnica da
imunolocalizacdo marca as proteinas ja sintetizadas, atuando no local

simultaneamente, permitindo a analise espacial das células no tecido.

Além de induzirem a apoptose, o ALN também pode afetar a reabsorcao
0ssea mediada pelos osteoclastos de outras maneiras, como no seu recrutamento,
formacgédo e diferenciacdo (ROSINI et al., 2015). Podem, também, prevenir fatores
ativadores de osteoclastos, tais como a interacdo do ligante do receptor ativador do
fator nuclear-kappa-B (RANKL) ao seu receptor (RANK), mediador primario da
diferenciacao, ativacao e sobrevivéncia dos osteoclastos (KRISHNAN; PANDIAN;
KUMAR, 2015). Devido ao fato de se incorporarem na matriz 6ssea e possuirem
uma meia-vida extremamente longa, eles ainda podem afetar o metabolismo ésseo
por até dez anos apds o paciente ter completado a terapia (BARTZELA et al.,
2009).

Este estudo se destaca em demonstrar a influéncia da ovariectomia e seu
tratamento com DOX e ALN no turnover 0sseo, representado pela expressdo de

RANKL/OPG durante a movimentacdo dentaria ortodontica. Foi possivel mostrar



Discusséo | 78

gue a DOX e o ALN modulam a expressdo de OPG e RANKL nas células de
linhagem osteoblasticas, no processo de reparo alveolar, alterando o turnover
0sseo. Esses achados sdo pertinentes, assim como o balanco de OPG/RANKL é
importante na regulacdo da homeostasia O0ssea. Os resultados deste estudo
sugerem que o tratamento com doxiciclina em dosas submicrobianas raloxifeno
mantém a atividade osteoblastica ao longo do processo de reparo alveolar, a qual

nao pode ser observada com a ovariectomia.

A doxiciclina, em doses submicrobianas, pode ser benéfica no tratamento da
osteoporose, reduzindo a reabsor¢do 6ssea alveolar e mantendo a quantidade de
fibras colagenas, provavelmente agindo na inibicdo da expressdo de citocinas
inflamatorias. A partir dos resultados de cada um dos grupos experimentais, foi
demonstrada uma ideia do beneficio da doxiciclina, em doses submicrobianas, para
0s grupos que foram induzidas as osteopenias. Diante da possibilidade de acelerar
a movimentagcdo ortodontica e, a0 mesmo tempo, ter a osteopenia/osteoporose
controlada, sugere-se que a doxiciclina possa ser uma alternativa aos bisfosonatos,
apols a devida avaliacdo e indicacdo do médico. No entanto, had necessidade de
mais estudos com relacdo a suscetibilidade bacteriana com o uso prolongado de
DOX.



7. CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

1. Houve aumento da massa corporea em todos os animais, ao final do
experimento; entretanto, com diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos que sofreram ovarectomia, com 0s respectivos controles;

2. Quanto a movimentacdo dentéria, observou-se uma maior taxa de
movimentacgao, estatisticamente significante, no grupo ovariectomizado (OVX).
Os grupos OVX+DOX e OVX+ALN também apresentaram maior taxa de
movimentacdo dentaria, quando comparados com 0S seus grupos controles e
com o SHAM, demonstrando que a medicacdo, nestes grupos, nao afetou a
movimentacdo. Quando analisou-se o tempo de observacdo, todos 0s grupos
tiveram uma maior taxa de movimentacdo, significativa estatisticamente, no
periodo final de observacao;

3. Em relagédo a porcentagem e ao osso formado, observou-se que no periodo 7
dias houve uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,0001) nos grupos
gue sofreram ovarectomia (OVX, OVX+DOX e OVX+ALN), e, no periodo de 14
dias, a porcentagem de 0sso voltou a subir em todos os grupos, sendo esse
aumento mais expressivo nos grupos tratados com ALN e DOX, e menor no
grupo OVX; e

4. Em relacdo a expressao génica, a DOX e o ALN foram capazes de aumentar a
expressédo tanto do RANKL quanto da OPG. O grupo OVX apresentou o maior
“turnover” 6sseo no inicio do processo de reparo alveolar, representado pela

relacdo de OPG/RANKL; porém, apresentou uma brusca diminui¢do aos 14 dias.
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