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Micheletti KR. Remodelagdo 6ssea com as forgas continua, continua interrompida e
intermitente: movimentagao dentaria induzida em ratos [Tese]. Aragatuba: Faculdade

de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2015.

1.1 RESUMO GERAL

Introducgédo: A aplicacao de diferentes tipos de forga pode provocar comportamentos
distintos no osso alveolar. Proposigao: avaliar se o lado contra-lateral (CL) a
movimentagao dentaria induzida pode ser usado como grupo controle e a variagao
da quantidade de tecido 6sseo frente a aplicagdo dos diferentes tipos de forca em
molares murinos. Métodos: Utilizou-se 60 ratos machos (Wistar-Rattus
norvergicus), com aproximadamente 90 dias de idade e peso de 300g, divididos em
4 grupos de acordo com o tipo de forga; Grupos controle (C), forga continua (FC),
forca continua interrompida (FCI) e forga intermitente (Fl). As forgas foram aplicadas
nos periodos de 5, 7 e 9 dias (n=6) e analisou-se a quantidade de tecido 6sseo
alveolar. Os dados foram tabulados e realizou-se o teste estatistico com nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Resultados: houve diferenga estatisticamente
significante nos percentuais de colageno entre os grupos C (80% +0,01) e FC
(62,2% +0,15) e que o grupo CL foi estatisticamente igual aos demais grupos. A
imunomarcacao de OPG, o grupo C e o CL se comportaram de forma semelhante. A
RANKL, na face mesial do grupo CL se comportou de forma semelhante ao FC e
sua face distal diferiu dos demais grupos. A face distal do grupo C obteve score
semelhante a face distal do grupo FC. A analise do tecido 6sseo inter-grupos
mostrou que aos 5 dias de MDI houve diminuicdo significante dos percentuais de
0sso dos grupos FC (62% +0,14), FCI (55% 0,07) e FI (54% £0,05) em relagdo ao
grupo C (80% £ 0,01) (p<0,05). Aos 7 dias de movimentagao, essa diminuigdo ainda
era significante nos grupos FC (64% + 0,1) e o FI (38% + 0,1) quando comparados
ao grupo C (80% = 0,01) e também houve diferenca estatisticamente significante
entre o FC (64% = 0,1) e FI (38% £ 0,1) (p<0,05). Aos 9 dias de movimentacéao, essa
diminuigao foi significante entre os grupos FC (68% + 0,03) e FCI (51% + 0,13), e C
(80% = 0,01) e FCI (51% % 0,13). A analise do tecido ésseo intra-grupos revelou uma
manutengdo nos niveis de osso no grupo FC. Uma perda de osso significante no
grupo FCI sétimo ao nono dia (p<0,05) e um ganho seguido de uma perda éssea no
grupo FlI (p<0,05). A imunomarcacdo confirmou todos esses resultados.
Conclusées: A MDI aplicada em um dos lados da maxila interfere nas reagdes do
tecido 6sseo do lado contra-lateral a movimentagdo. A FC nao variou sua massa
Ossea significantemente durante os periodos experimentais e se igualou
estatisticamente ao GC no nono dia. A Fl teve sua massa 6ssea diminuida
significantemente ao sétimo dia devido a reativagdo do dispositivo ortodéntico e
provavel interrupcéo do processo de remodelacdo dssea, evento também observado
na FCI apds os sete dias de movimentagao.

Palavras-chave: Movimentacio dentaria. Ratos. Osso.



Micheletti KR. Bone remodeling with continuous, interrupted continuous and
intermittent forces: tooth movement in rats [Thesis]. Aracatuba: Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2015.

1.2 ABSTRACT GERAL

Introduction: There are few researches about the behavior of the alveolar bone in
relationship of three different types of forces. Objective: To evaluate if the bone on
the contralateral side to orthodontic tooth movement can be used as the control
group (CL) and the amount of bone tissue during the application of different types of
force in rats molars. Methods: 60 male rats (Rattus norvegicus Wistar), with
approximately 90 days of age and weight of 300g, divided into 4 groups according to
the type of force: control group (C), continuous force (CF), intermittent continuous
force (ICF) and interrupted force (IF); The groups were distributed in periods of 5, 7
and 9 days (n = 6). Were analyzed the amount of bone tissue of right upper first
molar. The evaluation were conducted with Anova and Tukey’s tests a significance
level of 5% (p <0.05). Results: The collagen analysis demonstrated a statistically
significant difference between the C group (80 £ 0.01%) and CF (62.2 + 0.15%),
whereas no significant differences were found between the CL group and the other
groups. Immunolabeling for OPG was similar in the C and CL groups. RANKL on the
mesial face was similar in the CL and CF group. However, significant differences
were found between the CL group and the other groups on the distal face, whereas
no significant difference on the distal face was found between the C and CF group.
The intergroup bone tissue analysis showed that the five days of induced tooth
movement (ITM) was no significant decrease in bone percentage of CF groups (62%
1+ 0.14), ICF (55% % 0.07) and IF (54% = 0, 05) in the C group (0.01 + 80%) (p
<0.05). At 7 days of ITM, this reduction was still significant in the CF group (64% *
0.1) and IF (38% £ 0.1) compared to C group (80% + 0.01) and there was also
difference statistically significant between CF (64 + 0.1%) and IF (38% = 0.1) (p
<0.05). After 9 days of ITM, this decrease was significant between the CF group
(68% + 0.03) and ICF (51% £ 0.13), C (80% £ 0.01) and ICF (51% % 0, 13). The intra-
group analysis showed a bone maintenance in bone levels in the CF group. A
significant bone loss in ICF seventh to ninth day group (p <0.05) and a gain followed
by a bone loss in IF group (p <0.05). The immunolabelling confirmed all these results.
Conclusions: OTM administered to one side of the maxilla affects bone tissue
reactions on the contralateral side. The CF did not change significantly their bone
mass during trial periods and statistically matched the CG on the ninth day. The IF
had a decreased bone mass significantly the seventh day due to reactivation of
orthodontic appliance and probable interruption of the process of bone remodeling,
event also observed in the FCI after the seven-day drive.

Key Words: Tooth movement. Rats. Bone.
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2 CONTEXTUALIZAGAO

As forgas sao vetores caracterizados por magnitude, direcdo e duragéo e a

forma adequada de expressar a unidade de for¢a € o newton (N), e ndo o grama (g).

A forga também pode ser classificada segundo a sua magnitude. Em
humanos as forgas sao classificadas segundo a sua magnitude em suaves (aquelas
que atingem até 100 cN), moderadas (as situadas entre 100 cN e 400 cN) e intensas
(acima de 400 cN).2 O molar humano é aproximadamente 20 vezes maior do que o
molar do rato. As molas helicoidais de 10, 25, 50 e 100 cN usadas em ratos
corresponde a 200, 500, 1000 e 2000 cN em um molar humano. 2000cN de forga € a
forca utilizada na expansao rapida de maxila, na qual o parafuso produz 1300-4500

cN em uma Unica ativacéo (0,25mm).>

Uma determinada forca gera no periodonto um estresse no ligamento
periodontal (LP) que absorve a forca e a distribui na superficie do LP. Essa
distribuicdo dependente de varios fatores, como a magnitude da forca, a superficie
do osso e a distribuicdo da forca de acordo com o tipo de movimento realizado.*°
Dados na literatura sugerem que a forca aplicada deve ter um valor 6timo para
preservar a vitalidade dos tecidos periodontais e seu valor nado deve exceder 20-25
g/cm? ou 80 g/cm?.%” Porém, ndo ha evidéncias seguras para a determinagdo da
intensidade de forga ideal para a movimentagdo ortodéntica (Ren et al., 2003).
Assim, a amplitude do estresse gerado pelo dispositivo ortodéntico no LP, ndo a
magnitude da forca, é o principal par@metro mecanico de movimentagao que regula
o deslocamento dentario. Portanto, a movimentagcdo dentaria, empregada como

método terapéutico, € reconhecida como um fenémeno bioldégico e ndo como um

evento estritamente fisico (Consolaro, 2012).
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Uma forga otima deve ser aquela que produz um estimulo mecéanico
extrinseco que gera uma resposta celular. As células respondem ao estimulo com o
objetivo de restaurar o equilibrio (homeostase), remodelando os tecidos de suporte.
Assim, deve-se considerar um estimulo mecanico adequado quando se proporciona
0 maximo de movimentag¢ao dentaria com minimos danos irreversiveis a raiz, ao LP

e ao osso alveolar (Proffit, 2000; Ren et al., 2003).

As forcas ortoddnticas também podem ser classificadas segundo sua
duracdo. Elas podem ser aplicadas de forma intermitente, continua (sem
interrupgdes) ou continua interrompida. As forgas intermitentes sdo observadas com
a utilizacdo de aparelhos removiveis e proporcionam periodos de repouso e
movimentagdo, permitindo a proliferagdo celular e respostas teciduais entre os
periodos de ativagbes. O emprego desse tipo de forga proporciona menos
reabsor¢cdes radiculares, porém apresenta menor quantidade de movimentacao
dentaria, haja vista que durante os periodos de repouso ocorrem recidivas (Hayashi

et al., 2004).

Com a forca continua o movimento dentario tende a ocorrer mais
rapidamente, pois o estresse celular permanece por um longo periodo. Esse tipo de
forga ocorre, principalmente, quando se utilizam fios de alta flexibilidade, associados

a aparelhos fixos, como os superelasticos.

Com a utilizagdo da forga continua interrompida, observada principalmente
nos fios de agco em aparelhos fixos, o estresse permanece por um menor periodo de
tempo, devido a desativacdo sucessiva, inerente a liga metalica. Embora o

movimento dentario seja maior com o emprego de forgas continuas, estudos
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demonstram que com esse tipo de for¢a os dentes apresentam mais suscetibilidade
a reabsorgdes radiculares do que os dentes movimentados com forgas continuas

interrompidas (Weiland, 2003; Pizzo et al., 2007).

Para mover um dente de forma controlada, uma forga deve ser aplicada com
magnitude e direcdo desejadas. Alterar a diregdo, a magnitude ou o ponto de
aplicacao da forga implica na qualidade do deslocamento. Intuitivamente, o ponto de
aplicagao da forga influencia a qualidade e quantidade do deslocamento dentario.
Existe apenas um ponto por meio do qual uma forga pode ser aplicada e que
movimentara o dente na direcdo da forga sem inclinagéo ou rotagdao. Esse ponto &
chamado de centro de resisténcia e uma forga exercida através dele proporcionara a
translacdo pura do dente. Portanto, para realizar a movimentagcao dentaria, uma
forca deve ser aplicada na diregdo adequada, com a magnitude desejada e na
posicao correta. Alterar a diregdo, a magnitude ou o ponto de aplicagdo da forga ira

afetar a forma do deslocamento dentario.

Na ortodontia classica, os dentes se movimentam apds a aplicagao de forgas
que sdo intensas logo apds a ativagao do aparelho e vao se declinando até a
proxima ativacdo. Em décadas passadas, o indice de movimentacao dentaria pelo
tempo passado apds a aplicacdo da forca era descrito em 3 fases — a fase inicial,
fase retardataria e uma fase poés-retardatario. A fase inicial foi caracterizada pelo
rapido movimento imediatamente apds a aplicacao de forgca no dente. Apds a fase
inicial, ocorria um periodo retardatario, com taxas relativamente baixas de

movimentagdo dentaria ou nenhuma movimentagdo. E a terceira fase da
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movimentagao dentaria, na qual a taxa de movimento diminuia gradualmente ou de

repente (Burstone, 1962).

Dois estudos posteriores ao de Burstone (1962) propuseram um novo modelo
de indice de movimentacao dentaria pelo tempo passado apds a aplicagao da forga
para a movimentacao dentaria (Pilon et al., 1996; van Leeuwen et al., 1999). Esses
estudos, realizados em beagles, dividiram a curva de movimentagao dentaria em 4

fases:

Fase 1 — Inicial

Caracterizada pelo inicio do movimento dentario que ocorre entre 10 e 48
horas apods a aplicacido da forca. Durante essa fase ocorre o deslocamento do dente
no espaco do LP, pela flexibilidade 6ssea e pela extrusdo dentaria. Também é nessa
fase que acontece o processo de recrutamento de células progenitoras de
osteoclastos e osteoblastos, o extravasamento e a quimiotaxia de células
inflamatérias e a formacdo de zonas hialinas, principalmente nas areas de

compressao (von Bohl et al., 2004).

Fase 2 — Intermediaria ou periodo de estagnagdo

Ocorre logo apés a fase inicial e pode se estender até 15 dias. Nessa fase o
movimento € minimo ou nulo, devido as resisténcias proporcionadas pelas
estruturas do LP e do osso alveolar, bem como pelo aparecimento de areas de
hialinizacdo do LP. Essa restricdo de movimento permanece até que o tecido de
hialinizagdo seja eliminado. Nessa fase, o processo de reabsor¢cao éssea ocorre

distante das areas de maior estresse, ou seja, nos espagos medulares do 0sso
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alveolar e em regides adjacentes as areas hialinas. Esse fenbmeno de reabsorgao &

conhecido como reabsorgéo a distancia ou reabsorgéo indireta.

Fases 3 e 4 — Aceleracgéo e linear

Estas fases comecam por volta de 30 e 40 dias apds a aplicacao inicial da
forga, respectivamente. Nelas ocorre a complementagdo do deslocamento dentario
até a préxima ativagdo. Os lados de compresséo do LP apresentam fibras colagenas
sem orientacdo adequada. As superficies ésseas proximas ao dente apresentam-se
irregulares, indicando reabsorgédo direta ou frontal. No entanto, os lados de tragéo

mostram claramente a deposigao de tecido 0sseo.

Assim como em todos os tecidos conjuntivos, os constituintes basicos do osso
sao uma extensa matriz e diversos tipos celulares que atuam na sintese Ossea e
continua remodelacdo. A matriz 6ssea é composta por matéria organica (sintetizada
pelos osteoblastos) reforgcada por depdsitos inorganicos de sais de calcio. As fibras
colagenas compreendem cerca de 90% do total de proteinas désseas que estédo
orientadas em diregdes pré-determinadas, conferindo ao osso sua estrutura lamelar.
Os outros 10% de matriz organica compreendem as proteoglicanas e proteinas de
ligacao celular (Titorencu et al., 2014).

A analise histolégica da area da matriz organica do tecido 6sseo fornece
dados sobre a quantidade de neoformacdo dssea. Portanto, se um determinado
0ssO apresentar uma grande area de matriz organica, significa que também existe
nesse 0sso um equilibrio na remodelacdo. Ao contrario, se um 0sso apresentar
pouca quantidade de matriz organica, o0 mesmo estara em processo de reabsorgao

ossea.
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A imunoistoquimica pode ser outro método de avaliar a remodelagao 6ssea.
Através de imunomarcadores, qualifica-se a atividade celular. O metabolismo ésseo
€ mediado por processos celulares dos quais liberam proteinas como a OPG e
RANKL. Os osteoblastos regulam a formacgao de osteoclastos e a reabsorgéo dssea
ao produzirem OPG e RANKL. Possiveis modificagdes na integracdo entre as
proteinas OPG e RANK levariam a alteragdo na qualidade do tecido mineralizado
formado (Simonet et al., 1997). A RANKL €& uma proteina produzida pelos
osteoblastos, células do estroma 6sseo, e pelos linfocitos T ativados. Ela pode
promover a reabsorgao 6ssea ao ligar-se a RANK na superficie de pré-osteoclastos,
estimulando sua diferenciagao e ativagao em osteoclastos. A OPG é uma proteina
também produzida por osteoblastos e células do estroma 6sseo, capaz de se ligar a
RANKL impedindo sua ligacdo a RANK (Suda et al., 1999). Ligando-se a RANKL, a
OPG inibe a maturacédo dos osteoclastos, contendo assim a osteoclastogénese e o

desenvolvimento de linfocitos (Low et al., 2005).
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Micheletti KR. O lado contra-lateral ao dente com movimentagao dentaria induzida
ndo pode ser usado como grupo controle [Qualificacédo]. Aragatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2015.

3.1 Resumo

A movimentagao dentaria induzida (MDI) produz forgas de tensdo e compressao
dentro do ligamento periodontal que séo transferidas para o osso alveolar adjacente.
Alguns estudos de MDI em ratos utilizam o lado contra-lateral da maxila como grupo
controle. Porém, n&o foi encontrado se a MDI realizada de um lado da maxila de
ratos € capaz de modificar a remodelagcdo 6ssea do lado contra-lateral a ponto de
incapacita-lo de ser usado como controle. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar se o0 0sso do lado contra-lateral a MDI pode ser usado como grupo controle.
Foram utilizados 14 animais divididos conforme a aplicacdo de forga nas hemi-
maxilas: Grupo Controle (GC) (hemi-maxila sem MDI); Grupo movimentado (GM)
(hemi-maxila com MDI); e Grupo Contra-lateral (GCL) (hemi-maxila do lado oposto a
MDI). O incisivo direito do grupo movimentado foi anquilosado e seu molar direito
sofreu MDI com auxilio de mola de niquel-titanio. Apds 5 dias da ativagao das molas,
os animais foram eutanasiados, as hemi-maxilas foram dissecadas e passaram por
processamento histotécnico. Algumas laminas foram coradas em HE para analise de
colageno e outras receberam analise histoquimica (OPG e RANKL) para avaliar a
remodelagdo o&ssea. A anadlise do colageno mostrou que houve diferenga
estatisticamente significante nos percentuais de colageno entre os GC (80% +0,01) e
GM (62,2% %0,15) e que o GCL foi estatisticamente igual aos demais grupos. A
imunomarcacao de OPG, o GC e o GCL se comportaram de forma semelhante. A
RANKL, na face mesial do GCL se comportou de forma semelhante ao GM e sua
face distal diferiu dos demais grupos. A face distal do GC obteve score semelhante a
face distal do GM. Portanto, rejeitamos a hipétese nula e concluimos que a MDI
aplicada em um dos lados da maxila interfere nas reagées do tecido 6sseo do lado

contra-lateral a movimentagéo.

Palavras-chave: movimentagao dentaria, grupo controle, ratos, imunoistoquimica,

colageno, técnica histologica.
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Micheletti KR. The contralateral side cannot be useas control group in tooth
movement [Qualification]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista; 2015.

3.2 ABSTRACT

Introduction: Orthodontic tooth movement (OTM) in rats normally used the
contralateral side of the maxilla as the control group. However, it is not known
whether OTM on one side of the maxilla is able to modify bone remodeling on the
contralateral side to the point of making it unviable as the control. Thus, the aim of
the present study was to determine whether the bone on the contralateral side to
OTM can be used as the control group. Methods: Twelve Wistar rats were divided
into groups based on the application of force at hemi-maxilla: control group (CG);
movement group (MG) and contralateral group (CLG). Results: The collagen
analysis demonstrated a statistically significant difference between the CG (80 +
0.01%) and MG (62.2 + 0.15%), whereas no significant differences were found
between the CLG and the other groups. Immunolabeling for OPG was similar in the
CG and CLG. RANKL on the mesial face was similar in the CLG and MG. However,
significant differences were found between the CLG and the other groups on the
distal face, whereas no significant difference on the distal face was found between
the CG and MG. Conclusion: OTM administered to one side of the maxilla affects
bone tissue reactions on the contralateral side.

Key Words: tooth movement, control group, rats, immunohistochemistry, collagen,
histological techniques.
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3.3 INTRODUGAO'

A movimentacdo dentaria induzida (MDI) produz forcas de tensdo e
compressao dentro do ligamento periodontal (LP) que posteriormente sao
transferidas para o osso alveolar adjacente (Tamatsu et al., 1996). Essas forgas, por
sua vez, iniciam as respostas celulares, resultando em remodelagao seletiva do osso
alveolar, permitindo a migragcdo dentaria. Durante esse processo, 0 0SsO €
depositado na parede alveolar da regido onde as forgas de tensao foram aplicadas,
e a reabsorcdo € evidente na regido onde atuam as forgas de compressao
(Ashizawa and Sahara, 1998).

As respostas bioldgicas a aplicacdo de forgca sdo complexas e para entender
os mecanismos da MDI, animais tém sido constantemente usados em estudos
experimentais (Pillon et al., 1996; Guajardo et al., 2000; Verna et al., 2004; de Carlos
et al., 2006). Dentre os animais utilizados em estudos experimentais de MDI estao
os cachorros (van Leeuwen et al., 1999; Guajardo et al., 2000; Deguchi et al., 2008),
os coelhos (Kili¢ et al., 2010), e predominantemente os ratos (Kawarizadeh et al.,
2004; Kogure e Noda, 2009; Drevensek et al., 2009), sendo que este animal é

considerado o mais adequado para este tipo de estudo.

Em um levantamento bibliografico na base de dados dos ultimos 10 anos no
Pubmed, no qual se utilizou a palavra tooth movement and rats na busca, foram
encontrados um total de 348 artigos. Destes, 42 utilizavam o lado da maxila n&o
movimentado (contra-lateral) como grupo controle e os demais formaram um grupo

controle a parte.

'0 texto foi escrito no formato de artigo, segundo as normas da revista Archives of Oral Biology (Anexo I)
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Diante desses dados, surge uma duvida quanto a formagdo de um grupo
controle para estudar o comportamento 6sseo na MDI: sera que todas as reagbes de
remodelagdo 6ssea ocorridas em um lado da maxila onde a MDI foi aplicada induz a

mudangas fisioldgicas no lado contra-lateral?

Estudos experimentais cardiologicos realizados em ratos revelaram que uma
lesdo originada pelo baldo do cateter, induz mudancgas fisiolégicas tanto na artéria
onde o baldo foi inserido (ipsi-lateral) quanto na artéria contra-lateral onde né&o
houve procedimento. Foi possivel observar que essa lesdo desencadeou respostas
neurocompensatorias capazes de alterar a inervagao perivascular, efeito observado
pela presenca de neuropeptideos sensoriais na artéria carétida ipsi-lateral e contra-
lateral (Milner et al., 1997).

Kohno et al. (2002) usaram o lado contra-lateral de ratos como grupo controle
porque os autores acreditavam que as diferencas individuais no crescimento, a
tracao distal fisioldgica e a taxa de movimentagdo dentaria experimental poderiam

ser melhor avaliada.

Jhonson (2007) observaram que ha diferengas no numero e na distribuigdo de
osteoclastos nas regides de reabsor¢do da matriz éssea do grupo contra lateral e
controle com MDI. O autor inferiu que esse efeito poderia ser resultado da alteracao
no padrdo de mastigagdo provocado pelos aparelhos utilizados na MDI. O autor
sugeriu que em futuros trabalhos fossem feitos grupos controles sem MDI, com a
finalidade de permitir comparacbes adequadas entre condicdes normais e
experimentais coincidentes aos movimentos dentarios.

Passados quase sete anos do estudo supracitado, ainda observamos a

utilizagdo do lado contra-lateral como grupo controle em pesquisas de MDI,
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conforme confirmado na revisao de literatura. Porém, n&o foi encontrado na literatura
se a MDI realizada de um lado da maxila de ratos é capaz de modificar a
remodelagdo Ossea do lado contra-lateral a ponto de torna-lo diferente das
caracteristicas de um osso maxilar que nédo sofreu movimentagdo alguma e
incapacita-lo de ser usado como controle. Portanto, a hipétese nula (Hp) deste
estudo sera a de que o osso do lado contra-lateral pode ser usado como grupo

controle.

3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Animais

Este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica na Experimentagdo Animal
(parecer n° 2008-004689) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba-UNESP.
Foram selecionados 12 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus), com
aproximadamente 90 dias e com 300g de massa corporal aproximadamente. Os
animais foram mantidos durante o tempo experimental em ambiente com
temperatura de 22°C + 2°C, ragao triturada e agua sem restrigdes. Antes dos
procedimentos experimentais, os animais foram acondicionados por 7 dias para
ambientacao, com ciclo de luz de 12/12 horas.

Os animais foram divididos conforme a aplicacdo de forca nas hemi-maxilas:
(1) Grupo Controle (GC) — hemi-maxila de um rato sem aplicagédo de MDI; (2) Grupo
movimentado (GM) — hemi-maxila submetida a movimentagao dentaria induzida; e

(3) Grupo Contra-lateral (GCL) — hemi-maxila do lado oposto a movimentagao.

3.4.2 Métodos
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3.4.2.1 Instalagéo e ativacdo dos dispositivos para MDI no GM

Os procedimentos experimentais foram realizados sob anestesia
intramuscular, na dosagem de 80mg/Kg de cloridrato de ketamina (Dopalen, Sespo
Ind. e Com. Ltda., Jacarei, SP, Brasil), concomitantemente com o relaxante muscular
na dosagem de 10mg/Kg de cloridrato de xilazina (Anasedan, Agribrands do Brasil
Ltda., Paulinia, SP, Brasil), de acordo com as recomendag¢des do fabricante.

Os incisivos superiores do lado direito de cada animal do GM passaram pela
inducdo de anquilose por meio da extracdo, corte da papila dentaria e érgao do
esmalte, remogao do ligamento periodontal, pulpectomia, obturagcdo com hidroxido
de calcio, selamento do apice radicular com MTA e reimplante imediato, 15 dias
antes da instalagdo das molas (Cuoghi et al., 2014).

Para a MDI, empregou-se o dispositivo idealizado por Heller e Nanda (1979)
modificado pela substituicdo da mola de aco por niquel-titanio (Sentalloy, GAC, NY,
EUA) e insercdo de resina fotopolimerizavel (Z100, 3M, St. Paul, MN, USA) na
regido cervical do incisivo direito a fim de melhorar a retencdo do fio de aco na
regiao cervical do incisivo previamente reimplantado.

O primeiro molar superior direito foi envolvido com um fio de ago 0,20mm de
diametro (Morelli, Sorocaba, SP, Brasil), atado a uma mola de seccao fechada de
3mm de comprimento, que libera uma forga continua com magnitude de 50cN
(Magazine et al., 2010). A mola distendida foi amarrada na parte cervical a resina do
incisivo superior direito com fio de ago 0,25mm de didmetro (Morelli, Sorocaba, SP,
Brasil), estabelecendo assim, uma forg¢a continua.

3.4.2.2 Eutanasia e processamento histotécnico



34

A eutanasia ocorreu por meio de dose excessiva de anestésico apos os
periodos de 5 dias da aplicagdo da MDI no GE. O GC também foi eutanasiado apés
5 dias, porém sem instalacdo de dispositivos. As maxilas dos ratos com MDI foram
separadas em hemi-maxilas direita (com MDI — GM) e esquerda (sem MDI — GCL).
No GC foi utilizada apenas a hemi-maxila direita, pois ambas eram
metodologicamente semelhantes. Apds a eutanasia, as pegas foram processadas e
cortadas transversalmente com 6um de espessura (Olson et al., 2012), sendo que o
corte inicial foi determinado a partir da separacédo de todas as raizes. As laminas
foram capturadas (objetiva de 16 X) por meio de uma lupa estereomicroscoépica
Stemi 2000C (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) e uma camera microscopica
AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha) acoplada ao microscépio 6ptico
(Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) e uma fonte de luz transmitida por fibra 6ptica KL

1500 LCD (Schott, Mainz, Alemanha).

3.4.2.3 Andlise histomorfolégica da area ocupada por colageno

Foi selecionado um corte por animal corado com hematoxilina e eosina. Foi
avaliada a regido entre as raizes médias e mesiais do primeiro molar, regido do
septo 6sseo interradicular composto de osso trabecular, conforme a metologia de
Tanaka et al. (2002) (Figura 1 A-C). Sabe-se que o colageno é precursor do tecido
0sseo e que grandes quantidades de colageno em um osso sdo indicativas de
neoformagéo éssea (Hernandes et al., 2012). Portanto, avaliamos a area ocupada
por colageno através do software de analise de imagem Image-Pro Plus® (Versao
4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Este software pbde calcular

automaticamente a area, em micrometros quadrados (pmz), de proteinas coradas
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em cada corte definidos por proteinas coradas em cada secgéo (Cuttle et al., 2005).
Primeiramente, foi mensurada a area ocupada por colageno na regiao selecionada e
logo apds foi quantificada a area total da regido, para enfim expressar os dados em

percentual.

3.4.2.4 Analise Histoquimica

Para o processamento imunoistoquimico foi utilizado como anticorpo primario
a osteoprotegerina (OPG, Goat (cabra) anti-opg - Santa Cruz Biotechnology,
SC21038) e a RANKL (Goat anti-rankl - Santa Cruz Biotechnology, SC7627). Como
anticorpos secundarios utilizamos os anticorpos contra IgG de cabra biotinilado (anti-
Goat IgG-HRP, PIERCE). Seccdes longitudinais de 6 ym das pecas anatémicas
foram colocadas em laminas histolégicas e desparafinizadas de acordo com
protocolo padrdao. O padrdo de distribuicdo da imunocoloracdo foi analisado
qualitativamente nas regides distal e mesial da raiz mesiovestibular, atribuindo-se os
scores 0 (sem marcacgao), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa), a fim de
avaliar a expressao das proteinas. A analise foi realizada em microscoépio 6ptico
convencional e os scores foram atribuidos por um uUnico observador previamente
calibrado e cego a procedéncia dos cortes histologicos com relagdo aos grupos. Em
cada uma dessas regides foi avaliada a expressao de OPG na face mesial (Figura 1
D-F) e distal (Figura 1 G-l); e RANKL na mesial (Figura 1 J-L) e distal (Figura 1 M-

0).

3.4.3 Andlise estatistica
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Para avaliar a normalidade da amostra, foi utilizado o teste Shapiro-Walk (W >
0.05). Os dados percentuais da analise histomorfolégica foram expressos em média
(X) e desvio padrao (sd). Foi utilizado o teste Anova e poés-teste Tukey para a
comparagao entre as hemi-maxilas do GC, GM e GCL (Biostat 5.0, Para-Brasil)

(p<0,05).

Para a analise imunoistoquimica, foram utilizados escores, de acordo com a
intensidade da reacdo celular ao OPG ou Rank-Il: (0) ndo havia reacao; (1) reagao
fraca; (2) reacdo moderada; e (3) alta reagdo. A partir destes escores foi feita a
frequéncia percentual (Tabelas 2, 3). Para avaliarmos o valor do score mais
frequente, utilizamos a estatistica descritiva através da Moda de expressao do Rank-

| e do OPG na nossa amostra.

3.5 RESULTADOS

A analise do colageno mostrou que houve diferenga estatisticamente
significante nos percentuais de colageno entre os GC (80% +0,01) e GM (62,2%
10,15). O lado contra-lateral foi estatisticamente igual aos demais grupos (Tabela 1)

A analise percentual da imunoistoquimica mostrou que a Frequéncia de score
0 ndo ocorreu em nenhum dos grupos. O escore 3 esteve presente apenas na
imunomarcacédo de RANKL, exceto na face distal da raiz mesiovestibular do GC. O
score 1 e 2 ocorreu em todas as imunomarcagdes de todos os grupos e regides
avaliadas (Tabela 2 e 3).

A Moda mostrou que para a imunomarcacdo de OPG, o GC e o GCL se

comportaram de forma semelhante. Porém, para a RANKL, a face mesial do GCL se
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comportou de forma semelhante ao GM e sua face distal diferiu dos demais grupos.

A face distal do GC obteve score semelhante a face distal do GM (Figura 1).

3.6 DISCUSSAO

O numero e a distribuicdo de osteoclastos na matriz éssea no grupo contra-
lateral € semelhante ao grupo movimentado (Jhonson, 2007). Ao avaliarmos a
quantidade de colageno e a imunomarcagao para remodelacdo 6ssea (RANKL e
OPG), observamos algumas semelhancas entre os grupos M e CL.

Sabe-se que as inervagbes simpatica e sensorial estdo intimamente
relacionadas as células inflamatorias. A estimulagcdo de nervos sensoriais resulta na
liberacdo de neuropepitideos como substancia P e pepitideo relacionado ao gene da
calcitonina que geram um processo denominado inflamagdo neurogénica
(Richardson and Vasko, 2002). Este processo promove reacdes em sitios distantes
do estimulo ou local da lesédo (Black, 2002). Fukada et al. (2004) observaram que o
implante de colar de silicone em artéria carétida de rato promoveu uma reagao na
artéria contra-lateral 4 dias apo6s o procedimento, sugerindo a existéncia de
mecanismos compensatorios complexos e pouco conhecidos, ativados na artéria
contra-lateral apds a injuria vascular da artéria ipsi-lateral.

Durante a movimentacao dentaria, o LP e os nocioceptores locais respondem
ao estimulo através da liberacdo de neuropeptidios como a Substancia P e CGRP
(peptideo relacionado ao gene calcitonina) (Dudic et al., 2006) que agem
aumentando a secregao celular de citocinas inflamatérias e aumentam a
vasodilatagdo e vasopermeabilidade (Yamaguchi et al.,, 2004). Estas respostas

nervosas sensoriais sdo criticas para o movimento dentario ortoddntico. Elas
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puderam ser comprovadas em estudos com ratos que realizaram a transecgao do
nervo alveolar inferior seguido da MDI e como resultado, houve inibicdo das
respostas vasculares e do movimento dentario (Yamashiro et al., 2000). Portanto, &
preciso maior atencdo na escolha de grupos controle durante os experimentos com
MDI, pois podem acontecer mecanismos compensatorios no lado contra-lateral apos
a aplicagao da forga.

Em todos os tecidos conjuntivos, os constituintes basicos do osso sdo uma
extensa matriz e diversos tipos celulares que atuam na sintese dssea e continua
remodelagdo. A matriz 6ssea € composta por matéria organica (sintetizada pelos
osteoblastos) reforcada por depdsitos inorganicos de sais de calcio. As fibras
coladgenas compreendem cerca de 90% do total de proteinas désseas que estédo
orientadas em diregdes pré-determinadas, conferindo ao osso sua estrutura lamelar.
Os outros 10% de matriz organica compreendem as proteoglicanas e proteinas de
ligacao celular (Titorencu et al., 2014).

A analise histolégica da area ocupada por colageno fornece dados sobre a
quantidade de neoformacdo 6ssea. Portanto, se um determinado osso apresentar
uma grande area de colageno, significa que também existe nesse osso um equilibrio
na remodelagcdo. Ao contrario, se um osso apresentar pouca quantidade de
colageno, o mesmo estara em processo de reabsorgdo 6ssea. No presente estudo,
0 0sso alveolar do GC apresentou uma maior porcentagem de colageno (80%) e o
GM apresentou a menor porcentagem (62,2%) (Tabela 1). Porém, o GCL
apresentou médias percentuais intermediarias que nao diferiram estatisticamente

dos demais grupos. Portanto, os dados da analise do colageno nos que o GC possui
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uma equilibrada remodelagéo contrariamente ao GM e que o GCL se assemelha
tanto ao GC quanto ao GM no que se refere a remodelagao 6ssea.

A aplicacédo de forgas mecénicas para a MDI produz no LP regides de
estresse ou tensdo com o estabelecimento de areas de tracdo ou estiramento
(direcao oposta ao vetor de forga) e areas de compressao das fibras do LP (mesma
direcao do vetor de forga). O recrutamento e a ativagdo dos osteoclastos induzem a
remogao 0ssea a partir da area adjacente a compressao do LP e, no lado de tenséo,
ocorre a aposicao 6ssea pelos osteoblastos (Pizzo et al., 2007). Por meio deste
processo de reabsorgcdo e aposicdo Ossea, o dente € entdo reposicionado
(Davidovitch et al., 1988).

As proteinas OPG e RANKL sado mediadoras de varios processos celulares,
incluindo o metabolismo 6sseo. Os osteoblastos regulam a formagdo de
osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea ao produzirem OPG e RANKL. Possiveis
modificagdes na integragao entre as proteinas OPG e RANK levariam a alteragcéo na
qualidade do tecido mineralizado formado (Simonet et al., 1997). A RANKL é uma
proteina produzida pelos osteoblastos, células do estroma 6sseo, e pelos linfocitos T
ativados. Ela pode promover a reabsorgcao 6ssea ao ligar-se a RANK na superficie
de pré-osteoclastos, estimulando sua diferenciacdo e ativagdo em osteoclastos. A
OPG ¢é uma proteina também produzida por osteoblastos e células do estroma
0sseo, capaz de se ligar a RANKL impedindo sua ligacdo a RANK (Suda et al.,
1999). Ligando-se a RANKL, a OPG inibe a maturagao dos osteoclastos, contendo
assim a osteoclastogénese e o desenvolvimento de linfocitos (Low et al., 2005). Em
nosso estudo, houve uma discrepancia de nos escores de OPG e RANKL dos trés

grupos (Figura 1). Avaliando o mecanismo de agao dessas proteinas, era esperado
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que os niveis de OPG na face distal fossem maiores do que os niveis de RANKL,
pois durante a MDI esta regido estda em neoformagdo Ossea. Talvez a
imunomarcacao para OPG nao seja a melhor forma de avaliar a remodelagao 6ssea,
visto que esta proteina é soluvel e dificil de ser detectada na sua totalidade pela
imunomarcacao (Khosla, 2001). Sugerimos que para estudos futuros seja feita uma
analise molecular (PCR) para avaliar a remodelagéo 6ssea.

Muitos terminais nervosos sdo estimulados durante a MDI nas areas de
tensdo e compressdao do LP resultando em liberagdo de neurotransmissores
vasoativos. Estes interagem primeiramente com as células endoteliais dos capilares
sanguineos que em resposta expressam receptores que se ligam a leucdcitos
circulantes promovendo sua migragao por diapedese para fora dos capilares. Essas
células migratérias secretam muitas moléculas sinalizadoras, como citocinas e
fatores de crescimento que estimulam as linhagens celulares do LP e osso alveolar
a remodelarem suas matrizes extraceluares (Krishnan and Davidovitch 2006). Em
nosso estudo, a imunomarcagao com a proteina RANKL no lado de compressao do
LP (correspondente a face mesial da raiz mesiovestibular) mostrou escores iguais
para os GCM e GCL, mostrando-nos, mais uma vez, que é duvidoso o uso do lado
contra-lateral como grupo controle.

Xu et al. (2014) investigaram a expressado de colageno tipo | e Ill no LP
durante a MDI e usaram como controle o lado contra-lateral. Eles observaram um
aumento significante de colageno tipo | e tipo Il no lado movimentado. Low et al.
(2005) avaliaram a expressao de RANKL e OPG na reabsorgcéo dentaria induzida
em ratos pela aplicacdo de forcas pesadas. Os autores também utilizaram o lado

contra-lateral como grupo controle e observaram aumento nos niveis de RANKL e
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OPG no lado movimentado. Porém, ndo podemos estender nossos resultados da
analise de tecido 0sseo para estudos que avaliaram o LP e a reabsorgéao dentaria.
Seria de grande importancia avaliar o LP e a reabsor¢ao radicular de hemi-maxilas
com movimentacao, contra-lateral a movimentagao e controle, a fim de verificar se o
lado contra-lateral pode ser usado como grupo controle nestes estudos.

Diante dos dados analisados, rejeitamos a hipotese nula e concluimos que a
MDI aplicada em um dos lados da maxila interfere nas reagdes do tecido ésseo do

lado contra-lateral @ movimentacao.
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Figuras

Figura 1: Moda dos imunomarcadores OPG e RANKL nos grupos controle,
Movimentado e contra lateral.
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Tabelas

Tabela 1: Média (X) e desvio padrdo (sd) do percentual da area ocupada por

colageno nos grupos Controle, Movimentado e Contra-lateral: Anova e pds-teste

Tukey (p<0,05).

Controle Movimentado Contra-lateral
X (sd) X (sd) X (sd) P
80% (0,01) a 62,2% (0,15) b 75,4% (0,04) ab 0,02*




49

Tabela 2. Porcentagem da frequéncia dos scores (0, 1, 2, 3) de OPG nos grupos

Controle, Movimentado e contra-lateral

mesiovestibular do primeiro molar superior.

das faces distal

e mesial da raiz

OPG Distal
Controle Movimentado Contra-lateral
0 0% 0% 0%
1 60% 30% 80%
2 30% 60% 20%
3 0% 0% 0%
OPG Mesial
Controle Movimentado Contra-lateral
0 0% 0% 0%
1 80% 30% 60%
2 10% 60% 40%
3 0% 0% 0%
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Tabela 3. Porcentagem da frequéncia dos scores (0, 1, 2, 3) de OPG nos grupos

Controle, Movimentado e contra-lateral

mesiovestibular do primeiro molar superior.

das faces distal

e mesial da raiz

RANKL Distal
Controle Movimentado Contra-lateral
0 0% 0% 0%
1 20% 30% 0%
2 80% 30% 30%
3 0% 30% 60%
RANKL Mesial
Controle Movimentado Contra-lateral
0 0% 0% 0%
1 60% 30% 0%
2 20% 10% 50%
3 20% 50% 50%
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Micheletti KR. Remodelagdo 6ssea com as forgas continua, continua interrompida e
intermitente: movimentagao dentaria induzida em ratos [Tese]. Aragatuba: Faculdade

de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2015.

4.1 RESUMO

Introducgédo: A aplicacao de diferentes tipos de forga pode provocar comportamentos
distintos no osso alveolar. Objetivo: avaliar a variagdo da quantidade de tecido
o0sseo frente a aplicagdo dos diferentes tipos de forca em molares murinos.
Métodos: Utilizou-se 60 ratos machos (Wistar-Rattus norvergicus), com
aproximadamente 90 dias de idade e peso de 300g, divididos em 4 grupos de
acordo com o tipo de forga; Grupos controle (C), forga continua (FC), forca continua
interrompida (FCI) e forga intermitente (FI). As forgas foram aplicadas nos periodos
de 5, 7 e 9 dias (n=6) e analisou-se a quantidade de tecido 6sseo alveolar. Os dados
foram tabulados e realizou-se o teste estatistico com nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Resultados: A anadlise do tecido 6sseo inter-grupos mostrou que aos 5
dias de MDI houve diminuicéo significante dos percentuais de osso dos grupos FC
(62% +0,14), FCI (55% £0,07) e Fl (54% +0,05) em relac&o ao grupo C (80% % 0,01)
(p<0,05). Aos 7 dias de movimentagao, essa diminuicdo ainda era significante nos
grupos FC (64% = 0,1) e o FI (38% + 0,1) quando comparados ao grupo C (80% =+
0,01) e também houve diferenga estatisticamente significante entre o FC (64% % 0,1)
e FI (38% £ 0,1) (p<0,05). Aos 9 dias de movimentagdo, essa diminui¢cdo foi
significante entre os grupos FC (68% % 0,03) e FCI (51% £ 0,13), e C (80% + 0,01) e
FCI (51% = 0,13). A analise do tecido 6sseo intra-grupos revelou uma manutencgéo
nos niveis de osso no grupo FC. Uma perda de osso significante no grupo FCI
sétimo ao nono dia (p<0,05) e um ganho seguido de uma perda éssea no grupo Fl
(p<0,05). A imunomarcacao confirmou todos esses resultados. Conclusées: A FC
nao variou sua massa 6ssea significantemente durante os periodos experimentais e
se igualou estatisticamente ao GC no nono dia. A Fl teve sua massa Ossea
diminuida significantemente ao sétimo dia devido a reativagdo do dispositivo
ortodéntico e provavel interrupgcdo do processo de remodelagdo Ossea, evento
também observado na FCI apés os sete dias de movimentagao.

Palavras-chave: Movimentagao dentaria. Ratos. Osso.
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Micheletti KR. Bone remodeling with continuous, interrupted continuous and
intermittent forces: tooth movement in rats [Thesis]. Aracatuba: Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2015.

4.2 ABSTRACT

Introduction: There are few researches about the behavior of the alveolar bone in
relationship of three different types of forces. Objective: To evaluate the amount of
bone tissue during the application of different types of force in rats molars. Methods:
60 male rats (Rattus norvegicus Wistar), with approximately 90 days of age and
weight of 300g, divided into 4 groups according to the type of force: control group
(C), continuous force (CF), intermittent continuous force (ICF) and interrupted force
(IF); The groups were distributed in periods of 5, 7 and 9 days (n = 6). Were analyzed
the amount of bone tissue of right upper first molar. The evaluation were conducted
with Anova and Tukey’s tests a significance level of 5% (p <0.05). Results: The
intergroup bone tissue analysis showed that the five days of induced tooth movement
(ITM) was no significant decrease in bone percentage of CF groups (62% + 0.14),
ICF (55% £ 0.07) and IF (54% £ 0, 05) in the C group (0.01 £ 80%) (p <0.05). At 7
days of ITM, this reduction was still significant in the CF group (64% + 0.1) and IF
(38% = 0.1) compared to C group (80% + 0.01) and there was also difference
statistically significant between CF (64 £ 0.1%) and IF (38% + 0.1) (p <0.05). After 9
days of ITM, this decrease was significant between the CF group (68% * 0.03) and
ICF (51% = 0.13), C (80% £ 0.01) and ICF (51% % 0, 13). The intra-group analysis
showed a bone maintenance in bone levels in the CF group. A significant bone loss
in ICF seventh to ninth day group (p <0.05) and a gain followed by a bone loss in IF
group (p <0.05). The immunolabelling confirmed all these results. Conclusions: The
CF did not change significantly their bone mass during trial periods and statistically
matched the CG on the ninth day. The IF had a decreased bone mass significantly
the seventh day due to reactivation of orthodontic appliance and probable
interruption of the process of bone remodeling, event also observed in the FCI after
the seven-day drive.

Key Words: Tooth movement. Rats. Bone.
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4.3 INTRODUGAO?

Clinicos e pesquisadores tém observado diferengas individuais na quantidade
e nivel de movimento ortoddntico com relagdo ao mesmo tipo de forga usado.”> A
forgca aplicada durante a movimentacdo dentaria induzida (MDI) forma regides de
estresse ou tensdo no ligamento periodontal que estabelecem areas de tragdo e de

compress&o.*®

As forgcas sao vetores caracterizados por magnitude, direcéo e durag:é\o.9 De
acordo com a duragao da forga, esta pode ser aplicadas de forma continua (sem

interrupgdes), continua interrompida ou intermitente.°

A FC mantém a magnitude de forga durante um longo periodo e
frequentemente é produzida por fios € molas super-elasticos. Os fios super-elasticos
possuem alto limite elastico e memoaria de forma, como a liga de niquel-titanio (NiTi).
Esses fios tém sido usados amplamente para os tratamentos ortoddnticos,
objetivando desempenhar forcas de baixa magnitude e continua. Além do mais,
podem ser utilizados por periodos maiores e segundo Gil & Planell (1998),

apresentam respostas bioldgicas desejaveis.

Se a forga continua cessa, porém o dispositivo ortodéntico € mantido em
posicdo, atingindo um nivel incapaz de produzir movimentagédo dentaria, essa forga

é classificada como FCI."?

% 0 texto foi escrito no formato de artigo, segundo as normas da Revista American Journal of Orthodontics and
Dentofacial Orthopedics (Anexo ).
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Por outro lado, se uma forga é eliminada totalmente com a remoc¢ao do
dispositivo, classifica-se como Fl. Esta forca é observada normalmente em

dispositivos ortoddnticos removiveis.

Reitan (1957) observou em dentes humanos que a degeneracdo tecidual
hialinizada induzida pela FI foi absorvida mais rapidamente quando comparada a FC
dissipante. Porém, Ballard et al. (2009) relataram que a FCI pode ser considerada
mais favoravel, especialmente em relagdo ao menor predominancia de reabsorgao
radicular. Adicionalmente, Cuoghi et al. (2014) observaram que apesar da FCI
apresentar valores intermediarios de reabsorgao radicular quando comparada a FC
e Fl, isso ndo descarta a possibilidade de reabsorgao radicular na FCI.

A investigacdo de forgas continuas e intermitentes, com diferentes
intensidades, durante a movimentagao dentaria, demonstrou que o tipo da forgca tem
mais influéncia do que sua magnitude.’ Portanto, dependendo do tipo de forca
aplicada a um dente, ocorre um estimulo mecéanico no ligamento periodontal (LP)
que promove o estresse celular, resultando em alteragdes ésseas.'” Porém, ndo
existem relatos sobre a variagdo da quantidade de osso alveolar apds a aplicacéo
das forgas continua, continua interrompida e intermitente.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a variagdo da
quantidade de tecido 6sseo frente a aplicacdo dos diferentes tipos de forca em

molares murinos.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Animais



59

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal
(parecer n® 2012-01092) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba-UNESP. Foram
selecionados 60 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus), com
aproximadamente 90 dias e com 300g de massa corporal. Os animais foram
mantidos durante o tempo experimental em ambiente com temperatura de 22°C +
2°C, ragao triturada e agua sem restricdes. Antes dos procedimentos experimentais,
os animais foram acondicionados por 7 dias para ambientagdo, com ciclo de luz de
12/12 horas.

Os animais foram divididos em quatro grupos:

Grupo Controle
n=6

5,79 dias

Grupo Forga Grupo Forga

Intermitente 6 animais/grupo Continua (FC)

(FI) n=18 Exceto Controle n=18

Grupo Forga
Continua
Interrompida (FCT)
n=18

Os grupos FC (Figura 1A), FCI (Figura 1B) e FI (Figura 1C) foram

subdivididos de acordo com o periodo total de movimentagéao, 5, 7 e 9 dias (n=6/dia)
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e 0s primeiros molares superiores do lado direito foram submetidos a MDI e
ancorados aos incisivos superiores anquilosados do mesmo lado.

O grupo Controle (C) foi composto de 6 ratos que nao tiveram seus molares
movimentados, porém, foram submetidos a anquilose dentaria como os demais

grupos.

4.4.2 Métodos
4.4.2.1 Instalagéo e ativacdo dos dispositivos para MDI

Os procedimentos experimentais foram realizados sob anestesia
intramuscular, na dosagem de 80mg/Kg de cloridrato de ketamina (Dopalen, Sespo
Ind. e Com. Ltda., Jacarei, SP, Brasil), concomitantemente com o relaxante muscular
na dosagem de 10mg/Kg de cloridrato de xilazina (Anasedan, Agribrands do Brasil

Ltda., Paulinia, SP, Brasil), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

O incisivo superior do lado direito de cada animal passou pelo procedimento
de anquilose para obtengcdo de uma ancoragem total da movimentagdo do primeiro
molar (Figura 2)."® A anquilose foi determinada clinicamente e histologicamente
(Figura 3). Quinze dias apo6s a anquilose, foi instalada a mola para a MDI nos grupos
FC, FCI e FI (Figura 4). Para a MDI, empregou-se o dispositivo ortodéntico de
niquel-titanio (Sentalloy, GAC, NY, EUA)."® A intensidade de forca utilizada foi de

50cN, considerada por Gonzales et al. (2008) como uma forga leve.

4.4.2.2 Eutanasia e processamento histotécnico
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A eutanasia ocorreu por meio de dose excessiva de anestésico apos os
periodos experimentais. O grupo C também foi submetido a eutanasia apés 5 dias,
porém sem instalagdo de dispositivos. As maxilas foram processadas e cortadas
transversalmente com 6 pm de espessura,17 sendo que o corte inicial foi
determinado a partir da separagao de todas as raizes dos dentes superiores onde a
crista 6ssea alveolar ja estava evidente. As laminas foram coradas com Hematoxilina
e Eosina e posteriormente capturadas (objetiva de 10X) por meio de uma lupa
estereomicroscopica Stemi 2000C (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) e uma camera
microscopica AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha) acoplada ao
microscopio optico (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) e uma fonte de luz transmitida

por fibra optica KL 1500 LCD (Schott, Mainz, Alemanha).

4.4.2.3 Estabelecimento das diretrizes para as analises

A analise da area ocupada por tecido dsseo foi realizada na regido de crista
O0ssea alveolar situada entre as raizes médias e distais do primeiro molar superior
direito (Figura 5A). A analise da Imunoistoquimica foi realizada no tecido 6sseo
alveolar situado a mesial e a distal da raiz mesiovestibular do primeiro molar superior

direito (Figura 5B).

4.4.2.4 Analise histométrica da area ocupada por tecido 6sseo

Foi avaliada a regido entre as raizes médias e mesiais do primeiro molar,
regidao do septo ésseo interradicular composto de osso trabecular, conforme a
metologia de Tanaka et al. (2002) (Figura 6 A-E). Foi quantificada a area ocupada

por tecido ésseo através do software de anadlise de imagem Image-Pro Plus®
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(Versao 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Este software pdde calcular
automaticamente a area, em micrometros quadrados (pmz), de proteinas coradas
em cada corte definidos por proteinas coradas em cada secgdo.?! Primeiramente, foi
mensurada a area ocupada por tecido 6sseo na regiao selecionada e logo apds foi

quantificada a area total da regiao, para enfim expressar os dados em percentual.

4.4.2.5 Anélise histoquimica

Para o processamento imunoistoquimico foi utilizado como anticorpo primario
a osteoprotegerina (OPG, Goat (cabra) anti-opg - Santa Cruz Biotechnology,
SC21038) e a RANKL (Goat anti-rankl - Santa Cruz Biotechnology, SC7627). Como
anticorpos secundarios utilizamos os anticorpos contra IgG de cabra biotinilado (anti-
Goat IgG-HRP, PIERCE). Seccbdes longitudinais de 6 ym das pecas anatémicas
foram colocadas em laminas histolégicas e desparafinizadas de acordo com
protocolo padrdao. O padrdo de distribuicdo da imunocoloracdo foi analisado
qualitativamente nas regides distal e mesial da raiz mesiovestibular, atribuindo-se os
scores 0 (sem marcagdo), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa), a fim de
avaliar a expressao das proteinas. A anadlise foi realizada em microscopio optico
convencional e os scores foram atribuidos por um unico observador previamente
calibrado e cego a procedéncia dos cortes histoldégicos com relagéo aos grupos. Em
cada uma dessas regides foi avaliada a expressdo de OPG na face mesial e distal; e

RANKL na mesial e distal (Figura 7).

4.4.3 Métodos estatisticos
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Para avaliar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk (P >

0.05).

Todas as analises foram realizadas por um unico examinador. Apos a analise
de toda a amostra, foram selecionados aleatoriamente 24 cortes e reavaliados apés
uma semana da primeira analise para o calculo do erro do método da analise do
colageno 6sseo. O erro sistematico intra-examinador foi calculado com o Teste
Wilcoxon. O erro casual foi determinado usando o célculo do erro proposto por

Dahlberg.

Nao foram observados erros sistematicos ou casuais e os resultados foram
considerados aceitaveis dentro dos parametros aos quais foram obtidos, indicando,

assim, a confiabilidade do método.

Os dados percentuais da analise histomorfolégica foram expressos em média
(X) e desvio padrao (sd). Foi utilizado o teste Anova e pds-teste Tukey para a
comparacgao entre os grupos C, FC e FCI e Fl e intra-grupos (Biostat 5.0, Para-

Brasil) (p<0,05).

Para a analise imunoistoquimica, foram utilizados escores e a partir destes
escores foi feita a frequéncia percentual. Para avaliarmos o valor do score mais
frequente, utilizamos a estatistica descritiva através da Moda de expressao do Rank-
| e do OPG na nossa amostra. A comparacgao entre o0 OPG e RANKL nos elucidou a

quantidade de remodelacao Ossea.

4.5 RESULTADOS
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O poder do teste foi confirmado pelo Test-t para amostras independentes

(n=6/grupo).

A analise do tecido 6sseo inter-grupos mostrou que aos 5 dias de MDI houve
diminuigéo significante dos percentuais de osso dos grupos FC (62% +0,14), FCI
(55% +0,07) e FI (54% £0,05) em relagao ao grupo C (80% £ 0,01) (p<0,05). Aos 7
dias de movimentacéao, essa diminuigdo ainda era significante nos grupos FC (64% *
0,1) e o Fl (38% £ 0,1) quando comparados ao grupo C (80% £ 0,01) e também
houve diferenga estatisticamente significante entre o FC (64% + 0,1) e FI (38% + 0,1)
(p<0,05). Aos 9 dias de movimentacédo, essa diminuigdo foi significante entre os
grupos FC (68% + 0,03) e FCI (51% + 0,13) e C (80% + 0,01) e FCI (51% £ 0,13)

(Tabela 1, Figura 8 e 9).

A analise do tecido 6sseo intra-grupos revelou uma manutengao nos niveis de
0sso no grupo FC e uma perda de osso significante no grupo FCI sétimo ao nono dia

(p<0,05) e um ganho seguido de uma perda 6ssea no grupo Fl (p<0,05).

A Moda aplicada aos resultados da analise da imunomarcacédo confirmaram

todos os resultados descritos na figura 8 (Figura 10, 11 e 12).

4.6 DISCUSSAO

A MDI é mais rapida quando aplicada em osso com quantidade de osso
reduzida.?? Shitano et al. (2013) observou em ratos que a MDI foi acelerada nos trés

primeiros dias de aplicacdo da FC. Este dado pode estar relacionado a diminuicao
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da quantidade de tecido 6sseo em todos os grupos com MDI aos cinco dias de

aplicacao de forga.

Se uma forga é aplicada a um molar de rato, o seu osso alveolar tem um
periodo de remodelagao equivalente a oito dias apos a aplicagao da forca.”? Nesse
estudo, a Fl apresentou massa 6ssea significantemente menor do que os demais
grupos. A explicagdo esta no fato de que ao terceiro dia a mola foi removida e
reintroduzida ao quinto dia e se manteve em forga continua até o sétimo dia.
Portanto, essa nova acéo de forga (forca continua) aos cinco dias impossibilitou o
0sso alveolar de completar seu processo de remodelagado que ocorreria aos oito dias
de movimentagado. Ainda segundo Shitano et al. (2013) e King et al. (1991), no
periodo de 7 dias de MDI (muito proximo ao nivel de remodelagdo maxima) a FCI
apresenta respostas 6sseas mais semelhantes ao grupo controle, dado semelhante
ao nosso estudo.

A proteina receptora RANKL é reguladora da formacdo e ativagcdo de
osteoclastos. Através dela, muitos hormdnios e citocinas produzem o seu efeito de
reabsorcdo 6ssea. O OPG é um receptor produzido por osteoblastos, e concorre
com RANK para a ligagdo RANKL. Os efeitos bioldgicos de OPG em células de osso
incluem a inibicao das fases terminais da diferenciacao de osteoclastos, a supressao
da ativacado de osteoclastos e a inducado de apoptose. Assim, a remodelagdo 6ssea
é controlada por um equilibrio na ligagdo entre RANK-RANKL e producéo de OPG.*
A MDI produz forgas de tragdo no LP no lado contrario ao movimento e compressao
no LP na regidao para onde o movimento esta acontecendo. Na regido de tragao, a
neoformacao esta mais presente do que a reabsorc¢ao e na regido de compressao, a

reabsorgao.?’> Em nosso estudo, o OPG de todos os grupos, quando comparado ao
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grupo controle, apresentou escores maiores na face distal da raiz (lado de tracdo do
LP), area onde a neoformacdo O&ssea deveria ser mais evidente do que a
reabsor¢do, comprovando o movimento mesial do molar.

Contrariamente, observou-se no grupo controle que o escore de RANKL na
face distal da raiz foi maior do que o escore de OPG. Esses dados podem ser
explicados pelo estudo de Tsuchiya et al. (2004) no qual eles relataram que os
molares de ratos apresentam um movimento distal fisiolégico. Porém, esse
movimento nao invalida nas nossas conclusdes, pois a tragdo molar distal nao pode
ser medida separadamente devido o deslocamento dentario ser relativamente

pequeno (6,7 ym/dia).’

A MDI em areas de grande densidade O0ssea esta associada a maiores taxas
de reabsorgdo dentaria.?’ Durante a aplicacdo da MDI, as cristas Osseas,
principalmente as triangulares, absorvem parte da forga, havendo uma maior
tendéncia em distribuir a forca resultando em menores riscos de lesdo da camada de
cementoblastos e reabsorcdo radicular.’® De acordo com a quantidade de tecido
0sseo, vimos que nos periodos de sete e nove dias, alguns grupos com MDI
aproximaram seus valores de massa 6ssea aos valores do grupo C (7 dias: C = FCI/
9 dias: C = FC = FI), tornando-se estatisticamente iguais. Portanto, se a maior
densidade Ossea resulta em maior probabilidade de reabsor¢cdo dentaria,
provavelmente nestes grupos a taxa de reabsorg¢ao dentaria seria maior. Em ratos, o
processo de remodelagdo dssea se completa apos 8 dias da MDI com FC.?® Talvez
seja veridica a inferéncia de que quando a FC é aplicada e removida antes do osso
sofrer remodelagdo Ossea (método usado para simular aparelhos removiveis

correspondente a Fl) ocorra menor taxa de reabsorgao dentaria.
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Adicionalmente em relagdo a reabsorgdo radicular, Ballard et al. (2009)
comparou Fl e FC em humanos com uma intensidade de forga de 225cN e observou
que a FC apresentou maiores quantidades de reabsorgédo radicular. Além deste
dado, Cuoghi et al. (2014) aplicou uma intensidade de forca de 50cN em ratos e
constatou que a FC também teve maior porcentagem de reabsorg¢ao radicular do
que a FCI. Neste estudo, a FC tem a maior massa 6ssea aos sete e aos nove dias e
ela recupera esses niveis se igualando grupo C. Provavelmente, a reabsorgao
dentaria com FC descrita nos estudo de Ballard et al. (2009) e Cuoghi et al. (2014)
seja resultado da maior quantidade de massa Ossea presente na FC como

observado neste estudo.

Todavia, a quantidade de massa Ossea alveolar pode estar diminuida
(osteopenia) nao por estimulo fisico, mas por algum problema metabdlico, como nos
casos de supressdo de estrégeno, evento comum nas mulheres no periodo de
menopausa. Porém, se uma forca é aplicada nesse o0sso ha um consequente
aumento da quantidade de movimentagado dentaria devido a menor resisténcia
dssea.?>?® Nessas condicdes, a taxa de movimento dentario pode ser determinada
pela capacidade remodeladora do osso alveolar que sera baixa diante dessas
condigdes.?® Dentre todas as forgas analisadas neste estudo, a FC apresentou, a
maior quantidade de massa o¢6ssea em todos os periodos. A FClI e a FlI
apresentaram, durante algumas fases do experimento, perdas ésseas significantes
(tabela 2).

Portanto, seria importante que clinicamente a atengao fosse redobrada diante
de pacientes com osteopenia ou reabsor¢des radiculares. A forga continua poderia

ajudar os pacientes com osteopenia perderem menos osso durante a MDI. As forgas
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continua interrompida e intermitente poderiam diminuir o processo de reabsorgao
radicular por proporcionarem perdas Osseas maiores durante o tratamento
ortodéntico. Diante desses dados, sugere-se que essa metodologia seja repetida em

humanos.

4.7CONCLUSOES

A FC nédo variou sua massa Ossea significantemente durante os periodos
experimentais e se igualou estatisticamente ao GC no nono dia.

A FIl teve sua massa 6ssea diminuida significantemente ao sétimo dia devido
a reativacdo do dispositivo ortodontico e provavel interrupgcdo do processo de
remodelagdo Ossea, evento também observado na FCl apdés os sete dias de

movimentagao.

4.8 REFERENCIAS

1. Pillon JJ, Kuijpers-Jagtman AM, Maltha JC. Magnitude of orthodontic forces and
the rate of bodily tooth movement. An experimental study. Am J Orthod Dent Orthop
1996;110:16-23.

2. van Leeuwen EJ, Maltha JC, Kuijpers-Jagtman AM. Tooth movement with light
continuous and discontinuous forces in beagle dogs. European Journal of Oral
Science 1999;107:468-474.

3. von Bohl M, Maltha JC, Von Den Hoff JW, Kuijpers-Jagtman AM. Focal
hyalinization during experimental tooth movement in beagle dogs. Am J Orthod Dent
Orthop 2004;125:615-623.

4. Pizzo G, Licata ME, Guiglia R, Giuliana G. Root resorption and orthodontic
treatment: review of the literatura. Minerva Stomatol 2007;56:31-44.

5. Trope M. Root resorption of dental and traumatic origin: classification based on
etiology. Pract Periodontics Aesthet Dent 1998;10:515-22.

6. Melsen B. Biological reaction of alveolar bone to orthodontic tooth movement.
Angle Orthod 1999;69:151-8.



69

7. King GJ, Keeling SD, Wronski TJ. Histomorphometric study of alveolar bone
turnover in orthodontic tooth movement. Bone 1991;12:401-9.

8. Brezniak N, Wasserstein A. Root resorption after orthodontic treatment part 1.
Literature review. Am J Orthod Dentofacial Orthop 1993;103:62—6.

9. Isaacson RJ, Lindauer SJ, Davidovitch M. The ground rules for arch wire design.
Semin Orthod 1995;1:3-11

10. Hayashi H, Konoo T, Yamaguchi K. Intermittent 8-hour activtion in orthodontic
molar movement. Am J Orthod Dentofacial Orthop 2004;125:302-309.

11. Gil FJ, Planell JA. Shape memory alloys for medical applications. Proc Inst Mech
Eng H 1998;212:473-88.

12. Owman-Moll P, Kurol J, Lundgren D. Continuous versus interrupted continuous
orthodontic force related to early tooth movement and root resorption. Angle Orthod
1995;65:395-402.

13. Krishnan V, Davidovich Z. Cellular, molecular and tissue-level reactions to
orthodontic forces. Am J Orthod Dentofacial Orthop 2006;129:469. e1-32.

14. Reitan K. Some factors determining the evaluation of forces in orthodontics. Am J
Orthod 1957;43:32-45.

15. Ballard DJ, Jones AS, Petocz P, Darendeliler MA. Physical properties of root
cementum: Part 11. Continuous vs. intermittent controlled orthodontic forces on root
resorption. A microcomputed-tomography study. Am J Orthod Dentofacial Orthop
2009 Jul;136(1):8.e1-8; discussion 8-9.

16. Cuoghi OA, Aiello CA, Consolaro A, Tondelli PM, Mendonga MR. Resorption of
roots of different dimension induced by different types of forces. Braz Oral Res
2014;28:1-7.

17. Olson C, Uribe F, Kalajzic Z, Utreja A, Nanda R, Rowe D, Wadhwa S.
Orthodontic tooth movement causes decreased promoter expression of collagen type
I, bone sialoprotein and alpha-smooth muscle actin in the periodontal ligament.
Orthod Craniofac Res 2012;15:52-61.

18. Cuoghi AO, Tondelli PM, Sonoda CK, Aiello CA, Mendon¢ga MR, Costa SC.
Induction of ankylosis in the incisor for orthodontic tooth movement in rats. Dental
Traumatology 2014;30:112-117.

19. Gonzales C, Hotokezaka H, Yoshimatsu M, Yozgatian JH, Darendeliler MA,
Yoshida N. Force magnitude and duration effects on amount of tooth movement an
root resorption in the rat molar. Angle Orthod 2008;78:502-9.

20. Tanaka M, Ejiri S, Toyooka E, Kohno S, Ozawa H. Effects of ovariectomy on
trabecular structures of rat alveolar bone. J Perodont Res 2002;37:161-65.



70

21. Cuttle L, Nataatmadja M, Fraser JF, Kempf M, Kimble RM, Hayes MT. Collagen
in the scarless fetal skin wound: detection with picrosirius-polarization. Wound Repair
Regen 2005;13:198-204.

22. Salazar M, Hernandes L, Ramos AL, Salazar BO, Micheletti KR, Paranhos LR,
Mendonga MR, Cuoghi OA. Effect of alendronate sodium on tooth movement in
ovariectomized rats. Arch Oral Biol 2015;60:776-781.

23. Shitano C, Baba O, Kaneko S, Hosomichi J, Shimizu Y, Shibutani N, Usumi-
Fujita R, Takano Y, Ono T. Alveolar bone loss induced by the orthodontic tooth
movement under hypofunctional conditions in rats. Orthodontic Waves 2013;72:148-
155.

24. Theoleyre S, Wittrant Y, Tat SK, Fortun Y, Redini F, Heymann D. The molecular
triad OPGRANK/ RANKL: involvement in the orchestration of pathophysiological
bone remodeling. Cytokine Growth Factor Rev 2004;15:457-75.

25. Tamatsu Y, Kaimoto K, Arai M, Ide Y. Properties of the elastic modulus from
buccal compact bone of human mandible. Bull Tokyo Dent Coll 1996;37:93-10.

26. Tsuchiya S, Tsuchiya M, Nishioka T, Suzuki O, Sasano Y, lgarashi K. Phys-
iological distal drift in rat molars contributes to acellular cementum formation Anat
Rec 2013;296:1255-1263.

27. Kaley J, Phillips C. Factors related to root resorption in edgewise practice. Angle
Orthod 1991;61(2):125-132.

28. Salazar M, Hernandes L, Ramos AL, Micheletti KR, Albino CC, Cuman RKN.
Effect of teriparatide on induced tooth displacement in ovariectomized rats: a
histomorphometric analysis. Am J Orthod Dentofacial Orthop 2011;139:e337-e344.

29. Murphy CA, Chandhoke T, Kalajzic Z, Flynn R, Utreja A, Wadhwa S, Nanda R,
Uribe F. Effect of corticision and different force magnitudes on orthodontic tooth
movement in a rat model. Am J Orthod Dentofacial Orthop 2014;146:55-66.



71

Figuras
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Figura 1: Grupos FC (Figura 1A), FCI (Figura 1B) e FI (Figura 1C) e suas

subdivisbes de acordo com o periodo total de movimentagao, 5, 7 e 9 dias.

72



73

b |

w;‘ww B

9 <l

Figura 2: Procedimento de indugdo da anquilose do incisivo superior direito: (A e
B) Exodontia; (C) Alvéolo; (D) Fluoreto de Sddio Fosfato Acidulado 2% usado
para lavar o dente extraido; (E) Corte da papila dentaria e 6rgéo do esmalte; (F)
Irrigagdo com soro; (G) Instrumentagdo do canal radicular; (H) Secagem do
conduto radicular; (1) Preenchimento do canal radicular com pasta de hidroxido de
calcio e propileno glicol; (J) Aplicagao de Penicilina G Benzatinica; (K) Reimplante
dentario.




Figura 3: Determinagdo da anquilose do incisivo superior direito: (A e B)
canaleta fabricada na resina colocada no incisivo direito e esquerdo; (C e D)
comprovagao da erupgdo ativa do incisivo esquerdo e auséncia dela no
incisivo direito; (E) Ladmina histolégica comprovando a anquilose do incisivo
direito (setas amarelas).
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Figura 4: Instalagcdo do dispositivo para MDI: (A) Posicionamento dito-vestibular
do fio de amarrilho. (B) Fio de amarrilho inserido vestibulo-lingual abaixo do ponto
de contato entre o primeiro e segundo molar; (C) Molar envolvido ao fio; (D)
Insergdo da mola de NiTi ancorada ao incisivo direto.
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Lado esquerdo

Figura 5: Estabelecimento das diretrizes para as analises histométricas: (A) Osso
alveolar situado a mesial e a distal da raiz mesiovestibular do primeiro molar superior
direito onde a analise Imunoistoquimica foi realizada; (B) Crista 6ssea alveolar
situada entre as raizes médias e distais do primeiro molar superior direito onde a
analise com HE foi realizada.




] Area total 100%
Area de osso X%

Figura 6: Técnica para delimitar a area ocupada por tecido 6sseo na maxila
(aumento de 10X); (A) Demarcacao do osso alveolar na area interradicular
tomando-se como ponto de referéncia o centro pulpar de cada uma das 4
raizes (distais e médias) do primeiro molar; (B) Extragdo do osso alveolar da
regidao delimitada na figura 1B; (C) Toda a area rosa representa tecido
0sseo corado de vermelho pelo programa Image Pro-plus®; (D) A area em
branco corresponde a area ocupada por osso totalmente diferenciada para
posterior quantificacdo (um?); (E) Area total da regido intradssea corada em
vermelho; (F) A area em branco corresponde a area total a ser quantificada

(um?).
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Figura 7: Padrdao de distribuicdo da imunocoloragao:
(1) marcacao fraca/difusa; (2) marcagao moderada; e
(3) marcacgao intensa.
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Figura 8: Analise da porcentagem de tecido 0sseo localizado entre as raizes

médias e distais do primeiro molar nos grupos Controle (C), for¢ca continua (FC),

forga continua interrompida (FCI) e forga intermitente (FI) nos periodos de

movimentagao de 5, 7 e 9 dias: letras diferentes indicam diferenga estaticamente

significante (p<0,05).
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Controle

FC

FCI

Fl

Figura 9: Fotomicrografia do tecido 6sseo entre as raizes médias palatina dos grupos Controle,
Forga Continua (FC), Forga Continua Interrompida (FCI) e Forga Intermitente (Fl) nos periodos
experimentais de 5, 7 e 9 dias - aumento original 10X e coloragdao com Hematoxilina & Eosina.
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Figura 10: Moda dos imunomarcadores OPG e RANKL no osso alveolar mesial e
distal da raiz mesiovestibular do primeiro molar superior direito aos 5, 7 e 9 dias de
MDI no grupo for¢a continua e grupo controle.
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Forca Continua Interrompida

B OPG
B RANKL
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Figura 11: Moda dos imunomarcadores OPG e RANKL no osso alveolar mesial e
distal da raiz mesiovestibular do primeiro molar superior direito aos 5, 7 e 9 dias de
MDI no grupo for¢a continua interrompida e grupo controle.
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B OPG
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Figura 12: Moda dos imunomarcadores OPG e RANKL no osso alveolar mesial e
distal da raiz mesiovestibular do primeiro molar superior direito aos 5, 7 e 9 dias de
MDI no grupo forga intermitente e grupo controle.
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Tabelas

Tabela 1: Comparacdo da area de tecido 6sseo dos Grupos Controle (C), forga
continua (FC), forca continua interrompida (FCI) e forga intermitente (FI) aos 5,7 € 9
dias: média (X) e desvio padrao (SD) - Anova e pés-teste Tukey (p<0,05).

5 Dias de Movimentagao

Cc FC FCl FI
X (SD) X (SD) X (SD) X (SD) P
80% (0,01) a 62% (0,14) b 55% (0,07) b 54% (0,05) b 0,0003

7 Dias de Movimentagao

c FC FCl FI
X (SD) X (SD) X (SD) X (SD) P
80% (0,01) a 64% (0,1) b 68% (0,06) ab 38% (0,1)c  0,0001

9 Dias de Movimentagao

Controle FC FCI Fl
X (SD) X (SD) X (SD) X (SD) P
80% (0,01) a 68% (0,03) a 51% (0,13) b 55% (0,11) ab 0,0001

*Letras diferentes — p<0.05
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Tabela 2: Evolugéo da area de tecido 6sseo dos Grupos Controle (C), forga continua
(FC), forca continua interrompida (FCI) e forga intermitente (Fl) durante os periodos
experimentais: média (X) e desvio padrao (SD) - Anova e pés-teste Tukey (p<0,05).

5 dias X (SD) 7 dias X (SD) 9 dias X (SD) P
Controle 80% (0,01) a 80% (0,01) a 80% (0,01) a Ns
FC 62% (0,14) a 64% (0,1) a 68% (0,03) a Ns
FCl 55% (0,07) ab 68% (0,06) a 51% (0,13) b 0.0162
FI 54% (0,05) a 38% (0,1) b 55% (0,11) a 0.0149

*Letras diferentes — p<0.05/ns — nao significante estatisticamente.



87

Anexos



Anexo |

\/
%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO"

Campus de Aragatuba

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Committee for Ethical Use of Animals (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Remodelagdo dssea com as forgas contfnua, continua
interrompida e intermitente: movimentagio dentéria induzida em ratos” sob responsabilidade do
Pesquisador OSMAR APARECIDO CUOGHI e colaboragao de Kelly Regina Micheletti esta de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo CEUA,

de acordo com o protocolo 2012-01092.

CERTIFICATE

We certify that the research “Bone remodeling with the continuous, continuously
interrupted and intermittent forces: induced tooth movement in rats”, protocol number 2012-
01092, under responsibility of OSMAR APARECIDO CUOGHI and with collaboration of Kelly
Regina Micheletti agree with Ethical Principles in Animal Research (COBEA) and was approved

by CEUA.

Faculdade de Od logia e Faculdade de Medicina Veteriniria - Departamento de Clinica, Cirurgia e
Reprodugio Animal - Rua Clévis Pestana, 793 CEP 16050-680 Aracatuba - SP
Tel (18) 3636-1440 Fax (18) 3636-1403 E-mail: fabianocadioli@fmva.unesp.br
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Anexo Il
*Normas American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics
Double-blind review

This journal uses double-blind review, which means that both the reviewer and
author name(s) are not allowed to be revealed to one another for a manuscript under
review. The identities of the authors are concealed from the reviewers, and vice
versa. To facilitate this, please include the following separately:

Title page (with author details): This should include the title, authors' names and
affiliations, and a complete address for the corresponding author including an e-mail
address.

Blinded manuscript (no author details): The main body of the paper (including the
references, figures, tables and any Acknowledgements) should not include any
identifying information, such as the authors' names or affiliations.

Article structure

Introduction

Provide an adequate background so readers can understand the nature of the
problem and its significance. State the objectives of the work. Cite literature
selectively, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and Methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. If methods have already
been published, indicate by a reference citation and describe only the relevant
modifications. Include manufacturer information (company name and location) for
any commercial product mentioned. Report your power analysis and ethics approval,
as appropriate.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

Explain your findings and explore their significance. Compare and contrast your
results with other relevant studies. Mention the limitations of your study, and discuss
the implications of the findings for future research and for clinical practice. Do not
repeat information given in other parts of the manuscript.

Conclusions
Write a short Conclusions section that can stand alone. If possible, refer back to the
goals or objectives of the research.

Essential title page information



90

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below
the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal
address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail
address is given and that contact details are kept up to date by the
corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A structured abstract using the headings Introduction, Methods, Results, and
Conclusions is required for Original Article, Systematic Review, Randomized
Controlled Trial, and Techno Bytes. An unstructured abstract is acceptable for Case
Report and Clinician's Corner.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents
of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of
5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,
PDF or MS Office files.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure
the best presentation of their images and in accordance with all technical
requirements: lllustration Service.

Highlights

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the
article. Highlights are optional and should be submitted in a separate editable file in
the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3
to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).



http://webshop.elsevier.com/illustrationservices/ImagePolishing/gap/requestForm.cfm
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Acknowledgments

Collate acknowledgments in a separate section at the end of the article before the
references; do not include them on the title page, as a footnote to the title page, or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (eg,
providing help with language or writing assistance, or proofreading the article).

Artwork
Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical
abuse and will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is
applying the following policy: no specific feature within an image may be enhanced,
obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast, or
color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any
information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma
settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork
General points

*Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
*Embed the used fonts if the application provides that option.

*Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

*Number the illustrations according to their sequence in the text.
*Use a logical naming convention for your artwork files.
*Provide captions to illustrations separately.

*Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
*Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings, embed all
used fonts. TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a
minimum of 300 dpi.
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TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to
a minimum of 500 dpi.

Please do not:

*Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

*Supply files that are too low in resolution;
*Submit graphics that are disproportionately large for the content.
Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect
and other sites) in addition to color reproduction in print. For further information on
the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the
data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item
has been accepted for publication.

Reference links
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Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference
to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can
be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by superscript numbers in the text. The actual authors can
be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references in the list in the order in which they appear in the text.
Examples:
Reference to a journal publication:

1. Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article.
Sci Commun 2010;16351-9.

Reference to a book:

2. Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

3. Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In:
Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age. New York: E-
Publishing Inc; 2009. p. 281-304. Note shortened form for last page number. e.g., 51-
9, and that for more than 6 authors the first 6 should be listed followed by 'et al.' For
further details you are referred to 'Uniform Requirements for Manuscripts submitted
to Biomedical Journals' J Am Med Assoc 997;277:927-34)
Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
to the video or animation content and noting in the body text where it should be
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placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the
video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used
instead of standard icons and will personalize the link to your video data. Note: since
video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article
that refer to this content.

Supplementary material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, high-resolution images, background datasets, sound
clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. In
order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the
data in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in
electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork
instruction.

3D Models

You can enrich your online articles by providing 3D models (optional) in PLY, OBJ or
U3D format, which will be visualized using the interactive viewer next to the article.
Each 3D model will have to be zipped and uploaded to online submission system via
the "3D models" submission category. Please be advised that the recommended
model size before zipping is 50-100 MB. Multiple models can be submitted. Please
provide a short informative description for each model by filling in the “Description”
field when uploading a dataset. Note: all datasets will be available for download from
the online article on ScienceDirect. If you have concerns about your data being
downloadable, please provide a video instead.

Submission Checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers
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All necessary files have been uploaded, and contain:

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources

Permissions

To use information borrowed or adapted from another source, authors must obtain
permission from the copyright holder (usually the publisher). This is necessary even if
you are the author of the borrowed material. It is essential to begin the process of
obtaining permissions early; a delay may require removing the copyrighted material
from the article. Give the source of a borrowed table in a footnote to the table; give
the source of a borrowed figure in the legend of the figure. The source must also
appear in the list of references. Use exact wording required by the copyright holder.
To secure permission for materials published in AJO-DO. For more information about
permission issues, contact permissionshelpdesk@elsevier.com

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is
assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The
assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full
bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an
article in the journal Physics Letters B):

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOls are
guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding
author (if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post)
or, a link will be provided in the e-mail so that authors can download the files
themselves. Elsevier now provides authors with PDF proofs which can be annotated,;
for this you will need to download Adobe Reader version 9 (or higher) available free.
Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please
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list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then
mark the corrections and any other comments (including replies to the Query Form)
on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by
post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

For a fee, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent
once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may
order offprints at any time via Elsevier's WebShop. Authors requiring printed copies
of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to
collate multiple articles within a single cover.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link
providing 50 days free access to the final published version of the article
on ScienceDirect. This link can also be used for sharing via email and social networks.
For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which
is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-
authors may order offprints at any time via Elsevier's WebShop. Authors requiring
printed copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own
Book' service to collate multiple articles within a single cover.
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Anexo lll

ANALISE DA MATRIZ ORGANICA

5 DIAS
Com mov % Matriz Contra-lateral % Matriz

Rato 1 p 204671.3 42.30% 302085.13 68.70%
Rato 1t 483286.2 439550.16
Rato 2 p 169908.3 45.60% 217712.8 75.60%
Rato 2 t 372349.5 288061.25
Rato 3 p 228242.9 60.70% 410527.69 75%
Rato 3 t 375818.3 547526.31
Rato 4 p 249550 73.00% 260022 73.00%
Rato 4 t 342478 355379
Rato 5 p 358771 82.90% 317823.88 83.30%
Rato 5 t 474834 381571.97
Rato 6 p 267342.9 68.60% 338310 77%
Rato 6 t 389568.2 440191

X 62.18% 75.43%

SD 15.87% 4.39%

7 DIAS
Com mov % Matriz Contra-lateral % Matriz

Rato 1 p 311861.9 75.38% 253134.59 61.47%
Rato 1 t 413704.5 411770.25
Rato 2 p 353177.5 73.70% 376220.41 81.07%
Rato 2 t 479197.2 464052.25
Rato 3 p 238556.8 62.73% 310703.81 67.96%
Rato 3 t 380262.6 457216.25
Rato 4 p 275355 68.71% 270098.59 60.97%
Rato 4 t 400768.5 442993.78
Rato 5 p 212744.6 46.37% 277061.94 60.83%
Rato 5 t 458838.1 455461.25
Rato 6 p 269331.5 55.31% 304792.75 62.02%

Rato 6 t 486968.2 491452.25



9 DIAS

296594.8
447741.2
222264.4
350097.9
248471.3
362980.3
313297.6
431469.5
269347
418812.8
315533.6
438369.5

66.24%

63.49%

68.45%

72.61%

64.31%

71.98%

364325.94
466605.53
322016.94
389077.16
423279.59
523516.25
343049.13
443444.28
254789.97
425364.69
383060.19
483637.72

78.08%

82.76%

80.85%

77.36%

60%

79.20%
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