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RESUMO




Nogueira AVB. Efeito da movimentacdo ortodontica na progressao da doencga
periodontal induzida em ratos. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2010.

Resumo

O movimento ortoddntico ocorre por meio da remodelacdo dos tecidos periodontais
em resposta a aplicacdo de uma forca mecanica, sendo que varios mediadores
quimicos sdo sintetizados e liberados para seu inicio e manutencdo. Dentre esses
mediadores, o 6xido nitrico (NO) atua como modulador da atividade de osteoclastos e
osteoblastos na remodelacdo 6ssea. Interleucina-1p3 (IL-1-B), interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral-o (TNF-a) estimulam a reabsor¢do Ossea e encontram-se
aumentados no movimento ortodontico. Estes mesmos mediadores também
encontram-se aumentados e participam da destrui¢ao tecidual na doenca periodontal.
O objetivo deste estudo € avaliar in vivo a expressdo de IL-1B, IL-6, TNF-a, NO
sintase constitutiva endotelial (ecNOS), e NO sintase indutivel (iNOS) nos tecidos
periodontais de dentes sob movimentagdo ortodontica em condi¢des de saide e
doenca periodontal, correlacionando-as as alteracOes histomorfométricas nesses
tecidos. Para isso, 88 ratos foram divididos nos grupos: 1-controle (CONTR), 2-
doenca periodontal experimental induzida por ligaduras (DP), 3- movimento
ortodontico (MO), 4- doenca periodontal experimental induzida por ligaduras,

seguido de movimento ortodontico (MODP). Bidpsias dos tecidos gengivais ao redor



dos primeiros molares foram removidas para andlise da expressdo protéica e de
mRNA, respectivamente, por Western blot ¢ RT-PCR em tempo real. Cortes
histolégicos foram obtidos para avaliacdo histomorfométrica da perda dssea alveolar.
Andlise estatistica foi realizada através do one-way ANOVA e a comparagdo entre os
grupos foi feita com o teste de Tukey (nivel de significancia de 5%). Resultado:
Miéxima expressao gé€nica de todas as proteinas avaliadas foi observada no grupo
MODP, nos periodos de 3h (eNos) ou de 1 dia (citocinas e iNOS) (p<0.05). Também
no dia 1, todas as proteinas foram expressas em niveis elevados para todos os grupos
se comparados ao Controle. No periodo de 7 dias, houve tendéncia de reducdo de
todas as proteinas para niveis basais, exceto a IL-6 que ainda encontrava-se com
niveis elevados nos grupos MODP e MO. A histometria das regides interproximal e
de furca demonstraram que os grupos DP e MODP apresentavam mais perda dssea
comparado aos outros grupos em todos os periodos (p<0.05). Além disso, houve uma
tendéncia do grupo MODP apresentar mais perda dssea que o DP na regido distal.
Conclusao: Uma vez que todas as moléculas avaliadas apresentam um importante
papel no processo de reabsorcdo dssea, os resultados sugerem que quando a DP estd

presente durante o MO, os tecidos periodontais se tornam mais susceptiveis ao dano.

Palavras-chave: Movimentacdo ortodontica; doengas periodontais; 6xido nitrico;

citocinas.
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Nogueira AVB. Orthodontic movement effect on the progression of induced
periodontal disease in rats. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2010.

Abstract

Orthodontic tooth movement (OTM) occurs in response to mechanical forces through
periodontal tissues remodeling. Several chemical mediators are synthesized and
released for the beginning and maintenance of tissue remodeling. Among these
mediators, nitric oxide (NO) acts as modulator of osteoclasts and osteoblasts
activities in bone turnover. Interleukin-1p (IL-1p), interleukin-6 (IL-6) and tumor
necrosis factor-a (TNF-a) stimulate bone resorption and are increased in orthodontic
movement. These same signaling molecules are also increased and play an important
role on tissue destruction in periodontal disease. Objectives: The aim of this study
was to assess in vivo the expression of IL-18, IL-6, TNF-a, NO synthase constitutive
endothelial (ecNOS), and inducible NO synthase (iNOS) in dental tissues during
orthodontic tooth movement in rats suffering from ligature-induced periodontal
disease or in periodontally health animals. Cytokines expressions were correlated to
histomorphometric changes on alveolar bone and other periodontal tissues. Methods:
Eighty-eight rats were divided into four groups: 1- negative control (sham operated),
2 - ligature-induced periodontal disease (PD), 3 - orthodontic movement (OM), 4 -
ligature-induced periodontal disease, followed by orthodontic movement (OMPD).

Biopsies of gingival tissue around the first molars were removed for protein and



mRNA expression analysis, respectively by, Western blot and Real Time RT-PCR.
Histologic tissue sections were obtained for histomorphometric evaluation of alveolar
bone loss. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey’s post-
hoc tests for all parameters (5% significance level). Results: Maximum mRNA
expression of all evaluated proteins was observed in the OMPD group, on 3h (eNos)
or day 1 (citokines and iNos) periods (p<0.05). Also on day 1, all proteins were
expressed in high levels for all groups compared to Control. On day 7, all protein
levels tended to decrease to baseline levels, except IL-6 that was still increased in
OMDP and OM groups. Data analysis of the interproximal and furcation regions
demonstrated that the PD and OMPD groups presented more bone loss compared to
the other groups in all periods (p<0.05). In addition, the OMPD group tended to
present more bone loss than the PD at the distal region. Conclusion: Since all
evaluated molecules play an important role in the bone resorption process, the results
suggest that when PD is present during OM, periodontal tissues are more susceptible

to damage.

Key-words: Tooth movement; periodontal diseases; nitric oxide; cytokines.
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E inegdvel a crescente procura por tratamento ortoddontico nos dias
atuais, em virtude da exacerbada necessidade estética e funcional, além da busca por
melhoria na qualidade de vida. Esse aumento na demanda se da sobretudo dentre o
publico adulto, no qual a indicag@o por este tipo de tratamento tem aumentado”. No
entanto, pacientes adultos merecem atencdo especial por parte dos profissionais
devido a varias limitagdes como maior prevaléncia de doenca periodontal com
conseqiiente periodonto reduzido, perdas dentdrias e migracdes patologicas. Porém,
mesmo diante dessas limitacdes, o tratamento ortoddntico apresenta bons resultados e
vem sendo indicado porque trds consigo melhorias estéticas e funcionais, além de
facilitar a higienizacdo e o controle de placa e, com isso, manutencdo da saude
periodontal’.

Recentemente, muitos estudos t€m sido realizados para se conhecer os
efeitos do movimento ortodontico nos tecidos periodontais. Sabe-se que os tecidos
submetidos a carga mecanica ortodontica sofrem alteragdes resultantes de eventos
bioldgicos complexos, uma vez que inimeras moléculas, dentre elas citocinas pro-
inflamatorias, 6xido nitrico, RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear
Kappa B) e OPG (osteoprotegerina), sao liberadas para estimular ou inibir a formagao
e/ou reabsorcio Gssea’> 2. Porém, ainda ndo foi elucidado o que ocorre quando a

movimentacao ortodontica € realizada em denti¢do com doenga periodontal presente.
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Acredita-se que na presenga da doenca periodontal as moléculas
liberadas no movimento ortoddntico atuem exacerbando os efeitos da doenca
periodontal, como inflamacdo e perda de insercao, podendo levar a perda do elemento
dental. Portanto, a movimentacdo ortodontica exige auséncia de processo inflamatorio
e infeccioso no periodonto e adequado controle de placa bacteriana®'®,
principalmente em pacientes com histéria de doenga periodontal prévia. Assim,
mesmo nestes pacientes, os dentes podem ser movimentados sem que haja perda
adicional de insercdo e com possibilidade de ganho de inser¢ao periodontal, desde
que haja saide periodontal'®”.

Alguns estudos experimentais que avaliam a movimentagao
ortoddntica na presenga de doenca periodontal relatam que o movimento ortoddntico
por si s6 ndo promove seqiielas ou lesdes nos tecidos de inser¢do e ndo € capaz de
induzir a progressio de um quadro de gengivite para doenga periodontal
destrutiva®>'®. J4, outros trabalhos relatam que quando essas condicdes encontram-se

31,83

associadas, a perda de inser¢dao pode ocorrer de forma mais acelerada e, somente

com a manuten¢do da saide periodontal é que movimentos ortodonticos podem ser
realizados'®'%7.

Portanto, faltam ainda estudos que evidenciem as reais mudangas dos
mecanismos celulares e moleculares associados as caracteristicas histomorfométricas

durante o movimento ortodontico de dentes comprometidos periodontalmente. Esses

estudos sdo importantes, pois proporcionam um melhor embasamento cientifico para
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o planejamento e realiza¢do dos tratamentos ortodontico e periodontal, assim como,

para que o paciente entenda a importancia da indicac¢do desses tratamentos.
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REVISAO DA LITERATURA

Mecanismos da Movimentagdo Ortodontica

O movimento ortoddntico ocorre em virtude da remodelacdo dos
tecidos periodontais, em resposta a aplicacdo de uma forca mecanica, no qual ha
resposta concomitante das células e da matriz extracelular do ligamento periodontal
(LP) e osso alveolar (Krishnan, Davidovitch® 2006). As células Gsseas reconhecem a
aplicacdo da carga mecanica gerando uma remodelacdo Ossea coordenada que
consiste na reabsorcdo Ossea adjacente a areas de compressdo do ligamento
periodontal e neoformacdo Ossea adjacente a dreas de tensdo do ligamento
periodontal, com subseqiientes alteracdes adaptativas do ligamento (Keles et al.”’
2007).

Krishnan, Davidovitch® (2006) relatam que durante as fases iniciais
do movimento dentdrio a aplicacdo de forca gera uma inflamacao aguda, na qual ha
fluxo continuo de fluidos no ligamento periodontal e no tecido ésseo, que levam a
distorcao de células e matriz. Em virtude da auséncia de invasdo bacteriana essa
reacdo é considerada como uma reac¢do inflamatéria asséptica, que envolve uma
complexa resposta celular e € reintroduzida a cada ativacdo do aparelho. Como
consequéncia, ocorre a liberacdo de acido aracddnico das superficies celulares e seu

metabolismo, através da via lipoxigenase ou cicloxigenase, levam a liberacdo de

primeiros mensageiros (prostaglandinas e leucotrienos), que ativam ou estimulam a
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liberacdo dos segundos mensageiros (AMP ciclico, por exemplo). Esses segundos
mensageiros provocam reagdes celulares, levando a remodelagdio do osso e do
ligamento periodontal. Além disso ocorre intensa angiogénese e remodelacdo dos
vasos sanguineos pré-existentes, através dos quais ocorre a liberacdo de mediadores
inflamatoérios. Portanto, a sintese e liberagcao local de diversos mediadores quimicos,
destacando-se interleucina-1 alfa (IL-1a), interleucina-1 beta (IL-1p), interleucina-6
(IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e 6xido nitrico (NO), desempenham
importante papel no inicio e manutencdo do processo de remodelacdo Ossea,
resultando no efeito clinico de movimento dentario (Bletsa et al.® 2006, Davidovitch
et al.** 1988, Krishnan, Davidovitch® " 2006, 2009, Ren et al.** 2002).

Esses mediadores quimicos sdo produzidos como resultado da
mecanotransdu¢do que € um processo no qual as células convertem a energia
mecAnica em sinais bioquimicos e/ou elétricos (Burger, Klein-Nulend"® 1999). Dessa
forma, quando uma forca ortodontica € aplicada nos tecidos, ocorre uma
movimentacdo do fluido intersticial na rede lacuno-canalicular do tecido 6sseo —
processo de adaptacdo mecanica do osso - e as células dsseas, principalmente os
osteéceitos (Akin et al.' 2004, Klein-Nulend et al.”’ 1995) que sdo células susceptiveis
ao fluxo de fluido, convertem a energia mecanica em quimica através da producao de
moléculas sinalizadoras, como o NO e prostaglandinas (Burger, Klein-Nulend"
1999). Tem sido sugerido que tanto os ostedcitos como a porosidade lacuno-

canalicular sdo os sitios de mecanotransdu¢do do tecido 6sseo e aquelas moléculas
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sinalizadoras sdo responsdveis pelo recrutamento de osteoblastos e osteoclastos,
resultando no controle da remodelacao dssea.

Resumindo, as moléculas de adesdo celular (integrinas), juntamente
com as outras vias de transducdo, produzem mediadores quimicos e ativam vdrias
células que terdo papel importante na indu¢do da remodelacao tecidual (Henneman et
al.® 2008, Klein-Nulend et al.”’ 1995, Krishnan, Davidovitch® 2009). Portanto,
células e tecidos utilizam mecanosensibilidade e mecanotransdu¢do em resposta a
aplicacdo de carga mecanica, com subsequente movimento do dente.

Estudos recentes tém proposto que o NO é uma molécula sinalizadora
de mecanotransduc¢do durante o estdgio inicial do movimento ortoddntico (Akin et
al.! 2004, D"Attillio et al.*° 2004, Hayashi et al.*> 2002, Shirazi et al.”’ 2002, Yoo et
al.'"” 2004), atuando como moduladora da atividade de osteoblastos e osteoclastos na
remodelacdo 6ssea. O NO é um radical livre muito reativo e de curta-duragcdo
(D"Attillio et al.”” 2004) produzido pela via metabélica L-arginina através da enzima
o6xido nitrico sintetase (NOS) que promove ligacdo do oxigénio molecular e
nitrogénio-guanidino terminal do aminodcido L-arginina (vant Hof, Ralston'®
2001). Existem 3 isoformas de NOS: a forma neural (nNOS ou NOS-1) e endotelial
(eNOS ou NOS-3), ambas NOS constitutivas (cNOS), e a forma indutiva (iNOS ou
NOS-2), que ¢ sintetizada sob ativagao celular durante processos inflamatérios (Yoo
et al.'""”” 2004). A nNOS e a eNOS sdo expressas em baixos niveis nos seus tecidos de
origem e sua atividade € regulada pela concentracdo de cdlcio intracelular (D Attillio

et al.”° 2004, van’t Hof, Ralston'® 2001). No caso especifico de movimentacao
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ortoddntica, em que ocorre carga mecanica, o0 NO € produzido pela enzima eNOS,
como resposta dos tecidos periodontais & forca ortodontica (Hayashi et al.* 2002,
van’t Hof, Ralston'” 2001).

Segundo Burger, Klein-Nulend? (1999), durante o movimento
ortoddntico, na regido de compressao do ligamento periodontal ha baixa produgdo de
NO, apoptose de ostedcitos e subsequente atracdo de células osteoclasticas,
aumentando a reabsor¢do 6ssea. Em contrapartida, no lado de tensdao do ligamento
periodontal ha producdo de sinalizadores, com destaque para o NO, que inibe a
reabsor¢do por agir diretamente nos osteoclastos (MacIntyre et al.”' 1991) e estimula
a formagdo 6ssea (Turner et al.'® 1996). O NO inibe a atividade osteoclastica e o
“turnover” 6sseo por atuar na reducdo da expressdo de RANK-L e aumentar a de
OPG, resultando em reducdo da formacdo e atividade de osteoclastos (Fan et al.*?
2004), além de possuir capacidade protetora em relacdo as células endoteliais,
inibindo sua apoptose (Rossig et al.*® 2000).

No entanto, Yoo et al.'”’ (2004) observaram grande atividade de NOS
no lado de compressdo do ligamento periodontal, apés 1 hora de movimentacdo
ortoddntica, com diminui¢do significativa apenas apds 3 a 6 horas, coincidindo com
um estreitamento maior da largura do ligamento periodontal. Essa redu¢do na largura
do ligamento periodontal observada no tempo de 3 e 6 horas sugere que ha uma
reducgdo do estiramento das fibras periodontais e consequente reducdo do movimento
dos fluidos intersticiais resultando em redugao de atividade de NOS como observado

1.97

em estudos in vitro (Tan et al.”" 2006). No entanto, o aumento na atividade de NOS
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nas primeiras horas apds a aplicacdo da forca ortododntica, sugere a participacdo do
NO também no processo de reabsorcdo 6ssea. Alguns estudos observaram que, com a
inibicdo da atividade de NOS através de injecdo do inibidor L-NAME, houve uma
redugdo da taxa de movimentacdo ortoddntica sugerindo um importante papel do NO
na remodelacdo 6ssea (Akin et al.! 2004, Hayashi et al.® 2002, Shirazi et al.”! 2002).
Entretanto, Akin et al.! (2004) nao obtiveram significancia nessa diminuicdo, exceto
quando foi injetada altas doses do inibidor. Efeito contrario é observado quando se
administra o precursor de NO (L-arg), ou seja, ha aumento da taxa de movimento
ortoddntico e da remodelacdo Ossea, sugerindo o aumento na produ¢do de NO como
responsével pelo aumento do movimento ortoddntico (Akin et al.' 2004, Shirazi et
al.’! 2002). Estes diferentes achados quanto 2 funcdo do NO durante a movimentagio
ortoddntica, indicam acdes antagdnicas desta molécula, as quais podem estar ligadas
a sua concentracdo; porém, mais estudos sao necessdrios para avaliar o verdadeiro
papel do NO no movimento dentdrio.

Citocinas inflamatérias como, TNF-qa, IL-1 e da IL-6, sd@o produzidas
por inuimeras células incluindo macréfagos, linfocitos T, fibroblastos, células
endoteliais, osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos, cementoblastos e cementoclastos
(Alhashimi et al.” 2001, Bu et al.'? 2003, Schling et al.*’ 2006) e apresentam
expressdo aumentada durante o movimento ortodontico por participarem do
metabolismo 6sseo (Krishnan, Davidovitch® 20006).

IL-1 apresenta duas isoformas, IL-la e IL-1B, com acdo bioldgica

local e sistémica semelhantes (Krishnan, Davidovitch® 2006), que afetam o
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metabolismo dsseo estimulando a reabsor¢ao (Gowen et al.> 1983, Heath et al. ¥
1985, Krishnan, Davidovitch® 2006) e inibindo a formacdo dssea (Stashenko et al.”
1989). IL-1B foi localizada imunohistoquimicamente em ligamento periodontal,
espacos medulares do osso alveolar e em osteoclastos de felinos, mostrando ser um
potente estimulador da reabsor¢io Gssea (Davidovitch et al.** 1988). Expressio
aumentada de IL-1a e B tem sido relatada em dreas de compressdo (C) e tensao (T)
dos tecidos periodontais, 1 a 3 dias apés movimentacdo ortodontica realizada em
ratos (Alhashimi et al.” 2001, Bletsa et al.” 2006) e em humanos (Dudic et al.”’ 2006).
A partir do 7° dia ocorre diminui¢do de IL-1B para niveis equivalentes ao “baseline”.
Acredita-se que durante o movimento dentdrio a ativagdo com forca ortodontica leva
ao aumento na producgdo de IL-1P seguido de um “feedback” negativo resultando na
sua diminui¢do (Alhashimi et al.> 2001). No entanto, forcas leves e constantes devem
manter a expressdo de IL-B por periodos maiores (Ren, Vissink® 2008).

IL-6 também possui importante papel na reabsor¢do dssea durante o
movimento ortodéntico (Alhashimi et al.? 2001) e foi observada em grande
quantidade no fluido crevicular gengival de pacientes apds 24 horas da aplicacdo de
forca ortodontica (Uematsu et al.'’! 1996). Apo6s 3 dias da ativag@o ortodontica em
ratos, essa citocina é encontrada com maxima indu¢do no lado de C do ligamento
periodontal (Alhashimi et al.? 2001).

TNF-a tem sido encontrada com expressao aumentada na regido de T e

de C apdés movimento ortoddntico em ratos, com preponderancia para C (Bletsa et al.®
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2006, Garlet et al.® 2007). O nivel médio dessa citocina estd aumentado no fluido
crevicular gengival de humanos (Lowney et al.”’ 1995). Em contraponto, em um
estudo com ratos, ndo foram encontrados niveis elevados de expressao de mRNA de
TNF-a em nenhuma das regides, embora os autores discutam que a andlise da
expressdo protéica poderia apresentar diferentes resultados (Alhashimi et al.” 2001).
TNF-a e IL-1 agem sinergicamente aumentando o nimero de células
pré-osteocldsticas (Hofbauer et al.*® 1999) e estimulando a reabsor¢do éssea
(Bertolini et al.” 1986, Canalis'* 1987, Dinarello** 1989, Kobayashi et al.”® 2000, Li,
Stashenko® 1992). Apés ativagdo ortoddntica, tem sido observado um aumento
significativo de IL-1P e TNF-a nos sitios experimentais (movimento ortoddntico) em
relac@o aos sitios controle (sem movimento) com pico em 24 horas (Uematsu et al.'!

1996).

Citocinas inflamatorias e Doenga Periodontal

A doenca periodontal consiste em uma reacdo inflamatéria de caréater
infeccioso que envolve a destrui¢do das estruturas de suporte do dente. Essa doenca
resulta do desequilibrio no processo dindmico saude-doenca entre as bactérias
periodontopatogénicas com seus produtos e a resposta do hospedeiro frente a
agressdo (Gorska et al.*® 2003). Apés contato com bactérias periodontopatégenas e
seus produtos, as células do hospedeiro produzem e liberam citocinas pré- e
antiinflamatoérias, induzindo e mantendo uma resposta inflamatéria cronica no

periodonto, com subsequente perda tecidual (Madianos et al.”* 2005). A liberacdo de
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toxinas e produtos do metabolismo microbiano estimulam mondcitos a secretarem
mediadores inflamatorios, incluindo IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, prostaglandina E,,
tromboxano B, e colagenase. Esses mediadores da inflamacdo ativam células
endoteliais, fibroblastos, mais mondcitos e osteoclastos para produzirem
metaloproteinases de matriz e estimularem a reabsorcio Gssea (Cochran'’ 2008,
Graves® 2008). Essa cascata inflamatéria produz inflamacdo clinica, perda de
insercdo, perda Ossea, formacdo de bolsa periodontal e, eventualmente, perda
dentdria. Além da resposta inflamatoéria inata, ocorre também a ativacdo da resposta
imune adaptativa, inicialmente com a resposta das células Thl (T helper 1 -
participacdo das citocinas pré-inflamatérias) seguida da resposta dominante das
células Th2 (T helper 2 - participacdo das citocinas antiinflamatérias e das
imunoglobulinas) (Champagne et al.'” 2003, Gemmell, Seymour®’ 1994).

Diversos estudos demonstraram o papel dos mediadores inflamatérios
na patogénese da doenca periodontal. O nivel de IL-1p e TNF-a encontra-se elevado
em sitios periodontalmente ativos, havendo uma reducao apds a realizagao de terapia
periodontal (Gamonal et al.> 2000, Gorska et al 38 2003, Graves , Cochran M 2003,
Roberts et al.*® 1997, Silva et al.”* 2008, Zhong et al.'® 2007) e altos niveis de IL-1f
estdo associados com os sinais clinicos da doenga periodontal e com a severidade da
doenca (Masada et al.”* 1990, Zhong et al.'® 2007). A IL-6 também apresenta papel
na indugdo de reacdo inflamatdria e reabsor¢do 6ssea alveolar na doenca periodontal

(Geivelis et al.*® 1993, Krajewski et al.®! 2009).
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A presenca de NO na doenga periodontal também reflete sua
participacdo na reabsorcio 6ssea e progressdo da doenca (Batista et al.® 2002). A via
de ativagdo da iNOS estd associada a presenga de citocinas inflamatérias e perda
Ossea. Altas concentragdes de NO produzido pela via da iNOS causam ativagdo de
osteoclastos através da maior expressao do gene de fator nuclear-kB (van’t Hof,
Ralston'® 2001), levando 2 destrui¢do tecidual (Daghigh et al.”' 2002, Lappin et al.**
2000, Ugar-Cankal, Ozmeric'® 2006). A presenca de inibidor de NOS em
periodontite experimental induzida em ratos reduziu a perda éssea alveolar em 50%
(Leitao et al.®® 2005). A producdo elevada de NO pode ser observada apés ativacdo
de iNOS por TNF-a, IL-1B e IFN-y em fibroblasto gengival humano, e com a adi¢ao

de um inibidor especifico para iNOS, mercaptoetil guanidina (MEG), ocorre

diminuicdo da producdo desse NO (Daghigh et al.>' 2002).

Doenca Periodontal e Movimentacdo Ortodontica

Durante a movimentacdo ortodontica com forcas leves, em sitios com
auséncia de doenca periodontal, os mediadores inflamatérios estdo presentes, porém
nao ha perda de insercdo e/ou altura Ossea alveolar, mesmo em pacientes com
periodonto reduzido, previamente acometidos por doenga periodontal (Alstad,
Zachrisson® 1979, Boyd et al.'” 1989). Essa auséncia de perdas periodontais
adicionais também foi detectada em estudos histolégicos em animais apds varios
tipos de movimentos ortodonticos, realizados em dentes com periodonto reduzido,

com defeitos 6sseos, porém com sadde tecidual (Cirelli et al.'® 2003, Polson et al.%
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1984). Acredita-se, porém, que em estado de doencga periodontal, a perda dssea seja
maior durante a movimentacdo ortodontica (Daghigh et al.”' 2002, Ugar-Cankal,
Ozmeric'” 2006). Em um estudo clinico foi observado que dentes com doenca
periodontal apresentam, quando movimentados, um aumento na atividade
osteocldstica que acelera a taxa de destruicdo periodontal (Wennstrom et al.'” 1993).
Porém, em outro estudo foi observado que, ao movimentar dentes com lesdes
periodontais supra-Osseas, observa-se que as mesmas nao sao capazes de causar
aceleracdo na destrui¢do periodontal (Ericsson, Thilander’® 1978). Atualmente, estes
estudos clinicos e histolégicos fornecem respaldo cientifico para o planejamento
ortoddntico em pacientes previamente acometidos por doenga periodontal destrutiva.

No entanto, estudos que avaliem as alteracdes histomorfométricas
associando-as as condi¢des moleculares nos tecidos periodontais de dentes sob
movimentacdo ortodontica na presenca de doenga periodontal sdo escassos. Estudos
com estes propodsitos sdo de fundamental importancia para o melhor entendimento
dos mecanismos bioldgicos envolvidos na movimentagao dentéria.

Nés hipotetizamos neste projeto que a associagdo nao benéfica entre
movimentacao ortodontica e doenca periodontal ocorra devido a uma potencializa¢io
dos mediadores inflamatdrios presentes por ambas as condi¢des. Também
consideramos relevante avaliar a presenca de NO através das enzimas eNOS e iNOS,
uma vez que esse ¢ o método mais utilizado para se estudar o NO, para entender o
papel desta molécula na presenca de doenga periodontal € movimentacgao ortoddntica

de forma isolada ou conjunta.
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O objetivo geral deste estudo foi avaliar in vivo a expressdo de IL-1[3,
IL-6, TNF-a, NOS (eNOS e iNOS) nos tecidos periodontais de dentes sob
movimentacdo ortodontica, em condicdes de saide e doenga periodontal,

correlacionando-as as alteragdes histomorfométricas nesses tecidos.

Os objetivos especificos foram avaliar:

1- Niveis de mRNA dos genes eNOS, iNOS, IL-1B, IL-6 e TNF-a no
tecido gengival através da técnica de Reagao de Polimerase em Cadeia
(PCR) quantitativa em tempo real.

2- Niveis das proteinas eNOS, iNOS, IL-1B, IL-6 e TNF-a no tecido
gengival através da técnica Western blot.

3- Perda 6ssea alveolar através de analise histomorfométrica.
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MATERIAL E METODO

1) Modelo animal
Foram utilizados 88 ratos Holtzman machos e adultos, com peso médio
de 300g, mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.
Os animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno e receberam alimentagao
granulada (Labina/Purina) e dgua ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da Faculdade de

Odontologia de Araraquara — UNESP (#09/2008 — Anexo 1).

2) Grupos de animais
O ndmero de animais utilizados foi determinado a partir dos periodos
experimentais propostos, considerando 06 animais em cada grupo, por periodo
experimental, exceto o grupo controle negativo que teve 04 animais por periodo.
Sendo assim, os 88 animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais seguindo
os periodos de sacrificio: baseline (somente grupos CONTR e DP), 3h (somente
grupos MODP e MO), 1d, 3d e 7 dias.
- grupo CONTR (16 animais): grupo controle positivo sem nenhuma
intervencao (ortodontica ou periodontal).
- grupo MODP (24 animais): grupo submetido a indug¢do de doenca

periodontal experimental e movimento ortoddntico.
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- grupo MO (24 animais): grupo submetido ao movimento ortoddntico e
auséncia de doencga periodontal.
- grupo DP (24 animais): grupo submetido a inducdo de doenca periodontal

experimental e auséncia de movimento ortoddntico.

3) Inducdo de doenca periodontal experimental

Neste estudo, foi utilizado o modelo de inducao de doenga periodontal
por ligadura. Inicialmente os animais foram submetidos a anestesia geral (0,08 mL de
ketamina e 0,04 mL de cloridrato de xilasina por 100g de peso corporal) por via
intramuscular na pata posterior e foram em seguida posicionados em mesa operatdria.
O modelo de ligadura foi obtido com a colocacdo de um fio de algodao nimero 40
(Corrente) ao redor dos primeiros molares superiores bilateralmente (Figura 1).

Neste modelo de indugcdo da doenca periodontal, o acimulo de
microrganismos vidveis ao redor da ligadura implica na participagdo de diferentes
antigenos ou padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), como toxinas e

produtos do metabolismo microbiano, DNA, flagelos e peptideoglicanos.
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FIGURA 1- A- Visdo do primeiro molar superiMdireito imediatamente apds a colocacdo de ligadura;

B- Visdo do primeiro molar superior direito 8 dias apds a colocagdo de ligadura.

4) Instalacdo de aparelho ortodontico

Foi utilizado um modelo de movimento dentdrio em ratos e um tipo de
aparelho previamente estabelecidos 63, Apés os animais receberem anestesia geral,
uma mola fechada de niquel-titinio (Sentalloy®, GAC, Dentsply), promovendo uma
forca de aproximadamente 50g de ativacdo, foi conectada entre o primeiro molar
superior e incisivo central superior com fio de amarrilho (CrNi, 0.20 mm, cédigo
55.01.208, Morelli) . A mola de niquel-titanio foi usada para promover uma
liberacdo de for¢a constante durante o curso do experimento. Foram preparados
sulcos nas superficies mesial, distal e vestibular nos incisivos centrais maxilares para
prevenir que o fio de amarrilho se soltasse dos dentes devido a curvatura lingual e a
erup¢do continua dos incisivos. Apos os fios terem sido inseridos, uma fina camada
de resina composta foi colocada acima do fio para prevenir seu deslocamento e

irritacdo pulpar devido a exposicao dentinaria (Figura 2).
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FIGURA 2 - Figura ilustrando o aparelho ortodontico instalado na arcada superior de um animal antes
(A) e ap6s (B) a colocagd@o de resina composta. Figura C mostra momento logo apds a remoc¢ao do
aparelho ortoddntico revelando o movimento dentdrio ocorrido e a figura D mostra o movimento
ortodontico ocorrido em uma hemimaxila de um animal do grupo MODP sacrificado no periodo de 7
dias.

5) Delineamento experimental e sacrificio dos animais

SACRIFICIO

LIGADURA

- 5d 0 3h 1d 3d 7d

APARELHO

Ap6s 3h, 1d, 3d e 7d do baseline (momento zero) do experimento, 06
animais de cada grupo foram sacrificados por overdose anestésica. A selecao destes
periodos considerou a representacdo dos periodos precoces do desenvolvimento da
resposta imune-inflamatéria nos tecidos periodontais. Para os animais dos grupos

com doenca periodontal, a colocag¢do das ligaduras para indu¢do da doenga ocorreu 5
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dias antes do baseline. A instalacdo do aparelho ortodontico e inicio da
movimentacdo ocorreram no baseline. Nesta data, foram sacrificados animais
representativos dos grupos CONTR e DP.

Ap6s o sacrificio, a maxila de cada animal foi removida e separada em
duas hemimaxilas, totalizando 12 pecas/grupo/periodo, para posterior reducdo e
distribuicao aleatdria através de sorteio para realizacdo de histologia (4 hemimaxilas),
extragilo de RNA total (4 hemimaxilas) e extracdo de proteinas totais (4
hemimaxilas). Para o grupo controle positivo (ndo manipulado), foram empregadas 2
hemimaxilas para histologia e 3 para os outros dois procedimentos acima descritos.
Os tecidos coletados das pecas destinadas a extracdo de RNA/Proteinas (Figura 3)
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e posteriormente

armazenados em freezer -80 °C.

FIGURA 3 - Tlustrag@o correspondente a realizagio do corte do colar gengival com ldmina de bisturi
15C ao redor do 1° molar superior esquerdo (A); remocdo do colar gengival com o auxilio de uma
pinga clinica (B); amostra de colar gengival (C).
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6) Extragcdo de RNA total e RT-PCR em tempo real

A presenca de mRNA nos tecidos gengivais para as diferentes
isoformas de NOS e para IL-1p, IL-6 e TNFa foram avaliadas pela reacdo em cadeia
da polimerase apo6s transcri¢do reversa (RT-PCR) de maneira quantitativa, em tempo
real. Apds o sacrificio dos animais, o tecido gengival ao redor de 4 primeiros molares
superiores, coletados de 4 animais distintos de cada grupo com movimento
ortodontico/periodo foram separados em por¢cdo mesial e distal, referentes,
respectivamente, aos lados de compressdo e tensdo gerados pelo movimento
ortodontico. O tecido mesial abrangeu da metade da face livre vestibular até a lingual

e a por¢ao distal abrangeu da metade da face livre vestibular e lingual até a distal.

6.1) Extracao de RNA total

O RNA total dos tecidos coletados foi extraido com o kit RNeasy
Mini® (catdlogo n° 74106), da Qiagen®, segundo as instrucdes do fabricante. Este kit
se baseia no método de colunas de purificacdo e inclui tratamento com DNase
(RNase-Free DNase Set - catdlogo n° 79254) de modo a eliminar contaminacdo com
DNA gendmico, que pode afetar os resultados da reacdo de PCR em tempo real.

O tecido coletado foi macerado em 400 uL de solucdo Buffer RLT em
tubo de 1,7mL com o auxilio de pildo plastico. Em seguida, o tecido lisado foi
centrifugado por 3 minutos na velocidade maxima e o sobrenadante foi removido

com o auxilio de pipeta e transferido para um novo tubo. O mesmo volume (400 pL)
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de etanol 70% foi adicionado a solu¢do em suspensdo e misturado cuidadosamente
com a pipeta. Essa mistura foi transferida para um filtro (RNeasy spin column)
contido num tubo coletor de 2 mL fornecido pelo kit e centrifugada a 10.000 rpm por
15 segundos. O filtrado foi descartado e o “cartucho” do filtro utilizado nos passos
seguintes. Em seguida, seguiram-se os passos de purificacdo de RNA.

Para a purificacio de RNA através da digestio de DNA,
primeiramente, foram adicionados 350 pL da solu¢do Buffer RW1 ao filtro e o tubo
foi centrifugado por 15 segundos a 10.000 rpm. O filtrado foi descartado e 80 uL de
solucdo (10 pL de solugdo estoque DNase I + 70 uL de solucdo Buffer RDD) foram
adicionados diretamente sobre a membrana do filtro e os tubos foram deixados na
bancada a 20-30°C por 15 minutos. O primeiro passo da purificacdo foi repetido e
voltou-se aos passos da extracdo de RNA.

500 uL da solu¢do Buffer RPE foram passados pelo filtro, utilizando a
centrifuga a 10.000 rpm por 15 segundos. Do mesmo modo, o filtrado foi descartado
e o filtro preservado. O mesmo procedimento foi repetido, porém dessa vez, o tubo
ficou por 2 minutos na centrifuga e o tubo com o filtrado foi descartado e outro tubo
coletor fornecido pelo kit foi usado. Esse tubo foi centrifugado por 1 minuto na
velocidade maxima. Em seguida, o filtro foi colocado em um novo tubo coletor de
1,5 mL fornecido pelo kit e 30 puL. da 4gua RNase-free foram pipetados diretamente
no centro da membrana do filtro e o tubo foi centrifugado por 1 minuto a 10.000
rpm. Esse procedimento foi repetido e o filtrado coletado no mesmo tubo resultando

num total de 60 puL. de RNA.
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A quantidade e pureza do RNA foram determinadas em
espectrofotometro de luz UV (Biomate 3 - Thermo Electron Corporation) por meio
da avaliacdo das absorbancias a 260 nm e da relagdo entre as absorbancias a 260/280
nm, respectivamente. A integridade do RNA total foi avaliada por meio de resolugdo
de 0,5 ng do RNA purificado em eletroforese em gel de agarose a 1%. A integridade
foi determinada através de imagens digitalizadas do gel (ImageQuant 100 — GE
Healthcare) com a observacdo de bandas bem definidas correspondentes aos
fragmentos 18S e 28S do RNA ribossdémico, sendo que a intensidade da banda
correspondente ao fragmento 28S deve corresponder aproximadamente ao dobro da

intensidade da banda correspondente ao fragmento 18S (Figura 4).

Banda 28S

Banda 18S

FIGURA 4 - Eletroforese em gel de agarose 1% para avaliar a integridade do RNA total extraido pela
observacdo de bandas bem definidas correspondentes aos fragmentos 18S e 28S do RNA ribossémico
de 6 amostras extraidas por modelo de indu¢do da doenga periodontal e por modelo de movimentagdo
ortodontica.

6.2) RT - Transcricao Reversa (sintese de cDNA)

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi feita por reacdo de
transcricao reversa (RT) utilizando o kit TagMan Reverse Transcription Reagents
(Applied Biosystems) em termociclador (MyCycler - Bio-Rad). Foram utilizados

385ng de RNA total por amostra na presenga de Oligo-dT, dNTPs, MgCl,, inibidor de
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RNAse e enzima de transcriptase reversa, de acordo com o protocolo do fabricante

(Applied Biosystems).

6.3) PCR em Tempo Real

1 puL do produto da reacdo de RT foi utilizado num volume total de
reacdo de PCR de 10 pL. Este volume incluiu, além do produto da reacdo de RT,
agua livre de nucleases, TagMan Gene Expression Master Mix e TagMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems) para os genes alvo de rato. Os genes alvos,
Assay ID #, Acession # e amplicon de cada TagMan Gene Expression Assay estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — InformacGes sobre os conjuntos de primers e sondas TagMan pré-otimizados para PCR em
Tempo Real (TagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems)

Gene alvo Assay ID Acession # Amplicon (bp)
Beta-actin (Actb) | Rn00667869_m1 NM_031144.2 91
iNOS Rn00561646_m1 NM_012611.3 77
eNOS Rn02132634_s1 NM_021838.2 117
IL-1B Rn00580432_m1 NM_031512.2 74
IL-6 Rn99999011 m1 NM_012589.1 90
TNF-a Rn99999017_m1 NM_012675.2 108

Os ensaios de expressdao génica incluem um par de “primers” para
PCR nao marcado e uma sonda marcada com fluor6foro (FAM-labelled), que deve
anelar ao molde do amplicon dos “primers” especificos; todos estes ensaios sao pré-

desenhados e otimizados pelo fabricante (Applied Biosystems) para deteccdo e
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quantificacdo de sequéncias de cDNA especificas dos genes-alvo. As condi¢des pré-
otimizadas de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos,
95°C por 15 segundos e 55 ciclos de 60°C por 1 minuto. O RT-PCR em tempo real
foi realizado em um equipamento Real-Time PCR StepOnePlus (Applied Biosystems)
e a expressao génica tanto dos genes-alvo quanto do gene constitutivo B-actina foi
quantificada a partir do ACT. A expressdo do gene-alvo foi normalizada para a

expressao do housekeeping gene (p-actina).

7) Western blot (WB)

A expressdao protéica de eNOS, iNOS, IL-1B, IL-6 e TNF-a foi
avaliada pelo método de Western blot. Para isto, foram utilizadas amostras de
proteina total extraidas dos tecidos gengivais biopsiados ao redor de 4 primeiros
molares superiores de 4 animais distintos de cada grupo, representativos dos
diferentes periodos experimentais.

Um tampao de extracdo contendo T-PER (Tissue Protein Extraction
Reagent - Pierce) e um coquetel inibidor de protease (Protein Stabilizing Cocktail -
Pierce) foram preparados e adicionados aos tecidos, os quais foram macerados,
centrifugados por 5 minutos a 13.000 RPM a 4°C, com posterior remocao do
sobrenadante. Os extratos de proteina foram quantificados pelo método de Bradford
(Bio-Rad) e a leitura de absorbancia a 595nm foi realizada em leitor de ELISA ELx
800 (Bio-Tek). Em seguida, as amostras de proteina foram homogeneizadas em

tampao de amostra, contendo SDS 2% (3x SDS Sample Buffer Blue — Cell Signaling)
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e 41.7mM de DTT (30x DTT Cell Signaling), e ajustadas a um volume final igual. A
homogeneizacdo foi feita em gelo, seguida de fervura para desnaturacdo protéica a
95°C por 5 minutos, posterior centrifugacio de 30 segundos a 13000 RPM (centrifuga
5415D — Eppendorf) e manuten¢do em gelo por 5 minutos, procedimentos também
realizados para o padrao de peso molecular biotinilado (Cell Signalling).

Para o Western Blot, as amostras contendo quantidades iguais de
proteina total (30pg) foram separadas em géis de poliacrilamida Tris-Cl a 10% (Mini-
Protean 3 cell — Bio-Rad), utilizando voltagem constante de 100 V por 90 minutos,
seguidos de eletro-transferéncia (Mini Trans-blot Electrophoretic Transfer Cell — Bio
Rad) para membranas de nitrocelulose com poros de 0.45muM (Bio-Rad) durante 1
hora a 300 mA constante. Apds o bloqueio em tampao Tris-NaCl + Tween (TBS-T)
contendo 5% de leite desnatado liofilizado (blocking buffer) por 1 hora sob agita¢ao
(TS-2000 VDRL shaker — Biomixer) a temperatura ambiente, as membranas
receberam 3 lavagens de 5 minutos com tampao TBS-T a 0,1% e foram incubadas
sob agitacdo (Mini Rocker MR-1 — Biosan) overnight a 4°C com o0s anticorpos
primarios para as proteinas de interesse: eNOS e iNOS (1:500 em PBS — Santa Cruz
Biotechnology), IL-1B, IL-6 e TNF-a (1:500 em PBS — R&D Systems), além de
GAPDH (1:500 em PBS - Santa Cruz Biotechnology) como controle de
carregamento. Apos remog¢ao do excesso de anticorpo primdrio e 3 lavagens com
TBS-T, foi realizada incubacdo com anticorpo secundario (conjugado a horseradish
peroxidase) por 1 hora a temperatura ambiente sob agitagao (TS-2000 VDRL shaker

— Biomixer). Para eNOS, iNOS e GAPDH foi utilizado um anticorpo anti-coelho e
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para IL-1PB, IL-6 e TNF-a foi utilizado um anticorpo anti-cabra (1:1000 em blocking
buffer — Santa Cruz Biotechnology). Em seguida, as membranas foram novamente
lavadas e a deteccio da presenca das proteinas realizada por um sistema de
quimioluminescéncia (LumiGlo, Cell Signaling). Imagens digitalizadas dos filmes
radiograficos para Western blot foram obtidas em um sistema digital de

fotodocumentacao (ImageQuant 100 — GE Healthcare).

8) Anadlise histométrica

Ap6s fixacdo em Formaldeido 4% (Paraformaldeido), 4 hemimaxilas
de 4 animais distintos de cada grupo/periodo foram desmineralizadas em solugdo de
EDTA 10% por 60 dias — com troca de solucdo 3 vezes por semana — para posterior
inclusd@o em parafina. Cortes seriados de 4um de espessura foram obtidos no plano
sagital montados em laminas de vidro. Em seguida, os cortes aderidos as laminas de
vidro foram corados por hematoxilina/eosina (H/E). As sec¢des foram utilizadas para
avaliacdo histométrica - medida da extensdo linear nas regides proximais mesial e
distal e medida da area de perda 6ssea alveolar na regiao de furca. Estas andlises
foram realizadas por um examinador cego e calibrado, com o auxilio de um
microscopio de luz Leica DMLS na magnificacdo de 100 e/ou 200x. As dreas de
interesse dos cortes pré-selecionados foram fotografadas com uma camera digital
Leica DFC 300 FX e as imagens capturadas foram arquivadas no formato TIFF

(Tagged Image File Format).
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A andlise histométrica foi feita através do software de imagem Image J
versdo 1.37b. (National Institutes of Health, USA, http: // rsb.info.nih.gov/ij/docs). A
medida da distancia da crista 6ssea alveolar a juncdo cemento-esmalte foi obtida, nas
faces mesial (lado de compressdo) e distal (lado de tensdo) dos primeiros molares
superiores (Figura 5). J4, na regido de furca a drea delimitada foi feita de acordo com
a metodologia de Duarte et al.”® (2006). A regido delimitada foi de 1000 um abaixo
do ponto mais alto do teto da furca no espaco inter-radicular dos primeiros molares
superiores. A drea total da regido inter-radicular e a drea com tecido 0sseo presente
foram medidas, e através da subtracdo desses valores obteve-se a quantidade de
tecido 6sseo reabsorvido (Figura 6). Foi feita uma porcentagem dos valores obtidos

para se ter a propor¢ao de perda dssea.

A B

FIGURA 5 - Fotomicrografia representando a drea para andlise histométrica nas regides mesial (A) e
distal (B).
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FIGURA 6 — Fotomicrografia representando a drea delimitada para andlise histométrica na regido de
furca dos primeiros molares superiores. Obteve-se a medida da drea inter-radicular total da qual foi
subtraida a medida da drea com tecido mineralizado que resultou em drea de perda dssea.

9) Medigdo da drea de reabsorcdo ossea

Uma metodologia complementar para avaliar quantitativamente a
reabsor¢do dssea foi realizada. Quatro pecas de cada um dos grupos experimentais (3
horas, 1, 3 e 7 dias) cujos tecidos moles foram retirados para extracdo de
RNA/proteinas, foram limpas e colocadas em peréxido de hidrogénio por 24 horas
com a finalidade de remover os tecidos moles remanescentes. Posteriormente, as
pecas foram armazenadas em dlcool 70 e coradas com azul de metileno. 1,4g de azul
de metileno foram dissolvidos em 100 ml de etanol 95%. 5 ml dessa solu¢do foram
diluidos em 95 ml de &4gua. Essa solucdo foi utilizada para corar as pecas que
permaneceram por 5 minutos nessa solugao.

A face lingual das pecas coradas foi fotografada em
estereomicroscopio (Leica MZ6) juntamente com papel milimetrado (utilizado para
calibrar o software de medicdo UTHSCSA ImageTool 3.0). A face lingual foi
escolhida pelo fato da face vestibular apresentar tdbua dssea que sobrepde a crista

Ossea alveolar, impedindo a medicdo correta da reabsorcdo alveolar. A drea
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compreendida pela perda éssea do 1° molar superior foi medida (Figura 7) por

examinador cego e treinado.

FIGURA 7 - Desenho representativo do 1° molar superior apds remogédo do tecido mole e coloracdo
com azul de metileno. A drea em azul corresponde a drea de perda 6ssea alveolar calculada.

10) Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Para anélise de reabsor¢do dssea e
PCR em tempo real a analise estatistica foi feita através da andlise de variincia one-
way Anova seguido de comparagdo entre os grupos com o teste de Tukey. Foi
considerado nivel de 5% de significancia como regra de decisdo por uma diferenca

significativa.
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RESULTADO

1) RT-PCR em Tempo Real e Western blot

A andlise dos resultados obtidos no presente estudo demonstra que os
grupos teste (MO, DP, MODP) apresentaram aumento na expressdo das enzimas
iNOS e eNOS, bem como nos niveis das citocinas inflamatérias IL-1p3, TNF-a e IL-6,
revelando o importante papel dessas moléculas tanto na doenca periodontal quanto no
movimento ortodontico. Deve-se lembrar que a indu¢do da doenga ocorreu 5 dias
antes do baseline, portanto, neste momento, as amostras do grupo DP ja
evidenciavam este aumento da expressdo protéica. Todos os resultados da
quantificagdo da expressio de mRNA e de proteina foram submetidos ao teste

paramétrico one-way ANOVA complementado pelo teste de Tukey.

a) Expressdo de iNOS

gPCR (Figura 8): No periodo de 3 horas os grupos com doenga
periodontal induzida (DP e MODP) apresentaram maior expressao de iNOS em
relacdo aos grupos CONTR e MO, tanto na mesial quanto na distal, com diferencas
significantes (p<0.05). O pico de expressdo de iNOS para todos os grupos teste
ocorreu no periodo de 1 dia, correspondendo ao sexto dia de indu¢do de DP e ao
primeiro dia de movimentagdo ortodontica. Neste periodo, todos os grupos
apresentaram expressdo maior em relacdo ao controle, com destaque para o grupo

MODP que apresentou expressdo média 12.8x maior que aquele grupo (p<0.05). Aos
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3 dias, ha uma reducdo na expressdo de iNOS para todos os grupos, porém, com
permanéncia de valores mais altos para o grupo MODP, na regido distal. Aos 7 dias,
os valores sdo proximos dos observados aos 3 dias, porém com destaque para o grupo
DP que apresentou expressao de iNOS estatisticamente maior em relagio ao controle,
tanto na mesial quanto na distal. Ja os grupos MO e MODP apresentaram tendéncia a
normalizagcdo da expressao de iNOS na mesial embora ainda mantendo valores mais
altos que o controle na regido distal.

WB (Figura 9): A expressao protéica de iNOS encontra-se aumentada
nos grupos com doenga (DP e MODP) em rela¢do aos grupos Controle e MO, no
periodo de 1 dia. Aos 3 e 7 dias as imagens sugerem uma redu¢do na expressao desta
enzima para os grupos teste para valores semelhantes ao controle. Ao compararmos
somente 0s grupos teste, notamos uma maior expressao nos grupos doentes tanto para
3 como 7 dias. A expressao do controle end6geno, GAPDH, estd representada na

Figura 10.
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FIGURA 8 — Expressdo de iNOS através da técnica RT-PCR Tempo Real em fold-change sobre o
controle nas regides mesial e distal. As barras nos graficos indicam as médias e as linhas verticais os
desvios-padrdo de 4 amostras por grupo de acordo com os periodos experimentais (3 horas, 1, 3 e 7
dias). Diferenca estatistica significante (p< 0.05): * MO em relacao ao DP e MODP; ¢« DP e MODP em
relacdo ao MO e CONTR; ! C em relacdo ao MO; * MODP em relagio a todos os outros grupos; *
DP em relagdo a todos os outros grupos; ® DP em relagdo ao CONTR.
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FIGURA 9 - Expressdo de iNOS através da técnica Western blot, nos periodos experimentais de 1, 3 e
7 dias, sendo as amostras CONTR-b: controle baseline, DP-b: doenga periodontal baseline, DP: doenga
periodontal, MO: movimento ortodontico (M: mesial e D: distal), MODP: doenca periodontal seguida
de movimento ortodontico (M: mesial e D: distal).

7 DIAS

FIGURA 10 — Expressdao de GAPDH através da técnica Western blot, nos periodos experimentais de
1, 3 e 7 dias, sendo as amostras CONTR-b: controle baseline, DP-b: doenca periodontal baseline, DP:
doencga periodontal, MO: movimento ortoddntico (M: mesial e D: distal), MODP: doenca periodontal
seguida de movimento ortoddntico (M: mesial e D: distal).
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b) Expressao de eNOS

gPCR (Figura 11): No periodo de 3 horas todos os grupos teste
apresentaram expressao elevada de eNOS em relacio ao CONTR, sendo que na
regido mesial, o grupo MODP apresentou diferencga estatistica significante (p<0.05).
A partir de 1 dia, os niveis tendem a se normalizar, apesar de alguns sitios ainda
apresentarem diferencas significativas com relacdo ao controle, como é o caso do
grupo DP, na mesial e distal no periodo de 1 dia e do grupo MO na regiao mesial no
periodo de 3 dias (p<0.05). MODP também se apresenta elevado na regido distal aos
3 dias, embora sem diferenca significante com os demais grupos.

WB (Figura 12): A expressao protéica de eNOS encontra-se
aumentada nos grupos experimentais (DP, MODP e MO) em relagdo ao grupo
Controle em todos os periodos e essa expressao parece aumentar com o tempo. Para o
grupo MO observa-se maior expressao aos 3 dias, assim como para a distal do grupo
MODP. Ja para o grupo DP e a mesial de MODP parecem expressar mais eNOS no

periodo de 7 dias.
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FIGURA 11 - Expressdao de eNOS através da técnica RT-PCR Tempo Real em fold-change sobre o
controle nas regides mesial e distal. As barras nos graficos indicam as médias e as linhas verticais os
desvios-padrdo de 4 amostras por grupo de acordo com os periodos experimentais (3 horas, 1, 3 e
7dias). Diferenca estatistica significante (p< 0.05): # MODP em relagdo ao CONTR; * DP em relagdo
a todos os outros grupos; ! MO em relagdo ao CONTR e DP.

FIGURA 12 - Expressdo de eNOS através da técnica Western blot, nos periodos experimentais de 1, 3
e 7 dias, sendo as amostras CONTR-b: controle baseline, DP-b: doenca periodontal baseline, DP:
doencga periodontal, MO: movimento ortoddntico (M: mesial e D: distal), MODP: doenca periodontal
seguida de movimento ortoddntico (M: mesial e D: distal).

c¢) Expressao de IL-1f
gPCR (Figura 13): No periodo de 3 horas os grupos doentes apresentaram
niveis elevados de IL-1B em relagdo aos demais. Em 1 dia, a expressao nos doentes se
eleva ainda mais, com maior destaque ao grupo MODP, onde nota-se diferenca
estatistica significante em relagdo aos demais grupos, tanto na mesial quanto na distal
(p<0.05). Em 3 dias, o MODP ainda apresenta niveis elevados na regiao distal, com

diferenca estatistica em relacio ao DP e CONTR (p<0.05). Nota-se neste periodo
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uma tendéncia de aumento na expressao de IL-1p no grupo MO, tanto mesial quanto
distal. A partir de 7 dias a expressao tende a normaliza¢do em todos os grupos.

WB (Figura 14): No periodo de 1 dia observa-se um aumento da expressao de
IL-1P para os grupos teste em relacio ao CONTR, porém com mais evidéncia para os
grupos doentes. No periodo de 3 dias, as imagens sugerem um aumento em todos 0s

grupos teste, que se mantém no periodo de 7 dias, principalmente no grupo DP.

MESIAL 3 horas I dia 3 dias 7 dias

Fold-change over control

DISTAL

Fold-change over control

Fold-change over control
Fold-change over control
Fold-change over control

Fold-change over control
Fold-change over control
Fold-change over control

FIGURA 13 - Expressdo de IL-1p através da técnica RT-PCR Tempo Real em fold-change sobre o
controle nas regides mesial e distal. As barras nos grificos indicam as médias e as linhas verticais os
desvios-padrdo de 4 amostras por grupo de acordo com os periodos experimentais (3 horas, 1, 3 e 7
dias). Diferenca estatistica significante (p< 0.05): * MODP em relacdo aos outros grupos; X MODP
em relacdo ao DP e CONTR.

FIGURA 14 - Expressdo de IL-1f através da técnica Western blot, nos periodos experimentais de 1, 3
e 7 dias, sendo as amostras CONTR-b: controle baseline, DP-b: doenca periodontal baseline, DP:
doenca periodontal, MO: movimento ortoddntico (M: mesial e D: distal), MODP: doenca periodontal
seguida de movimento ortoddntico (M: mesial e D: distal).
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d) Expressdo de TNFa

gPCR (Figura 15): Em 3 horas todos os grupos teste apresentaram
tendéncia de aumento dos niveis de TNFa em relacdo ao CONTR, porém com maior
expressao para os grupos com doencga. No periodo de 1 dia, o grupo MODP aumentou
em torno de 7 vezes em relagdo ao controle, apresentando diferenca significante
(p<0.05). A partir de 3 dias todos os grupos iniciam tendéncia de normaliza¢do dos
niveis de mRNA, até que em 7 dias os niveis estdo normalizados.

WB — nenhum dos experimentos realizados detectou a expressao

protéica de TNFa.

FIGURA 15 - Expressdo de TNF-a através da técnica RT-PCR Tempo Real em fold-change sobre o
controle nas regides mesial e distal. As barras nos graficos indicam as médias e as linhas verticais os
desvios-padrdo de 4 amostras por grupo de acordo com os periodos experimentais (3 horas, 1, 3 e 7
dias). Diferenca estatistica significante (p< 0.05): ®* DP em relacdio ao CONTR; X MODP em relagdo
ao CONTR e MO; * MODP em relacdo aos outros grupos; @ MO em rela¢do ao DP e MODP.
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e) Expressdo de IL-6

gPCR (Figura 16): No periodo de 1 dia os grupos doentes
apresentaram niveis elevados de IL-6 em relagdo aos demais. Aos 3 dias, em geral ha
uma queda na expressdo, porém os grupos sob movimenta¢do ortoddntica mantém
niveis mais elevados, com diferencgas significantes entre MO-mesial e controle e
MODP-distal e controle (p<0.05). Aos 7 dias, os niveis de IL-6 tendem a normalizar,
mas os grupos sob movimentagdo continuam apresentando taxas mais elevadas em
relacdo aos demais na regido distal.

WB — nenhum dos experimentos realizados detectou a expressao

protéica de IL-6.

7 dias

FIGURA 16 - Expressdo de IL-6 através da técnica RT-PCR Tempo Real em fold-change sobre o
controle nas regides mesial e distal. As barras nos graficos indicam as médias e as linhas verticais os
desvios-padrdo de 4 amostras por grupo de acordo com os periodos experimentais (3 horas, 1, 3 e 7
dias). Diferenca estatistica significante (p< 0.05): X MODP em relacdo ao CONTR e MO; # MODP
em relacdo ao CONTR; ! MO em relagdo ao CONTR.
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2) Andlise Histométrica da Perda Ossea Alveolar das Regioes Mesial, Distal e
Furca
a) Regido Mesial
No periodo de 3 horas foi detectada maior perda éssea linear na regiao
mesial nos grupos doentes, sendo que o DP apresentou diferenca estatistica em
relacdo ao CONTR e ao MO (p < 0.05). Nos dias 1, 3 e 7, os grupos doentes
apresentaram maior perda dssea em relacdo aos demais grupos com diferenca

significante (p < 0.05) (Figura 17).

b) Regido Distal
No periodo de 3 horas, os grupos doentes apresentaram maior perda
Ossea linear na regido distal em comparagdo com os demais grupos (p < 0.05). Nos

dias 1, 3 e 7, o grupo MODP apresentou perda dssea significante em relacdo ao

CONTR e ao MO (p < 0.05) (Figura 17).



60

FIGURA 17 — Anidlise Histométrica: medida linear da perda dssea das regides mesial e distal dos
primeiros molares superiores nos periodos experimentais 3 horas, 1, 3 e 7 dias. Os graficos apresentam
média e desvio-padrdo (um) referente a 4 amostras por grupo. * Diferenca estatistica significante (p <
0.05).

¢) Regido de Furca

Os grupos doentes apresentaram altas taxas de perda 6ssea desde o periodo de
3 horas, em virtude da presenca de doenga periodontal. Houve diferenca estatistica
entre os grupos doentes para com os grupos CONTR e MO (p<0.05). Em 1 dia e 3
dias, além dessa diferenga estatistica, observou-se ainda uma tendéncia do grupo
MODP apresentar mais perda 6ssea que o DP. A partir de 3 dias houve uma tendéncia
de inicio de perda 6ssea para o grupo MO. Em 7 dias a porcentagem de reabsorcdo
desse grupo € equivalente aos outros grupos teste, sendo mais evidente na mesial da

raiz distal (4rea de compressdo do LP) (Figuras 18, 19, 20, 21).
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FIGURA 18 — Microfotografias ilustrando a drea de reabsor¢do dssea na regido de furca dos primeiros
molares superiores que foram analisados quantitativamente. Regides representativas de um dente por
grupo no periodo experimental de 3 horas. O grafico apresenta média e desvio-padrio (%) de perda
Ossea da regido de furca. Hematoxilina e eosina; magnificagdo 50x. *Diferenca estatistica entre os
grupos (p < 0.05).

FIGURA 19 — Microfotografias ilustrando a 4rea de reabsor¢@o dssea na regido de furca dos primeiros
molares superiores que foram analisados quantitativamente. Regides representativas de um dente por
grupo no periodo experimental de 1 dia. O gréafico apresenta média e desvio-padrdo (%) de perda
Ossea da regido de furca. Hematoxilina e eosina; magnificacdo 50x. *Diferenca estatistica entre os
grupos (p < 0.05).
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FIGURA 20 - Microfotografias ilustrando a drea de reabsor¢do dssea na regido de furca dos primeiros
molares superiores que foram analisados quantitativamente. Regides representativas de um dente por
grupo no periodo experimental de 3 dias. O grafico apresenta média e desvio-padrdo (%) de perda
Ossea da regido de furca. Hematoxilina e eosina; magnificacdao 50x. *Diferenca estatistica entre os
grupos (p < 0.05).

FIGURA 21 — Microfotografias ilustrando a 4rea de reabsor¢@o dssea na regido de furca dos primeiros
molares superiores que foram analisados quantitativamente. Regides representativas de um dente por
grupo no periodo experimental de 7 dias. O gréfico apresenta média e desvio-padrio (%) de perda
Ossea da regido de furca. Hematoxilina e eosina; magnificacdao 50x. *Diferenca estatistica entre os
grupos (p < 0.05).
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3) Medida de Reabsorcio Ossea - Morfometria
A érea radicular supra-6ssea dos animais experimentais e controles foi
calculada. Os resultados foram submetidos ao teste paramétrico One-way ANOVA
complementado pelo teste de Tukey para avaliar a diferenga entre os periodos de
inducdo da doenga e da movimentagdo ortoddntica e estao apresentados nas figuras

abaixo (Figuras 22, 23, 24 e 25).

FIGURA 22 - Média e desvio padrio da drea radicular supra-6ssea (mm?), na face lingual dos molares

superiores durante o periodo experimental de 3 horas (* p< 0,05 em relacdo aos outros grupos).
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FIGURA 23 - Média e desvio padrio da drea radicular supra-6ssea (mm?), na face lingual dos molares

superiores durante o periodo experimental de 1 dia (* p< 0,05 em relacdo aos outros grupos).

FIGURA 24 - Média e desvio padrio da drea radicular supra-6ssea (mm?), na face lingual dos molares

superiores durante o periodo experimental de 3 dias (* p< 0,05 em relacio aos outros grupos).
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FIGURA 25 - Média e desvio padrio da drea radicular supra-6ssea (mm?), na face lingual dos molares

superiores durante o periodo experimental de 7 dias (* p< 0,05 em relacdo aos outros grupos).

Nos periodos de 3 horas, 3 e 7 dias houve diferenca significante
(p<0.05) entre os grupos DP/CONTR, DP/MO, MODP/CONTR, e MODP/MO em
relacdo a perda dssea macroscopica e ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
DP/MODP e CONTR/MO. A perda dssea mostrou-se expressiva nos grupos DP e

MODP em todos os periodos e com aumento progressivo com o passar dos dias.
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DISCUSSAO

Virios estudos experimentais tém sido conduzidos para avaliar a
resposta dos tecidos periodontais ao estimulo mecanico ou a inducdo de doencga
periodontal de forma isolada. Esse € o primeiro estudo que avalia a resposta desses
tecidos ao estimulo conjunto do movimento ortoddntico e da doenga periodontal
induzida.

O modelo de indugdo de doenga periodontal por ligadura utilizado
neste estudo ja estd bem estabelecido na literatura e os resultados observados na
mensuragdo da perda Ossea pelos dois métodos empregados comprovam que a
inducdo da doenga periodontal em nosso estudo foi efetivamente realizada. O modelo
de movimentagdo ortodontica empregado também tem sido muito utilizado para
determinar a contribuicdo de vérios agentes enddgenos e exdgenos ao Pprocesso
mecanico mediado por remodelacdo 6ssea”®**. Esse modelo foi efetivo em nosso
estudo uma vez que pudemos observar, embora nao mensurado, um distanciamento
entre os 1° e 2° molares superiores (Figura 2- C e D).

No presente estudo foi observado um significante aumento de mRNA
para todos os genes avaliados, em todos os grupos testes, com destaque maior para o
grupo MODP, que apresentou os maiores picos de expressao para os genes iNOS, IL-
1B, TNF-a e IL-6, os quais ocorreram no periodo de 1 dia, e para eNOS, que ocorreu
no periodo de 3 horas. Este destaque ao grupo MODP também foi observado na

expressao dessas proteinas por WB, quando detectadas.
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Estudos indicam que o NO ¢ um mediador importante para o
movimento ortodontico e sua concentracdo estd diretamente relacionada com a
movimentacao dentdria"®!. Outros relatam que o NO tem importante papel na doenca
periodontal”**®’. A atividade da enzima NOS foi avaliada como forma indireta de se
avaliar a produgao endégena de NO, apesar de ser um método que prevé nivel de NO
mais baixo do que o real**.

O NO age como mediador na formacdo 6ssea adaptativa™, protege o0s

ostedcitos contra o processo de apoptosegs’97

, € age como mediador da atividade
osteocldstica'®. Altos niveis de NO impedem a formacdo de osteoclastos e reduzem
sua atividade’', enquanto a redugdo na produgdo de NO produz efeito oposto'*°. Em
um estudo in vitro, foi observado que até o momento antes do processo de fusdo de
células mononucleares para formacgao de osteoclastos houve um intenso sinal de NO
que desapareceu rapidamente apds a fusdo, sugerindo que o NO estd envolvido na
formacdo de osteoclastos como uma molécula sinalizadora de fusdo. Durante a
formacdo de osteoclastos, os inibidores da enzima NOS levam a inibi¢do e redugdo
dessa formacdo, jd os precursores de NOS apresentam efeito oposto ' .

Além da relacdo do NO com células Osseas, niveis excessivos desse
mediador podem levar a destruicdo tecidual devido a ativacdo de MMPs
(metaloproteinases de matriz) e diminui¢ao do nivel dos seus inibidores (TIMPS:
inibidor tecidual de metaloproteinases) '

A expressao de iNOS apresentou pico maximo nos grupos DP, MO e

MODP (p < 0.05) no dia 1, sendo que os grupos com aparelho apresentaram maior
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expressao na regido distal (Iado de tensdao). Apds 3 dias a tendéncia dos niveis foi de
normalizacdo, embora apresentassem valores mais altos que o controle na regiao
distal. Para a expressdo protéica, pudemos observar que os grupos doentes
apresentaram maior expressao, principalmente no periodo de 1 dia.
Aumento na expressdao de iNOS tem sido observado em sitios
. ) o 6,46,52,64
periodontais doentes quando comparados a sitios controle em humanos .
Alguns estudos detectaram pico de iNOS entre 3 a 8 dias apds a inducao de doenca

23’69’87, semelhante aos resultados obtidos em nosso trabalho, uma

periodontal em ratos
vez que no periodo de 1 dia o animal ja se encontrava no 6° dia de inducdo da doenca.
Trabalhos in vivo que utilizaram inibidor especifico para essa enzima — mercaptoetil
guanidina — e compararam com inibidor ndo especifico, observaram que NOS2 tem
papel importante na doenca periodontal*"®.

De forma semelhante ao nosso estudo, outros confirmam a
participacdo da enzima iNOS em sitios de compressao e tensdo durante o movimento
dentario®®’®%®,

O aumento de iNOS encontrado tanto no movimento ortoddntico
quanto na doenga periodontal pode ser explicado devido ao aumento de mediadores
inflamatorios - IL-1P, TNF-a e IFNy - que estimulam a producao de iNOS por vérias
células. Além disso, a combinagdo dessas citocinas produz um efeito sinergético na
inducdo de iNOS™™. Outro estimulo da producdo de iNOS que ocorre na doenca

periodontal é a endotoxina bacteriana que juntamente com citocinas (IL-1B, TNF-a)

aumenta a producio de NO e iNOS™.
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O préprio NO possui efeito bifasico na transcricao de iNOS. Quando a
concentracdo de NO estd baixa, apds estimulacdo dos macréfagos por citocinas
inflamatoérias, ocorre a ativacdo de NF-«xB aumentando a producdo de iNOS, que
resulta em retroalimentacdo positiva. J4, quando a concentracdo de NO estd alta,
ocorre efeito oposto, ou seja, retroalimentacdo negativa prevenindo a produgdo
exagerada de NO”’.

NO gerado pela enzima iNOS deve estar associado com reabsorcao
Ossea, uma vez que citocinas e/ou LPS levam a producdo de iNOS inibindo o
crescimento e diferenciacdo de osteoblastos’””. A inducdo de iNOS no o0sso ocorre
durante a inflamacdo e é provavel que o NO e as prostaglandinas atuem juntas
inibindo a express@do do fendtipo osteobldstico enquanto estimulam reabsor¢do
6ssea®’. Inflamacdo persistente e inducdo de producdo de iNOS por citocinas resultam
num desequilibrio de reabsorcdo dssea sobre a formacdo 6ssea, com preponderante
destruicdo tecidual™.

Observamos no grupo MODP pico de expressdo de eNOS na regiao
mesial (+14.3) e distal (£7.52) apds 3 horas de colocagdo do aparelho. Também foi
detectada maior expressdao génica nos outros grupos teste (DP e MO) em relacdo ao
Controle. Esses niveis apresentaram reducao a partir do periodo de 1 dia, porém o DP

ainda apresentava expressao elevada em comparacao aos demais grupos. Aos 3 dias o

MO na mesial e o MODP na distal apresentaram um pequeno aumento, com
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significancia apenas para o primeiro. A expressao protéica foi maior nos grupos teste
em relacdo ao Controle e apresentou tendéncia de aumento com o passar dos dias.

Apesar de ndo ser encontrado na literatura nenhum trabalho que
indique a real participagdo de eNOS na doenca periodontal, os resultados obtidos em
nosso estudo indicam expressdo aumentada dessa enzima nos grupos doentes,
sugerindo a participacdo dessa enzima na doenga periodontal.

Durante o movimento ortodéntico, tem sido observado aumento da
atividade de eNOS em sitios de compressdao se comparados com sitios controle no
fluido crevicular gengival de humanos®’. Além disso, estudos in vivo detectaram
imuno-histoquimicamente a presenca de eNOS nos lados de tensdo e pressdo do
ligamento periodontal durante o movimento ortoddntico em ratos’>°. A expressio
aumentada de eNOS foi observada in vitro através do estimulo de células dsseas
humanas com PFF (fluxo de fluido pulsatil) quando comparadas com células sem
estimulo™®. Esses estudos confirmam nossos achados, sugerindo que eNOS é um
mediador importante na resposta ao estimulo mecanico.

Outro relevante achado desse estudo diz respeito ao fato de no lado
mesial (lado de pressdo) ocorrer expressao elevada de eNOS nos grupos com
aparelho, fato esse que pode ser explicado pela vasodilatacao e aumento na circulagdo
sanguinea que ocorre nessa regido de pressdo, uma vez que essas enzimas estao
presentes nas células endoteliais do ligamento periodontal, da gengiva e do o0sso

alveolar®.
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Merece destaque o fato de que o grupo MODP apresentou aumento
substancial em relacdo aos demais grupos evidenciando que quando associamos
doenca periodontal e movimento ortodontico as expressdoes de iNOS e eNOS sao
exacerbadas.

Virios trabalhos t€ém detectado aumento das citocinas inflamatérias IL-
1B, TNF-o. e IL-6, porém em condi¢des de doenca periodontal®**!=0>67108 oy

movimento ortoddntico>>-57-60:85.101.106

, isoladamente. O presente estudo teve como
caracteristica unir essas condi¢des e demonstrar que esse sinergismo gera aumento
significante dessas citocinas, além de observar aumento de suas expressdes nos outros
grupos teste (DP e MO) em relagdo ao controle.

Enfase deve ser dada novamente ao grupo MODP devido ao aumento
da expressao de citocinas inflamatdrias, revelando que a resposta molecular se torna
exagerada frente ao movimento de dentes com doenca periodontal. Esse dado é de
suma importancia para a situagdo clinica, pois aponta que pacientes com problemas
periodontais necessitam de acompanhamento rigoroso para manterem saude
periodontal, evitando assim possiveis danos aos tecidos.

Esses mediadores afetam o metabolismo 6sseo e sua secrecdo €
iniciada por vdérios estimulos, incluindo neurotransmissores, produtos bacterianos,
outras citocinas e for¢a mecanica. Particularmente no movimento ortoddntico, esse
aumento parece estar envolvido com as mudancas bioldgicas que ocorrem durante o
movimento dentdrio e ndo com a inflamagao gengival causada por bactérias como na
12,

doenca periodonta IL-1B e TNF-a tém capacidade sinérgica de aumentar a
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reabsorcdo 6ssea’ . Além disso, essas citocinas atrapalham o poder de reparo dos
tecidos periodontais, pois induzem a apoptose das células produtoras de matriz**’.
Induzem, também, a expressdo de outros mediadores que amplificam ou mantém a
resposta inflamatoria, estimulam a producdo de metaloproteinases de matriz e podem
aumentar a atividade fagocitica25’79. Em nosso trabalho, niveis altos de IL-6 foram
expressos nos grupos com aparelho (MODP e MO) na regido distal se comparado
com os demais grupos. Isso pode ser explicado pelo importante papel dessa citocina
na remodelacdo do osso alveolar e manutengcdo do tecido periodontal regulando a
diferenciacdo de osteoblastos nas células do ligamento periodontal®. Além disso, a
presenca de IL-6 também ¢é importante nas reacdes inflamatérias com a inducdo da
formacdo de osteoclastos’®, o que explicaria sua maior expressdo nos grupos doentes
(MODP e DP).

O estudo da perda dssea a partir de andlise histométrica linear
apresentou como resultado maior perda nos grupos doentes tanto na regido mesial
quanto na distal, sendo que MODP apresentou a maior perda dssea na regido distal (p
< 0.05). Na regiao de furca, a drea de perda éssea foi maior nos grupos doentes, com
o grupo MODP apresentando tendéncia de maior perda nos periodos de 1 e 3 dias.

Outra técnica empregada para andlise da perda dssea, a morfometria,
apresentou resultados semelhantes ao histoldgico, com maior perda éssea para os
grupos doentes. A perda dssea detectada nos grupos teste representa o que realmente
ocorre durante 0 movimento ortodontico e a doenca periodontal. A diferenga nesse

estudo foi avaliar a perda dssea quando essas condi¢des estdo presentes em conjunto.
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A tendéncia de maior perda dssea para o grupo MODP na regido distal (para todos os
periodos) e de furca (para o periodo de 1 e 3 dias) indica a maior destrui¢ao
periodontal nessa situagao de doenga e estimulo mecanico juntos.

A maior relevancia de nosso trabalho se deve, portanto, aos resultados
do grupo MODP que apresentou expressao maior, em comparagao aos outros grupos,
de todos os mediadores avaliados e, também, apresentou tendéncia de maior perda
Ossea nas regides avaliadas. A relacdo entre esses resultados moleculares e
histométricos/morfométricos tem extrema relevancia clinica, pois sugere que a
associacdo de movimento ortodontico a dentes comprometidos com doenca
periodontal ndo controlada ndo deve ser realizada devido ao dano que pode ocorrer
nos tecidos periodontais. E extremamente importante se restabelecer a sadde

periodontal antes de se iniciar o movimento de dentes comprometidos.
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Considerando as limitacdes do nosso estudo, podemos concluir que
movimento ortoddontico e doenca periodontal, induzem juntos um aumento
diferenciado na expressao de mediadores inflamatdrios nos tecidos periodontais, que
estd relacionado com a maior perda dssea alveolar. Nosso estudo sugere, também, que
o0 movimento ortoddntico atua como um fator sinérgico a progressao e severidade da

doenca periodontal induzida em ratos.
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