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Rocha VC. Influéncia da Diabetes Mellitus na movimentagdo ortodontica
associada a doenca periodontal: avaliacdo histomorfométrica em rato
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2016

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar histomorfometricamente a
influéncia da Diabetes Mellitus na movimentacdo dentaria associada a
doenca periodontal induzida em ratos. Para tal, foram utilizados ratos da
linhagem Wistar do género masculino com noventa dias de idade, pesando
em media 300g. As variaveis estudadas foram: doenca periodontal,
Diabetes Mellitus e movimentacao ortoddntica, analisando a perda 0ssea,
densidade éssea e quantidade de movimentacdo dentaria. A inducdo da
Diabetes Mellitus foi realizada através da diluicdo de aloxana
monohidratada em solucdo salina estéril, na concentracdo dose de 150
mg/peso em kg do rato. Apés trinta dias da aplicacdo da aloxana para
obtencdo da diabetes mellitus experimental, os animais receberam a
indugcé@o da doenca periodontal, realizada através da instalagdo de um fio
de seda preto 3-0 colocado na regido cervical do primeiro molar inferior.
Sete dias ap6s a obtencdo da doenca periodontal experimental, os animais
foram anestesiados para a aplicacdo da movimentagao ortodéntica, com o
aparelho posicionado entre o primeiro molar inferior e 0s incisivos
inferiores. Em todas as analises microscopicas qualitativas e quantitativas,
foram avaliados cortes histolégicos longitudinais na regido do osso alveolar
onde o dispositivo ortodéntico foi instalado. Para a obtencéo dos resultados
de quantidade de movimentacdo dentéria, foi utilizado um paquimetro
medindo a distancia entre a mesial do primeiro molar inferior e a distal do
segundo molar inferior. J& para obtencdo dos dados de perda Ossea e
densidade 6ssea, a morfometria foi realizada através um sistema de analise
de imagem (ImageJ), avaliando a area de furca nos dentes com e sem as
ligaduras. A estatistica descritiva se baseou no céalculo de médias e desvio
padrdo, enquanto a estatistica inferencial foi realizada através da analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
Os resultados mostraram que a Diabetes Mellitus possui efeito deletério
para o animal, principalmente quando associada a doenca periodontal e a
movimentacdo ortodontica. Notou-se também, que a doenca periodontal



causa maior perda 6ssea, mesmo quando em animais normoglicémicos, do
gue a Movimentacdo Ortodbntica em animais diabéticos, confirmando os
efeitos danosos causados pela Periodontite. Quando se trata de quantidade
de movimentacao dentaria, ndo foram notadas diferencas estatisticamente
significantes entre animais com Diabetes e sem Diabetes. Os resultados
permitem concluir que a Diabetes Mellitus causa danos, principalmente
guando se trata de perda 0ssea e densidade 0ssea na area de furca e que
mais estudos sdo necessarios para elucidar de qual maneira a Diabetes
Mellitus age em individuos com Doenca Periodontal e em tratamento
ortodontico.

Palavras-chave: aloxana; Diabetes mellitus; Movimentacdo dentaria;

Doencas periodontais.



Rocha VC. Influence of Diabetes Mellitus on orthodontic movement
associated with periodontal disease: histomorfometric evaluation in rats
[dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2016

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze histomorphometrically the influence of
Diabetes Mellitus on tooth movement associated with induced periodontal
disease in rats. It were used rats of male Wistar ninety days old, weighing
on average 300g. The variables studied were: periodontal disease,
Diabetes Mellitus and orthodontic movement, analyzing bone loss, bone
density and amount of tooth movement. Induction of Diabetes Mellitus was
performed by dilution of alloxan monohydrate in sterile saline, at the
concentration 150 mg/kg weight of rat. Thirty days after the alloxan
application for obtaining the experimental diabetes mellitus, animals
received induction of periodontal disease, carried out by installing a black
silk thread 3-0 placed in the cervical region of the first lower molar. Seven
days after obtaining the experimental periodontal disease, the animals were
anesthetized for the application of orthodontic movement with the device
positioned between the first lower molar and the lower incisors. In all
guantitative and qualitative microscopic analysis, longitudinal histological
sections were evaluated in the region of the alveolar bone where the
orthodontic appliance is installed. To obtain the results of amount of tooth
movement, were used a parking meter measuring the distance between the
mesial of the mandibular first lower molar and the distal of the second molar.
To obtaining the data bone loss and bone density, Morphometry was
performed using an image analysis system (ImagedJ), evaluating the
furcation area on teeth with and without the bands. Descriptive statistics was
based on the calculation of means and standard deviation while inferential
statistics were performed by analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test
at 5% significance level. The results showed that diabetes mellitus has a
deleterious effect on the animal, especially when associated with
periodontal disease and orthodontic movement. It was noted also that
periodontal disease causes a higher bone loss, even when in
normoglycemic animals, than the orthodontic movement in diabetic animals,
confirming the harmful effects caused by periodontitis. When it comes to the
amount of tooth movement were not observed significant differences
between animals with and without Diabetes Diabetes. The results suggest



that diabetes mellitus causes damage, particularly when it comes to bone
loss and bone density in the furcation area and that more studies are
needed to elucidate which way the Diabetes Mellitus acts in subjects with
periodontal disease and orthodontic treatment.

Keywords: alloxan; Diabetes mellitus; Tooth movement; periodontal
diseases.



1 INTRODUCAO

Atualmente é cada vez maior o nimero de pacientes
adultos que procuram terapia ortoddntica, sendo que por vezes ela é
realizada em individuos que possuem condi¢des sistémicas que podem
influenciar no resultado final da Movimentagcdo Ortodontica (MO). Dentre
essas condicfes, destacam-se a Doenca Periodontal (DP), o tabagismo e
a Diabetes Mellitus (DM).

A MO induzida é um processo biolégico mdltiplo
caracterizado por reacdes sequenciais do tecido periodontal em resposta
as forcas biomecanicas. As modificagcbes teciduais induzidas na
movimentacado dentaria estdo relacionadas a sua remodelagéo por ativacao
da reabsorgéo 6ssea alveolar no lado de presséo e consequente aposi¢ao
0ssea do lado de tensdo. Os estimulos gerados em resposta ao estresse
mecanico durante a MO induzida medeiam alteracfes teciduais que em
conjunto com a ativacdo dos mediadores quimicos resultam em nova

condicdo de homeostasia periodontal (Toms et al., 2000).

A inflamacdo € um importante requisito para a
movimentacdo dentéria induzida. A ativagdo de células inflamatorias e a
consequente liberacdo de citocinas inflamatérias apresentam importante
funcéo sobre os tecidos mineralizados (Tonder, 1983; Lara et al., 2003). A
fase inicial da movimentacdo dentaria estimula a liberacdo de fatores
guimicos e elétricos das fibras nervosas sensoriais e desencadeiam a
resposta inflamatéria que modifica a microcirculacdo, acompanhada por
migracdo de leucocitos a partir dos capilares sanguineos (Ogawa et al.,
2002; Perinetti et al., 2002). Esses eventos produzem alteracdes no 0Sso

circunjacente onde o processo continuo de remodelacado que € constituida



pelas etapas de ativagao, reabsorcéo e remodelacéo, todas controladas por
mediadores quimicos e citocinas pro-inflamatorias sao alteradas pela

aplicacao de forcas ortodonticas (Heller, Nanda, 1979).

Desta forma, na presenca de fatores modificadores
da resposta inflamatoria, como a DM, pode haver uma resposta exagerada
do hospedeiro frente a MO e/ou mecanismos de reparo prejudicados. Além
disso, a DM pode acelerar o colapso periodontal durante a movimentacao
dentaria. Em um estudo de Vallarino et al. de 2011, foi demonstrado que
animais diabéticos apresentavam maior perda de osso alveolar durante o
processo de MO do que animais saudaveis ou bem controlados. Bensch et
al., 2003, concluiram que durante a movimentacdo dentdria aumenta o

risco de perda 6ssea.

Adultos com DM que procuram tratamento
ortodontico podem apresentar DP, sendo essa caracterizada pela
inflamacdo dos tecidos gengival e periodontal induzida pelo biofilme
bacteriano e que leva a destruicdo dos tecidos periodontais e perda dos
elementos dentais. J4 esta bem estabelecido que a presenca de DM
aumenta o risco para o aparecimento e/ou progresséo de DP (Chapple e
Genco, 2013). E obvio que o completo tratamento periodontal e o controle
de biofilme por parte do paciente devam anteceder ao tratamento
ortodbntico, e a movimentacdo dentaria seja iniciada somente apos
paciente estar engajado na terapia periodontal de suporte. Porém, ha a
possibilidade de recidiva da DP durante o tratamento ortodéntico. Visto
isso, ndo héa na literatura estudos que avaliem a influéncia e a relagcéo entre
DP e movimentacédo dentéria na presenca de DM. Dessa maneira, torna-se
de grande interesse a influéncia da DM na MO associada a DP. Portanto,

0 presente estudo teve como finalidade avaliar essa hipotese.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus

A American Diabetes Association definiu a DM como
uma doenca crbnica evolutiva que se caracteriza pelas alteracbes dos
metabolismos devido a falta de insulina ou na sua capacidade de agir na
transferéncia de glicose plasmatica para as células (American Diabetes
Association, 2009)

Calcula-se que cerca de 6% da populacdo mundial
seja portadora de DM. A DM é conhecida por estar associada a um grande
namero de doencas concomitantes e secundarias do sistema
cardiovascular, bem como dos sistemas de suporte e o tecido articular
(Reichert et al., 2009).

A DM tipo 1 é a que mais acomete pessoas jovens
ao redor do mundo, representando cerca de 85% de todos os casos de
diabetes em individuos com menos de 20 anos de idade (Soltesz et al.,
2007). Em relacdo ao género, homens e mulheres sao igualmente

afetados em populacdes jovens (Wu et al., 2015).

Embora tenham etiologias diferentes, tanto a DM
tipo 1 quanto a DM tipo 2, compartiham de sintomas comuns e

complicac@es similares. A DM tipo 1 € uma doenca autoimune especifica



e resulta da falha do pancreas em produzir insulina, como consequéncia
da destruicdo das células beta-pancreaticas, produtoras desse hormonio,

nas ilhotas de Langerhans (Expert Committee, 2002).

A literatura tem sugerido que o desenvolvimento
precoce de DM tipo 1 pode comprometer a mineralizacdo 6ssea a longo
prazo (Rosenbloom et al., 1984; Wiske et al., 1982). Diversos estudos tém
mostrado que a DM tipo 1 esta associada a diminuicdo da massa 6ssea,
sendo considerada como um fator predisponente ao desenvolvimento de
osteoporose (Hui et al., 1985; Selby, 1988; Loder, 1988).

JA a DM tipo-2, conhecida como doenca da
maturidade, pois a prevaléncia aumenta com o0 passar dos anos,
representa cerca de 90% dos casos. E caracterizada pela diminuicdo da
secrecao de insulina (Zimmet et al., 2001), além de estar associada ao

sedentarismo e estresse.

A DM causa diversas complicagdes no organismo,
como nefropatia, retinopatia e neuropatia (Fuijii et al., 2008; Rakel et al.,
2008). Alem desses fatores, a diminuicdo no metabolismo do colageno
(Falanga, 2005) e de componentes do tecido de granulagcdo, como
glicoproteinas e mucopolissacarideos (Galkowska et al.,, 2006), causa
atraso na reparacao tecidual (Lamster et al., 2008). Soma-se a isso, o fato
de que os niveis séricos elevados afetam as células endoteliais que
revestem 0s vasos sanguineos e tornam a membrana basal mais espessa

e menos eficaz (Roy et al., 2003).

Os sintomas iniciais da DM incluem polilria,
polidipsia e perda de peso, muitas vezes acompanhada de infecgcéo e
geralmente ocorre como consequéncia de uma avaria na regulacédo imune,
resultando em uma expanséao de linfocitos T CD41 auto reativa e linfocitos

B auto-produtoras de anticorpos e ativagcéo do sistema imune inato, o que



colabora para destruir células beta produtoras de insulina (Bluestone et
al., 2010).

A DM também apresenta sintomas bucais
importantes, como membranas mucosas secas (xerostomia), candidose
oral, ardéncia bucal e/ou lingual, dificuldades de cicatrizagéo e infecgcbes

bucais recorrentes (Bensch et al., 2003).

Estudos epidemioldgicos indicam que a gravidade
das complicacbes da DM é geralmente proporcional ao grau de
hiperglicemia (Mattila et al., 2010). Além das complicacfes citadas, a

diabetes também afeta o metabolismo 6sseo.

Evidéncias indicam que alteragcbes metabdlicas e
enddcrinas causadas por DM afetam a quantidade e qualidade 6ssea ao
longo da vida (Valkusz, 2011; Wu et al., 2015). Tanto a DM tipo 1 quanto
a DM tipo 2 estdo associadas a maior risco de fratura. Além disso, a
densidade mineral 6ssea é reduzida na presenca de DM tipo 1 (Heap et
al., 2004). Estudo com modelos de roedores também suporta a hipétese
de que o0 osso diabético tem resisténcia mecanica reduzida,

independentemente da densidade 6ssea. (Saito et al., 2006).

A diminuicdo da taxa de remodelacdo Ossea pode
explicar o aumento da fragilidade 6ssea em pacientes com DM. Com a
diminuicdo da taxa de remodelacdo Ossea, 0 0sso mais velho ndo é
substituido por osso novo, diminuindo assim a resisténcia mecanica
Ossea. Isso é confirmado por estudos que indicam que pacientes
diabéticos apresentam diminuicéo da atividade osteoblastica (Krakauer et
al., 1995).

Em relacdo a estudos com animais, resultados
mostram que ratos diabéticos apresentavam maior perda de osso alveolar
durante o processo de movimentacdo ortoddntica do que animais

saudaveis ou bem controlados (Villarino et al., 2011). Em outro estudo,



Bensch e colaboradores, 2003, mostraram que durante a movimentacao

dentaria em animais diabéticos, ha um aumento no risco de perda dssea.

2.2 Diabetes Mellitus e Doenca Periodontal

A DM e a DP séo doencas crbnicas que tém sido
consideradas biologicamente ligadas (Tsai et al., 2002; Bullon et al., 2014),
inclusive, estudos tem demonstrado que a diabetes é um dos principais
fatores de risco para a DP (Loe et al., 1993; Preshaw, Bissett, 2013). O
risco de Periodontite é cerca de 4 a 5 vezes maior em pacientes diabéticos

guando comparados a pacientes sem a doenca (Preshaw, Bissett, 2013).

Uma das explicagdes para isso é a ocorréncia de
alteracOes celulares e bioquimicas no periodonto como uma consequéncia
de hiperglicemia prolongada (American Academy of Periodontology,
1996), como a oxidacdo de proteinas e lipidios (Schmidt et al., 1996),
alteracbes no colageno (Kaplan, Wagner, 2006), alteracdes celulares,
como a funcéo dos neutrofilos prejudicada (Inoue et al., 1997) e aumento
na apoptose de osteoblastos periodontais e fibroblastos (Al-Mashat et al.,

2006), o que afeta a reparacédo 6ssea (He et al., 2004).

Quando se refere a Gengivite, doenca que precede
a Periodontite e € caracterizada principalmente pela inflamacéao gengival,
estudos mostram que a prevaléncia em criangas e adolescentes
portadores de DM tipo 1 € quase o dobro da observada em criancas e

adolescentes sem diabetes (Ryan et al., 2003).

O grau de controle metabdlico da DM é um fator

importante para o desenvolvimento e progressao da gengivite. O paciente



gque possui bom controle da diabetes, reduz significativamente a
prevaléncia de gengivite (Albandar et al., 2002; Katagiri et al., 2012). Do
mesmo modo, a hiperglicemia persistente conduz a respostas imune e
inflamatorias exageradas que sao induzidas por agentes patogénicos
periodontais (Chapple, Genco, 2013).

2.3 Diabetes Mellitus, Movimentacdao Ortoddntica e Doenca

Periodontal

O tratamento ortoddntico geralmente é realizado em
individuos jovens saudaveis. No entanto, a cada dia mais adultos estao

propensos a procurar tratamento ortodontico (Bensch et al., 2003).

De um modo geral, a MO € obtida através da
remodelacdo do osso alveolar em resposta a carga mecanica (Braga et
al., 2011). A reabsorcao 0ssea é causada pela atividade dos osteoclastos
no lado da compresséao e pela formacéo de osso novo no lado de tenséo,

induzida pelos osteoblastos (Villarino et al.,2011).

Uma alterag&o do estado metabdlico que interfira na
remodelacdo 6ssea pode resultar numa taxa diferente de movimentacao
dentaria. Por conseguinte, a DM pode afetar a MO dos dentes (Holtgrave,
Donath., 1989). Estes fatos sugerem que pacientes com DM podem
responder ao tratamento ortodontico de forma diferente quando
comparados a pacientes sem a doenca (Reichert et al., 2009). Ja é claro,
também, que o tratamento ortodéntico ndo deve ser realizado num

paciente com DM né&o controlada (Bensch et al., 2003).



Um estudo de Holtgrave e Donath, 1989, revelou que
as alteracdes especificas no periodonto, causadas pela DM, sdo mais
pronunciadas apés a MO e que esse fato ocorre pois pacientes portadores
da doenca, e especialmente aqueles ndo controlados ou mal controlados,
tém uma maior tendéncia para a destruicdo periodontal, o que deve ser
considerado no plano de tratamento ortodéntico como pacientes com
doenca periodontal. No entanto, ainda ha muito o que se descobrir sobre

como a DM afeta a movimentacao ortodontica (Braga et al., 2011).

A DP é uma das doencas bucais mais comuns e &
caracterizada por perda de tecido conjuntivo e destruicdo do osso alveolar
de suporte (Graves et al., 2001; Borrell, Papapanou, 2005). A Periodontite

pode resultar na perda do dente e é encontrada em 5 % - 20 % da

populacdo adulta em todo o mundo (Wu et al., 2015).

Na presenca a de forcas ortodonticas, o periodonto
sofre reacbes em relagdo a regeneracdo éssea, enfraquecimento do
ligamento periodontal e microangiopatias na area gengival (Holtgrave,
Donath, 1989).

A literatura tem mostrado que os estimulos gerados
em resposta ao estresse mecanico durante a movimentacdo dentaria
induzida medeiam alteracGes teciduais que em conjunto com a ativacao
dos mediadores quimicos resultam em nova condicdo de homeostasia

periodontal (Toms et al., 2000).



3 PROPOSICAO

Analisar a influéncia da DM na movimentagao
dentaria associada a DP, em nivel histolégico, empregando a seguinte

técnica de analise:

* analisar qualitativamente e quantitativamente por
meio de histomorfometria, utilizando microscopia 6ptica convencional, as
reacdes inflamatérias do tecido periodontal, frente a movimentagao

dentaria na presenca de DM.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Comité de Etica

Esse trabalho foi submetido & Comiss&o de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade
Estadual Paulista/lUNESP Campus de Séo José dos Campos, cuja
aprovacao ocorreu em 14 de marco de 2014 sob parecer n°® 1/2014-
PA/2014 (ANEXO A). Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com a Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008.

4.2 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus, albinos) do género masculino. Os animais tinham 90 dias de
idade, pesando em média 300 g. Os animais foram mantidos no biotério do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista,
Campus Sao José dos Campos, em temperatura ambiente e em gaiolas
plasticas especificas para este fim, na proporcéo de trés animais por gaiola,
forradas com raspa de madeira seca e esterilizada (maravalha de pinus),

substituida diariamente, proporcionando as condicdes de higiene



necessarias ao bem-estar e a saude dos animais. Os animais receberam
suprimento constante de agua potavel e foram alimentados com dieta
padréo, constituindo-se de racdo moida (Guabi — Nutrilabor, Campinas,

Brasil), fornecida ad libitum, assim como o fornecimento de agua.

4.3 Distribuicdo da amostra

A amostra deste trabalho constituiu-se de 40 ratos
avaliados durante a movimentacao dentéria nas variaveis: diabetes mellitus

e doenca periodontal.

Desta forma, temos a seguinte distribuicdo dos

Grupos Experimentais (quadro) e o seguinte fluxograma (Figura 1):

Quadro - Distribuicdo dos grupos experimentais

GRUPO TESTE (n = 40) = Hemi-mandibulas com Diabetes Mellitus

D1 n=10 Doenca Periodontal

D2 n=10 Movimentacéo Ortoddntica + Doenga Periodontal
D3 n=10 Movimentac¢ao Ortoddntica

D4 n=10 Controle +

GRUPO CONTROLE (n = 40) = Hemi-mandibulas normoglicémicos

ND1 n=10 Doenca Periodontal
ND2 n=10 Movimentacao Ortodéntica + Doenca Periodontal
ND3 n=10 Movimentac¢ao Ortodontica

ND4 n=10 Controle -




—

DIAO DIA 30 DIA 37
DIA 44
Indugdo da Diabetes Indugdo da Doenca Indugdo da Movimentacdo .
Mellitus Periodontal Ortoddntica SACRIFICIO

GRUPOS TESTE T1, T2, T3 e T4) GRUPOS (T1, T2, Cle C2) GRUPOS (T2, T3, C2 e C3)

Figura 1 - Fluxograma do experimento

No delineamento do presente experimento, foram
consideradas como variaveis experimentais, ou fatores em estudo, o tipo
de Condicdo Sistémica (ND = N&o Diabético e D = Diabético), a Doenca
Periodontal (DP) e a Movimentacao Ortoddntica (MO).

A unidade experimental foi o rato da linhagem Wistar

(Rattus norvegicus, albinos) do género masculino.

4.4 Inducgao da diabetes experimental

Para inducdo da DM experimental, foi realizada a
diluicdo de aloxana monohidratada (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) em solucéo salina estéril, na concentracao dose de 150 mg/peso em
kg do rato. Essa diluigdo foi injetada via intraperitoneal (Figura 2). Apos 12
horas da aplicagdo do medicamento, foi feita a administragéo de solucao
de glicose diluida em agua na concentracdo de 10 % por kg do rato, para
prevencao da hipoglicemia nos animais (de Amorim et al, 2008). Apos 72
horas da administracdo da aloxana, foi coletada uma amostra de sangue

da veia caudal dos animais para a avaliagcado da glicemia (Figura 3) com o



aparelho Accu-Chek Advantage (Boehringer Mannheim, ALE). Foram
considerados diabéticos os animais que apresentaram glicemia superior a
200 mg/dl. Essa medida foi repetida semanalmente, durante 3 semanas,
para certificar que os animais permaneceram diabéticos. Os ratos que em
qualquer periodo apresentaram glicemia inferior a 200 mg/dl, foram
excluidos do estudo e substituidos por animais que novamente foram

submetidos a inducao da Diabetes.

Figura 2 - Injecdo de aloxana via intraperitoneal para inducdo de Diabetes
experimental



Figura 3 - Avaliacdo da glicemia obtida através de uma amostra de sangue
da veia caudal. Local da puncdo (a) e obtencdo da amostra (b)

4.5 Inducao da Doenca Periodontal

Apo6s 30 dias da inducdo da DM, os animais dos
grupos T2, T4, C2 e C4 receberam a inducdo da DP. Um dnico cirurgido
experiente e treinado foi o responsavel pela realizacdo dos procedimentos.

O mesmo estava cego para 0S grupos.

Para a realizagdo dos procedimentos e eutanasia, 0s
animais foram anestesiados com a mistura em iguais partes do anestésico
Cloridrato de Quetamina, 100 mg/ml (Dopalen, da marca Vetbrands,
Jacarei, Brasil) e o relaxante muscular Cloridrato de Xilazina, 20 mg/ml
(Anasedan, da marca Vetbrands, Jacarei, Brasil) na dosagem de 1 ml/Kg,
aplicados de forma intramuscular, com seringa de 1 ml e agulha de 12,7
mm estéril acoplada.

A ligadura para a inducao de DP foi constituida de um

fio de seda preto 3-0 colocado na regido cervical do primeiro molar inferior,



tomando-se o cuidado de penetrar o fio no sulco gengival, portanto em
intima proximidade com tecidos gengivais, ficando o né na regido mesial
(Figura 4).

A DP induzida por ligadura foi iniciada 7 dias antes da
colocacdo do dispositivo ortodéntico, de acordo com um estudo de
Holzhausen et al. (2002), que demonstrou que ha perda de osso alveolar

significativa ap0s este periodo de inducéo da doenca periodontal.

Figura 4 - Ligadura para a inducdo da doencga periodontal



4.6 Instalagéo do dispositivo para a movimentacdo dentéria

Apés 7 dias de inducdo da DP, os animais foram
novamente anestesiados para a indugcdo da MO. Confirmada a perda de
sentidos dos animais em decorréncia da anestesia, foi realizado o
posicionamento em uma mesa operatoria para a instalacdo do dispositivo
experimental realizada no mesmo dente que recebeu a ligadura para
inducédo da doenca periodontal. Para tal, foi utilizado um porta agulha
Mathieu e afastando-se a mucosa jugal do rato com uma pinca clinica, foi
inserida inicialmente por lingual e pelo espaco interproximal entre o primeiro
e segundo molares inferiores esquerdos, a ponta de um segmento de fio
de amarrilho 0,10 mm, onde foi conectado uma mola de aco fechada de

5mm de comprimento.

O primeiro molar foi movimentado durante 7 dias,
com uma mola de aco inoxidavel fechada posicionada entre o primeiro

molar (ponto de aplicacdo de forca) e os incisivos inferiores (ponto de

ancoragem), permitindo que o primeiro molar sofresse mesializag&o (Figura
5).

Figura 5 - Mola instalada entre o primeiro molar e os incisivos do rato (a). Resina
composta, colocada ao redor dos fios ortodénticos para prevenir injarias ao animal
e manter o aparelho em posicao (b)



4.7 Analise da movimentacao ortodéntica

Ao término do periodo experimental, foi realizado o
sacrificio dos animais com dose excessiva da mistura anestésica quetamina
e xilazina. Logo apos o sacrificio, foram realizadas as tomadas das medidas
macro, utilizando um paquimetro e medindo a distancia da mesial do primeiro

molar inferior até a distal do segundo molar inferior.

4.8 Analise histoldgica

Ap6s a dissecacdo das pecas, as mandibulas
foram colocadas em solucdo tamponada de formaldeido a 10% para
fixacdo, permanecendo nesta solucdo por 72 horas, em seguida,

desmineralizadas em solucdo de EDTA.

As areas de interesse foram incluidas em parafina e
cortadas no sentido longitudinal para possibilitar a visualizacdo das raizes
e tecidos periodontais do primeiro molar inferior, onde houve a instalacéo
do dispositivo experimental, e analisado o terco cervical onde os
fendbmenos inflamatérios e de reabsorcdo 6ssea sao encontrados com
maior exuberancia. A contagem pela marcacao de pontos foi realizada em
10 cortes por amostra, selecionados a cada 30 um. Os cortes tiveram

espessura de 4 um e coloragao pelo método hematoxilina-eosina.



Em todas as analises microscopicas qualitativas e
guantitativas foram avaliados dez cortes histoldégicos semi sequenciais na
regido do osso alveolar do dente onde o dispositivo ortodéntico foi

instalado, ou seja, dez cortes por animal.

4.9 Analise histomorfométrica

Um examinador cego e calibrado utilizou um sistema
de andlise de imagem (Image J), avaliando a &rea de furca nos dentes dos

diferentes grupos (Figura 6).
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Figura 6 - Mediagdo de area de perda 6ssea (mm?) através do programa ImageJ
(a) e resultados obtidos (b). O aumento utilizado foi 50x



As trés variaveis em andlise foram: valor de Perda
Ossea (PO) medida através da area (mm32) obtido pelo programa Image J
1.50b; Densidade Ossea (DO), medida através da porcentagem onde um
total de 200 pontos representaram uma area de 1000 pm (% de 0sso
lamelar), ou seja, quando maior a porcentagem de osso lamelar, menos
denso era 0 0ss0, e Quantidade de Movimentacdo Ortoddntica (QM) (mm),

medida através de um parquimetro, no momento do sacrificio do animal.

A regido avaliada representou a érea da furca, onde
foi analisada a PO e a DO para os dentes com e sem ligaduras. Além disso,
cinco sec¢des igualmente distantes foram avaliadas quanto a DO (proporcéo

de tecido 6sseo mineralizado em uma zona de 1.000 um sob a bifurcagéo)

na area inter-radicular dentaria (Figura 7).

Figura 7 - llustracédo das regides para andlise histomorfométrica incluindo a perda
0ssea e a densidade 6ssea.



S Zem

Figura 8 - La&minas com coloracdo hematoxilina-eosina das regides de furca
para visualizacdo da perda Ossea e qualidade Ossea. Na coluna da
esquerda, visualiza-se o grupo controle e na coluna da direita, o grupo teste.
A sequéncia é: controle +; movimentacao ortodéntica; doenca periodontal;
doenca periodontal + movimentacdo ortoddntica



4.10 Anélise estatistica

Obtidas as informacdes desejadas, uma analise
exploratoria foi realizada em cada uma das varidveis em analise para
determinar o teste estatistico adequado. Os dados foram submetidos,
entdo, a andlise estatistica por meio dos programas computacionais:
GraphPad Prism (GraphPad Software, version 6.01, 2012); Minitab
(Minitab, version 17.1, 2013) e Statistix (Analytical Software Inc., version
9.0, 2013).

Todas as andlises foram efetuadas por um
pesquisador experiente e calibrado, sem conhecimento prévio do grupo que
estava sendo avaliado. A estatistica descritiva consistiu no célculo de
médias e desvio padrdo. Ja a estatistica inferencial foi realizada por meio
de analise de variancia: em PO, para andlise intragrupo, foi realizado o
teste de Mann-Whitney; em DO, para analise intragrupo foi realizado o teste
ANOVA e para analise intergrupo, o teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5 %; em QM, para andlise foi realizado o teste ANOVA e
para analise intergrupo, o teste de Tukey, com nivel de significancia de 5
%.



5 RESULTADOS

5.1 Quantidade de movimentac&o dentaria

A estatistica descritiva (média + desvio padrédo) dos
dados obtidos em relacdo a quantidade de movimentacdo dentaria sob
diferentes CS, de MO e DP, sdo apresentados por meio da tabela 1,

conforme mostrado a seguir.

Tabela 1 — Média e desvio padrao da quantidade de movimentacao dentéaria
(mm)

CSs ‘Controle+

DP ‘ MO ‘ MO+DP

ND 6,88 +- 0,16 7,07 +- 0,20 6,97 +- 0,20 7,41 +- 0,29

D 6,99 +- 0,24 7,11 +- 0,19 7,04 +- 0,21 7,50 +- 0,40
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Figura 9 - Grafico de colunas (média + desvio padréo) obtidos em cada tipo de
condicdo experimental em relagdo a quantidade de movimentagéo dentéria.

Ao analisar a tabela 1 e a figura 9, nota-se que as
diferencas entre a quantidade de movimentacdo dentaria nos grupos
experimentais ndo sao estatisticamente significativas, mesmo quando se

compara animais com DM e animais sem DM.

Nota-se também que quando se associa a DP com a
MO, ha uma maior movimentacdo dentaria, mostrando que a associacao

entre a DP e a MO potencializa a movimentacao.



5.2 Perda 6ssea

A estatistica descritiva (média + desvio padrao) dos

dados obtidos em relacdo a perda Ossea (PO) na é&rea de furca sob

diferentes condicdes sistémicas (CS), sdo apresentados por meio da tabela

2, conforme mostrado a seguir.

Tabela 2 — Média e desvio padrédo da perda éssea (mm?)

CS Controle +/ - DpP* MO MO+DP*
ND 0,10 + 0,02 0,70+ 0,35 0,20 + 0,08 0,79 + 0,28
D 0,25+ 0,30 1,37+0,51 0,41 +£0,22 2,77 + 0,64

*p<0,05
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Figura 10 - Gréfico de colunas (média * desvio padrao) obtidos em cada tipo de

condicao experimental em relagédo a perda 0ssea
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Analisando a tabela 2 e a figura 10, observa-se que
h&d uma influéncia estatisticamente significante da DM, principalmente
guando associada a DP e MO, quando comparada a presenca de DP e

MO em animais normoglicémicos, ou seja, sem DM.

Nota-se também, que a PO é bastante avancada
guando ha uma conjuncdo dos fatores DP e MO, principalmente na
presenca de DM. Porém, também pode ser verificada que a DP leva a
uma PO maior em animais normoglicémicos do que apenas a MO em

animais diabéticos.

5.3 Densidade 6ssea

A estatistica descritiva (média + desvio padrao) dos
dados obtidos em relagédo a densidade 6ssea (DO) sob diferentes CS, de
MO e DP, sao apresentados por meio da tabela 3, conforme mostrado a

seqguir.

Tabela 3 — Média e desvio padrdo da densidade 6ssea (%)

CS Controle + DP MO MO+DP*

ND 2191+-5,44 32,81+-8,19 26,44+-7,48 27,74 +-10,22
D 17,87 +- 3,69 31,12 +-10,42 24,97 +-5,31 39,03 +- 8,09

*p<0,05



O teste de comparagdo multipla de Tukey (5%) foi
efetuado na comparacdo das oito médias referente as condicdes
experimentais. Obteve-se, entdo, grupos de mesmo desempenho em

termos de DO, tabela 5.

Densidade Ossea

e CONTROLE g DP MO | MO+DP J ND

1T
P L

40

%

20 T
dE

i
e
o
I_

10 A

0 T T T T T f T T i T T

Figura 11 - Gréfico de colunas (média * desvio padrao) obtidos em cada tipo de
condicao experimental em relagédo a densidade 6ssea

Para avaliar o relacionamento entre a CS, aDP e a
MO, os dados obtidos através do experimento foram submetidos ao modelo
estatistico da analise de variancia, apés serem avaliadas as suposi¢cdes do

modelo de analise de variancia.

Os valores residuos, decorrentes do ajuste do
modelo adotado, foram examinados para avaliar a adequabilidade do
modelo para vélidas inferéncias estatisticas e foi determinado que os dados
originais propiciaram um ajuste adequado, porque os valores residuais se
ajustam a uma distribuicdo normal de probabilidade (pelo teste de Ryan-

Joner).



Analisando a tabela 3 e a figura 11, nota-se que ha
uma pequena diferenca em relagdo a DO quando comparados 0s animais
com DM e animais sem DM. Inclusive, em animais ndo diabéticos se nota
a presenca de um 0sso menos denso, quando comparado a animais
diabéticos. Porém, ndo séo diferengas estatisticamente significativas. Essa
perspectiva se inverte apenas quando se relaciona a MO a DP, onde se

pode verificar que a DO € menor em animais com DM.

Ao analisar a tabela 5, nota-se que, em geral, as
diferencas ndo séo estatisticamente significantes quando comparadas
entre si. Esse fato difere apenas entre animais diabéticos e ndo diabéticos

guando se relaciona a MO a DP.



6 DISCUSSAO

A Diabetes Mellitus (DM) é uma das doengas de maior
importancia na saude publica atual, visto que milhares de individuos sao
portadores da doenca. Do mesmo modo, a prevaléncia de Doenca
Periodontal (DP) na populacdo mundial é alta e, na presenca de DM, a DP
torna-se mais severa e frequente (L6e, 1993). Soma-se a isso, o fato de
gue a expectativa de vida da populacdo tem aumentado, bem como a
procura por procedimentos odontologicos restauradores e estéticos. O
presente estudo teve como objetivo, avaliar a influéncia da DM na
movimentacdo ortodontica (MO) quando associada a DP em modelo

experimental em ratos Wistar.

A escolha do rato baseou-se no fato de que esses
animais sdo empregados com maior frequéncia nos modelos experimentais
de movimentacdo dentaria induzida, por se tratar de um modelo ja
consagrado em funcgéo do baixo custo, facilidade de armazenamento e boa
disponibilidade (Kalu et al., 1989). Além disso, a composi¢ao e estrutura
dos tecidos periodontais dos molares dos ratos € muito semelhante a de
humanos (Yang et al.,, 2013). O modelo experimental abortado afeta o
tecido local (Calisir et al., 2015), induzindo a DP.

Ja em relacdo a aloxana, a escolha se deu por seu
uso ser amplamente difundido na producéo de diabetes experimental. Sua
acdo diabetogénica caracteriza-se principalmente pela producdo de
radicais livres através de sua reducéo e subsequente formacéo de radicais
superoxidos, que sao altamente reativos e destroem seletivamente as
células pancreaticas produtoras de insulina nas ilhotas de Langerhans. O

modelo utilizado no presente estudo induziu a DM tipo 1.



No modelo experimental de inducdo de DM por
aloxana utilizado no presente estudo, observou-se que 0s ratos com
glicemia maior que 200 mg/dL, apresentavam grande perda de peso do
momento da inducdo até o sacrificio, quando comparados com ratos
normoglicémicos. Em estudo realizado por Diniz et al (2008), em modelo
experimental semelhante, ndo houve diferenca no peso entre animais

diabéticos e normoglicémicos (Nagem, 2006).

Em um estudo de Giglio e Lama (2001), onde foram
estudados os efeitos da DM experimental em ratos, foi observado que os
animais diabéticos apresentaram diminuicdo do peso corporal. O presente
estudo corrobora esses fatos. Além disso, os ratos diabéticos necessitam
de mais tempo para concluir as alteragbes em niveis de colageno
envolvidos na remodelacéo do ligamento periodontal, quando comparados
a ratos nao diabéticos (Zhang et al., 2011) e também apresentam uma

reacdo inflamatdria maior e mais persistente (Kubota et al., 2008).

O osso é um tecido que sofre remodelacao constante
como um resultado da reabsor¢cdo Ossea e formacdo de 0Sso novo
(Krishnan, Davidovitch, 2006; Wise, King, 2008; Braga et al., 2011). Esses
processos podem ser afetados pela diabetes (Rékel et al., 2008; He et al.,
2004; Mishima et al., 2002). Como a movimentacéo ortodéntica depende
de remodelacéo 6ssea alveolar equilibrada (Wise, King, 2008; Braga et al.,

2011), pode-se supor que a diabetes afeta este processo.

A técnica de movimentacdo dentaria experimental
estabelecida para o presente estudo, ja foi provada ser eficaz e viavel por
diversos estudos (King et al., 1991, Leiker et al., 1995; Rody et al., 2001).
Estudos demonstraram que um nivel de forca entre 40-60 g estimula uma
movimentacdo dentaria substancial em molares de ratos (King et al., 1991,

Chen et al., 2015). No presente estudo, foi utilizado um nivel de forca de 60

g.



Um estudo de Lin et al. (2010), afirma que a
reabsorcdo Ossea rapida e destruicdo do ligamento periodontal sé&o
caracteristicas apresentadas quando é feita a MO em animais diabéticos,
fato confirmado pelo presente estudo. Em animais sadios, a reabsorgéo
0ssea ocorre quando € feita uma movimentacdo ortoddntica adequada,
sendo logo substituida pela remodelacao 6ssea. Ja em animais diabéticos,
a quantidade de osteoclastos € mantida por mais tempo, levando a uma

destruicdo 6ssea mais prolongada.

Na MO, a reabsorcao 6ssea e a formacédo de 0sso
novo e a degradacdo e remodelacdo do ligamento periodontal séo
processos chaves. O estudo de Lin et al. (2010) mostra que a DM afeta
esses processos prolongando-os, comprometendo a recuperacdo dos
danos causados pelo estresse ortodontico. Os resultados de perda 6ssea

e densidade 6ssea confirmam esses dados.

O modelo de ligadura para indugéo da DP mostrou-se
efetivo, com extensa perda 6ssea na area de furca e na distal do primeiro
molar e perda de osso de suporte. O presente estudo reafirma o sucesso
desse modelo, mostrado nos estudos de Moraes et al. (2015) e Oliveira et
al. (2015). Além disso, as alteracBes nos tecidos periodontais apos a
colocacao das ligaduras em ratos sdo semelhantes aos observados em DP
em humanos, envolvendo ruptura e migracdo apical do epitélio juncional,
aumento do nimero de células inflamatérias no tecido conjuntivo, perda de
fibras do ligamento periodontal e reabsorcdo 6ssea (Bezerra et al., 2002;
Duarte et al., 2010; de Molon, 2013).

O estudo de Yang et al. (2013), mostra que o
processo da movimentagcao ortoddntica agrava a resposta inflamatoria do
tecido periodontal e induz uma inflamacao maior, levando a uma extensa

destruicdo do periodonto. O presente estudo confirma esses dados, ja que



nos grupos onde se associou a DP a MO, foi verificado uma maior perda

o6ssea e maior mobilidade dentaria no momento do sacrificio.

Os resultados do presente estudo mostram uma
perda 6ssea na regido de furca do primeiro molar inferior maior em animais
diabéticos quando comparados aos animais ndo diabéticos. Diversos
estudos corroboram com esses resultados, comprovando que ratos
portadores de diabetes experimental mostram uma reparacao 6éssea mais
lenta apds a movimentacao ortoddntica (Hotgrave, Donath, 1989; Lin et al.,
2010) e, quando se trata de DP, a hiperglicemia caracteristica inibe a
proliferacdo e diferenciacdo dos fibroblastos, que contribui para uma
reparacdo periodontal mais lenta (Lin et al., 2010; Willershausen et al.,
1991; Kim et al., 2006), além de haver uma importante relacdo entre a
hiperglicemia e a resposta imune e a inflamacéo (Kubota et al., 2008; Silva
et al., 2008).



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através desse estudo mostram
gue a DM tem efeitos deletérios, principalmente quando se trata da perda
0ssea e densidade 0ssea na regiao de furca. Esses efeitos se maximizam
guando a DM ¢é associada a doenca periodontal e a movimentacao

ortodontica.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar de que
maneira a DM age em individuos com doenca periodontal e tratamento
ortodontico.
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