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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar in vivo os efeitos de doencas sistémicas (obesidade e
osteoporose) na remodelagédo dos tecidos periodontais de molares de ratos sob forga
mecanica ortodontica. No primeiro estudo, foi avaliado o efeito da obesidade no perfil
protedmico do ligamento periodontal de ratos, sob forgca mecanica ortodéntica. Foram
utilizados 10 ratos divididos em dois grupos (n=5): grupo M (movimentagao ortodéntica), e
grupo OM (indugao de obesidade e movimentagao ortoddntica). A obesidade foi induzida por
meio de racado hiperlipidica durante todo o periodo experimental. Apés 15 dias de M, os
animais de todos os grupos foram eutanasiados e suas hemimaxilas foram processadas para
realizagdo de microdissec¢do a laser (LCM) do ligamento periodontal (LP) dos primeiros
molares e imuno-histoquimica (IHC). Os tecidos microdissecados foram analisados por
cromatografia liquida e espectrometria de massas de alta resolugao (LC- MS/MS). Os dados
estdao disponiveis via ProteomeXchange (cédigo XD033647). Dentre as 109 proteinas
abundantemente expressas, 49 estavam em OM (p<0,05, Test-t). A analise de Gene Ontology
(GO) apresentou proteinas enriquecidas associadas a categoria de componente celular
(p<0,05, teste exato de Fisher seguido por Benjamini) no grupo OM. Dentre estas, proteinas
que possuem associagdo com obesidade: Vinculina, Catepsina D e Osteopontina (Spp1)
foram selecionadas e avaliadas por IHC, que confirmou a presenca e localizacao delas. Os
resultados demonstraram diferencas no perfil proteémico do LP submetido a M e OM,
permitindo uma melhor compreensdao dos mecanismos envolvidos nos processos de
remodelacao tecidual em situacdo de obesidade submetidos ao tratamento ortoddntico. No
segundo estudo, foi avaliado o efeito do anticorpo monoclonal anti-esclerostina (Scl-Ab) nos
tecidos periodontais de ratas ovariectomizadas sob movimentagcdo ortoddntica. Foram
utilizadas 48 ratas distribuidas em 6 grupos (n=8): C (controle — sem intervengéo), OM
(movimentacao ortoddntica), OVX (ovariectomia), OVX+OM, OVX+Scl-Ab (ovariectomia e
administracdo de Scl-Ab) e OVX+Scl-Ab+OM. Os animais foram submetidos a OVX ou
cirurgia Sham. Apds 30 dias (baseline), deu-se inicio a administragéo de Scl-Ab, mantida por
todo o periodo experimental. 7 dias apds o baseline, iniciou-se a OM e, apos 15 dias, todos
os animais foram eutanasiados (dia 21). A massa corporal dos animais foi registrada
semanalmente e os uteros coletados na eutanasia. Foram avaliados volume (BV/TV) e
densidade 6ssea (BMD) na tibia e fémur por microtomografia computadorizada (Micro-CT)
previamente as cirurgias e no baseline. A movimentagao dentaria, BV/TV e BMD nas maxilas
foi avaliada por Micro-CT. Foi avaliada a expressao génica de Spp1, lI1b, TNFa e Rankl nos
tecidos gengivais. A andlise de colageno birrefringente no LP foi realizada em trés regides da
raiz distal em todos os grupos, nos lados de presséo e tensdo. Os dados foram analisados
estatisticamente por Shapiro-Wilk, seguido de ANOVA/Tukey (p<0.05). Todos os animais
submetidos a OVX apresentaram menor BMD e BV/TV na tibia e fémur 30 dias apds a cirurgia,
maior massa corporal € menor peso de utero. A expressdo génica de Tnfa foi
significativamente maior no grupo OVX+OM em comparagao com os grupos OVX e OVX+Scl-
Ab+OM. No lado de presséo do LP, os animais dos grupos OM, OVX+OM e OVX+OM+Scl-
Ab apresentaram uma redugao no conteudo de colageno em comparagdo com os animais dos
grupos nao submetidos a movimentagao dentaria ortodéntica. Nas maxilas, os grupos OM e
OVX+Scl-Ab+OM demonstraram maior tendéncia de movimento dentario comparados ao
grupo OVX+OM. O grupo OVX+Scl-Ab+OM apresentou maior BMD e BV/TV que o grupo
OVX+OM e menor que o grupo OVX+Scl-Ab. A administragdo de Scl-Ab reduziu os efeitos
negativos da osteoporose nos tecidos periodontais submetidos & movimentag¢ao ortodéntica.

Palavras-chave: Técnicas de movimentagdo dentaria. Obesidade. Osteoporose.
Ovariectomia.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate in vivo the effects of systemic diseases (obesity and
osteoporosis) on the remodeling of periodontal tissues of rat molars under orthodontic
mechanical force. In the first study, the effect of obesity on the remodeling of periodontal
tissues in rats under orthodontic mechanical force was evaluated. Ten rats were divided into
two groups (n=5): group M (orthodontic movement), and group OM (induction of obesity and
orthodontic movement). Obesity was induced by hyperlipidic feed throughout the experimental
period. After 15 days of orthodontic movement, animals in all groups were euthanized and their
hemimaxillae were processed for laser microdissection (LCM) of the periodontal ligament (LP)
of the first molars, and immunohistochemistry (IHC). The microdissected tissues were
analyzed by high-resolution liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS). The data
are available via ProteomeXchange with ID PXD033647. Among the 109 differentially
abundant proteins, 49 were in OM (p<0.05, Test-t). Gene Ontology (GO) analysis showed
enriched proteins associated with cellular component category (p<0.05, Fisher's exact test
followed by Benjamini) in the OM group. Among these, proteins that have association with
obesity: Vinculin, Cathepsin D and Osteopontin (Spp1) were selected and evaluated by IHC,
which confirmed their presence and localization. The results showed differences in the
proteomic profile of the LP submitted to M and OM, allowing a better understanding of the
mechanisms involved in the processes of tissue remodeling in obese patients undergoing
orthodontic treatment. The second study was to evaluate the effect of the monoclonal anti-
sclerostin antibody (Scl-Ab) in the periodontal tissues of ovariectomized rats submitted to
orthodontic movement. Forty-eight rats were distributed into 6 groups (n=8): C (control - no
intervention), OM (orthodontic movement), OVX (ovariectomy), OVX+OM, OVX+Scl-Ab
(ovariectomy and Scl-Ab administration) and OVX+Scl-Ab+OM. Animals were submitted to
OVX or Sham surgery. After 30 days (baseline), Scl- Ab administration started and maintained
throughout the experimental period. Seven days after baseline, OM initiated, and after 15 days,
all animals were euthanized (day 21). The body mass of all animals was recorded weekly, and
the uterus were collected and weighted at euthanasia. Bone volume (BV/TV) and bone density
(BMD) in the tibia and femur were assessed by micro-computed tomography (Micro-CT) prior
to surgery and at baseline. Tooth movement, BV/TV and BMD in the jaws were evaluated by
Micro-CT. Gene expression of Spp1, Il1b, TNFa, and Rankl in the gingival tissues was
evaluated. The measurement of collagen content in the LP was performed in three regions of
the distal root in all groups. Data were statistically analyzed by Shapiro-Wilk, followed by
ANOVA/Tukey (p<0.05). All animals subjected to OVX showed lower BMD and BV/TV in the
tibia and femur 30 days after surgery, higher body mass and lower uterus weight. The gene
expression of Tnfa was significantly higher in the OVX+OM group compared to OVX and
OVX+Scl-Ab+OM groups. In the pressure side of the LP, animals from OM, OVX+OM, and
OVX+OM+Scl-Ab groups presented a reduction in the collagen content compared to animals
from the groups not submitted to orthodontic tooth movement. In the maxillae, the OM and
OVX+Scl-Ab+OM groups showed a tendency to greater tooth movement compared to the
OVX+OM group. The OVX+Scl-Ab+OM group showed higher BMD and BV/TV than the
OVX+OM group and lower than the OVX+Scl-Ab group. The administration of Scl-Ab reduced
the harmful effects of osteoporosis on periodontal tissues submitted to orthodontic movement.

Keywords: Tooth movement techniques. Obesity. Osteoporosis. Ovariectomy.
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1 INTRODUGAO

Na Odontologia, o tratamento ortodontico visa corrigir as mas oclusdes
dentarias por meio da aplicagdo de forcas mecanicas, que induzem um
remodelamento dos tecidos periodontais, e consequente movimento dentario’?.
Nesse processo, células do ligamento periodontal, como fibroblastos e osteoblastos,
produzem sinais biolégicos por meio de mediadores para que se inicie um processo
inflamatorio local, a fim de promover reabsorgdo 6ssea do lado de presséo (sentido
em que vai ocorrer o movimento dentario) e aposigao 6ssea no lado de tenséo (sentido
oposto em que vai ocorrer o movimento dentario)*. Portanto, durante a
movimentagao ortoddntica, diversas citocinas pro- inflamatoérias sao liberadas, como
a interleucina 1-beta (IL-1b), interleucina 6 (IL- 6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNFa)>’. E importante ressaltar que apesar do processo inflamatério causado na
movimentagao dentaria, essa inflamacao nao € decorrente de uma doenga como no
caso da doencga periodontal, e sim de fatores externos, como a aplicagdo de uma
forca, para que ocorra o deslocamento dentario, sendo assim chamada por muitas
vezes de processo de “inflamagdo aguda asséptica™. Dito isto, a presenga de
inflamacdo exacerbada, como a doenga periodontal ou doencgas sistémicas
inflamatdrias, pode afetar o processo de remodelagcao tecidual ocorrido durante a
movimentagdo ortoddéntica, levando a um aumento na osteoclastogénese e maior

destruigdo dos tecidos periodontais®'".

A obesidade € uma doenga metabdlica crbnica caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura no corpo, gerando impactos negativos na satde'2. E definida
quando o calculo do indice de massa corporal (IMC) resulta em valor maior ou igual a
30 kg/m?'3. Segundo os ultimos dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), no
ano de 2016, 13% da populagédo mundial adulta apresentava obesidade. Ja em 2019,
38,2 milhdes de criangas abaixo de 5 anos apresentavam obesidade ou sobrepeso.
Além disso, a OMS faz um alerta de que o sobrepeso e a obesidade estdo em
ascensao também nos paises de baixa renda, principalmente em centros urbanos, e
ndo mais somente nos paises de alta renda’. A obesidade esta associada a diversas
patologias como a doenga cardiovascular, a artrite reumatoide, a diabetes mellitus tipo
2 e alguns tipos de canceres' 7. O estimulo responsavel por desencadear os
processos inflamatérios na obesidade ainda n&o foi totalmente elucidado. Entretanto,

uma das hipoteses seria que o0 excesso de nutrientes presentes nas células
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metabdlicas, como adipdcitos, macrofagos e células T, promovem ativagao de células
imunes provocando um aumento na quantidade de citocinas e adipocinas®'®. Além
do aumento no numero de adipdcitos ha também aumento no volume destes. Este
aumento de volume determina a secrec¢ao de citocinas inflamatérias, TNFa, IL-6, IL-

1b e causa hipoxia. Portanto, ha um aumento na inflamagao local e sistémica?%-2!.

Durante o movimento ortoddntico em pacientes com obesidade ha um aumento
nos niveis de concentragcdo de leptina, uma adipocina pro-inflamatéria, na saliva
destes pacientes quando comparados a pacientes sem obesidade??. Além disso, foi
demonstrado que a leptina aumenta a expressao de fatores pro-inflamatérios como
IL-6 e ciclo-oxigenase-2 (COX-2) em células de ligamento periodontal submetidas a
forca mecénica®®. Além desta, outras adipocinas pro-inflamatdrias, como a resistina,
estdo presentes no fluido crevicular gengival e em niveis séricos de pacientes
obesos?+25. Animais com obesidade submetidos ao movimento dentario ortoddntico
apresentam maior perda 0ssea devido ao aumento da osteoclastogénese do que
animais saudaveis sob tratamento ortoddntico?®. Em um estudo anterior recente do
nosso grupo demonstramos que animais submetidos a indugéo de obesidade e ao
movimento ortoddntico apresentaram redugao nos parametros de volume e densidade
O0ssea em comparagdo com animais ndo obesos submetidos a forga ortodéntica?’.
Além disso, animais e pacientes com obesidade possuem uma tendéncia a um

movimento dentario mais rapido do que aqueles que n&o apresentam esta doenga?*
27

A osteoporose pds-menopausa é uma doenga Osteometabdlica, de etiologia
multifatorial de alta prevaléncia em mulheres?®2°, Esta é caracterizada pela redugéo
de massa 6ssea em 0ssos longos e veértebras que ocorre devido a diminuigdo dos
niveis de estrogénio®. Essa condigdo faz com que haja um desequilibrio entre
osteoblastos e osteoclastos, causando um aumento na reabsor¢cdo O&ssea
desproporcional a formagao 6ssea'®?. A osteoporose € diagnosticada através do
exame de densitometria 6ssea, onde € comparado o resultado com a média de adultos
jovens do mesmo género e raga (populagdo que apresenta pico de massa déssea).
Esta comparagao é chamada de T-score ou desvio padréo, e quando este apresenta
valores 2,5 desvios padrdo abaixo da média, a osteoporose é diagnosticada®:.

Anualmente, 8,9 milhdes de fraturas dsseas sdo causadas devido a osteoporose,
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resultando em uma fratura a cada 3 segundos®*. Além disso, a osteoporose leva a
perda da massa 6ssea ndo somente em 0ssos longos e na coluna vertebral, mas

também no osso alveolar3®.

Mulheres em pds-menopausa apresentam aumento na severidade da doenca
periodontal, com maior perda clinica de insercdo®-38. A intensidade de aplicacdo da
forca ortoddéntica pode influenciar e causar danos Osseos, como colapso da
microestrutura do osso trabecular, podendo levar a uma maior chance de perda
dentaria em situagdes de osteoporose pos-menopausa®. Em ratas ovariectomizadas
submetidas a movimentagéo ortoddntica ha um aumento no numero de osteoclastos
no osso alveolar quando comparadas a ratas sem inducdo de osteoporose sob

movimentagdo ortoddntica®©.

As drogas mais utilizadas para o tratamento da osteoporose pds- menopausa
sdo os medicamentos anti-reabsortivos*'*4, com destaque para os bisfosfonatos.
Estes atuam inibindo osteoclastos para que a perda 6ssea ocasionada por doengas
metabolicas seja estabilizada*®. Além disso, também é demonstrado a sua agdo direta
em osteoblastos, impedindo a neoformagdo dssea*®4’. Os bisfosfonatos estéo
relacionados a efeitos adversos graves como a osteonecrose de maxilares, fraturas
femorais atipicas e fibrilagéo atrial*!#4. Devido a estes efeitos, ndo é recomendado a
realizacdo de alguns procedimentos odontolégicos em pacientes em uso de
bisfosfonatos, pois podem levar a lesdes 6sseas necrosantes*-52, Recentemente, um
novo medicamento para o tratamento de osteoporose pés-menopausa foi aprovado
(Romosozumabe), que consiste em um anticorpo monoclonal anti-esclerostina (Scl-
Ab)33. Este medicamento age promovendo aumento na atividade e no nimero de
osteoblastos, resultando assim em aumento na formagdo dssea®-’. Segundo as
recomendagdes da Sociedade de Endocrinologia, para que haja uma redugado nos
riscos de fraturas vertebrais e de quadris em mulheres com osteoporose poés-
menopausa severa ou com histérico de multiplas fraturas vertebrais, € recomendado

receitar o uso de Romosozumabe por um ano%8%°,

A esclerostina é codificada pelo gene SOST e é produzida principalmente por
ostedcitos maduros®’. Esta proteina € antagonista da via de sinalizagdo de Wnt — um
dos elementos chave para formagdo é6ssea. Quando ativada, esta via inibe a
reabsorgéo 6ssea por osteoclastos, induzindo a expressao de osteoprotegerina (OPG)
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por osteoblastos e ostedcitos®'62, Além disso, a esclerostina estimula a expresséo do
ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) por ostedcitos, regula
negativamente a expressao de proteina morfogenética éssea (BMP) e impede a via
de sinalizagdo candnica de Wntf3%4, Na movimentag&o ortoddntica, esta proteina
promove reabsorcdo 6ssea e inibe a nova formacdo 6ssea®5®®. Além disso, a
intensidade da express&o de esclerostina esta relacionada a magnitude da forga®’. No
lado de tensao, ha uma redugao na expressao de esclerostina, anulando assim seus

efeitos negativo sob a nova formagao dssea®®.

A inibicdo de esclerostina favorece a osseointegragao e a regeneragao 0ssea
ao redor de implantes demonstrando ser uma potencial terapia para reducao do tempo
de reparo apos a instalagcdo de implantes®®%°. O uso sistémico de Scl-Ab promove
regeneragio 6ssea e de cementos dentarios em defeitos 6sseos ao redor de dentes’®.
Além disso, um estudo demonstrou aumento da formacédo éssea em um modelo de
defeito femoral de tamanho critico em ratos apds administragdo de Scl-Ab’!. Em
modelos de periodontite experimental, a administragcado de Scl-Ab promoveu aumentou
do volume 6sseo, da densidade mineral 6ssea e da altura do osso alveolar’2. Durante
a movimentagao ortoddntica em animais SOST KO, a atividade osteoclastica no lado
de pressao foi reduzida com deficiéncia nos niveis de esclerostina. Além disso,
observaram nesses animais que as mudancgas encontradas na atividade osteoclastica
e na expressao de esclerostina eram similares, sugerindo um efeito direto da

esclerostina na reabsorgéo 6ssea durante o movimento dentario’.

Neste contexto e levando em consideracao a procura de pacientes adultos para
tratamento ortodéntico. Estudos que avaliem os efeitos de doencgas sistémicas na
remodelacdo dos tecidos periodontais sob forca mecanica ortodéntica sao
necessarios para maior previsibilidade e escolha adequada de tratamento.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O objetivo deste estudo foi avaliar in vivo os efeitos de doengas sistémicas
(obesidade e osteoporose) na remodelagdo dos tecidos periodontais de molares de
ratos sob for¢ca mecénica ortodéntica. De uma forma geral, as doengas sistémicas e
seu tratamento (no caso da publicagcdo 2 — administragdo de Scl-Ab), afetaram a
remodelagao tecidual durante a movimentagéo ortodéntica.

Em relacdo a publicacdo 1, onde foi avaliado o efeito da obesidade no perfil
protedmico do ligamento periodontal de ratos, sob for¢ca mecanica ortoddntica,
identificou-se proteinas diferencialmente abundantes nos animais obesos submetidos
a movimentagao ortodéntica, em relagdo aos animais sistemicamente saudaveis
submetidos a mesma movimentacao ortoddntica. Essas proteinas estao relacionadas
a obesidade e ao remodelamento tecidual. Além de promover novos dados e
informagdes a respeito do mecanismo envolvido durante a movimentag&o dentaria em
obesos, nossos achados demonstraram que a obesidade promove alteragbes no
mecanismo de remodelagao tecidual durante o movimento ortodéntico.

Na publicacdo 2, teve-se como objetivo avaliar o efeito do anticorpo monoclonal
anti-esclerostina (Scl-Ab) nos tecidos periodontais de ratas ovariectomizadas sob
movimentagdo ortoddntica. Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento
para osteoporose a base de Scl-Ab, n&o influencia negativamente o remodelamento
tecidual durante a movimentacdo ortodéntica. Pelo contrario, animais
ovariectomizados que receberam Scl-Ab apresentaram qualidade éssea semelhante
aqueles que nao foram ovariectomizados. Portanto, a administragdo de Scl-Ab possui
potencial de reducdo dos danos causados pela osteoporose em animais sob

movimentacgao ortodéntica.
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