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Marcantonio CC. Influéncia da obesidade na remodelagao dos tecidos periodontais
induzida pela forga mecanica ortoddntica [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

Resumo

Citocinas e adipocinas séao moléculas que se encontram em concentragdes elevadas
em tecidos e no soro de pacientes obesos e pacientes que apresentam condi¢cdes ou
doencas inflamatdrias. A movimentacéo ortoddntica desencadeia uma sequéncia de
eventos celulares e moleculares nos tecidos periodontais, onde ha a liberagao local
de diversos mediadores inflamatorios. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
in vivo o efeito da obesidade na remodelacdo dos tecidos periodontais de ratos
induzida pela forca mecanica ortodontica. Um total de 32 animais foram
randomicamente distribuidos em 4 grupos experimentais: C (controle), O (indugéo de
obesidade), M (movimentagao ortoddntica) e OM (inducao de obesidade seguido de
movimentagao ortoddntica). Os animais submetidos a O receberam dieta hiperlipidica
por 90 dias. A massa corporal dos animais foi registrada semanalmente. Apés 15 dias
de movimento ortoddntico (grupos M e OM), os animais de todos os grupos foram
sacrificados e os tecidos adiposos (retroperitoneal, epididimal e mesentérico) foram
removidos e pesados em balanga de precisdo. Além disso, foi feito analise sorologica
para observar o perfil lipidico (triglicerideos, colesterol total, HDL e LDL) e os niveis
de glicemia. Analise microtomografica realizada nas hemimaxilas para medir o
percentual de volume ésseo alveolar (BVF), densidade 6ssea alveolar (BMD), analise
linear de perda 6ssea e movimento dentario (nos grupos M e OM). Foi realizada
também histometria para medir a perda O6ssea alveolar linear e estereometria para
analisar a propor¢gdo dos seguintes componentes teciduais: fibras colagenas,
fibroblastos, células inflamatérias e vasos sanguineos. Além disso, a expressao de
genes no tecido gengival dos animais relacionados a obesidade como visfatina,
adiponectina, IL6, TNFa e IL1 foram avaliados por RT-qPCR. Analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA seguido do poés teste Tukey (p<0.05) e teste t-student
(para analise da massa corporal dos animais e do movimento dentario - p<0.05). Um
aumento significativo de massa corporal e peso dos tecidos adiposos foi observado
nos grupos O e OM. O grupo O apresentou também aumento do perfil lipidico e glicose
sanguinea. O grupo OM apresentou menor BVF e BMD em relagdo aos demais
grupos, uma tendéncia de maior movimento dentario em relagdo ao grupo M e uma
maior perda éssea alveolar linear quando comparado ao grupo O. Na estereometria,
o grupo O apresentou maior quantidade de células inflamatérias quando comparado
aos demais grupos, e em relagdo a quantidade de fibroblastos, o grupo M foi maior do
que os demais. Os grupos O e OM apresentaram maior expressao génica de Nampt
quando comparados ao grupo C e menor quando comparados ao grupo M. O grupo
C apresentou maior expressao de TNFa quando comparado ao grupo M.

Palavras-chave: Técnicas de movimentag&o dentaria. Obesidade. Inflamacgao.
Adipocinas.



Marcantonio CC. Influence of obesity on the periodontal tissues remodeling induced
by orthodontic mechanical force. [dissertagdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2018.

Abstract

Ciyokines and adipokines are molecules presented in high levels in tissues and serum
of patients with obesity or inflammatory diseases. Orthodontic movement triggers a
sequence of cellular and molecular events, resulting in local liberation of inflammatory
mediators. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of obesity on rat
periodontal tissues remodeling induced by mechanical orthodontic force. A total of 32
rats were randomly distributed into 4 experimental groups: C (control), O (obesity
induction), M (orthodontic movement induction), and OM (obesity induction followed
by orthodontic movement). Animals from O group received a high-fat diet for 90 days.
The body weight was recorded weekly. After 15 days of orthodontic movement (groups
M and OM), the animals from all the groups were euthanized and the adipose tissues
(retroperitoneal, epididymal and mesenteric) were removed and weighed in a precision
scale. In addition, serological analysis was performed to evaluate lipid profile
(triglycerides, total cholesterol, HDL and LDL) and blood glucose levels.
Microcomputerized tomography was performed to measure alveolar bone volume
percentage (BVF), alveolar bone density (BMD), linear alveolar bone loss and tooth
movement (on M and OM groups). Histological analysis was performed to evaluate
linear alveolar bone loss and the proportion of tissue structures: collagens fibers,
fibroblasts, inflammatory cells and blood vessels. In addition, gene expression on
gingival tissue related to obesity like visfatin, adiponectin, IL6, TNFa and IL1 were
evaluated by RT-gPCR. Statistical analysis was performed by ANOVA followed by
post-test Tukey (p<0.05) and t-student test (for body weight and tooth movement -
p<0.05). A significant increase of body weight and adipose tissues weight was
observed in O and OM groups. O group showed an increase on lipid profile and blood
glucose levels. OM group showed a decrease on BVF and BMD compared with all
groups, a tendency of higher tooth movement when compared to group M and a higher
alveolar bone loss when compared to O group. This group showed a higher quantity
of inflammatory cells when compared to all groups, and M group showed a higher
quantity of fibroblasts compared to all groups. O and OM groups showed higher Nampt
expression when compared to C group and lower when compared to M group. C group
showed higher TNFa expression when compared to M group.

Keywords: Tooth movement. Obesity. Inflammation. Adipokines
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1M: 1° molar

2M: 2° molar

AC: area de compressao do ligamento periodontal
AT: area de tensdo do ligamento periodontal
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BV: volume de osso alveolar

BVF: percentual de volume 6sseo alveolar
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COA: crista 6ssea alveolar
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FC: fibras colagenas

H/E: hematoxilina e eosina
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O: grupo submetido a indug&o de obesidade

OM: grupo submetido a indug&o de obesidade e ao movimento ortodéntico
P: polpa

PA: processo alveolar

PBEF: pre-B-cell colony-enhancing factor 1

RANKL: receptor ativador do fator nuclear kapa B

RELM: Resistin-Like Molecules

ROI: regido de interesse

RT-gPCR: reverse transcription seguida da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real

TNFa: fator de necrose tumoral alfa

TO: tecido 6sseo

TV: volume tecidual
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1 INTRODUGAO

A obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido adiposo que
resulta em impacto negativo sobre a saude geral do individuo. Atualmente, com o
aumento da prevaléncia da obesidade no mundo, que dobrou entre 1980 e 2014, essa
condigdo sistémica tornou-se um dos maiores problemas de satde publica’.

Os tecidos adiposos produzem e liberam varias citocinas conhecidas como
adipocinas, destacando-se dentre estas, visfatina, leptina, resistina e adiponectina,
além de citocinas pré-inflamatdrias consagradas como as interleucinas®. Essas
adipocinas nao s6 regulam a resisténcia a insulina e o gasto energético, como também
o0s processos imunoinflamatérios e de cicatrizagdo®. Enquanto a adiponectina exerce
efeito anti-inflamatério, as demais adipocinas apresentam caracteristicas pro-
inflamatorias®. A inflamagdo sistémica presente na obesidade pode ser a ligacéo
patogénica entre a obesidade e outras doengas ou condigdes inflamatdrias®. Os niveis
séricos dessas adipocinas encontram-se elevados em pacientes obesos e em
pacientes apresentando outras condigdes ou doengas inflamatérias® & 7. Além disso,
niveis elevados de visfatina tem sido detectado em fluido crevicular gengival e soro
de pacientes com doenga periodontal, sugerindo que a visfatina seja produzida no
periodonto e seja regulada por processo inflamatério® * '°. Em um estudo in vitro do
nosso grupo foi demonstrado que as células do ligamento periodontal (hPDL)
produzem visfatina e que essa produgao esta aumentada em resposta ao estimulo
bacteriano por Fusobacterium nucleatum e reduzida pela forca biomecanica'".

As forgas mecanicas estao relacionadas diretamente com a condi¢gdo Ossea.
Ap0s a aplicagdo de carga mecanica ocorre a remodelagao tecidual, que consiste em
reabsor¢cdo e formacgédo Ossea, afetando a morfologia e massa 6ssea'?. Baseado
nesse conhecimento, a atividade fisica tem mostrado reduzir o risco de fratura em
pacientes com osteoporose por aumentar a densidade mineral dssea'. Por outro
lado, estudos tém demonstrado que forgcas mecanicas modulam as reacdes
imunoinflamatdrias em algumas doengas inflamatorias, como a aterosclerose, a artrite
reumatdide, a osteoartrite e a lesdo pulmonar induzida por ventilagdo™ ' '®. Além
disso, os efeitos benéficos ou maléficos das forgcas mecanicas parecem depender no
tipo (compressao, tensao, tracdo) e magnitude (baixa, alta, fisioldgica) da forga.

Na Odontologia, as forgas mecanicas sdo usadas no tratamento ortodéntico



12

para corrigir as mas oclusdes através do remodelamento dos tecidos periodontais. O
movimento ortoddntico ocorre em resposta a aplicacao de forga mecanica externa a
qual gera um desequilibrio das forgas fisioldgicas que mantém o dente em sua posi¢ao
normal. Para isso, uma sequéncia de eventos celulares, moleculares e reacdes
teciduais se iniciam. Esse processo € regulado por uma reagéao inflamatoria aguda e
asseéptica caracterizada pela sintese e liberacdo local de diversos mediadores
inflamatdrios, destacando-se as citocinas inflamatdrias, que induzem uma
remodelagcao dssea coordenada consistindo na predominancia de reabsor¢cao 6ssea
adjacente a areas de compresséao do ligamento periodontal (LP) e na predominancia
de neoformagédo éssea adjacente a areas de tensdo do LP, com subsequentes
alteragdes adaptativas do LP, resultando no efeito clinico de movimento dentario'”'8,
A presenca de inflamagao exacerbada pode afetar o processo de remodelagao
periodontal ocorrido durante a movimentagao ortodéntica. Nosso grupo de pesquisa
verificou in vivo que quando o movimento ortoddntico é introduzido em dentes com
doenca periodontal, maior perda 6ssea alveolar € detectada comparada aos demais
grupos experimentais'®. Nossos resultados também revelam maior expressdo de
interleucina-1b (IL1), fator de necrose tumoral-alfa (TNFa) nesses grupos amostrais,
revelando a participacado dessas citocinas na reabsor¢ao dssea.

Atualmente, tem-se notado um aumento no numero de pacientes obesos,
criangas e adultos, procurando por tratamento ortoddntico; porém, a influéncia da
obesidade neste tratamento carece de estudos. De acordo com alguns trabalhos,
sugere-se que os tecidos 6sseos e moles de individuos obesos apresentam alteragao
no desenvolvimento e crescimento, podendo afetar o tratamento ortoddntico®. Além
disso, foi demonstrada uma redugdo na concentragao de leptina no fluido crevicular
gengival de pacientes submetidos ao tratamento ortoddntico, sugerindo que esse
mediador também pode ser influenciado pela forga mecanica®'. Sabe-se, portanto,
que a forgca mecanica modula a expressao de mediadores inflamatorios presentes na
obesidade. Considerando a importancia das células do ligamento periodontal no
processo de reabsorcdo e aposicdo 6sseo durante a movimentagcdo ortoddntica,
estudos que avaliem o efeito da obesidade sobre os tecidos periodontais submetidos
ao movimento ortoddntico permitirdo uma melhor elucidagdo da possivel influéncia

desta doenca sistémica sobre o metabolismo ésseo.
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2 PROPOSICAO

2.1 Geral

Avaliar in vivo o efeito da obesidade na remodelacéo dos tecidos periodontais
de ratos induzida pela forgca mecanica ortodéntica.

2.2 Especificas

- Avaliar o estabelecimento da obesidade por meio da mensuracdo da massa
corporal, do peso dos tecidos adiposos (retroperitoneal, mesentérico e epididimal) e
da analise soroldgica de glicemia e perfil lipidico;

- Avaliar o deslocamento dentario ocorrido no periodo de estudo e o volume
0sseo alveolar nos lados de pressao e tensao por microtomografia computadorizada;

- Avaliar por meio de analise histométrica as alteragbes ocorridas no nivel
0sseo alveolar;

- Avaliar por analise estereométrica o processo inflamatorio nos tecidos
periodontais de ratos, sob movimentagao ortoddntica ou ndo em condi¢cdes de saude
sistémica ou obesidade, nos lados de pressao e tensao;

- Avaliar a expressao génica de adipocinas e outros mediadores inflamatorios
nos tecidos gengivais de ratos, sob ou ndo movimentac&o ortodontica em condi¢oes

de saude sistémica ou obesidade.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Obesidade e Inflamacgao

A obesidade é uma doenga metabdlica que afeta mundialmente 13% dos
adultos'. Ocorre pelo acumulo excessivo de tecido adiposo no corpo, devido a
exagerada ingestdo de calorias e/ou sedentarismo, fatores genéticos e até mesmo
disfuncdes hormonais®’. E definida quando o calculo do indice de massa corporal
(IMC) resulta em valor maior ou igual a 30 kg/m?. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude, atualmente existem mais pessoas com sobrepeso do que abaixo do peso.
Entre 1980 e 2014 dobrou-se o numero de obesos, tornando-se assim um dos maiores
problemas de sautde publica'. Além disso, a obesidade esta associada a diversas
patologias como doenga cardiovascular, artrite reumatoide, diabetes mellitus tipo 2 e
alguns tipos de canceres> ® ?°. Atualmente tem-se demonstrado a relagdo da
obesidade com doencas inflamatdrias, como a doenca periodontal®.

O estimulo responsavel por desencadear os processos inflamatorios na
obesidade ainda nao foi totalmente elucidado. Entretanto, uma das hipoteses seria
que o0 excesso de nutrientes presentes nas células metabdlicas, como adipécitos,
macrofagos e células T, promovem ativagdo de células imunes provocando um
aumento na quantidade de citocinas e adipocinas® ?°. Além do aumento no nimero
de adipoécitos ha também aumento no volume destes. Este aumento de volume
determina a secrecgao de citocinas inflamatorias, como fator de necrose tumoral-alfa
(TNFa), interleucina-6 (IL6), interleucina-1beta (IL1) e causa hipoxia. Portanto, ha um
aumento na inflamagao local e sistémica®’?®.

Os adipocitos além de secretar interleucinas s&o responsaveis por secretar
adipocinas®. Adipocinas sdo moléculas bioativas presentes em processos
inflamatorios e metabdlicos e sdo responsaveis por regular a resisténcia a insulina e

o gasto energético’.
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3.2 Adipocinas

As adipocinas sdo citocinas liberadas pelos tecidos adiposos que se
apresentam por ser pro-inflamatoérias ou anti-inflamatérias. Portanto, participam de
diversos processos metabdlicos, incluindo resposta inflamatéria®>. Na obesidade
ocorre um aumento no numero de adipocinas pro-inflamatérias e redu¢gao no numero
de citocinas anti-inflamatérias®®. Algumas adipocinas, como a adiponectina possui
papel anti-inflamatério, enquanto outras, como a visfatina, leptina e resistina

4,30

apresentam papel pro-inflamatorio Estas quatro adipocinas possuem agao

importante nos tecidos periodontais, principalmente na presengca de alguma

inflamac&o, como é o caso da doenca periodontal®°.

A adiponectina foi identificada em 1995 por Scherer et al.*"

e é a adipocina mais
abundante no corpo humano. Apresenta uma estrutura proteica com 224 aminoacidos
e é sintetizada principalmente no tecido adiposo através dos adipdcitos®2. Sua atuacéo
ocorre através de receptores transmembrana chamados AdipoR1, AdipoR2 e T-
cadherin. Alguns desses receptores foram encontrados em fibroblastos de gengiva e
em células do ligamento periodontal de humanos®=*. A adiponectina é responsavel

35

por modular processos metabdlicos *° e imunes através da inibicdo de algumas

citocinas pro-inflamatérias, como o TNFa, e pelo aumento de citocinas anti-
36
).

inflamatorias, como a interleucina-10 (IL10 Estimulando a proliferacdo e

diferenciagdo de osteoblastos e favorecendo a diferenciagcdo de células

mesenquimais®’ %39,

Atua também de forma favoravel sobre a regulagdo do
metabolismo da glicose e dos acidos graxos*® e é encontrada em niveis baixos em
doencas inflamatdrias como a obesidade, resisténcia a insulina e a diabetes*".

A visfatina, também conhecida como nicotinamide phosphoribosyltransferase
(NAMPT) ou pre-B-cell colony-enhancing factor 1 (PBEF1), € uma proteina com 491
aminodacidos. Foi identificada pela primeira vez em 2005 por Fukuhara et al.*? Sua
produgdo ocorre por adipdcitos e principalmente por leucécitos, como os
macréfagos43. E sintetizada devido & presenca de sinais inflamatdrios. Esta associada
a altos valores de hemoglobina glicada, podendo levar a indugdo de resisténcia a
insulina*. E responsavel pelo aumento da sintese de citocinas pré-inflamatérias,
como a IL1, IL6 e TNFa*®. Nogueira et al."' demonstraram que as células do ligamento
periodontal produzem visfatina e quando ha presenca de estimulo bacteriano por

bactéria periodontopatdégena Fusobacterium nucleatum, esta € aumentada.
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A leptina € um horménio peptidico ndo-glicolisado identificada em 1994 e é a
adipocina mais estudada atualmente®®. E secretada no tecido adiposo e possui acdo
no hipotalamo modulando apetite, saciedade, aumentando do gasto energético e
regulando o peso corporal*’. Atua também em células imunoldgicas, como células T
e mondcitos, participando em processos inflamatérios sistémicos e locais*®*°. Niveis

elevados de leptina podem afetar o sistema cardiovascular®®®’

. Na presencga de
obesidade o hipotalamo apresenta resisténcia a insulina e a leptina, gerando perda de
controle no apetite e saciedade, causando cada vez mais um maior acumulo de tecido
adiposo e consequentemente ganho de peso corporal®.

A resistina € uma proteina que possui 208 aminoacidos e pertence a familia de
proteinas ricas em cistina - RELM (Resistin-Like Molecules)®®. Foi identificada em
2001 em roedores demonstrando relacédo entre diabetes e obesidade®. Porém, em
humanos o papel da resistina ainda n&o & claro. E sintetizada a partir da estimulagao
de citocinas pré-inflamatérias, como IL6 e TNFa®, e seus niveis podem ser
influenciados através de lipopolissacarideos. Em ratos € sinterizada por adipdcitos e
em humanos por macréfagos‘”'. Portanto, sugere-se sua participagdo em processos
inflamatérios. E comprovada sua associacdo com a resisténcia a insulina, diabetes

mellitus tipo 2, aterosclerose e doencas cardiovasculares®®.

3.3 Obesidade e Tecido Periodontal

A primeira vez que foi descrita a relagdo entre obesidade e doencga periodontal
foi em 1997 por Perlstein et al.’’, onde utilizaram ratos Zucker hereditariamente
obesos e induziram doenga periodontal através de ligadura. Neste estudo os autores
observaram que houve maior perda éOssea alveolar nos ratos obesos quando
comparados aos ratos ndo-obesos. Observaram também que a obesidade por si s6
nao promove alteragdes patologicas no periodonto quando ha condi¢do de saude
bucal, entretanto na presenca de fatores inflamatérios no periodonto, como o acumulo
de placa, a obesidade causa uma destruicdo mais severa. Porém, somente em 1998

por Saito et al.*®

que foi demonstrada a associagcdo da obesidade com a doenca
periodontal em humanos, em um trabalho onde analisaram 241 pacientes com e sem
doenca periodontal e com e sem obesidade. Porém, através de meta-analises que

houve a confirmacéo da relagdo entre doenca periodontal e obesidade®*°. Uma
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revisdo sistematica realizada em 2015 por Keller et al.?® conclui é observado em
estudos longitudinais que a obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento ou
piora da doenca periodontal.

Apesar de confirmada a associacdo entre obesidade e doenga periodontal,
seus mecanismos bioldgicos ndo s&o conhecidos. Uma das hipdteses € que o tecido
adiposo, por ser um grande reservatorio de mediadores inflamatoérios, como citocinas
e hormbnios, participe na patogénese e modulacdo da doencga periodontal %3
Citocinas pro-inflamatorias como IL1, TNFa e IL6 s&o encontradas elevadas em
pacientes que apresentam periodontite crénica e nos tecidos adiposos de pacientes
obesos®'. Estudos recentes demonstraram a presenca de algumas adipocinas no

|62

ligamento periodontal e no fluido crevicular gengival®*. Suresh et al.%® demonstraram

altos indices de resistina em tecidos gengivais inflamados quando comparados a
tecidos saudaveis. Em uma revisdo sistematica e meta-analise recente, Zhu et al.®*
observaram alto nivel de leptina circulante e baixo valor de adiponectina circulante em
pacientes com doenga periodontal, sugerindo que estas adipocinas possuem
potencial biomarcador para a doencga periodontal.

A obesidade modula a resposta do hospedeiro na doenca periodontal,
resultando em maior severidade da doenga tanto na doencga periodontal espontanea
como na induzida por ligadura em ratos®’.

Em 2003, Al-Zharani et al.’® analisando o Nutrition Examination Survey
(NHANES I1ll) demonstraram que quando utilizavam apenas bolsas periodontais
profundas e perda de inser¢gdo como critério para a doencga periodontal, a associagao

entre obesidade e doenga periodontal era evidente em pacientes jovens.

3.4 Obesidade e For¢ca Mecanica

Estudos indicam que a obesidade precoce pode causar aumento na densidade
e tamanho 6sseo vertebral, e consequente aceleragdo no crescimento esquelético.
Levando a maturagéo precoce de maxila e mandibula e gerando mas oclusdes®*®’.
Devido a isso, € comum a necessidade de tratamento ortodéntico para correcao
destas mas oclusdes em pacientes obesos.

A forca mecanica aplicada no ligamento periodontal para que ocorra o

movimento dentario, gera uma area de presséao e de tensao deste. Esse processo faz
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com que as células do ligamento periodontal, como fibroblastos e osteoblastos,
produzam sinais biologicos através de mediadores, para que se inicie um processo

inflamatorio local'’

, a fim de promover reabsor¢cdo 6ssea no lado de presséo e
aposicao ossea no lado de tensdo do periodonto. A remodelagdo 6ssea ocorre na
presenca de fibroblastos, osteoclastos, osteoblastos, linfocitos T e outras células
imunes®. Portanto, durante a movimentagdo ortoddntica, diversas citocinas pro-
inflamatdrias séo liberadas, como IL1, IL6 e TNFa®**"". E importante salientar que
apesar do processo inflamatério causado na movimentagao dentaria, essa inflamacgao
nao € decorrente de uma doenga como no caso da doenca periodontal, e sim de
fatores fisiologicos para que ocorra o deslocamento dentario, sendo assim, chamada
algumas vezes de inflamagao asséptica’. Nunes et al.”” avaliaram os niveis de
citocinas no fluido crevicular gengival em pacientes sob terapia ortodéntica, sendo que
os incisivos inferiores sofriam movimentagao os superiores ndo e concluiram que
havia maior presencga de citocinas como, IL6 e TNFa nos dentes inferiores do que nos
superiores apods 7 dias, devido a presenca da forca mecanica. Muitos trabalhos na
literatura associam a movimentacao ortodéntica com processos inflamatorios como a
doenga periodontal demonstrando aumento na osteoclastogénese e na reagao
inflamatdria quando ha associagao destes levando a uma maior destruicdo dos tecidos
periodontais’>"*7°,

Sa0 escassos os trabalhos estudando a associacdo da obesidade e a

movimentagao ortoddntica. Dilsiz et al.*!

avaliaram a concentracao de leptina no fluido
crevicular gengival de 22 pacientes ndo obesos antes, uma hora apdés, 24 horas apés
e 1 semana apos o inicio do tratamento ortodéntico. Observaram que a concentracéo
de leptina foi reduzida pela movimentagao ortoddntica, havendo uma correlagéo entre

estas. Jayachandram et al.”®

avaliaram mulheres obesas e nao-obesas que
necessitavam de tratamento ortoddntico, onde coletaram saliva para deteccdo de
concentracdo de leptina antes, 1 hora apds e 1 més apds o inicio do tratamento.
Observaram que em todos os periodos, a concentracdo média de leptina nas
pacientes obesas era duas a trés vezes maior quando comparado as pacientes nao
obesas e concluiram que existia uma forte correlagao entre leptina e a movimentacao
dentaria. Quando ha presenca de forca mecanica, a concentracdo de visfatina
produzida nas células do ligamento periodontal é reduzida'’. Haugen et al.”’,
realizaram em ratos movimentagdo dentaria associada a aplicagdo de injecdes

submucosas de adiponectina nos dias 3, 6, 9, 12 e 14 de movimentagdo. Concluiram
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que a injegao inibiu a movimentagéo dentaria experimental em ratos. Saloom et al.”®
avaliaram o efeito da obesidade na movimentagéo ortoddntica, para isso utilizaram 55
pacientes obesos e coletaram dados antes, 1 semana apos e ao término do
tratamento ortodéntico. Embora ndo tenha diferenca estatistica, os autores afirmaram
que pacientes obesos necessitaram menor tempo para concluir o tratamento
ortodéntico do que pacientes ndo obesos e concluiram através das analises dos niveis
de leptina, resistina e RANKL no fluido gengival crevicular que estes se diferenciavam

em pacientes obesos e n&o obesos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Desenho Experimental

Esse estudo foi submetido e aprovado na Comissao de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr Unesp) (CEUA: 16/2015) (ANEXO
A). Foram utilizados 32 ratos Holtzman adultos, com peso médio de 300 g, que foram
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 agua ad libitum. Para o calculo da amostra, foi utilizado o
teste ANOVA. O calculo da amostra foi baseado nos resultados da analise de
microtomografia computadorizada (micro-CT) realizada num projeto anterior do

pesquisador responsavel’®

. Esse trabalho foi considerado um estudo piloto do
presente projeto. Para o calculo, foi determinada uma diferenga minima entre as
meédias dos resultados da analise de micro-CT para se ter diferencga estatistica de 6,00
com desvio padrao de 2,85. Levando em consideragdo um poder de teste de 0,80
(18=0,80) e nivel de significancia de a=0,05 o numero minimo de 8 amostras em cada
grupo foi necessario para a execugéo do presente trabalho. Sendo assim, 32 animais

foram distribuidos em 4 grupos experimentais conforme detalhados abaixo:

1- grupo C (8 animais): grupo controle sem nenhuma intervengao;
2- grupo O (8 animais): grupo submetido a indugao de obesidade;
3- grupo M (8 animais): grupo submetido ao movimento ortodéntico;
4- grupo OM (8 animais): grupo submetido a indugdo de obesidade

e ao movimento ortodéntico.

4.2 Indugao da Obesidade

Os animais que foram submetidos a indugao de obesidade (grupos O e OM)
receberam dieta hiperlipidica que apresentava aproximadamente 3,82 kcal/g. Sua
tabela nutricional consiste em 40 g de carboidratos, 19 g de lipidios, 13 g de proteinas,
4 g de fibras e 73 mg de sodio por 100 g de racdo. A dieta hiperlipidica € composta de

racao para roedores, amendoim, bolacha maizena, e chocolate ao leite em uma
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proporcéo de 3:2:1:1%°. A ragdo padréo, por sua vez, contém aproximadamente 2,25
kcal/g e sua tabela nutricional consiste em 48 g carboidratos, 4 g de lipidios, 22 g de
proteinas, 8 g de fibras e 200 mg de saodio por 100 g de racgdo. A racgao foi substituida
diariamente e iniciou-se 90 dias antes do tempo zero (quando foram instalados os
aparelhos) conforme timeline apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Descricdo do modelo experimental.
-90 0 15 dias

Movimentagao ortodontica

Fonte: Elaboragao prépria

4.3 Instalagao do Aparelho Ortodéntico

Foi utilizado um modelo de movimento dentario em ratos e um tipo de aparelho
previamente estabelecidos por nosso grupo’® (Figura 2). Apés os animais serem
submetidos a anestesia geral (0,08 mL de ketamina e 0,04 mL de cloridrato de xilasina
por 100g de peso corporal, intramuscular na pata posterior) e serem posicionados em
mesa operatoria, uma mola fechada de niquel-titanio (Sentalloy®, GAC, Dentsply) foi
conectada entre o primeiro molar superior e incisivo central superior com fio de
amarrilno (CrNi, 0.20 mm, codigo 55.01.208, Morelli). Para colocagdo da mola nos
incisivos centrais superiores, sulcos nas superficies mesial, distal e vestibular desses
dentes foram preparados para prevenir que o fio de amarrilho se soltasse devido a
curvatura lingual e a erupgao continua dos incisivos. Apos os fios serem amarrados,
uma fina camada de resina composta foi colocada acima do fio para prevenir seu
deslocamento e irritacdo pulpar devido a exposi¢cédo dentinaria. Ja para colocacao da
mola nos primeiros molares superiores, o fio de amarrilho foi colocado na oclusal dos

dentes e resina composta foi colocada sobre o fio de amarrilho para que 0 mesmo nao
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se soltasse. Para que nao houvesse danos a oclusdo do animal devido ao fio e a
resina, o dente antagonista (primeiro molar inferior) foi extraido. A mola de niquel-
titanio foi utilizada para promover uma liberagao de forga constante de 0.25 N durante
o curso do experimento. A instalacdo do aparelho ortoddntico foi realizada no tempo

Zero.

Figura 2 - Aparelho ortodéntico instalado entre o incisivo central e o primeiro molar superior
do animal (a seta indica a dire¢do da forga exercida pela mola).

Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.4 Sacrificio dos Animais

Apos 15 dias do tempo zero, todos os animais foram sacrificados por overdose
anestésica. A selecéo deste periodo considerou a representagao do periodo em que
ja ocorre significante movimento dentario. Apds o sacrificio, a maxila de cada animal
foi removida e separada em duas hemimaxilas para posterior reducao e distribuicao
aleatodria para realizagdo de microtomografia computadorizada e histologia. Foram
coletados tecidos gengivais ao redor dos primeiros molares, destinados a extragao de



23

RNA. Imediatamente apds a coleta, foram congelados em nitrogénio liquido e

posteriormente armazenados em freezer -80 °C.

4.5 Massa Corporal

A massa corporal dos animais foi registrada semanalmente durante todo o

experimento.

4.6 Tecidos Adiposos

No momento da eutanasia dos animais, os tecidos adiposos: retroperitoneal,

epididimal e mesentérico foram removidos e pesados em balanga de precisgo®®".

4.7 Analise Soroldgica

Os animais permaneceram em jejum por 12 horas antes da eutanasia para que
fosse feita a coleta do sangue através de puncgao cardiaca. Apos 20 minutos, o sangue
foi centrifugado por 3.000 RPM a 23°C durante 10 min. Em seguida, o soro
encaminhado para o Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
UNESP, onde foi utilizado para a analise bioquimica do perfil lipidico - triglicérides,
colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) - e para os niveis de glicemia®’.

4.8 Microtomografia Computadorizada (Micro-CT)

Apoés o sacrificio dos animais, 8 hemimaxilas por grupo foram removidas e
fixadas em paraformaldeido 4% por 48 horas, e mantidas em alcool 70% em
temperatura ambiente até serem escaneadas com o auxilio do microtomégrafo
computadorizado (MCT Skyscan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica). O gerador de raios-
x foi operado a 50 kVp, com corrente do feixe em 500 pA, filtro de aluminio de 0.5 mm
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e com uma resolugédo de imagem de 18 um. As imagens foram reconstruidas com o
auxilio de um software especifico (NRecon 1.6.1.5 - Bruker, Kontich, Bélgica) em
todas as trés dimensdes espaciais. Em seguida, todas as imagens das hemimaxilas
foram orientadas e salvas em cortes coronais (2000 x 1336) utilizando o Data Viewer
software (Data Viewer 1.4.3.1 - Bruker, Kontich, Bélgica) (Figura 3A). Para medir o
volume de osso alveolar (BV) e o volume tecidual (TV) a regi&do de interesse (ROI) foi
delimitada do apice das raizes do primeiro e segundo molar a crista alveolar, com a
exclusdo das raizes e do espaco periodontal, compreendendo assim apenas 0 0SSO
alveolar ao redor do primeiro e segundo molar (Figuras 3D e 3E). Isto foi realizado
com uma ferramenta especifica (custom processing) do software CTan (CT Analyser
1.10.1.0 - Bruker, Kontich, Bélgica). Além disso, a densidade de osso alveolar foi
medida com o auxilio de phantoms com densidades previamente definidas, fornecidos
pela propria empresa Bruker. Para mensuragédo da perda 6ssea linear as distancias
lineares entre a jungcdo cemento-esmalte (JCE) a crista 0ssea alveolar (COA) nas
faces mesial e distal do 1° molar e mesial do 2° molar foram obtidas utilizando o
software Data Viewer (Fgura 3B). O mesmo método foi empregado para a
mensuragao da movimentagdo dentaria, medindo-se a distédncia entre as maiores
convexidades das faces distal dos 1°° molares e mesial dos 2°° molares maxilares feita
uma linha do primeiro ao segundo molar utilizando o Data Viewer software (Figura
3C).
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Figura 3A-E — Mensuragdo das microtomografias com os softwares: Data Viewer, CTAn.
Figura 3A- Orientacdo dos cortes. Figura 3B- Distancia linear da JCE-COA. Figura 3C-
Distancia entre 1° e 2° molar. Figura 3D- Delimitagdo da regido de interesse (ROIl). Figura
3E- Separacao do osso alveolar das raizes e do espaco periodontal
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Fonte: Arquivo pessoal do autor
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4.9 Analise Histologica

Apo6s o sacrificio dos animais, 8 hemimaxilas por grupo foram removidas e
fixadas em paraformaldeido 4% por 48 horas. Apos fixagao, as hemimaxilas foram
desmineralizadas em solucédo de EDTA 10% por 60 a 90 dias para posterior inclusdo
em parafina. Cortes histoldgicos seriados de 4 uym de espessura foram obtidos no
plano sagital, montados em Iaminas e corados apropriadamente com hematoxilina e
eosina (H/E). As secgbes foram utilizadas para analise histologica descritiva e
avaliacdo histométrica e estereométrica em 2 cortes/animal. Estas analises foram
realizadas por um examinador cego e calibrado, com o auxilio de um microscopio de
luz Leica DMLS (Leica - Reichert Diastar Products & Jung, Wetzlar, Germany) na
magnificacdo de 50x para histometria e 200x para estereometria. As areas 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).

4.9.1 Histometria

A analise histométrica foi feita através do software de imagem Image J versao
1.37b. (National Institutes of Health, USA, http: // rsb.info.nih.gov/ij/docs). Na regi&o
de furca, a area analisada foi delimitada de acordo com a metodologia de Duarte et
al.®? Esta regido foi delimitada apicalmente 1000um abaixo do teto da furca no espaco
inter-radicular dos primeiros molares superiores. A area total da regido inter-radicular
e a area com tecido 6sseo presente foram medidas, e através da subtracdo desses
valores foi obtida a quantidade de tecido &sseo reabsorvido. Foi feita uma
porcentagem dos valores obtidos para se ter a propor¢édo de perda déssea. Para
mensuragao da perda Ossea linear, tragou-se uma linha reta da crista 6ssea do

83,84,85
(

processo alveolar a jungcdo cemento-esmalte, na distal do 1° molar Figura 4).
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Figura 4 — Imagens demonstrando a mensuracgéo de perda 6ssea alveolar na regido de furca
e na regido interproximal distal do 1° molar.

B
X

Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.9.2 Estereometria

Os cortes histolégicos foram submetidos a analise quantitativa do processo
inflamatdrio. A analise estereométrica do processo inflamatoério foi realizada com o
auxilio de um microscopio de luz Leica DMLS (na magnificagdo de 200x). Um total de
2 cortes foram avaliados por dente. A regido anatdbmica que foi quantificada
correspondeu ao ligamento periodontal delimitado coronalmente pelo teto da furca,
apicalmente pelo apice radicular e lateralmente pelo osso e pela superficie das raizes
mesial e distal dos primeiros molares superiores. As areas de interesse dos cortes
pré-selecionados foram fotografadas com uma camera digital Leica DFC 300 FX e as

imagens capturadas foram arquivadas. A técnica estereométrica de contagem de
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pontos foi realizada com o auxilio de uma grade com 252 pontos de intersecgao, a
qual foi sobreposta nas imagens digitalizadas dos cortes de H/E para avaliagdo da
proporgcao de componentes teciduais coincidentes com os pontos de intersec¢éo, em
um plano bidimensional por microscopia (Figura 5). Este procedimento permite a
avaliacao quantitativa do quadro inflamatério no ligamento periodontal, nos lados de
presséo e tensdo. Desta forma, foi determinada a densidade volumétrica relativa (ou
proporgao) dos seguintes componentes teciduais: fibras colagenas, fibroblastos,
células inflamatdrias e vasos sanguineos. Apos a analise, foi calculado o percentual
de cada componente tecidual em relagdo ao numero total de pontos contados por

|.86

periodo experimental, baseado nos trabalhos de Odze et al.™ para a representacao

grafica da estereometria.

Figura 5 — Imagem representativa da area analisada com a grade em posi¢c&o para contagem
de células e de estruturas celulares.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.10 RT-qPCR

O RNA total dos tecidos gengivais coletados de 6 hemimaxilas por grupo foi
extraido com o kit RNeasy Mini (catalogo no 74106, Qiagen), segundo as instrugdes
do fabricante. Este kit se baseia no método de colunas de purificagdo e inclui

tratamento com DNase (RNase-FreeDNase Set - catalogo no 79254) de modo a
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eliminar contaminagdo com DNA genémico, que pode afetar os resultados da reagao
de PCR em tempo real (RT-gPCR). A quantidade e pureza do RNA foram
determinadas em espectrofotémetro de luz NanoVue UV / Visible Spectrophotometer
(GE Healthcare, Piscataway, NJ) por meio da avaliagdo das absorbéncias a 260 nm
e da relacdo entre as absorbéncias a 260/280 nm, respectivamente. DNA
complementar foi sintetizado pela transcricdo reversa de 500 ng do total de RNA dos
tecidos gengivais, seguindo o protocolo do fabricante (High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems). Expressao génica de ll1b, Tnfa, 116, Leptina,
Visfatina, Resistina e Adiponectina e Gapdh foram avaliadas por RT-gPCR no
aparelho iCycler iQ (Bio- Rad), usando SYBR Green (Qiagen) e primers especificos
(QuantiTect Primer Assay, Qiagen). Um microlitro de cDNA foi amplificado em 25 pl
de reacéo contendo 12,5 ul de 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen),
2,5 ul de primer e agua RNase free. A mistura foi inicialmente aquecida a 950C por 5
min e seguida de 50 ciclos de desnaturagédo a 950C por 10 s e anelamento/extensao
a 600C por 30 s. Os resultados foram analisados usando o método de comparacgao
de cycle threshold (Ct).

4.11 Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram avaliados, e submetidos a um teste de
normalidade. A partir disso, foram utilizados testes estatisticos apropriados para
comparagdes entre cada grupo. Em todos os procedimentos, foi adotado um nivel de
significancia de 5% para a tomada da decisao quanto a validade da hipétese testada.

Nas analises de massa corporal, tecidos adiposos, analise de soro, analise
microtomografica, histologica e RT-qPCR foi realizado ANOVA seguido do pos teste

Tukey (p<0.05) e para analise do movimento dentario o teste t-student (p<0.05).
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5 RESULTADOS

5.1 Massa Corporal

Os animais que sofreram inducdo da obesidade (grupos O e OM)
apresentaram, a partir da 4° semana, massa corporal significantemente maior quando
comparados aos animais que nao sofreram indugdo da obesidade (grupos C e M),
como ¢é ilustrado no grafico da Figura 5. Porém, a partir da 11 semana, somente os
animais do grupo O apresentaram massa corporal estatisticamente maior quando

comparados aos demais grupos (Figura 6).

Figura 6 - Média e desvio-padrdo da massa corporal (g) dos animais dos grupos C (n=8), O
(n=8), M (n=8) e OM (n=8) ao longo do experimento. *Diferenca significante dos grupos O e
OM com os grupos C e M (p < 0.05). **Diferenca significante entre o grupo O e os demais
grupos (p <0.05).
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Fonte: Elaboragao prépria

5.2Tecidos Adiposos

Com relagéao aos tecidos adiposos, os animais dos grupos que receberam a
dieta hiperlipidica (O e OM - induzidos a obesidade) apresentaram maior peso de
tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e mesentérico quando comparados aos
grupos que receberam dieta padrdo (C e M — n&o induzidos a obesidade), como

ilustrado na Figura 7A e nos graficos de 7B-D.
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Figura 7A - Imagem comparando os tecidos adiposos (epididimal, mesentérico e
retroperitoneal) de ratos obesos (a esquerda) e de ratos ndo-obesos (a direita). Figura 7B-
7D - Média e desvio-padrao do peso do tecido adiposo epididimal (7B), retroperitoneal (7C) e
mesentérico (7D) dos animais submetidos (n=16) ou ndo (n=16) a indugcdo de obesidade.
*Diferenga significante dos grupos nao obesos (grupos C e M) em relagao os grupos obesos
(grupos O e OM) (p < 0.05). **Diferenca significante do grupo obeso (grupo O) com os demais
grupos (p < 0.05).
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5.3 Analise de Soro

Na analise de ftriglicerideos, HDL e colesterol total, os animais do grupo O
apresentaram maior valor quando comparados aos demais grupos e no LDL estes
também apresentaram maior valor quando comparados ao grupo OM (Figura 8). Na
analise de glicemia, nenhum grupo atingiu o valor limite que indica que os animais

estejam com Diabetes (Figura 8).

Figura 8 - Média e desvio-padrdo das dosagens de perfil lipidico e glicemia dos animais
submetidos ou ndo a indugdo de obesidade. °Diferenga significante em relagdo aos demais
grupos (p < 0.05). "Diferenca significante entre o grupo C e M (p < 0.05). °Diferenca significante
entre o grupo O em relagdo grupo OM (p < 0.05).

Cc o M oM
Total Cholesterol (mg/dL) 57,8+9 78+7,6° 57,5+8,5 545+7,3
Triglycerides (mg/dL) 53,1+53° | 76,8+228% | 36,6+7,6 36,141
LDL (mg/dL) 11,9+4,6 16,46 ° 12,7+9,2 6,414
HDL (mg/dL) 35,7+6,4 471+48° | 383+54 41,2+5,3
Blood Glucose (mg/dL) 131,8+12° | 2444+ 61,5 212+ 42 209 £ 45,1

Fonte: Elaboragao prépria

5.4Microtomografia Computadorizada (Micro-CT)

Os animais do grupo OM apresentaram menores valores no volume 6sseo
alveolar (BVF) e na densidade 6ssea alveolar (BMD) com diferengas estatisticamente
significativas comparados aos demais grupos (Figuras 9 e 10). Na analise da perda
ossea linear ndo houve diferenga estatistica entre os grupos (Figura 10). Os primeiros
molares do grupo OM tiveram uma tendéncia a um maior deslocamento quando
comparados os primeiros molares do grupo M; porém, sem diferenga significante
(Figura 10).
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Figura 9 - Imagens 3D Microtomograficas dos grupos C, O, M e OM.

Grupo M

Fonte: Arquivo pessoal do autor

Figura 10 - Média e desvio-padrdo do percentual de volume 6sseo alveolar (BVF), da
densidade 6ssea alveolar (BMD), da perda 6ssea linear e do movimento dentario (grupos M
obeso e ndo obeso). *Diferenga significante entre o grupo OM e os demais grupos (p < 0.05).
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5. 5 Analise histolégica

5.5.1 Histometria

Os animais do grupo O, que sofreram indu¢ao da obesidade, apresentaram na
analise histométrica, menor perda oOssea linear quando comparado aos demais
grupos; poréem, apresentando diferenca significante apenas com o grupo OM. Com
relacdo a area de furca ndo houve diferenga estatistica entre os grupos (Figuras 11,
12 e 13).

Figura 11 — Média e desvio-padrdo da perda 6ssea alveolar linear e da area de furca.
*Diferencga significante do grupo O com o grupo OM (p < 0.05).
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Fonte: Elaboragao prépria



Figura 12 A-D - Fotomicrografias no aumento de 50x de cortes sagitais de maxilas
mostrando o periodonto da regido interproximal entre 1° (1M) e 2° molares (2M) dos
animais dos grupos C (Fig. 12A), O (Fig. 12B), M (Fig. 12C) e OM (Fig. 12D). JCE, jungao
cemento-esmalte; PA, processo alveolar; D, dentina, P, polpa; E, espaco do esmalte; as
setas nas Fig. 12C e 12D indicam a direcdo da forga ortodéntica nos grupos M e OM.
Coloracao: Hematoxilina e Eosina (H/E).
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Fonte: Elaboracao propria
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Figura 13 A-D - Fotomicrografias no aumento de 50x de cortes sagitais de maxilas
mostrando a regiao de furca (F) dos 1° molares (1M) dos animais dos grupos C (Fig 13A), O
(Fig. 13B), M (Fig. 13C) e OM (Fig 13D). D, dentina; P, polpa; TO, recido 6sseo; AT, area de
tensdo do ligamento periodontal; AC, area de compressao do ligamento periodontal; as setas
nas Fig. 13C e 13D indicam a diregao da forga ortodéntica nos grupos M e OM. Coloragao:
H/E.

Fonte: Elaboracao proépria
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5.5.2 Estereometria

Os animais do grupo O apresentaram numero estatisticamente maior de células
inflamatorias e de vasos sanguineos quando comparado aos demais grupos. E este
mesmo grupo também apresentou um menor numero significante de fibroblastos em
relagéo ao grupo OM (Figura 14). O grupo M apresentou maior quantidade significativa
de fibroblastos quando comparado aos demais grupos (Figuras 14 e 15).

Figura 14 — Média e desvio-padrdo da porcentagem de células inflamatérias, fibroblastos,
fibras coldgenas, osso, vasos sanguineos e outras estruturas. *Diferenca com os demais
grupos (p < 0.05). **Diferenga com o grupo OM (p < 0.05).
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Figura 15 A-D - Fotomicrografias no aumento de 200x do ligamento

periodontal da regiao de furca do 1° molar dos animais do grupo C (Fig.
15A), O (Fig. 15B), M (Fig. C) e OM (Fig 15D). Demontrando tecido dsseo
(TO), fibras colagenas (FC), fibroblastos (FB) e células inflamatérias (ClI).

Coloracao: H/E.

Fonte: Elaboracao propria
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5.6RT-qPCR

Os animais que sofreram inducdo da obesidade (grupos O e OM),
apresentaram maior expressao génica de Nampt quando comparados ao grupo
controle (grupo C) e menor expresséo génica desta quando comparados ao grupo que
sofreu movimentagao ortoddntica (grupo M) (Figura 16). A expressao génica de TNF-
alfa foi menor no grupo C quando comparado ao grupo M (Figura 16).

Figura 16 — Média e desvio-padrao da expressao dos genes Adiponectina, IL1b, Nampt, IL6
e TNFa. *Diferenca significante com todos os demais grupos, exceto entre O e OM (p < 0.05).
***Diferenga significante em grupos C e M (p < 0.05).
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6 DISCUSSAO

Atualmente a relagdo da obesidade com algumas condi¢des odontoldgicas
como a doenca periodontal® ® 1% 8" esta sendo cada vez mais estudada e evidenciada.
Porém, existem poucos estudos que relacionam essa condicdo sistémica com a
movimentagado ortodéntica. Devido a esta escassez de estudos nosso trabalho tem
como objetivo avaliar in vivo o efeito da obesidade na remodelagcdo dos tecidos
periodontais de ratos induzida pela forga mecanica ortodontica.

Na analise microtomografica (microCT) os animais que foram induzidos a
obesidade e a forgca mecanica apresentaram menor volume 6sseo e menor densidade
alveolar. Sabe-se que adipocinas e interleucinas sao produzidas e liberadas pelos
tecidos adiposos®. Na condicdo de obesidade estes mediadores estardo sendo
produzidos em grande escala e amplamente disseminados no organismo podendo
assim, influenciar o metabolismo e outros eventos ocorridos em diversos tecidos

dentre eles, a remodelagdo dos tecidos periodontais® °°.

Para que ocorra a
movimentagao ortoddéntica os tecidos periodontais submetidos a forga mecanica
sofrem alteragdes, como reabsor¢cdo 6ssea no lado de pressao e aposicdo 0ssea no
lado de tensdo'” '8, Portanto, este processo pode ser alterado quando ha aumento de
fatores pro-inflamatérios devido a uma condigdo sistémica como observamos em
nossos resultados de estereometria. Isso pode também ser confirmado na analise
histométrica, onde os animais obesos que foram submetidos a forga ortoddntica
apresentaram maior perda 6ssea alveolar linear do que os animais obesos que nao
foram submetidos a esta. Na literatura sdo poucos os estudos que avaliaram o efeito
da obesidade na movimentag&o ortoddntica, mas todos demonstram haver alguma
relagdo das adipocinas com as respostas teciduais. No estudo de Haugen et al.”” foi
administrado adiponectina sob diferentes concentracbes em ratos submetidos a forca
ortodbntica por 14 dias. A adiponectina € uma adipocina anti-inflamatoria e neste
artigo os autores concluiram que esta inibe a movimentagéo dentaria estando entao,
relacionada ao movimento ortoddntico. Jayachandram et al.”® avaliaram a
concentragéo de leptina, uma adipocina pro-inflamatoria, em mulheres obesas e nao
obesas que seriam submetidas ao tratamento ortoddntico. Foram coletadas amostras
de saliva antes, 1 hora apds e 1 més apéds o inicio do tratamento. Concluiram que ha

uma forte correlacéo positiva entre a concentracao de leptina e a média de movimento
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dentario demonstrando assim, que a leptina apresenta papel nesse processo. Dilsiz

et al.?’

avaliaram a concentragao de leptina no fluido crevicular gengival de pacientes
saudaveis submetidos ao tratamento ortodontico. Porém, eles demonstraram que o
movimento ortoddntico reduz a concentragao de leptina no fluido crevicular gengival.
Em contrapartida também afirmaram a relagdo da leptina com o movimento dentario.

No presente estudo, o deslocamento dentario induzido pelo aparelho
ortodéntico ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo aos animais obesos e
nao obesos. Porém, pudemos observar que na presenga da obesidade o movimento
dentario foi levemente maior. Esse fato é demonstrado no estudo de Saloom et al.”
onde avaliou-se os efeitos do movimento ortodéntico em jovens obesos e nao-obesos.
N&o houve diferenca estatistica significante com relagdo ao tempo no tratamento
desses jovens. Porém, os autores afirmaram que pacientes obesos possuem uma
tendéncia de maior rapidez da movimentagcdo dentaria, sugerindo que novas
investigacdes fossem feitas nesta area.

Na analise estereométrica observamos maior presencga de células inflamatérias
nos animais obesos em relagdo aos demais grupos sugerindo assim, que a obesidade
pode estar levando a um aumento no processo inflamatorio. Também houve maior
numero de células inflamatérias nos animais obesos submetidos a forgca mecéanica
gquando comparados aos nao-obesos submetidos a esta mesma forcga, reforcando
esse resultado. Com relacéo aos fibroblastos, os animais n&o-obesos que sofreram
movimentagao ortoddntica apresentaram maior numero destes quando comparados
aos demais grupos, sugerindo que esses estdo em processo de maior remodelagao
tecidual. Porém, ndo encontramos na literatura estudos que tenham realizado esse
tipo de analise em situacdes similares, que pudessem refor¢car nossos dados.

Na analise de RT-qPCR observa-se aumento na expressao génica de Nampt
nos animais obesos quando comparado aos animais nao-obesos. Deschner et al.*°
demonstraram que ha producdo de Nampt por fibroblastos da gengiva, e que na
presenca de inflamagdo, ha aumento na sintese deste. A expressdo de TNFa é
aumentada nas primeiras horas apos o inicio da movimentacgao ortodéntica, devido a
este ser um mediador inicial da fase inflamatéria’®®®. Isso esta de acordo com nosso
trabalho, onde a expressdo de TNFa nos animais nao-obesos que sofreram
movimentacgao ortodéntica foi estatisticamente maior do que nos animais nao-obesos

sem intervencdo. Embora sem diferenga estatistica, nota-se aumento na expressao
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de todos os demais genes (IL1, IL6, TNFa e adiponectina) nos animais obesos sem
movimentagao ortodéntica quando comparados aos animais n&o-obesos.

Conforme descrito na metodologia, apara indugdo da obesidade utilizamos a
racao hiperlipidica. Para comprovagao do desenvolvimento da obesidade, os animais
foram pesados semanalmente e no momento do sacrificio os tecidos adiposos
retroperitoneal, mesentérico e epididimal foram removidos e pesados em balanca de
precisdo. A partir da 4% semana os animais submetidos a indugdo da obesidade
apresentaram maior massa corporal quando comparados aos animais que nao
receberam a dieta hiperlipidica. Porém na 112 semana, os animais obesos que
sofreram movimentag&o ortoddntica apresentaram reducao significativa nesse valor.
Os animais que receberam a dieta hiperlipidica apresentaram maior quantidade de
tecidos adiposos. Esses dados comprovam que a metodologia empregada foi eficaz
na inducdo da obesidade e que apesar da queda na massa corporal dos animais
obesos submetidos a movimentacdo ortodéntica isto nao influenciou no
estabelecimento da obesidade. Estes resultados estdo de acordo com os estudos de

Speretta et al.2%8"

que utilizaram a dieta hiperlipidica demonstrando que os animais
sujeitos a indugcdo da obesidade apresentaram maior massa corporal e maior
quantidade de tecidos adiposos quando comparados aos animais que receberam a
dieta padrao.

Vale ressaltar, que a obesidade esta relacionada a diversas doencas
sistémicas como a Diabetes. Porém, a Diabetes também tem influéncia em condi¢des
odontolégicas como na doenga periodontal®. Devido a isso, para que ndo houvesse
viés em nosso estudo, realizamos o exame de glicemia para verificar se os animais
foram submetidos também a indugdo de Diabetes. Em nossos resultados todos os
grupos apresentaram valor reduzido na taxa de glicemia (<500mg/dL) confirmando
que ndo haviam, dentro do periodo de analise, desenvolvido Diabetes, fato que

poderia ser um fator de confundimento na interpretagao de nossos resultados.
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7 CONCLUSAO

A dieta hiperlipidica foi eficaz na indugdo de obesidade nos animais que
sofreram essa intervengao. A obesidade modulou a resposta dos tecidos periodontais
a movimentag&o ortodontica levando a maior perda do volume e densidade do osso
alveolar devido a maior quantidade de células inflamatérias e aumento na expressao

de citocinas inflamatorias.
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Campus de Araraquara
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Proc. CEUA n° 16/2015

Araraquara, 21 de fevereiro de 2017.

Senhor Pesquisador:

A Comissdo de Etica no Uso de Animal — CEUA desta Faculdade,
procedeu a andlise do Relatorio Parcial do projeto de pesquisa de sua
responsabilidade intitulado “INFL UENCIA DO  MOVIMENTO
ORTODONTICO NA PROGRESSAO DA DOENCA PERIODONTAL EM
CONDICOES DE SAUDE SIST. EMICA OU OBESIDADE” (Proc. CEUA n°
16/2015), e considerou-o APROVADO, bem como sua solicitagdo de alteragdo
na metodologia da pesquisa e prorrogagdo de prazo.

Lembramos que o Relatorio Final deste projeto deverd ser entregue

em JUNHO/2018.
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Coordenadora da CEUA

Ao

Prof. Dr. JONI AUGUSTO CIRELLI
DD. Pesquisador Responsével
Departamento de Diagnostico e Cirurgia

Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA
Rua Humaita n® 1.680 — Centro — CEP 14801-903 — Caixa Postal n®331 - ARARAQUARA - SP
59 andar — fone (16) 3301-6459 / fax (16) 3301-6433 / e-mail: ceua@foar.unesp.br - home page: http:/www.foar.unesp.br



Nao autorizo a publicagao deste trabalho até 14 de margo de 2020.
(Direitos de publicagao reservados ao autor)

Araraquara, 14 de margo de 2018.

Camila Chierici Marcantonio



