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RESUMO

O efeito da Tetraciclina modificada e sinvastatina na recidiva da movimentacdo dentaria no ligamento
periodontal de ratos

Introducdo: A recidiva dentaria ap6s o tratamento ortoddntico tem um enorme impacto na clinica
ortoddntica, em especial a recidiva imediata, afetando os beneficios da terapéutica ortoddntica. Os
dispositivos de contencdo fixa ndo permitem a inibicdo da recidiva dentaria, devido a ocorréncia da
remodelacdo Ossea ativa apés a remocao dos aparelhos ortoddnticos, que dependem das enzimas
metaloproteinases para a sua presenca. Algumas drogas podem atuar na inibicAo das
metaloproteinases e inibir a recidiva dentaria. Objetivos: O objetivo deste estudo foi de avaliar o
efeito da tetraciclina modificada quimicamente CMT-3 (inciclinida) e sinvastatina na recidiva da
movimentacdo dentaria em ratos através de um novo método por micro CT, bem como a correlacao
da densidade mineral 6ssea com a recidiva dentaria. Material e Métodos: Quarenta ratos adultos e
machos, da variedade Wistar, com massa de 354 +/- 33 gramas, foram separados em trés grupos,
sendo um grupo controle com 10 animais e dois grupos experimentais com 15 animais, e tiveram
molas de aco inoxidavel instaladas no primeiro molar superior esquerdo. Os molares murinos foram
movimentados em direcdo mesial durante 18 dias (desprezando a movimentacdo dos incisivos em
direcdo distal), e apdés a remocdo das molas, foram aplicadas por gavagem oral: 30mg/kg de
inciclinida e 5mg/kg de sinvastatina nos dois grupos experimentais, e carboximetilcelulose a 0,5% no
grupo controle, durante 20 dias. Foram realizadas trés aquisicdes microtomogréficas: a primeira
aquisicdo apos a instalacdo das molas, a segunda aquisicao ap6s 18 dias de movimentacao dentéria,
e a terceira aquisicdo apés a remocado das molas no décimo oitavo dia e término da instituicdo do
regime de tratamento das drogas durante vinte dias, no trigésimo oitavo dia. A recidiva dentaria foi
visualizada com o auxilio de microtomégrafo CT, e as 120 imagens reconstruidas e escolhidas por
intermédio dos softwares N-Recon- 1.6.9.4, e Data Viewer 1.5.0.0 (referentes as trés aquisicbes
microtomogréaficas com 40 animais dos trés grupos), tiveram as suas guias de mensuracao realizadas
(correspondentes a duas retas tangentes as face de maior convexidade: distal do primeiro molar
superior esquerdo e mesial do segundo molar, perpendiculares ao plano oclusal destes dentes, e
mensuradas pela unido destas duas retas) e aferida pelo software Image Pro” plus 5.1, e comparadas
por Kruskal Walis e teste p6s- hoc de Dunn através de SPSS-22. Apds o sacrificio dos animais, foi
mensurada a densidade mineral 6ssea e a unidade Hounsfield por micro-CT, do osso alveolar
adjacente a raiz mesial e distal do primeiro molar movimentado (em uma area ROI circular de 60 x 60
pixels previamente escolhida) através do software CT Analyser 1.13, e analisada por ANOVA com
poés-hoc de Tukey no SPSS-22. A correlacdo entre a recidiva dentaria e a densidade mineral éssea foi
analisada por teste de Spearman. Resultados: O presente trabalhou permitiu uma melhor acuracia
da mensuracdo da recidiva dentaria, em relagdo aos métodos tradicionais de moldagem,
transferéncia de dados e afericdo. A recidiva foi menor no grupo experimental da inciclinida em
relagdo ao grupo controle (p=0,048), e foi encontrada significancia estatistica (p=0,007) entre a droga
inciclinida e o grupo controle. A droga sinvastatina nao inibiu a recidiva dentaria com a posologia
empregada. Ocorreu uma diminuigdo da densidade mineral 6ssea e da unidade Hounsfield adjacente
a raiz mesial e distal no grupo da sinvastatina durante a recidiva dentéria. A densidade mineral 6ssea
e a unidade Hounsfield diminuiram na regido 6ssea adjacente a raiz distal, e aumentaram na regido
Ossea adjacente a raiz mesial do grupo da inciclinida durante a recidiva dentéria. Nao foi achada
correlagdo entre a densidade mineral éssea e a recidiva dentéria no osso alveolar da raiz mesial (p=-
0,282) e do osso alveolar da raiz distal (p=0,061). Conclusdes: A droga CMT-3 inciclinida inibiu a
recidiva da movimentagdo dentaria em ratos. A droga sinvastatina ndo inibiu a recidiva dentaria em
ratos.

Descritores: recidiva, tetraciclina, sinvastatina, metaloproteinases, tomografos computadorizados,
densitometria.



ABSTRACT

The effect of Tetracycline modified and simvastatin on relapse of tooth movement in periodontal
ligament of the rats

Introduction: the dental orthodontic treatment after recurrence has a huge impact on orthodontic
clinic, in particular the immediate relapse, affecting the benefits of orthodontic therapy. Fixed
containment devices do not allow dental recurrence inhibition due to the occurrence of active bone
remodeling upon removal of orthodontic appliances, which depend on the enzymes for their presence.
Metalloproteinases Some drugs may act on inhibition of Metalloproteinases and inhibit dental
recurrence. Objectives: the objective of this study was to evaluate the effect of chemically modified
tetracycline CMT-3 (incyclinide) and simvastatin on relapse of tooth movement in rats using a new
method for micro CT as well as the correlation of bone mineral density with tooth recurrence. Material
and methods: forty rats adults and males, of variety, with mass of Wistar 354 +/- 33 grams, were
divided into three groups, being a control group with 10 animals and two experimental groups with 15
animals, and stainless steel springs were installed on the upper left first molars. Murinos molars were
moved toward mesial during 18 days (disregarding the movement of incisors in distal direction), and
after removing the springs, were applied by oral gavage: 30 mg/kg of incyclinide and 5 mg/kg of
simvastatin in two experimental groups, and carboxymethylcellulose the 0.5 in the control group, for 20
days. Three were carried out microtomography acquisitions: the first acquisition after installation of the
springs, the second acquisition after 18 days of tooth movement, and the third acquisition after
removal of the springs in the eighteenth day and ending the institution of drug treatment regimen for
twenty days, in the thirty-eighth day. Dental recurrence was visualized with the aid of microtomography
CT, and the 120 images reconstructed and chosen through the software N-Recon-1.6.9.4, and Data
Viewer 1.5.0.0 (related to three microtomography acquisitions with 40 animals of three groups), had
their measurement guides carried out (corresponding to the two tangent lines the face of greatest
convexity: the left upper first molars distal and mesial of the second molar, perpendiculars to the
occlusal plane of these teeth, and measured by the union of these two straight) and checked by the
software Image Pro® plus 5.1, and compared by Kruskal and Post-hoc test valid Dunn through SPSS-
22. After the sacrifice of animals was measured bone mineral density and Hounsfield unit for micro-
CT, the alveolar bone adjacent to the mesial and distal root of the busy first molars (in an area 60 x 60
circular ROI pixels previously chosen) through software CT Analyzer 1.13, and analyzed by ANOVA
with Post-hoc Turkey in SPSS-22. The correlation between dental recurrence and bone mineral
density was analyzed by Spearman test. Results: the present worked allowed a better measurement
of dental recurrence, compared to traditional methods of molding, data transfers and scouting. The
recurrence was lower in the experimental group of incyclinide in relation to the control group (p=
0,048), and statistical significance was found (p= 0,007) between the drug incyclinide and the control
group. The drug simvastatin inhibited not dental recurrence with the dosage employed. There has
been a decrease in bone mineral density and Hounsfield unit adjacent to the mesial and distal root in
the simvastatin group during dental recurrence. Bone mineral density and Hounsfield unit decreased in
the region adjacent to the distal root, and have increased in the region adjacent to the mesial root of
the group of the incyclinide during the dental relapse. No correlation was found between bone mineral
density and recurrence in dental alveolar bone of the mesial root (p= -0,282) and the alveolar bone of
the distal root (p= 0,061). Conclusions: the drug CMT-3 incyclinide inhibited the relapse of tooth
movement in rats. The drug simvastatin inhibited not dental recurrence in rats.

Key words: recurrence, tetracycline, simvastatin, metalloproteinase, tomography computadorized,
densitometry.
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1 INTRODUCAO

A recidiva dentaria € um fendmeno de reacao tecidual pouco estudado, com enorme impacto
na clinica ortodontica, afetando de 30 a 90% dos casos ortoddnticos de 10 anos pés-tratamento
(OLIVE & BASFORD, 2003; FRANZEN et al., 2013), além da recidiva imediata ap6s a remocao dos
aparelhos ortodénticos (KILICA et al., 2011).

O turnover das fibras gengivais supra-alveolares, que compde o periodonto € menor do que
a do osso alveolar, o que poderia levar a precipitacdo da recidiva dentaria durante a fase de
contengdo ortodontica (MELROSE & MILLETT, 1998).

O uso de dispositivos de retencao fixos, que tentam prevenir a recidiva, normalmente
excedem 12 meses para providenciar um tempo apropriado de remodelagdo 6ssea e periodontal
(DESTANG et al., 2003), tendo em vista que a remodelacéo das fibras gengivais supra-alveolares

continua por 4 a 6 meses apos a remocao dos dispositivos ortoddnticos (REITAN et al., 1967).

Porém, estes dispositivos ndo controlam a remodelacéo 6ssea e periodontal, apés a fase de
movimentacdo dentaria (APAJALAHIT et al., 2003, BILDT et al., 2009), o que pode ocasionar a
recidiva imediata, mesmo com a presenca dos dispositivos de retencao fixa. Isto € devido a rapida
formacéo de tecido dsseo desorganizado, com pouca mineralizagdo, e propenso a rapida reabsor¢éo
ap6s a movimentagdo dentaria, até a sua completa maturacéo para formar osso lamelar (HSU et al.,
2011).

Foi descoberto que a maior parte da recidiva dentaria ocorre nas primeiras horas apés a
remocéo da forca ortodbntica (FRANZEN et al., 2013). O que leva a crer no papel fundamental da
remodelagédo 6ssea no mecanismo da recidiva dentéria, e relegue a um papel secundario, as fibras

gengivais no mecanismo etiolégico das recidivas ortodonticas.

A persisténcia da recidiva esté relacionada com o término da completa remodela¢éo do 0sso
alveolar, e qualquer inibicdo da reabsorcdo do osso alveolar, ou estimulo da formacdo éssea,
prevenira a recidiva da movimentacdo dentaria (HAN et al., 2010).

E esta remodelacdo 6ssea so é realizada as expensas da degradacdo da matriz extracelular,
cujos maestros sdo as metaloproteinases, enzimas que catabolizam o tecido 6sseo e periodontal, e

tém um papel ativo no mecanismo de movimentagéo dentaria (INGMAN et al., 2005).

Foi aventada a utlizacdo da inciclinida (CMT-3, uma potente tetraciclina modificada
quimicamente, inibidora da atividade das metaloproteinases), na prevencao do fendmeno da recidiva
(BILDT et al., 2006, 2009, KRISHNAN & DAVIDOVITCH, 2006), assim como a sinvastatina, uma
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droga que atua essencialmente na fase anabolica da remodelacéo 6ssea, mas que também afeta a
diferenciacdo de osteoclastos (GRASSER et al., 2003).

Durante a remodelacao 6ssea, a taxa de movimentacdo dentaria guarda uma relacdo com a
densidade 6ssea local, sendo que altas taxas de movimentacdo dentaria se correlacionam com uma
densidade 6ssea diminuida (CHUGH et al., 2013), e provavelmente, tecidos com densidade 6ssea

diminuida podem ser mais facilmente remodelados (BRIDGES et al., 1988).

Sendo assim, e sabendo-se que ocorre a formacédo de um tecido 6sseo imaturo, com baixa
taxa de mineralizacdo, e propenso a rapida reabsorcdo apés a movimentacdo dentaria (HSU et al.,
2011), o que propiciaria a recidiva ortoddntica, procurou-se correlacionar a densidade éssea local
com a recidiva dentéria propriamente dita, apds a instituicdo das drogas sinvastatina e tetraciclina
modificada.

Estudos adicionais s&o necesséarios para compreender melhor os efeitos destas duas drogas
(sinvastatina e tetraciclina modificada), na recidiva da movimentagcdo dentéria, bem como o papel
das metaloproteinases relacionados a estes dois farmacos, a remodelacdo éssea e a recidiva
dentaria propriamente dita.



REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA DA RECIDIVA ORTODONTICA

A etiologia da recidiva ortodéntica é incerta, sendo a teoria classica da sobrecarga das fibras
do tecido conjuntivo supra-alveolar a mais aceita (REITAN, 1967; PARKER, 1972). Outros autores
creditam a sua origem na tenséo e estresse que sdo formadas e acumuladas nas fibras trans-septais
e nas fibras do ligamento periodontal (SADOWSKY et al., 1994), assim como ao aumento da
elasticidade dos tecidos gengivais que sdo comprimidos em diregdo ao movimento dentario
(REDLICH et al., 1999). Foi aventado que o periodonto exerce uma for¢a na denticdo para manter os
contatos de aproximacdo dos dentes, e isto pode ter relacdo com a recidiva (SOUTHARD et al.,
1992).

O efeito da forca ortodéntica no tecido conjuntivo periodontal e seus componentes, como 0
coldgeno, a elastina e colagenase séo de extrema relevancia para o entendimento do mecanismo da
recidiva ortodontica (REDILICH et al.,, 1999). Alguns autores sugerem que o efeito da forca
ortodéntica na gengiva € similar em casos de fechamento de espaco de extracdo e giroversfes
dentarias, e que a causa provavel da recidiva ortodéntica apés o tratamento seria 0 aumento da
elasticidade da gengiva comprimida, formada pela biossintese de novas fibras elasticas e
glicoproteinas (KRISHNAN & DAVIDOVITCH, 2006). Portanto, o periodonto sofre deformacao
elastica durante o tratamento ortoddntico que é capaz de causar recidiva durante o periodo de
retencdo pos- tratamento.

Héa realmente um aumento das fibras elasticas na gengiva apés a movimentacdo dentaria
induzida, mas ndo se sabe se este aumento persiste ap6s a movimentacdo ortoddntica. Em
condi¢cbes normais, as fibras elasticas sdo dificiimente degradadas, e ha poucos dados na literatura
relacionados ao metabolismo do colageno gengival ap6és a remogdo da forca ortoddntica, em
especial no metabolismo em longo prazo das fibras elasticas recém-sintetizadas na gengiva e no
ligamento periodontal (KRISHNAN & DAVIDOVITCH, 2006).

O ligamento periodontal é um tecido conjuntivo que contém muitos tipos de células como:
cementoblastos, fibroblastos, osteoblastos e osteoclastos e células mesenquimais indiferenciadas.
Possui alto grau de turnover metabdlico, se adaptando rapidamente ao estresse mecéanico advindo

de forgas ortoddnticas implicadas na movimentacgdo dentaria induzida.

Segundo Kyrikanides et al., (2000) o equilibrio entre a sintese do coldgeno e a sua
degradacdo no ligamento periodontal é afetado ap6s a aplicacdo de uma forca ortoddntica. Foram

encontrados niveis elevados de condroitina sulfato, um tipo de proteoglicana, no fluido crevicular
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gengival de pacientes em tratamento ortoddntico, indicando uma intensa atividade de remodelagéo
do ligamento periodontal (BALDWIN et al., 1999; WADDINGTON & EMBERY, 2001).

De fato, durante a movimentacao ortoddntica, existe uma intensa remodelacéo, atestada
pela atividade total da colagenase, que é de dez vezes maior do que a do grupo sem movimentacao
dentaria induzida (SORSA et al., 2002).

Para alguns autores, a remodelagdo do osso alveolar e do ligamento periodontal sdo os
maiores responsaveis pela recidiva dentaria (FRANZEN et al.,, 2013), e sdo dependentes de um
grupo de proteinas que degradam colageno (colagenases) chamadas metaloproteinases (INGMAN
et al., 2005; BILDT et al, 2009).

Durante a movimentacao ortodéntica foram encontradas muitas metaloproteinases (MMPSs)
no fluido crevicular gengival de pacientes em tratamento ortodéntico, indicando a sua profunda
participagdo na remodelacéo do tecido 6sseo, que ocorre durante a movimentag¢do dentéria induzida
(APAJALAHIT et al., 2003, INGMAN et al., 2005; BILDT et al, 2009).

A familia das metaloproteinases é composta por 25 enzimas proteoliticas que contribuem
para a degradacdo da matriz extracelular do tecido 6sseo, sendo produzidas por diversas linhagens
celulares como os polimorfonucleares, fibroblastos gengivais, células ésseas e certo tipo de
macréfagos (INGMAN et al., 2005), e provavelmente sdo também responsaveis pelo fendmeno de

remodelacdo 6ssea presente na recidiva dentaria.

Durante a movimentagdo dentaria, muitas metaloproteinases sdo candidatas a terem um
papel crucial na remodelagdo 6ssea, como as colagenases (MMP1, MMP8 e MMP13), as
metaloelastases (MMP12) e estromelisina 1 (MMP3), que sdo as enzimas responsaveis pela
degradacdo das fibras elasticas (KERRIGAN et al., 2000), assim como as gelatinases (MMP2 e
MMP9), que sdo um grupo de metaloproteinases que catabolizam a elastina, fibrilina, fibronectina e

alguns tipos de colageno mais relacionados ao tecido 6sseo (Bildt et al., 2006).

A MMP8 é expressa pelos fibroblastos no ligamento periodontal, durante a erup¢&o dentéria,
e por isso € uma forte candidata juntamente com a MMP13, que foram expressas em células do
ligamento periodontal de molares de ratos submetidos & movimentagéo dentéria. (TAKAHASHI et al.,
2003). Segundo este autor, ocorre um aumento na expressao destas enzimas em ambos os lados de
tensdo e compressdo, durante o movimento dos molares dos murinos in vivo. O aumento da
expressdo da MMP8 e MMP 13 no lado de tensdo ocorreu no comeco, e paralelamente a
neoformacédo 6ssea no lado de tensdo, o que as capacita como enzimas com um papel importante
na remodelacdo do osso alveolar, durante a movimentagéo dentaria. Porém, no lado de compresséo,

a expressao ocorreu de maneira indireta, induzida através de fatores sollveis in vitro. Isto evidencia



23

gue a expressao das MMP13 e MMP8 é regulada diferencialmente nos lado de pressao e tensao,

durante a remodelacéo éssea do ligamento periodontal (TAKAHASHI et al., 2003).

As metaloproteinases da matriz do ligamento periodontal sdo enzimas com importante
funcdo na remodelacdo do ligamento periodontal, em especial as glicoproteinas que compdem a

matriz extracelular do periodonto (INGMAN et al., 2005).

Provavelmente, a acao de farmacos que possam atuar na inibicdo destas metaloproteinases,
podera inibir a recidiva dentéria, e atuar no controle da remodelacdo 6ssea e periodontal (BILDT et
al., 2006; 2009; KRISHNAM & DAVIDOVITCH, 2006).

2.2 DROGAS QUE PODEM INIBIR A RECIDIVA DENTARIA.

Existem poucas drogas capazes de inibir a recidiva dentaria, sendo que foram pesquisadas
substancias diversas com diferentes mecanismos de acéo: desde proteinas enddgenas sintetizadas
artificialmente, mas que tém papel de controle intrinseco no mecanismo molecular da remodelacéo
Ossea (osteoprotegerina) (HOFBAUER et al., 2000), horménios com aces fisioldgicas em sitios
distantes do tecido 6sseo (relaxina) (MADAN et al., 2007), até a drogas utilizadas para o tratamento
da osteoporose (bisfosfosnatos) (KAIPATUR et al., 2013) e para o tratamento da hipercolesterolemia
(sinvastatina) (HASSAN et al., 2011).

Mas o que caracteriza estas substancias em relacao ao controle da recidiva dentéria é a sua
ineficiéncia quanto a utilizacdo em nivel clinico, sobretudo devido a necessidade de realizar ensaios
randomizados clinicos que possam diminuir os seus efeitos colaterais, minimizar a sua toxicidade, e
maximizar os seus efeitos terapéuticos. E principalmente comprovar a sua efetividade (clinicamente)

para com a recidiva dentaria propriamente dita.

2.2.1 OSTEOPROTEGERINA

A movimentacgdo ortodontica envolve a reabsor¢do do osso alveolar pelos osteoclastos no
lado de presséo, e a formacéo 6ssea por osteoblastos no lado de tensdo (YABUMOTO et al., 2013).
Os osteoclastos sao as Unicas células que participam da reabsorcao de tecidos 6sseos calcificados,
e 0 seu processo de diferenciacdo, maturacdo e funcionamento é controlado por um receptor
ativador kappa ligante (RANKL), que é expresso nas células osteoblasticas (SUDA et al., 1999), nas
células do ligamento periodontal, e nos linfécitos T (ZHAO et al., 2012). Osteoclastos e suas células
precursoras expressam o receptor ativador de NF-Kb (RANK), que interage com o RANKL via
contato intercelular, induzindo a diferenciacdo e maturacdo de osteoclastos (LI et al., 2000;
YABUMOTO et al., 2013).
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Além disso, existe uma substancia que modula este processo de ligagdo: a osteoprotegerina
(OPG) produzida pelos osteoblastos, sendo um membro da super-familia do fator de necrose
tumoral, que inibe fortemente a interacdo entre 0 RANKL e o RANK por competicdo, suprimindo a
diferenciacéo osteoclastica (HOFBAUER et al., 2000; YABUMOTO et al., 2013).

Um aumento na producdo na expressdo de OPG pode indiretamente inibir a reabsor¢éo
0ssea, e tém um efeito inibitério no movimento dentario ortoddntico através da osteoclastogénese
(DUNN et al., 2007; KANZAKI et al., 2004; ZHAO et al., 2012).

E em uma pesquisa recente, a transferéncia do gene local da osteoprotegerina (OPG) no
ligamento periodontal de ratos inibiu a recidiva dentaria em ratos. Foi utilizado um vetor viral inativo,
assim como um plasmideo contendo o gene da OPG, que foram injetados na superficie distal do
primeiro molar superior direito que foi movimentado. Os autores utilizaram um novo método de
mensuracdo da movimentacdo dentaria por superposicdo do palato (mensurado no plano oclusal)
com um software de scanner para modelo digital 3-D, ap6s moldagem por silicone dos animais.
Foram mensurados também a densidade mineral 6ssea (BMD) e a fracdo do volume do 0sso
alveolar, na regido da furca entre as raizes, através de micro-CT. Os pesquisadores encontraram um
aumento na densidade Ossea local, assim como uma diminui¢do da recidiva dentaria (ZHAO et al.,
2012).

2.2.2 SINVASTATINA

O farmaco sinvastatina é utilizado primordialmente como hipolipidimico, atuando como
inbidor competitivo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-Co-a), limitando a taxa
enzimatica, responsavel pela sintese do colesterol (produto final da via do mevalonato). Portanto, é
uma droga relacionada ao tratamento da hipercolesterolemia e hiperlipidemia, ou na prevencédo de
do risco de doencas cardiovasculares, e doengas que tém o nivel sorolégico aumentado, como as

doencas reumatolégicas, e os acidentes vasculares isquémicos (HASSAN et al., 2011).

A sinvastatina tem outros efeitos além da reducdo das taxas de colesterol: a droga atua
também na melhora da funcdo endotelial, no decréscimo da funcdo vascular inflamatéria, na inibicao

da da proliferacdo dos musculos lisos, e tem efeito de imunomodulacdo (HASSAN et al., 2011).

Na ultima década, foi dado énfase no efeito da droga no tecido dsseo (via inibicdo da via do
mevalonato), sendo observado: expresséo das proteinas morfogenéticas do osso (BMP-2), quando
da sua administracao local no tecido 6sseo (MUNDY et al., 1999), efeito 6sseo indutivo in vitro

(MAEDA et al., 2004), estimulo & mineralizagdo (BAEK et al., 2005) e diferenciacdo de células
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mesenquimais em novas células responsaveis pela neo-formacdo éssea (HOUSHMAND et al.,

2010), além da droga atuar em outras vias, como a do oxido nitrico (NASSAR et al., 2009).

A via do 6xido nitrico, um mensageiro quimico liberado por células inflamatérias e
osteoclastos (KASTEN et al., 1994) tem fungéo primordial na modulagdo da movimentacédo dentaria
induzida (SHIRAZI et al.,, 2002), atuando na regulacdo das atividades das metaloproteinases,
aumentando a sua producéo e potencializando a destruicdo da matriz extracelular (STOYANOVA et
al., 2005). E a sinvastatina pode modular, segundo alguns autores (NASSAR et al., 2009), os niveis
de produgédo da enzima 6xido nitrico sintetase responsavel pela formacéo do éxido nitrico. O 6xido
nitrico exerce potencial bifasico, afetando o recrutamento, diferenciacdo de ostoclastos e
osteoblastos (SUNYER et al, 1997), sendo que foi constatado a regulacdo da diferenciacdo dos
osteoclastos pela sinvastatina (GRASSER et al., 2003), possivelmente através da MMP 9, visto que
esta enzima é essencial para recrutamento dos osteoclastos (ENQSIG et al., 2000), ou através de

controle da osteoclastogénese via OPG (HAN et al., 2010).

Recentemente foi utilizada a droga sinvastatina como inibidor da recidiva ortoddntica, em
trinta e dois ratos Wistar adultos, apdés uma movimentacao dentaria de 21 dias, com a aplicacdo de
2,5 mg do farmaco por 28 dias, e correlacionaram os seus achados com imunohistoquimica do
RANKL e osteoprotegerina (OPG), confirmando o efeito inibitério da droga, com controle

osteoclastico através da regulacédo da via OPG-Rankl (HAN et al., 2010)..

Apesar da sinvastatina ser uma droga relacionada a fase anabdlica ou de neoformacgéo
Ossea (SINGH et al., 2012), atuando na formacdo da proteina morfogenética do osso (BMP2) do
periodonto (SINGH et al., 2012), e aumentando a densidade 0ssea, 0 seu mecanismo de agdo no
tecido 0sseo ndo esta totalmente compreendido, podendo ter vertentes nas diversas fases da

remodelagéo 0ssea, inclusive na fase catabolica ou de destruicéo tecidual.

Han et al., (2010) pesquisou o efeito da sinvastatina na recidiva da movimentagdo dentaria
em ratos, através de uma injecdo intraperitoneal de 2,5 mg, e encontrou a inibicdo da recidiva
dentéria com este método. Mensurou a recidiva da movimentag&o dentaria através de moldes em um
software para processamento de imagens. Creditou o0s seus achados ao controle da
osteoprotegerina (OPG) sobre a diferenciacdo dos osteoclastos, através de imunohistoquimica, e
gue a droga sinvastatina pode ter induzido a apoptose de osteoclastos, através da elevagédo da
proteina morfogenética do osso (BMP-2), que pode promover um aumento na expressao do RNAm

da OPG e expresséo protéica.

Também encontrou um decréscimo na quantidade do receptor ativador kappa ligante
(RANKL), provavelmente pelo aumento da expressao da proteina BMP-2, que deprime a expressao
do RANKL para permitir a formacgéo de novo tecido 6sseo (WISE et al., 2000).
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Foi hipotetizado por Han et al., (2010) que a sinvastatina possa regular os niveis de OPG e
RANKL indiretamente, afetando a remodelacdo 4ssea, inibindo a reabsorcéo 6ssea, com a promogao
do anabolismo 6sseo, através do controle da expressédo da BMP-2 no aumento da OPG e diminuicao
da RANKL.

Uma outra pesquisa relacionada & sinvastatina testou a injecdo de proteina morfogenética
(BMP-2) em uma matriz 6ssea seca em ovelhas, encontrando inibicdo na recidiva do movimento
dentario (HASSAN et al., 2010).

2.2.3 BISFOSFONATOS

Os bhisfosfonatos sdo drogas com estrutura ndo hidrolizada analogos aos pirofosfatos
inorganicos e atuam por seletiva adsorcdo a superficie do 0sso mineral e subsequente inibicdo das

células responsaveis pela reabsorcdo 6ssea: os osteoclastos (KAIPATUR et al., 2013).

Os bisfofonatos que contém nitrogénio exibem grande potencial anti-reabsortivo, porqué
interrompem a prednilacéo do trifosfato de guanidina celular (GTPases), necessario para a formacao
das bordas em formas de franjas ou rugas dos osteoclastos, ativando a apoptose destas células.
Uma destas drogas, o alendronato é utilizado em pacientes com osteoporose, e reduz a incidéncia
de fraturas a médio prazo. Porém, embora efetiva na preservagdo da massa do tecido 6sseo, estas
drogas evidenciam uma matriz 0ssea de qualidade duvidosa no que tange as suas propriedades
fisicas, com perda da capacidade de absorcdo de energia. Além disso, com 0 seu uso continuo
alteram a taxa de matrix mineral do osso, levando ao aumento de fraturas atipicas ou de
osteonecrose mandibular, especialmente se forem utilizadas por via parenteral (KAIPATUR et al.,
2013).

Os bisfosfonatos séo utilizados comumente para o tratamento da osteoporose, doengas
Osseas como a doenca de Paget, ostedlise induzida por tumores, hipercalcemia maligna, e podem
alterar a movimentacao dentaria ortodéntica quando utilizado em suficientes concentracées no tecido
0sseo. Além disso, devido ao alto turnover metabdlico do osso alveolar, a droga se acumula dentro
do osso alveolar durante o tratamento destas doencas Osseas, e é liberada lentamente durante a

movimentacao dentaria, interferindo com a remodelacdo dssea ortodontica (KAIPATUR et al., 2013).

Kaipatur et al., (2013) utilizando-se de mini-implantes para ancoragem na movimentagéo de
primeiros molares de 20 ratos, mensurou o deslocamento dentario através de micro—CT, e apds a

utilizacdo da droga alendronato (bisfosfonato nitrogenado) encontrou inibicdo da movimentacdo
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dentéaria induzida, com uma reducéo de 77% a 86% do movimento do dente em um periodo de 4 a 8

semanas.

Igarashi et al., (1994) observou a inibicdo da recidiva dentaria, através de um expansor
transversal aplicado nos primeiros molares de ratos, apdés 3 semanas de administracdo de
bisfosfonatos (0,5 mg/kg, e comprovou a inibicdo de 50% da recidiva no grupo experimental em
relagdo ao grupo controle. Utilizou um paquimetro em modelos de gesso para mensurar as

distancias entre as clUspides mesiopalatais dos molares movimentados em diregdo vestibular.

Kim et al., (1999) também estudaram a recidiva dentaria durante 21 dias, em 42 ratos apés a
dministracdo de bisfosfonatos, mas o0 mecanismo de movimentacdo utilizado, foi apenas um
separador elastico. O método de mensuragéo da recidiva dentaria foi um microscépio eletrénico de
transmissdo, e os autores encontraram inibicdo da recidiva dentaria apés a utilizacdo da droga
pamidronato. Encontraram também mudancgas estruturais nos osteoclastos, ostedcitos e ligamento

periodontal induzido pelos bisfosfonatos.

2.2.4 RELAXINA

A relaxina € um horménio da familia da insulina, que é produzida na gravidez e produz
alongamento do ligamento interpubial em ratos, e se liga a receptores rico em leucina, da familia do
receptor da proteina G (LGR7 e LGRS), influenciando os processos de turnover do colageno,
angiogénese, e promovendo alteragdes no ligamento periodontal e nas suturas do cranio ( MADAN
etal., 2007 ).

Também altera a superexpressdo do colageno em fibroblastos ventriculares, afetando a
producé@o de coladgeno em modelo de fibrose em roedores (UNEMORI et al., 1993). Este defeito na
producéo de fibrose é devido ao decréscimo na sintese de colageno pelos fibroblastos, e aumento da
expressdo da MMP2, um tipo de metaloproteinase que degrada colageno (MOOKERJEE et al.,
2005; MADAN et al., 2007).

Existe uma ligacdo entre a relaxina e as metaloproteinases da matriz (enzimas que
degradam a matriz extracelular), e foi encontrado que este horménio induz a degradacédo destes

mediadores do disco sinovial da cartilagem témporomandibular (MADAN et al., 2007).

Baseado em suas caracteristicas no metabolismo do colageno foi sugerido a sua utilizagéo
na movimentacao dentaria induzida (LIU et al., 2004; MADAN et al., 2007. Porém né&o foi encontrado
que a relaxina afeta a taxa de movimentacdo dentaria, mas foi relatado que o seu efeito de

estiramento e reorientacdo das fibras do ligamento periodontal (LIU et al.,, 2004; MADAN et al.,
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2007), sendo sugerido por estes autores, a sua utilizacdo na inibi¢gdo da recidiva da movimentag&o
dentéria.

Em um estudo experimental foi encontrado que este hormonio inibiu a recidiva da
movimentacdo dentaria em ratos, e 0s autores encontraram um aumento da expressao das MMP1 e
MMP8 analisada pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR), e que a droga regula
0 metabolismo do colageno (HIRATI et al., 2012). Mas, recentemente em uma estudo clinico
randomizado, ndo foi encontrado a inibicdo da recidiva da movimentagao dentaria, em um grupo de

40 individuos, que receberam a relaxina injetavel por 8 semanas (McGORRAY et al., 2012).

2.2.5 TETRACICLINA MODIFICADA QUIMICAMENTE

As tetraciclinas tém sido um grupo de drogas consideradas Uteis na terapia periodontal,
baseado na sua atividade antimicrobiana. E na década de noventa foram desenvolvidas tetraciclinas
modificadas quimicamente (CMTs), sem atividade anti-microbiana, mas que atuam na inibicdo da
metaloproeinases, enzimas responsaveis pela degradacédo da matriz extracelular de vérios tipos de
tecidos (GOLUB et al., 1991; GOLUB et al., 1998).

A inciclinida (CMT-3) também tém sido utilizada para atividade antitumoral, principalmente no
sarcoma de Kaposi (RAMAMURTHY et al., 2002; GRIFFIN et al., 2010), devido ao seu efeito na
inibicdo a angiogénese através da regulacdo da expressédo do mRNA da sintetase iNO e aumento da
cicloxigenase 2-COX-2 (ACHARYA et al., 2004). Além disso, a droga € utilizada na supressédo da
destruicdo periodontal e doengas inflamatorias destrutivas como a artrite, processos degenerativos
da articulagéo témporo-mandibular (LLAVANERAS et al., 2001), que séo relacionadas com a inibi¢céo
das enzimas serina proteinase, que tém papel fundamental na modulacdo de citocinas inflamatérias
(GUY et al., 2011).

Alguns autores (BILDT et al., 2006) investigaram a atividade dos CMTs in vitro nas MMPs e
constataram que as CMT3 (sanclina 4- dedimetilamino) e CMT8 (doxiciclina 4-dodedilamino) sdo as
mais potentes inibidoras das MMPs, a CMT1 (tetraciclina 4 -dedimetilamino) também tém um efeito
inibidor, mas menos potente, e que a CMT5 (pirazole tetraciclina) nao tem efeito inibitério, e pode ser

utilizado como controle das CMTs.

Bildit et al., (2006) encontraram um potente efeito inibitério da CMT7 (tetraciclina 12a-
dehidroxi-4-dedimetilamino) in vitro, contrariando um estudo realizado por Ramamurthy et al.,
(2002), que ao aplica-lo no ligamento periodontal de ratos, foi 0o que teve menor efeito inibitério

dentre os seis tipos de CMTSs.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGorray%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22284287
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Foi descoberto que baixas concentracbes das CMTs podem ter efeitos inversos, com o
estimulo de producdo de MMPs (conforme afirma BILDT et al., 2006, MAKELA et al., 1998. BILDT et

al., 2007) e comprovaram a inibicdo do deslocamento dentéario ortodéntico em ratos com o CMT-3.

Mas apesar das proposicfes de alguns autores (BILDT et al., 2006, 2009, KRISHNAN &
DAVIDOVITCH, 2006) na utilizagdo das CMTs e seu efeito inibitério das metaloproteinases na
movimentacao dentaria, nenhum estudo foi formado para realmente confirmar se é possivel o
controle p6s- movimentagdo ortoddntica com estes farmacos e sua aplicabilidade na clinica

ortodéntica (controle da recidiva ortoddntica).

2.3 JUSTIFICATIVA

A recidiva ortoddntica € um fendmeno clinico pouco estudado com um enorme impacto na
clinica ortodéntica, afetando o prognéstico do tratamento em longo prazo. Os mecanismos da
recidiva ndo sdo bem conhecidos, e a sua preven¢do ou controle através de farmacos seria de
grande valia, afetando o plano de tratamento e diminuindo a dependéncia do clinico aos dispositivos
de retengdo atualmente vigentes e trazendo maior confiabilidade aos procedimentos terapéuticos

atuais.

Isto possibilitaria a diminuicdo ou até a eliminacdo dos dispositivos de retencao fixa, que as

vezes sdo utilizados por muitos anos, e na maioria das vezes ndo reduzem a recidiva ortoddntica.

Além da reducdo de custos em relagcdo ao tratamento ortoddntico, propiciaria uma oclusédo
sem recidiva ao longo do tempo, ap6s o término da terapia ortoddntica, aumentando a efetividade da

terapéutica ortodontica.
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3 OBJETIVO

Objetivo geral:

Analisar o efeito da tetraciclina modificada quimicamente CMT-3 (inciclinida) e da

sinvastatina na recidiva da movimentacao dentéria induzida em ratos.

Obijetivos especificos:

1- Quantificar a densidade do osso alveolar adjacente a raiz mesial e distal do primeiro molar
superior direito, bem como a sua unidade Hounsfield, apdés a movimentacdo dentéria induzida, e em
especial apés a aplicacdo da tetraciclina modificada quimicamente CMT-3 (inciclinida) e da droga

sinvastatina.

2- Correlacionar a densidade do osso alveolar adjacente a raiz distal e mesial com a recidiva
dentaria apos a utilizac@o da tetraciclina modificada quimicamente CMT-3 (inciclinida) e da droga

sinvastatina.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 DISTRIBUICAO DA AMOSTRA

A amostra foi composta por 40 ratos machos adultos da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus
albinus), com quatro meses de idade, pesando em média 354 +/- 33 gramas. Eles foram mantidos
em condi¢cbes padronizadas com agua e ragdo ad libitum, temperatura ambiente e ciclo de luz
claro/escuro de 12 horas (06:00 -18:00) e obedecendo aos critérios de acordo com as normas
estabelecidas pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA), da Universidade de Brasilia (UnB),

ndmero 7087/2012 do parecer consubstanciado (Anexo 1).

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais com 15 espécimes em cada
grupo experimental e 10 espécimes do grupo controle (Figura 1). Os elementos dentarios a serem
estudados foram os primeiros molares superiores, com o lado esquerdo representando o lado

experimental.

Grupo controle I: composto de 10 animais subdivididos:

5 animais controle que foram sacrificados no trigésimo nono dia, com dezoito dias de movimentacéo
dentéria induzida, com a aplicagédo de carboximetilcelulose a 0,5% (m/v) a partir do 19° dia até o 38°
dia (20 dias).

5 animais controle que foram sacrificados no trigésimo nono dia, com dezoito dias de movimentacao
dentaria induzida, com a aplicacao de carboximetilcelulose a 0,5% (m/v) e N-Metilpirrolidona a partir
do 19° até o 38° dia (20 dias).

Grupo tetraciclina Il: Composto quinze (15) animais, que foram sacrificados no trigésimo nono dia,
com dezoito dias de movimentagdo dentaria, com a aplicacdo de solugdo de CMT com

carboximetilcelulose a 0,5% (m/v) no 19° dia até o 38° dia (20 dias).

Grupo sinvastatina Ill: Composto por quinze animais (15) que foram sacrificados no trigésimo nono
dia, com dezoito dias de movimentagdo dentaria, com a aplicacdo da solucdo de sinvastatina com

carboximetilcelulose a 0,5% (m/v) no 19° dia até o 38° dia (20 dias).
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Figura 1: Animais da amostra

4.2 ANESTESIA DOS ANIMAIS

Os animais foram sedados com ketamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) aplicados por via
intraperitoneal, para a insercdo dos dispositivos ortoddnticos, bem como para a realizacdo das

microtomografias.

4.3 MOVIMENTACOES DENTARIAS INDUZIDAS

4.3.1 Mesa operatoria

Foi confeccionada uma mesa operatéria segundo o desenho de Houston et al., (1964) e
aperfeicoada por Salles et al., (1989) (Figura 2). Os animais foram colocados a mesa operatéria,
contidos e mantidos por meio de argolas com a boca aberta (Figura 3). A mesa de madeira tinha
36,25 cm de comprimento por 25,00 cm de largura e 1 cm de espessura, sendo a base retratil (onde
foram inserido as argolas de retengcdo de 2,6 cm de didmetro) com comprimento de 19,5 cm por 25
cm de largura, e circunferéncia (para a passagem da cabeca do animal) de cerca 7,5 cm de diametro,
distando 6,0 cm de cada lado (Figura 2 e 3).

Foram utilizados os seguintes materiais para a instalacao dos dispositivos de movimentacao
dentaria induzida:

- Mola espiralada fechada de 4 mm de comprimento com fio de 0.006 x 0.022 polegadas da
marca comercial Morelli.

- Fio amarrilho de 0,14 mm especialmente fabricado pela empresa Morelli.



MATERIAL E METODO 35

Fio amarrilho de ago inoxidavel 0.025 mm da marca Morelli.

Um compasso de ponta seca.
Um paquimetro manual.
Um alicate de corte de amarrilho.
Uma pin¢a de Mathieu de 10 cm.
Uma pinga clinch
Uma pinga Dietrich
Um afastador 2/4 Molt
Um espelho clinico
Um dobrador de amarrilho
Uma broca diamantada 2200F KG Sorensen
Uma broca diamantada Y2 FG Weisengerm
Resina composta Filtek 2250 XT da marca 3M
Primer Adiper Single Bond 2 da marca ESPER 3M
Acido fosférico 37% condac 37 da marca FGM
Microbrush da marca KG brush
Equipo odontol6gico com seringa triplice e compressor
Uma caneta de alta rotacéo da Dabi-atlante MS350
Um refletor odontoldgico
Um sugador endoddntico
Um sugador descartavel

Gaze

Figura 2: Mesa operator
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Figura 3: Instalagc&o e contencdo dos animais

4.3.2 Molas espiraladas fechadas

Foram instaladas molas espiraladas de acordo com o modelo proposto por Heller & Nanda,
(1979) consistindo de molas fechadas de 0.006 x 0.022 polegadas da marca comercial Morelli (ref.
35.20.061).

Elas foram mensuradas no comprimento de 4 mm, através de um compasso de ponta seca
precisamente calibrado com um paquimetro manual. Apdés marcacdo com uma caneta de tinta
permanente no rolo de fio de ago, suas extremidades foram separadas através de um alicate de
corte de amarrilho, permanecendo dois helicoides para instalacdo dos amarrilhos metalicos
(FRACALOSSI et al., 2009; MALDONATO, 2009).

As molas foram instaladas com o auxilio de uma pin¢a Mathieu, e um fio de amarrilho de aco
de 0.14 milimetros e 9 cm de comprimento, especialmente fabricado, entre o primeiro molar superior
esquerdo e o incisivo ipsilateral. O amarrilho foi passado entre o espaco interproximal do primeiro e
segundo molar, prendendo uma extremidade da mola.

A outra extremidade da mola foi fixada no incisivo superior, sendo realizado um orificio entre
0s dois incisivos para transpasse de uma extremidade do fio de amarrilho 0,25 mm, através de uma

broca esférica nUmero %2 FG marca Weisengerm. Entre os incisivos superiores foi criado um reforco
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mecanico com uma broca troco-cbnica 2200 da KG Sorensen, constituindo-se de um pequeno sulco
mésio-cervical e disto cervical do elemento da coroa dentaria para o encaixe de dois fios de
amarrilho de aco inoxidavel de 0,25 mm da Morelli (visto que no primeiro piloto, as molas
desprenderam-se dos incisivos, tendo apenas um fio de amarrilho de 0,25 mm), que foram fixados
com resina Filtek MR Z-250 XT da marca 3M, apés condicionamento acido fosférico 37% condac 37

da marca FGM, e primer Adper- Single Bond 2 da marca ESPE 3M.

Uma forca inicial de 75 cN foi mensurada por um dinamémetro de precisdo, devidamente
aferido e calibrado, da marca Correx, com limites mensuragdo compreendidos entre 25 g e 250 g,
equivalente a 2 mm de comprimento adicional, perfazendo-se 6 mm de comprimento total das molas,
que foram aferidas por um compasso de ponta seca durante a sua instalagdo (FRACALOSSI et al.,
2009; MALDONATO, 2009).

Ap0s a ativacéo inicial, a aparatologia ndo recebeu nenhuma ativagdo, durante o periodo
experimental, sendo conferido diariamente o correto posicionamento do dispositivo de movimentagéo

dentéria induzida. A movimentagdo ocorreu em dire¢cdo mesial do primeiro molar superior esquerdo e

foi objeto de estudo, desprezando a movimentacdo em dire¢do palatina do incisivo superior ipsilateral
(Figura 4).
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Figura 4: Procedimentos de instalagdo das molas. A - Instalacdo do fio amarrilho no espaco entre o

primeiro e segundo molares murinos. B - Fio amarrilho preso a extremidade da mola. C - Confecc¢éo
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do orificio central. D - confeccdo da canaleta mesial e distal nos incisivos superiores. E-Vista das
canaletas confeccionadas. F - Mensuracdo da mola com compasso de ponta seca para aferir 6mm
de comprimento, correspondente a 75 cN de for¢ca. G - Fixacdo da outra extremidade da mola com 2
fios de amarrilho nos incisivos e corte dos dentes mandibulares antagonistas. H e | -
Condicionamento acido nos incisivos superiores e inferiores respectivamente. J e K - Aplicacdo do
primer nos incisivos superiores e inferiores. L e M - Aplicacdo da resina e fotopolimerizacdo nos

incisivos murinos.

4.4 DIETA ESPECIFICA

Apos a instalagdo das molas, os animais foram alimentados com uma ra¢cdo moida (através
de um liquidificador caseiro), para amenizar o efeito da quebra dos dispositivos de movimentacao
dentaria induzida. Apés 18 dias de dieta especial, os animais tiveram as molas removidas, e

voltamos a instituir a alimentacéo normal dos animais, através de ragdo convencional.
4.5. REGIME DE TRATAMENTO

A tetraciclina modificada foi administrada diariamente por gavagem oral, na dose de 30
mg/kg, sendo os volumes administrados (proporcionais aos pesos dos animais), durante 20 dias, no
dia seguinte ao final do periodo de movimentacao dentéaria induzida.

A sinvastatina foi administrada por gavagem oral na dose de 5,0 mg/kg, sendo os volumes
administrados (proporcionais aos pesos dos animais) durante 20 dias, a partir do Ultimo dia do

periodo de movimentac&o dentaria induzida.

Foi utilizada a carboximetilcelulose a 0,5% (m/v), como veiculo, em ambas as drogas, sendo
administrada 400 uL da droga ou placebo, através de uma sonda para gavagem oral acoplada a uma

seringa de insulina de 1 mL.

4.5.1 Solucao de tetraciclina modificada quimicamente (CMT).

A solucdo de estoque de tetraciclina modificada foi preparada segundo o método proposto
por Li et al., (2002) e consistiu na dissolugdo da 30 mg de tetraciclina modificada quimicamente em
100 uL de uma solucédo de n-metilpirrolidona a 5% de etanol. Foi realizado em uma capela de fluxo
laminar, a mistura de 13,6 mL de n-metilpirrolidona, um solvente organico, contendo 5% de etanol
(680 uL), em 4000 mg de tetraciclina modificada quimicamente (inciclinida), “gentiimente cedido” pela
empresa francesa Galderma® (Figura 5), perfazendo a concentracdo de 294,1 mg/mL da droga na

solucao.
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woER
~i4A B conTANER BARCODE 0
VATERIAL_NAME:  CDO7807E

COULAR WEIGHT g 371.3450
WEIGHT 4.00191 g

Figura 5: Tetraciclina modificada da Galderma®, que foi preparada como solucéo de estoque.

4.5.2 Solucédo de carboximetilcelulose

A solucéo foi preparada, inicialmente a 2% (m/v), empregando-se 2 g de carboximetilcelulose
de sal sédico P.A. da Impex (Figura 6), dissolvidos em 100 mL de agua destilada, em um vértex, e
aquecida a 290° Celsius, até a formacgdo de uma substancia cristalina e homogénea (LI et al., 2002),

que por sua alta viscosidade dificultou a realizacdo da gavagem oral.

Posteriormente foram empregados 0,5 g de carboximetilcelulose 0,5% (m/v) dissolvidos em
100 mL de agua destilada, também com o auxilio de um vértex, e aquecida a 290° Celsius, que se
mostrou satisfatoria para a realizacdo da gavagem oral, dada a sua pequena viscosidade, segundo
Hassan et al., (2011).
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RBOXIME TILCELULO
SE SAL SODICO P.A

DATA FABRICAGAO: 122011
DATA vALIDADE 1212014
LOTE: 149667.s  500GR

Figura 6: Carboximetilcelulose. A- CMC sal sédico P.A. B- CMC preparada a 0,5%.

453 Célculo da dosagem da CMT por massa dos animais

Apls a preparacdo da solucdo de estoque foi administrada 30mg/kg da droga, que
corresponde a 102 uL da solucéo de estoque, sendo adicionado carboximetilcellulose a 0,5 % (m/v),
de acordo com o peso dos animais (Figura 7), perfazendo 400 uL ou 0,4 mL na seringa de insulina
por animal. Nos animais controle, foi realizado o mesmo célculo do grupo experimental, mas, ao

invés da droga, foi adicionada a n-metilpirrolidona a carboximetilcelulose 0,5% (m/v).

Figura 7: Pesagem semanal dos animais para calculo das solugdes das drogas
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4.5.4 Solucdo de estoque de sinvastatina

A solucdo de estoque de sinvastatina foi preparada de acordo com Jabbari et al., (2011)
evitando-se altas doses, pois segundo Singh et al., (2012) altas doses de sinvastatina fogem da
prescricdo normal, sendo que 10mg/kg ao dia em ratos € uma alta dose que corresponderia em
termos farmacocinéticos, a 70 mg ao dia em humanos, o que nos levou a adotar 5mg/kg ao dia em
ratos, equivalente a 20 a 40mg da dose diaria normalmente utilizada em humanos, além de ser o
dobro da dose realizada no experimento de Han et al., (2010) que estudou o efeito da sinvastatina na
recidiva do movimento dentario em ratos, apesar do mesmo realizar a via de administracdo

intraperitoneal (2,5 mg/kg ao dia).

Foi dissolvido 350 mg de sinvastatina, fornecida pelo laboratério Attivos Magisttrais- grupo
farmacopeia, em 58,3 mL de agua destilada, com o auxilio de um vértex, até a sua completa

homogeneizacao e solubilizacéo, perfazendo uma solugdo da droga com concentracdo de 6 mg/mL

4.5.5 Calculo da dosagem de sinvastatina por massa dos animais

O calculo foi realizado de acordo com a massa dos animais aferidos semanalmente, sendo
gue para uma dose de 5 mg/kg de sinvastatina corresponderd 249,8 uL da droga na solucdo de
estoque, bastando completarmos para 400 ulL, a carboximetilcelulose a 0,5% (m/v), de maneira a
termos 0,4 mL de uma dose na seringa de insulina. Nos animais controle, foi adicionado apenas a

carboximetilcelulose a 0,5% (m/v), sem a utilizagdo da droga.
4.6 AQUISI(;C)ES DAS IMAGENS
A aquisicdo de imagens foi realizada com o auxilio de um micro tomdgrafo Skyscan 1076 in

vivo micro-CT- Bruker-microCT (Figura 8), que gerou imagens radiogréaficas micro CT (Figura 9a), e

posteriormente foram reconstruidas com o software N-Recon- 1.6.9.4-Bruker-microCT (Figura 9b).
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Figura 8: Microtomégrafo Skyscan1076

Figura 9: Aquisicdo de Imagens: A- Micro CT. B- Reconstruidas

Foram utilizados os seguintes parametros para a geracdo das imagens micro CT, que levou
cerca de 7 minutos para cada espécime:

-Voltagem 100 Kv

-Filtro Al 1,0mm

-Resolucdo de 35um

Além disso, para reconstrucéo das imagens foi utilizado os seguintes parametros:
-Valor minimo- 0.004915
-Valor méximo- 0.064752
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4.7 AVALIAGOES MICROTOMOGRAFICAS

Foram realizadas trés avaliacdes microtomograficas respectivamente:
-Primeira micro-CT, 4 a 7 dias ap6és a instalacdo das molas nos animais, que variou de quatro a sete
dias, ap6s a instalacdo das mesmas.
-Segunda micro-CT, apés dezoito (18) dias de movimentacao dentaria em todos os grupos.
-Terceira micro-CT, ap6s vinte (20) dias da prescricdo da droga nos respectivos grupos, no trigésimo
oitavo dia.

4.8 QUANTIFICAGOES DO MOVIMENTO DENTARIO

A quantificagdo do movimento dentério foi realizada inicialmente com as radiografias micro
CT, e foi realizada com o auxilio do software Data Viewer versdo 1.5.0.0- Bruker-microCT, que
selecionou 120 imagens para posterior confec¢do das guias de mensuracédo e afericdo do movimento
dentario, através do software Image Pro" Plus 5.1- Media Cybernetics (referentes as trés tomadas
microtomogréficas). Outro método de mensuragdo semelhante foi também utilizado, que selecionou
as imagens reconstruidas, (120 imagens) também por intermédio do software Data Viewer 1.5.0.0-
Bruker-microCT, e remetidas para posterior confec¢cdo das guias de mensuracdo e afericdo pelo

software Image Pro” Plus 5.1-Media Cybernetics.
4.8.1 Selecges das imagens (Data Viewer)

Foram escolhidas 40 imagens de reconstrucdo microtomografica relativos a execucdo de
uma Unica tomada microtomogréfica, e através do software Data Viewer, escolhidas 40 imagens no
plano sagital, que pudessem ser utilizadas para a confecgdo das areas de andlise densitometria.

Isto foi realizado para as trés tomadas microtomograficas, o que resultou em 120 imagens
para a confec¢do de um circulo de 60 x 60 pixels, que abrangesse a raiz mesial e sua estrutura
0ssea circunvizinha, com o auxilio do software CT Analyser 1.13 Bruker micro CT, correspondente

aos 40 animais nas trés tomadas microtomogréficas.

A selecdo das 120 imagens reconstruidas e radiografias micro CT foram realizadas com o
software Data Viewer 1.5.0.0- Bruker-microCT, que através da utilizacdo de coordenadas x, y, z,
representando os respectivos planos espaciais: vertical, horizontal e transversal, visualizou as raizes
(distais) do primeiro molar e (mesiais) do segundo molar esquerdo dos murinos, no plano sagital, que
melhor se aproximassem dos seguintes parametros: nitidez das imagens ao longo de todo o
comprimento das respectivas raizes, visualizagcao dos trés molares dos murinos no mesmo plano, e
auséncia de artefato ou sobreposicdo que impedisse a visualizagdo das estruturas anatdbmicas
(Figura 10 e 11).
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Figura 10: Imagens reconstruidas: A- Imagem reconstruida pelo programa N-Recon- 1.6.9.4-Bruker-

microCT. B- Selecionadas pelo sistema de coordenadas X, Y, z.
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Figura 11: Imagens reconstruidas escolhidas através do software Data Viewer- 1.5.0.0-Bruker-
microCT para a realizacdo dos guias de mensuracdo. A- Imagem escolhida apés 18 dias de
movimentacdo dentaria (2° tomada microtomografica). B-lmagem escolhida apds 7 dias de
movimentacao dentaria (1° tomada microtomografica). C- Imagem escolhida apds a aplicacdo da

droga (3° tomada microtomografica).

4.8.2 Confecc¢des dos guias de mensuragao

Os guias de mensuracdo foram realizados com o software Image Pro® plus 5.1- Media
Cybernetics, e consistiram na realizacdo de uma reta representando o plano oclusal, que tinha como
origem e fim: a ponta de cuspide mésiovestibular do primeiro molar superior esquerdo e a ponta de
cuspide distovestibular do segundo molar esquerdo murino. Apds a confeccdo do plano oclusal,
baseado nestes elementos dentarios, foram tracadas duas perpendiculares tangenciando os pontos
de maior convexidade da raiz distovestibular do primeiro molar esquerdo e da raiz mesiovestibular do
segundo molar esquerdo do murino (Figura 12), minimizando os erros de mensuragéo advindos do

movimento de inclinacdo e extrusdo do primeiro molar do rato (GONZALESA et al., 2009).
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Figura 12: Confeccdo das guias de mensuracao: A- Esquema representando a extrusao e inclinacao
do primeiro molar murino, cuja guia de mensuragdo minimiza os erros de afericdo entre os molares.
B- Imagem reconstruida escolhida com guias de mensuracédo, C- Imagem radiografica micro CT

escolhida com guias de mensuracao.

4.8.3 Mensuragdes das imagens.

A mensuracdo das imagens foi obtida através do software Image Pro” Plus 5.1- Media
Cybernetics de duas formas: primeiramente com as radiografias micro CT, e depois com as imagens

reconstruidas (Figura 13).
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Figura 13: Mensuracgdo do movimento dentario através do software Image Pro"-Plus A- Nas imagens
reconstruidas. B- Nas radiografias micro CT.

4.9 DENSITOMETRIA OSSEA

A densitometria foi realizada com o software CT Analyser 1.13 Bruker micro CT, utilizando-se
de imagens tomograficas pelo software Dataviewer 1.5.0.0 no plano sagital, através de um sistema
de coordenadas X, Y e Z, onde foram selecionadas regides de interesse, através da visualizagdo da
raiz mesial e distal do primeiro molar superior esquerdo. O paradmetro utilizado para a delimitacdo do

limite superior e inferior, da regido compreendida pelas imagens micro CT, foi a distancia de 544 mm
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entre o completo desaparecimento da raiz mesial e distal de uma imagem Micro CT para outra
imagem de igual resolucéo.

A regido de interesse ROI consistiu de um circulo de 60 x 60 pixels, que abrangesse a raiz

mesial e distal, bem como a sua estrutura éssea alveolar circunvizinha, sendo o critério utilizado para

todas as imagens micro CT analisadas (Figura 14).

a b c
Figura 14: Marcacéo da &rea circular (ROI) na imagem reconstruida de 60 x 60 pixels na raiz mesial
(b) e distal (c) do primeiro molar superior esquerdo para afericdo da densidade 6ssea na regido

delimitada, apés a reconstrucdo das imagens de um corte transversal .
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Figura 15: Mensuracédo da densidade mineral 6ssea pelo software CT-Anayser
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Figura 16: Mensuracdo da unidade Hounsfield pelo software CT-Anayser

Foi mensurada além da densidade mineral éssea (Figura 15), a escala linear absoluta (escala
Hounsfield) definida somente por dois pontos: de -1000 para a atenuacédo do ar seco, e zero (0) para
a 4gua pura a 25 graus Celsius para o efetivo escaneamento da energia utilizada (Figura 16), sendo
que o numero CT de cada voxel deverd ser uma reflexdo acurada do coeficiente de atenuacao

tecidual verdadeira de cada elemento anatémico presente (CHUGY et al., 2013).

4.10 EUTANASIA DOS ANIMAIS

A eutanasia dos animais foi realizada através de uma camera de gas presente no biotério do
instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia-UnB, através de gas monéxido de

carbono por um periodo de 10 minutos, até o completo 6bito dos animais.

4.11  ANALISE ESTATISTICA

4.11.1 Erro do Método

Para a avaliacdo do erro do intra-examinador, foram tracadas e mensuradas novamente 40
guias de mensuracdo com suas respectivas afericdes, das 120 microtomografias CT selecionadas e
das 120 imagens reconstruidas e selecionadas, 30 dias ap0ds a realizacdo das mensurages iniciais,

valendo-se novamente do software Image Pro® Plus 5.1- Media Cybernetics.
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4.11.2 Erro casual

O erro casual, decorrente da dificuldade da afericdo das imagens, foi calculado com a
aplicacdo da féormula matematica proposta por DAHLBERG (1940) apud HOUSTON, 1983.

A férmula proposta dita que o erro entre medidas tomadas em tempos diferentes é igual a
raiz quadrada da somatéria das diferencas entre os pares das mesmas (d2) dividido por duas vezes o

namero de pares da medida:

Se’=Yyd2 /2n, ou Se= ,/3d2 / 2n

Foram considerados valores acima de 0,2 mm para as variaveis lineares, como erros

significativos.
4.11.3 Andlise estatistica propriamente dita

Foram realizadas comparag¢fes intragupos e intergrupos aplicando-se 0s seguintes testes

estatisticos:

Estatistica descritiva: média, desvio padréo, valor minimo, valor maximo da movimentagao

inicial, medial e final.

Foi realizado um teste de hipétese bicaudal com nivel de significancia de 0.05, através do

software Statistical Package for Social Sciences—SPSS-20.

Através de uma analise univariada foi realizado o teste de normalidade de Shapiro Wilk, que
testou a distribuicdo das frequéncias, indicando que os dados para micro-CT ndo seguiam a curva

normal, exigindo a realizacéo de testes ndo paramétricos.

Foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Walis com Post-hoc de Dunn para
avaliacdo entre os trés grupos com relacdo & recidiva nos grupos micro-CT, com um nivel de
significancia de 0,05. O peso dos animais e a densidade éssea mineral (raiz mesial e distal), entre os

grupos foram avaliados por ANOVA com pos-hoc de Tukey, com um nivel de significancia de 0,01.
- Teste ANOVA-unidirecional

A ANOVA visa comparar a variacdo da média dos trés grupos com a média geral de todos os

espécimes do experimento, representando o efeito dos diferentes tratamentos. A variacdo do
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tratamento serd representada pelo somatério da variagdo entre tratamentos e variagdo dentro do

tratamento. Isto foi realizado para a densitometria 6ssea e para o peso dos animais.

A variacdo entre grupos experimentais € estimada pela variacdo entre tratamentos, e a
variacdo dentro do mesmo tratamento é estimada pela média das variancias de cada grupo
(variancia dentro dos tratamentos), mas ela representa a fracdo da variabilidade que néo é explicada
pelos efeitos do tratamento. (varidncia do erro experimental).

-Teste Post hoc-Tukey

Visa a determinar quais as médias tomadas duas a duas, diferem significativamente entre si.

-Coeficiente de correlagdo de Spearman

Visa a comparar e correlacionar os pardmetros da densidade mineral 6ssea final e a recidiva

da movimentacédo dentéria induzida nos trés grupos analisados.

Este teste foi utilizado por que um dos dados analisados utilizaram métodos estatisticos nao
paramétricos (movimentacdo dentaria e recidiva dentaria) em comparagdo com os dados que
utilizaram métodos paramétricos (densidade mineral 6ssea final da raiz mesial e distal).
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5 RESULTADOS

51 CORTES E RECONSTRUCOES TOMOGRAFICAS

Foram realizadas 283 aquisicbes tomograficas em cada animal durante uma Unica
execucao do micro CT, que gerou 11.320 imagens por uma Unica execucdo do micro CT nos 40
animais, e 33.960 imagens em todas as trés execugBes do micro tomdégrafo durante o experimento

(Figura 17), que foram reconstruidas através do software N-Recon.

Figura 17: Exemplo de tomadas microtomogréaficas com mola fechada instalada e a movimentacéo

dentaria do primeiro molar superior em direcdo mesial.
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Durante a reconstrucéo foram geradas 568 reconstrug8es por animal (Figura 9) (numa Unica
execucao microtomografica), perfazendo 22.720 reconstrucfes em uma Unica execucdo com 40

animais, ou 68.160 reconstrucdes durante a realizacdo das trés tomadas microtomograficas.
5.2 GUIAS DE MENSURACAO

Das 240 imagens escolhidas através do software Data Viewer, foram confeccionados 240
guias de mensuracgéo (Figura 12) utilizando o software Image Pro Plus 5.1 - Media Cybernetics, que
foram fundamentais para a afericdo das imagens.
53 METODOS DE MENSURACAO

Os dois métodos de mensuragdo para a recidiva (método das imagens micro-CT e método
das imagens reconstruidas) geraram os dados referentes & movimentacdo e recidiva dentaria
presentes no apéndice 1.
5.4 IMAGENS MENSURADAS

As 240 imagens que foram mensuradas com o auxilio do software Image Pro Plus 5.1 -

Media Cybernetics (Figura 13) geraram os dados relativos a figura 18 e 19, referentes aos dois

meétodos de afericdo do movimento dentério e da sua recidiva.
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Média de movimentacao das
imagens reconstruidas
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Figura 18 e 19: Média de movimentacdo das diferentes imagens aferidas: imagens micro CT e
reconstruidas respectivamente. Cor azul- representa o grupo controle. Cor vermelha o grupo da

sinvastatina. Cor verde representa o grupo das tetraciclinas modificadas.

5.5 DADOS DAS MENSURAGCOES DA MOVIMENTAGAO DENTARIA

Foi observado que os elementos dentarios dos murinos movimentaram-se progressivamente
até certo limite, apés o que (apds a remogdo das molas) tenderam a retornar ao seu estado original

(recidiva) a medida que o regime de tratamento das drogas foi instituido.

Na analise estatistica ndo foi encontrada diferenca significativa na comparacao entre os trés
grupos ap6s a movimentagdo dentaria inicial (Rec-inicial, p=0,935) e nem no fim da movimentacgao

de 18 dias (Rec-18d, p= 0,16), assim como na massa dos animais (p=0,13) (Tabela 1).

O grupo das tetraciclinas modificadas foi 0 que apresentou maior média de movimentacao
dentéria, seguido pelo grupo da sinvastatina e do grupo controle, durante o aumento progressivo da

tracdo do primeiro molar superior esquerdo do murinho, que duraram 18 dias (Figura 18 e 19).

A pesar da diferenga de movimentacao dentéria aos 18 dias, nos trés grupos estudados, nédo
foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os trés grupos, findo o periodo de 18 dias

de movimentacao dentéria (p= 0,075).
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A analise estatistica das imagens microtomograficas (micro CT) final ndo encontrou diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos estudados (p= 0,089) (Tabela 3 e Figura 24).

Porém na andlise entre grupos, na movimentacdo dentdria final, Rec-Final, foi encontrada
significancia estatistica entre os trés grupos, com p= 0.048 (Tabela 3) e Figura 24, e encontrada
significancia estatistica entre o grupo controle e o grupo da tetraciclina modificada, com p= 0,007
(Figura 24).

Isto é facilmente visualizado na andlise da variacéo longitudinal da mediana, correspondente

ao teste de Kruskal Wallis (Figura 24).

5.6 IMAGENS RECONSTRUIDAS DA DENSITOMETRIA

Durante a reconstrucao foram geradas 747 reconstrugdes por animal (numa Unica execugao
microtomogréfica), perfazendo 26.145 reconstru¢gdes em uma Unica execugdo com 40 animais, ou

78.435 reconstrugdes durante a realizacéo das trés tomadas microtomogréficas.

Foram escolhidas 40 imagens de reconstrucdo microtomografica relativos a execucdo de
uma Unica tomada microtomogréfica, e através do software Data Viewer, escolhidas 40 imagens no

plano sagital, que pudessem ser utilizadas para a confeccéo das areas de analise densitometria.

Isto foi realizado para as trés tomadas microtomograficas, o que resultou em 120 imagens
para a confec¢do de um circulo de 60 x 60 pixels, que abrangesse a raiz mesial e sua estrutura
Ossea circunvizinha, com o auxilio do software CT Analyser 1.13 Bruker micro CT, correspondente

aos 40 animais nas trés tomadas microtomogréficas.

57 DADOS DAS MENSURACOES DA DENSITOMETRIA

Os dados referentes a densitometria da raiz mesial indicam que a densidade mineral 6ssea
diminuiu progressivamente durante a movimentagéo dentéria induzida, e apds a remocao das molas
e instituicdo das drogas nos grupos experimentais, a densidade mineral 6ssea s6 aumentou no grupo

da tetraciclina modificada (Figuras 22 e 23).
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Com relagdo a densidade mineral dssea na raiz distal, ocorreu um aumento em todos 0s
grupos durante a movimentacdo dentéria induzida, mas ap6s a remocao das molas e instituicdo das

drogas, a densidade 6ssea diminuiu nos trés grupos.
Foi encontrada diferenca estatisticamente significativa nas densidades 6sseas da raiz mesial
e distal entre os trés grupos estudados, com p= 0,001 e p= 0,000 respectivamente, com teste de pods-

hoc de Tukey, afirmando que a inciclinida foi o grupo que diferiu quanto a densidade 6ssea mineral

final entre os trés grupos estudados (Tabela 2).

Tabela 1: Caracteristicas dos grupos

Caracteristica dos grupos

Grupos
Controle Sinvastatina Tetraciclina
(n=10) (n=15) (n=15) p-valor
Demograficos
Genéro M/F (%) 10/0 (100) 15/0 (100) 15/0 (100)
Pesor 350 (320 a 381) 371 (356 a 385) 342 (316 a 368) 0.13*
Avaliagdo inicial
- 0,109 0,109 0,109 0,935
Rec_inicial (0,0 —0,155) (0,0 — 0,186) (0,0 — 0,186)
CT inicial® 0,125 0,154 0,154 0,293
- (0,109 —0,154) (0,142 —0,186) (0,109 —0,201)
S 0,246 0257 0,258 0,200%
Densid dist_inicial®
Densid mes inicial: 0.241 0.201 0.197 0.293%
(0,175 —0,276) (0,149 —0,249) (0,143 —0,225)

@ orama: média (95% Intervalo confianga);® REC: imagem Reconstruida;® CT: imagem Micro CT; © Densidade : g/em3
* Anova ' Kruskal-Wallis Test
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Figura 20: Grafico da densidade mineral 0ssea da raiz mesial da primeira (1), segunda (2) e terceira
(3) aquisicdes microtomograficas - a série azul corresponde ao controle, a série vermelha
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Figura 21: Grafico da unidade Hounsfield de densidade da raiz mesial da primeira (1), segunda (2) e
terceira (3) aquisicdes microtomograficas- a série azul corresponde ao grupo controle, a série
vermelha corresponde ao grupo da sinvastatina, e a série verde corresponde ao grupo da tetraciclina

modificada.
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Figura 22: Gréfico da densidade mineral 6ssea da raiz distal da primeira (1), segunda (2), e terceira
(3) aquisicbes microtomogréficas- a série azul corresponde ao grupo controle, a série vermelha
corresponde ao grupo da sinvastatina, e a série verde corresponde ao grupo da tetraciclina
modificada.
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Figura 23: Grafico da unidade Hounsfield de densidade da raiz distal da primeira (1), segunda (2) e
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Tabela 2: Densidade mineral dssea final da raiz distal e mesial entre os diversos grupos aferidos.

Groups
g
= Control Simvastatin Incyclinide
3
=
A ANOVA Average Standart  Average Standart Average Standart
Z P-Value deviation deviation deviation
0,000 -0,0284 0,0223 -0,0160 0,0225 -0,0574 0,0112
k]
2 ANOVA Average Standart  Average Standart Average Standart
] o AR c o - s
® P-Value deviation deviation deviation
&)
g 0,001 0,0078 0,0148 -0,0052 0,0174 0,0221  0,0079
[an]
Tabela 3: Recidiva entre os diversos grupos aferidos
Grupos
Controle Sinvastatina Tetraciclina
(n=10) (n=15) (n=15)
Teste Kruskal —
Wallis i : . . Lo : «
R:c (I:ST;E:::: Média Desvio padrio Média Desvio padriao Média Desvio padrio
P-valor
0,048 0,03155  0,04393 0,08092  0,16352 0,13223  0,09069
Teste Kruskal —
Wallis MicroCT o . 5 . . ~ . .
P_valor Média Desvio padrio Média Desvio padrio Média Desvio padrio
0,089 0,01322 0,03322 0,04907 0,1154 0,09007  0,08356
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Tabela 4: Correlacéo entre densidade 6ssea e recidiva ortodéntica.

Grupos
Spearman Final Densidade o0ssea Final Imagem Rec Correlagao
Correlagdo
Raiz distal P-Value 0.753 0.753 0.061
Spearman
Correlagao Final Densidade 6ssea Final Imagem Rec
Raiz mesial P-Value 0.109 0.109 -0.282

5.10 ALTERACOES DA MASSA DOS ANIMAIS

Os animais sofreram alterac6es de massa no decorrer do experimento, onde notamos que a
meédia dos pesos dos animais diminui apés a instalagdo das molas, devido a alimentagdo em forma
de racdo moida, e a adaptacao do dispositivo utilizado, durante os 18 dias de movimentacgdo dentéria
induzida.

Porém, os animais voltaram a ganhar massa, apds a retirada das molas e instituicdo da
racdo convencional, voltando & média de peso inicial (Tabela 5).

Foi observado que as drogas ministradas durante o regime de tratamento ndo alteraram a
salde dos animais, nem interferiram com o ganho de peso dos animais, 0 que podemos constatar

através dos dados da tabela 5.
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Tabela 4: Média da massa dos trés grupos de animais

Peso dos animais em gramas

400

350

300

250
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50

Média de massa dos animais

no decurso do tratamento

\ o
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Tempo em semanas
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6 DISCUSSAO

No presente experimento ocorreu a inibicdo da recidiva ortoddntica, apds a utilizacdo da
inciclinida (CMT-3) durante os 20 dias de retorno a posi¢céo original, com a remocdo das molas nos
animais do grupo experimental. Isto pode ser devido a inibicdo do nimero de osteoclastos no lado de
compressédo, provavelmente por inibicdo da migracdo de osteoclastos ou apoptose destas células
(BILDT et al; 2007).

Desde que Golub et al., (1983), descobriram o efeito inibitério das tetraciclinas (minociclina)
na atividade da matriz das metaloproteinases (MMP), foram desenvolvidas tetraciclinas modificadas
guimicamente (CMTs), com perda da funcdo antimicrobiana, mas que retém atividade anti-MMP.
Algumas destas drogas, como a inciclinida (CMT-3), exercem potente inibicdo enzimatica a estas
proteinas (ARCHARYA et al., 2004), e também afetam o recrutamento dos osteoclastos (HOLLIDAY
et al., 2003, ZHOU et al., 2010).

E postulado que as CMTs possam reduzir a expressdo das MMPs, pela inibicdo competitiva
do zinco que atua como cofator da reacdo enzimética das MMPs, alterando o equilibrio existente,
entre a concentracdo de MMPS e a concentracdo do seu inibidor tecidual natural, os TIMPs
(ACHARYA et al., 2004). Isto ocorre, pela inativacdo da acao enzimatica destas substancias, e com
isso, coibindo a remodelagdo da matriz dssea extracelular, sendo ja atestado a inibicdo da

movimentacao dentéria por estas substancias (BILDT et al., 2007).

As MMPs, que sdo o alvo da inciclinida, sdo encontradas em ambos os lados de aposicao e
reabsorcdo 0ssea, durante a movimentacao dentéria induzida (APAJALAHTI et al., 2003, INGMAN et
al., 2005).

Bildt et al (2007), que testou a inibicdo da movimentacdo dentaria com a CMT3 (inciclinida),
concluiu que a forca ortodbntica direcionada mesialmente, induz uma maior quantidade de
osteoclastos no lado mesial das raizes (lado de pressdo), e uma reducdo de osteoclastos no lado
distal das raizes (lado de tenséo). Por analogia, podemos inferir o0 mesmo raciocinio a recidiva, tendo
em vista que alguns pesquisadores propuseram que a movimentacao dentaria e a recidiva tém

mecanismos fisioldgicos similares (FRANZEN et al., 2013).

Mas foi necessario atestar a correlagdo destes achados com areas de densidade dssea, pois
para alguns autores a taxa de movimentacdo dentaria € inversamente proporcional a densidade
O0ssea (CHUGH et al.,, 2013), e tecidos 6sseos menos mineralizados sdo mais facilmente
remodelados (BRIDGES et al., 1988).
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E necessario um periodo de tempo de no minimo 14 dias para um completo ciclo de
remodelacdo do ligamento periodontal em ratos (KING et al., 1991). Mas 20 dias é tempo suficiente
para o aparecimento de recidivas dentdrias, aferida através de microtomografias, e o aparecimento
de areas de densidade dssea aumentada, que assim como a remodelacdo 6ssea, continuam por

muitos dias apds a remocéo dos dispositivos de movimentacéo induzida (KING et al., 1997).

Segundo Holliday et al., (2003), séo criadas areas de pressdo na superficie mesial e areas
de tensdo na superficie distal na regido do primeiro molar superior direito que estd sendo
movimentado. O estresse mecénico, imposto pela movimentagéo ortodéntica no lado de tenséo, gera
um acréscimo do anabolismo (BUCKLEY et al., 1988) com o aumento da densidade 4ssea, assim
como no lado de pressdo ha uma elevacdo na producdo de prostaglandinas, interleucinas, que

promovem a reabsorgdo 6ssea, com a diminui¢cdo da densidade 6ssea local (OSAKA et al. 1990).

Apéds a movimentacdo dentéria, ocorreu uma diminui¢cdo da densidade mineral éssea na raiz
mesiovestibular do primeiro molar superior, corroborando os achados de Bridges et al, (1980) e King
et al., (1991), sugerindo que a reabsor¢cdo 6ssea em areas de pressdo pode preceder a aposi¢ao

6ssea em areas de tensao.

Segundo Bridges et al., (1988), ha um decréscimo na densidade 6ssea mineral durante o
periodo tardio da movimentacéo dentaria tanto em ratos jovens como ratos adultos, consistente com

a formacéo de um tecido 6sseo imaturo e de baixa densidade.

Porém, na presente pesquisa houve um aumento da densidade mineral 6ssea na regido da
raiz distovestibular, do grupo da inciclinida, com um predominio da aposicao 6ssea apds 18 dias de
movimentacao dentaria, em detrimento da reabsor¢do Ossea. Isto talvez seja devido ao tipo de
movimento de inclinagdo do primeiro molar superior, criando areas de tenséo no terco cervical e
médio da raiz distovestibular (KING et al., 1991, HOLLIDAY et al., 2003).

Durante o periodo da recidiva dentaria, houve um ligeiro aumento da densidade mineral
Ossea na raiz mésiovestibular (grupo da inciclinida), ao contrario do grupo controle, o que atesta o
efeito da inciclinida na osteoclastogénese. Isto ocorreu devido a inibicdo das metaloproteinases,
responséaveis pela degradagcédo da matriz ostedide organica, ndo havendo a possibilidade de ligacédo
dos osteoclastos a superficie 6ssea (HENNEMAN et al., 2008), tendo alguns autores mostrado que
as tetraciclinas também reduzem o numero de podossomas nos osteoclastos, debilitando a adeséo

dos ostoclastos ao tecido 6sseo (RIFKIN et al., 1993).

Além disso, as tetraciclinas modificadas atuam na inibicdo da formacgdo osteoclastica
(HOLMES et al., 2004), induzem a apoptose dos osteoclastos (HOLMES et al., 2008), assim como

uma reducdo das MMP9, essencial para a migracdo destas células através da matriz colagena
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(ENQSIG et al., 2000), tendo como acéo farmacolégica final, a inibicdo da reabsorgéo 6ssea (ZHOU
et al., 2010).

Bildt et al., (2007) encontrou uma reducdo de osteoclastos no lado mesial das raizes
submetidas a movimentacao dentaria, em molares de ratos submetidos a gavagem oral com CMT-3
(30mg/kg). Isto corrobora os achados da presente pesquisa, que também creditou a inibicdo da
recidiva dentéria, ao aumento da densidade dssea local na raiz mesial do primeiro molar esquerdo,
gue foi movimentado, provavelmente a expensas da reducédo no nimero de osteoclastos.

Interessante, que na fase da recidiva dentdria na raiz distovestibular, ocorreu uma
diminuicdo da densidade 6ssea na raiz distal (p <0,01), no grupo da inciclinida. E isto talvez sinalize
que o efeito inibitério da droga no lado de tensao, nédo afeta o desiquilibrio da remodelacdo da matriz
extracelular. A densidade mineral 6ssea desta raiz retornou a valores de magnitude similares ao
inicio da movimentacéo dentaria, ao contrario do grupo controle, cujos valores da densidade 6ssea
continuaram a se elevar. E os nossos achados corroboraram os trabalhos de Zhou et al., (2010),
que ndo encontraram nenhuma acéo anabdlica das tetraciclinas ou de formacdo éssea nas células
da linhagem osteobl4stica, assim como Bildt et al.,, (2007) que ndo encontraram diferenca
estatisticamente significante no nimero de osteoclastos entre o grupo controle e o grupo da CMT-3,
na raiz distal de molares de ratos movimentados em dire¢do mesial.

Apesar da diminuicdo da densidade mineral 6ssea adjacente a raiz distal, no grupo da
inciclinida, ocorreu a inibicdo da recidiva dentaria (p<0,05) pela inciclinida, provavelmente a
expensas do aumento da densidade 6ssea adjacente & raiz mesial, como consequéncia da inibi¢éo

da reabsorcdo 6ssea na regido da raiz mésiovestibular (p<0,01), referente ao lado de presséo.

Outra droga com vertentes nas diversas fases da remodelagdo 0ssea é a sinvastatina, um
farmaco que atua como inibidor competitivo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-

Co-a), atuando na sintese do mevalonato (SINGH et al., 2012).

Apesar de a sinvastatina ser uma droga relacionada a fase anabdlica ou de neoformacao
Ossea (SINGH et al., 2012), atuando na formacéo da proteina morfogenética do osso (BMP2) no
periodonto (SINGH et al., 2012) (e aumentando a densidade éssea) o seu mecanismo de a¢do na
fase catabodlica também é expressivo. Sendo que foi constatada a regulacdo da diferenciacdo dos
osteoclastos pela sinvastatina (GRASSER et al., 2003), possivelmente através da MMP 9, visto que

esta enzima € essencial para recrutamento dos osteoclastos (ENQSIG et al., 2000).

Foi hipotetizado entdo, que a sinvastatina também possa inibir a recidiva, por inibir o
recrutamento de osteoclastos via metaloproteinases. Isto € devido a descoberta da necessidade de
um subproduto da via do mevalonato (inibida pela sinvastatina), mais especificamente a

geranilgeranil transferase (GGT-1), para que se dé o recrutamento dos osteoclastos (WONG et al,
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2001). Entéo ocorreria a inibicdo da quimiotaxia e secregdo pelos macréfagos das MMP9, o que
indiretamente afeta o recrutamento dos osteoclastos pela sinvastatina. A sinvastatina atuaria,
portanto na inibicdo do recrutamento e diferenciacdo dos osteoclastos, inibindo a remodelacao 6ssea

e podendo inibir a recidiva da movimentacdo dentaria.

A aplicagdo da Sinvastatina foi realizada evitando-se altas doses, pois segundo Singh et al.,
(2012), altas doses de sinvastatina fogem da prescricdo normal, sendo que 10 mg/kg ao dia em ratos
€ uma alta dose que corresponderia em termos farmacocinéticos, a 70 mg/kg ao dia em humanos, e
doses altas de sinvastatina (70 mg/kg) aumentam o risco de insuficiéncia hepatica, doengas renais,
rabidomidlise e mialgia (JADHAYV et al., 2006). Portanto foi adotada a dose oral de 5 mg/kg ao dia em

ratos, equivalente a 20 a 40 mg da dose diaria normalmente utilizada em humanos.

Foram encontrados valores de densidade 6ssea diminuida na regido da raiz mesiovestibular,
assim como da raiz disto vestibular. Isto pode ser devido a via de administrag&o utilizada para a
droga em questdo. E contrariando estudos de Han et al., (2010) que achou inibicdo da recidiva
dentaria com a sinvastatina (e prop6s um mecanismo de controle da taxa local de osteoprotegerina

pela droga), a sinvastatina n&o inibiu a recidiva dentaria no presente experimento.

O trabalho de Han et al., (2010) que estudou o efeito da sinvastatina na recidiva da
movimentacao dentaria em ratos, preconizou uma dose menor, de 2,5 mg, mas com uma via de
administragdo mais efetiva (intraperitoneal), 0 que pode ter contribuido para uma melhor absorcao da
droga e manutencdo de niveis plasméticos mais adequados nos espécimes estudados. Porém, o
risco de crostas ou escaras na pele circundante, devido as injecdes locais diarias da droga (TYLIN et
al.,, 2002), em um periodo longo, viabilizou a adoc¢do da via oral como a mais adequada para um

estudo durante este tempo de observagéo.

Apesar disto, existem trabalhos que atestam que a sinvastatina ndo é bem absorvida, e
menos que 5% da droga encontram-se na circulagdo sanguinea, apos a aplicagao por via oral (PARK
et al., 2009). Porém, também est4 bem fundamentado que osteoblastos e osteoclastos podem ser

bem expostos a baixas concentra¢@es por via oral (PARK et al., 2009).

O método de afericdo utilizado por Han et al., (2010) € mais factivel de falha, tendo em vista
gue se utilizou de moldagens intra-orais, que apés serem vazadas com gesso especial, foram
escaneados e transferidas para um programa de computador editor de fotos, para a afericdo das

mensuracdes decorrentes da movimentacao dentdria induzida.

As vaérias etapas do processo de transferéncia sdo mais propensas a falhas do que uma
analise direta em imagens tomograficas em escala real. E programas de edicao de fotografias, ndo

tém acuracia suficiente, por ndo serem softwares fabricados especialmente para afericdes precisas
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em escala adequada, comparado a sofisticacdo de softwares de processamento de imagem, cuja
ferramenta de analise propicia medicdo avancada de imagens microscoépicas e radiograficas, sem a

necessidade da utilizacdo do macro.

Esfahani et al., (2013) utilizou a mesma dosagem e via de administracdo em ratos, 2,5 mg
por via intraperitoneal, e encontrou inibicdo da movimentagdo dentaria com a sinvastatina. Mas foi
utilizado um paquimetro digital (diretamente na boca dos animais), entre o0s incisivos e primeiros
molares, 0 que limita em muito a acurdcia e precisdo das mensuragées realizadas, inclusive pela
extrusdo e inclinagdo nos molares decorrentes da movimentacéo dentaria induzida (GONZALESA et

al., 2009), além da continua erupc¢édo dos incisivos, tipica dos animais roedores (BURN et al., 1999).

A sinvastatina inibe os subprodutos da via do mevalonato, especificamente os isoprendides
farnesil difosfato (15 carbonos) e o geranilgeranil difosfato (20 carbonos), que tém afinidade de
ligacdo pelos carbonos terminais de pequenas proteinas ligantes chamadas GTP, formando as
chamadas proteinas preniladas citossolicas. Um exemplo destas proteinas preniladas sdo as Rac e
Rho, que s&o essenciais na ativacdo da polarizacdo e motilidade celular, incluindo os macréfagos e
o0s osteoclastos (MARITZ et al., 2001).

Os bisfosfonatos também inibem a predinilagao, inibindo a fun¢do osteoclastica e reabsorcao
Ossea, e cogitou-se que a sinvastatina teria efeito similar (SUGIYAMA et al., 2000), mas assim
haveria um aumento na densidade 6ssea mineral apés a aplicagdo da droga, levando-se em conta o

efeito da droga na vertente catabolica do tecido ésseo.

Porém, outra pesquisa constatou que em baixas doses (1,0mg/kg a 5,0mg/kg), a sinvastatina
exibe efeito de diminuicdo da densidade 6ssea mineral em ratos, com decréscimo da formacao

Ossea e aumento da reabsorcao 0ssea (MARITZ et al., 2001).

Os resultados da presente pesquisa confirmam os achados de Maritz et al., (2001), e Park
(2009), que constataram diminuicdo da deposicdo 6ssea e aumento da reabsorcdo 6ssea com
diminuicdo de densidade 6ssea mineral, com a utilizagdo de baixas doses de sinvastatina (1,0mg/kg

a 5mg/kg).

Segundo estes autores, somente com altas doses de sinvastatina (20mg/kg) haveria um
aumento na formagdo 6ssea, com alguma mudanga na taxa da densidade 6ssea mineral (MARITZ et
al., 2001; PARK, 2009). Os osteoblastos seriam preferencialmente estimulados, com a manutencgéo

ou 0 aumento da densidade mineral 6ssea (MARITZ et al., 2001).

E esta discrepancia na resposta da remodelacdo 6ssea as doses administradas de

sinvastatina, poderia ser explicada, segundo estes autores, pela diferenca de sensibilidade entre as
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células responsaveis pela formacao e destruicdo do tecido ésseo, com maior sensibilidade pelos
osteoclastos ao farmaco sinvastatina (MARITZ et al., 2001), que apresentaria um efeito diferente das

predinilagéo, constatado pelo estudo da droga in vitro (SUGIYAMA et al., 2000).

Isto também ocorre com os bisfosfonatos, que também inibem a predinilacdo, mas cujos
efeitos nas células osteoclasticas sao dependentes da dosagem da droga. O EB-1053 inibe as
funcBes dos osteoclastos em doses normais, mas em baixa dosagem aumenta a funcéo
osteoclastica (VAN DER PLUIIM et al., 1992). O que poderia explicar a diminuicdo da densidade

mineral 6ssea & sinvastatina nos espécimes estudados.

Interessante, que como a diminuicdo da densidade mineral 6ssea nao foi significativa entre
0S grupos controle e o grupo da sinvastatina (sendo estatisticamente insignificante), a taxa de
reabsorcdo também ndo se apresentou acelerada, com aumento do turnover catabdlico, a ponto de
aumentar a recidiva da movimentacdo dentaria induzida no grupo da sinvastatina, comprovada
estatisticamente pela analise das microtomografias CT, e pela inexisténcia da correlacdo entre as

variaveis recidiva dentaria e densidade 6ssea.

E s6 haveria, teoricamente, a inibicdo da recidiva da movimentacao dentéria induzida, com
uma diminuicdo da taxa de reabsorcdo Ossea mineral, decorrente provavelmente da inibigcdo dos
osteoclastos e estimulo dos osteoblastos, tendo como consequéncia, um aumento da densidade

Ossea mineral e da formacao dssea, o que de fato ndo ocorreu na pesquisa em questéo.

O presente trabalho apresenta limitacdes devido a necessidade de corroborar os achados da
recidiva dentaria e da densidade mineral 6ssea e a sua unidade quantitativa Hounsfield, com
achados histopatolégicos e imunohistoquimicos, em especial com dados semi-quantitativos das
metaloproteinases no lado de presséo e tensdo da raiz mesial e distal do primeiro molar superior
esquerdo, além da contagem de osteoclastos nas regifes adjacentes a estas raizes.

As perspectivas futuras para a implementacdo do controle da recidiva dentaria por
medicamentos, necessita de adequacdo quanto a posologia adequada em seres humanos, tendo
em vista que o metabolismo acelerado dos ratos atrapalhe uma analogia mais precisa da dose 6tima

a ser utilizada em humanos.

A meia vida de 53,7 horas da inciclinida € uma vantagem consideravel em relacdo a meia
vida de apenas 3 horas da sinvastatina, devido a manutencdo de niveis plasméaticos do principio
ativo desta droga, em maior tempo na circulagdo sanguinea, além da diminuicdo de efeitos de

toxicidade por ingestao repetidas de farmacos em um curto periodo de tempo.
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Porém ha que se ater que a inciclinida atua preponderantemente na fase catabdlica da
movimentacdo dentaria, e sua acdo na fase anabdlica é nula (ZHOU et al., 2010), ao contrario da

sinvastatina, que atua enfaticamente na fase anabdlica (SINGH et al., 2012).

Talvez, a conjugacéo destas duas propriedades farmacoldgicas possa ser factivel através da
utilizagcdo concomitante destas duas drogas, a inciclinida e a sinvastatina, em pacientes pos-
tratamento ortoddntico, para a inibicdo absoluta da recidiva da movimentacédo dentéria, trazendo

grandes beneficios e maior credibilidade a ciéncia ortodéntica.
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A droga tetraciclina modificada inciclinida (CMT-3) inibiu a recidiva da movimentacéo dentéria

no método de mensuragéo de maior acuracia das imagens reconstruidas.

A densidade final da raiz mesial do grupo da inciclinida (CMT-3) apresentou um aumento de

densidade mineral 6ssea em relacéo aos demais grupos, e este valor foi estatisticamente significativo.

A densidade final da raiz distal do grupo da inciclinida (CMT-3) apresentou uma diminuicdo da
densidade mineral 6ssea, ao contrario do grupo controle que apresentou valores de densidade
mineral éssea idénticos ao inicio da movimentacdo dentaria, e este valor foi estatisticamente

significativo.

A droga sinvastatina néo inibiu a recidiva da movimentacdo dentéria tanto no método de
maior acuracia das imagens reconstruidas quanto no método de menor acuracia das imagens micro-
CT.

A densidade final da raiz mesial e distal do grupo da sinvastatina apresentou uma diminuigédo

da densidade mineral 6ssea em relagdo ao grupo controle.

N&o foi encontrada correlagdo estatistica entre a densidade mineral 6ssea final e a recidiva

da movimentacédo dentéria induzida.
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Apéndicel: Dados das mensuragdes do grupo controle (contr), sinvastatina (sinv) e tetraciclina
modificada (tetra), das imagens reconstruidas (img recon) e microtomografia TC (micro-TC), estao

representadas as médias, desvio padrao (d.p) e o total das movimentacdes dentarias induzidas.

contrl
contr 2
contr 3
contr 4
contr5
contr 6
contr 7
contr 8
contr 9
contrl0
total
média
d.p

sinv 2
sinv 3
sinv 4
sinv 5
sinv 6
sinv 7
sinv 8
sinv 10
sinv 11
sinv 12
sinv 13

sinv 14
sinv 2a
sinv 3a
sinv 4a
sinv 5a
sinv 6a
total
média
d.p

Tomo 1
img recon

0,155

0

0,142

0

0,109
0,109

0

0,109
0,155
0,186
0,799
0,086556
0,063622

img recon
0
0,109
0
0,176
0,109
0,142
0,142
0,109
0,186
0,263
0

0

0,201
0,109

0

0

0,232
1,636
0,136333
0,083560

microt CT

0,154534
0,109272
0,142473
0,109272
0,154534
0,109272
0,109272
0,077266
0,154534
0,154534
1,274963
0,127496
0,026457

microt CT
0,109272
0,154534
0,210189
0,176196
0,109272
0,142473
0,142473
0,154534
0,186083
0,218544
0,154534

0,142473
0,201488
0,077266
0

0,142473
0,186083
2,507887
0,161153
0,051765

Tomo2
Img recon

0,219
0,21
0,416
0,125
0,221
0,125
0,125
0,346
0,201
nao
1,988
0,22088
0,095349

Img recon
0,125
0,367
1,23
0,451
0,147
0,394
0,125
0,125
0,125
0,173

0

0,48
0,796
0,125
0,186

0

0,221
4,365
0,36375
0,31856

microt CT

0,186083
0,176196
0,367323
0,124589
0,124589
0,124589
0,097735
0,269882
0,172774
0,201488
1,845248
0,184524
0,077141

microt CT
0
0,24917
0,97735
0,27859
0,097735
0
0,172774
0,201488
0,077266
0,077266
0,109272

0,32599

0,795512
0,201488
0,186083
0,77266

0,172774
4,509351
0,322097
0,281080

Tomo 3
img recon

0
0,147

0,125
0,125
0,419
0,046556
0,066111

img recon
morreu
0.319
0.195
0.125
0
morreu
0.201
0

0
0.147
0.147

0.201
0.416

0

0.125

0

0.147
1,751
0,145917
0

microt CT

0,097735
0,195472
0,048867
0,097735
0,146604
0,097735
0,048867
0,097735
0,124589
0,124589
1,079928
0,107992
0,041360

microt CT
morreu

0,297252
0,293207
0,012458
0,097735
morreu

0,124589
0,097735
0,097735
0,146604
0,146604

0,172774
0,416095
0,097735
0,012458
0,097735
0,014660
2,112919
0,150923
0,110441



Tetra la
Tetra2
Tetra2a
Tetra 3
Tetra 3a
Tetra 4
Tetra 5
Tetra 6
Tetra 7
Tetra 8
Tetra 9
Tetra 10
Tetra 11
Tetra 12
Tetra 14
Tetra 15
total
média
d.p

img recon microt CT

0,109
0,232
0,186
0,109
0

0,109
0,186

0,109
0,201
0,201
0,232
1,287
0,099

0,186083
0,231801
0,218544
0,109272
0,077266
0,154534
0,186083
0

0,109272
0,124589
0,077266
0,154534
0,154534
0,201488
0,231801
0,231801
2,217067
0,147804

0,088906 0,064703

img recon microt CT

0,788
0,27
0
0,374
0
0,147
0,443
0,125
0,498
0,173
0,221
0,328
0,279
0,824
nao
0,804
5,274

0,651979
0,297252
0,527457
0,32599
0,154534
0,172774
0,393986
0,048867
0,469996
0,249178
0,195472
0,218544
0,373768
0,853441
nao
0,803725
5,736963

0,405692 0,382464
0,242610 0,230661

img recon microt CT

0,221
0,221
0,221
0,391
0

0
0,27
0,125
0

0

0
0,221
0,346
0,195
0,244
0,465
2,455

0,221259
0,269882
0,221259
0,367323
0,097735
0,097735
0,222125
0,097735
0,097735
0,097735
0,048867
0,172774
0,221259
0,146604
0,249178
0,439811
2,819839

0,188846 0,187989
0,151474 0,103774
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Apéndice 2.1: Dados da densitometria 0ssea, representados pela densidade mineral 6ssea da raiz

distal e a unidade Hounsfield, durante a primeira, segunda e terceira tomada microtomografica.

Tomo 1 Tomo 2 Tomo 3
Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield
contr 1 0,197 2.250 0,254 3.051 0,345 2.917
contr 2 0,249 2.976 0,266 3.214 0,263 3.178
contr 3 0,228 2.679 0,260 3.128 0,254 3.045
contr 4 0,248 2.970 0,269 3.265 0,264 3.196
contr 5 0,231 2.734 0,246 2.941 0,251 3.001
contr 6 0,268 3.253 0,253 3.035 0,260 3.134
contr 7 0,254 3.052 0,266 3.215 0,267 3.233
contr 8 0,273 3.318 0,255 3.059 0,259 3.114
contr 9 0,269 3.259 0,252 3.021 0,261 3.153
média 0,246 2.943 0,257 3.103 0,258 3.108
D.P 0,024 343,38 0,007 108,26 0.006 101,88
Tomo 1 Tomo 2 Tomo 3
Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield Densidade Hounsfieldl
ed
sinv 3 0,267 3.227 0,313 3.880 0,261 3.154
sinv 4 0,252 3.027 0,279 3.401 0,256 3.075
sinv 5 0,276 3.352 0,258 3.100 0,260 3.137
sinv 6 0,249 2.977 0,238 2.826 0,297 3.654
sinv 8 0,259 3.122 0,285 3.481 0,236 2.796
sinv 10 0,252 3.024 0,317 3.940 0,253 3.036
sinv 11 0,267 3.232 0,277 3.378 0,238 2.823
sinv 12 0,253 3.041 0,292 3.582 0,245 2.930
sinv14 0311 3.845 0,283 3.452 0,244 2.907
sinv15 0,308 3.810 0,279 3.394 0,252 3.028
média 0,269 3.266 0,282 3.443 0,254 3.054
D.P 0,022 318,35 0,023 327,62 0,017 243,80
Tomo 1 Tomo 2 Tomo 3
Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield
Tetra 2 0,266 3.220 0,310 3.840 0,257 3.090
Tetra 3 0,274 3.324 0,321 3.994 0,253 3.030
Tetrad 0,240 2.855 0,306 3.779 0,238 2.830
Tetra 5 0,237 2.815 0,307 3.790 0,240 2.849
Tetra 6 0,239 2.844 0,311 3.852 0,256 3.075
Tetra 7 0,239 2.837 0,306 3.782 0,243 2.898
Tetra 8 0,244 2.908 0,320 3.978 0,241 2.868
Tetra 9 0,241 2.861 0,302 3.727 0,234 2.766
Tetral0 0,226 2.654 0,317 3.938 0,242 2.881
Tetrall 0,244 2.913 0,310 3.840 0,249 2.980
média 0,245 2.923 0,311 3.852 0,245 2.927

D.P 0,014 198,84 0,006 90,276 0,007 110,36



Apéndice 2.2: Dados da densitometria 0ssea, representados pela densidade mineral 6ssea mesial e a

unidade Hounsfield, durante a primeira, segunda e terceira tomada microtomografica.

Tomo 1 Tomo 2 Tomo 3
Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield
contr 1 0,276 3.236 0,249 2.973 0,169 1.852
contr 2 0,273 3.319 0,224 2.630 0,225 2.646
contr 3 0,222 2.594 0,149 1.569 0,171 1.888
contr 4 0,237 2.817 0,168 1.839 0,143 1.498
contr 5 0,175 1.941 0,219 1.858 0,196 2.236
contr 6 0,274 3.331 0,230 2.707 0,218 2.539
contr 7 0,215 2.496 0,174 1.933 0,203 2.338
contr 8 0,254 3.044 0,228 2.691 0,230 2.718
contr 9 0,250 2.994 0,168 1.838 0,219 2.557
média 0,241 2.864 0,201 2.226 0,197 2.253
D.P 0,033 457,76 0,035 514,98 0,030 420,74
Tomo 1 Tomo 2 Tomo 3
Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield Densidade Hounsfieldl
ed
sinv 3 0,254 3.052 0,223 2.613 0,223 2.607
sinv 4 0,24 2.849 0,138 1.421 0,224 2.630
sinv 5 0,234 2.774 0,201 2.312 0,217 2.526
sinv 6 0,244 2.915 0,15 1.596 0,174 1.923
sinv 8 0,26 3.130 0,264 3.195 0,181 2.028
sinv 10 0,214 2.494 0,261 3.154 0,213 2.479
sinv 11 0,196 2.232 0,208 2.400 0,24 2.854
sinv 12 0,214 2.495 0,201 2.312 0,204 2.352
sinv14 0256 3.082 0,239 2.832 0,215 2.502
sinv15 0,168 1.838 0,136 1.393 0,107 991
sinv3a 0,17 1.865 0,183 2.053 0,167 1.823
média 0,222 2.612 0,200 2.298 0,196 2.171
D.P 0,031 445,90 0,048 684,22 0,037 529,58
Tomo 1 Tomo 2 Tomo 3
Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield Densidade Hounsfield
Tetra 2 0,244 2.907 0,119 1.160 0,163 1.770
Tetra 3 0,28 3.412 0,202 2.313 0,186 2.098
Tetrad 0257 3.095 0,197 2.254 0,153 1.627
Tetra 5 0,235 2.788 0,176 1.950 0,163 1.767
Tetra6 0,246 2.936 0,148 1.561 0,192 2.182
Tetra7 0,253 3.031 0,133 1.348 0,161 1.743
Tetra8 0,241 2.865 0,149 1.579 0,169 1.850
Tetra9 0,264 3.186 0,173 1.917 0,18 2.010
Tetral0 0,259 3.118 0,189 2.141 0,175 1.939
Tetrall 0282 1.010 0,158 1.708 0,169 1.856

Tetral2 0271 3.290 0,218 2.539 0,196 2.229



média
D.P

0,257
0,014

2.793
869,88

0,218
0,029

2.539
410,68

0,173
0,013

1.915
184,93
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ANIMAIS EXPERIMENTAIS

A instalacdo da primeira mola realizou-se com um animal experimental morto (Figura 25),
devido as dificuldades inerentes do procedimento: pouco espaco para insercdo do fio de amarrilho,
gue de inicio foi o de 0.20 mm, (o menor didametro do mercado) visualizacdo deficitaria, e

procedimento demorado (cerca de 5 horas para a realizacéo do procedimento no primeiro espécime).

Figura 25: Animal experimental previamente morto utilizado para treinamento quanto as instalagbes

da molas.

Contatou-se a necessidade de um dispositivo de abertura bucal, onde foi providenciada a
fabricacdo de uma mesa operatdria (Figura 2), além de um menor fio de amarrilho para a insergao
interproximal nos molares murinos, que foi fabricado pela dental Morelli, diminuindo o risco de injaria

aos tecidos moles jugais e periodontais.

Além disso, foi utilizada uma mola pré-fabricada de niquel-titinio de sete milimetros de
comprimento (referéncia 35.20.064- gentilmente cedido pela dental Morelli), que apesar de ser a de
menor comprimento do mercado, ocupava muito espaco na regido compreendida entre o incisivo
murino e o primeiro molar, e sua ativacdo para se ajustar a 75cN aferido pelo dinamémetro, era de

apenas 0,5 a1 mm, podendo impor erros de aplicacdo da for¢ca durante a instalagdo da mesma.
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TESTE DAS MOLAS

Apds o primeiro animal experimental piloto foi instalado dois tipos de mola, (para validar a
que melhor oferecesse seguranca e praticidade), para a realizacdo da pesquisa, que nao

comprometesse 0s resultados, e ndo adicionasse um viés metodoldgico ao experimento.

Apesar das molas pré-fabricadas de niquel titanio (NiTi) (Figura 26) apresentar praticidade e
melhor movimentacdo dentdria, devido as suas propriedades fisicas superiores as molas de ago
(ANGOLKAR et al, 1992) sua dificuldade de padronizacdo quanto as ativaces (0,5 a 1 mm)
(MANGAZINI et al, 2010), e grande espaco ocupado na regido bucal dos murinos, foi levado em
consideragdo a utlizagdo das molas de aco, como uma alternativa viavel, pois as mesmas
apresentaram uma maior ativac@o (cerca de 2 mm) para 75cN, facilitando a sua padronizagdo em
relacdo ao niumero dos animais, e seu menor tamanho fisico quanto as distancias envolvidas. Além
disso, as molas de NiTi tém suas propriedades mecanicas modificadas por fatores ambientais como
a temperatura (NATTRAS et al, 1998).

A desvantagem das molas de aco residia na sua fabricagcdo artesanal, e desativacao rapida

comparada as molas de niquel titanio (ANGOLKAR et al, 1992).

Figura 26: Teste das molas de niquel-titanio
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IMAGENS DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os primeiros cinco animais experimentais pilotos apresentaram falhas na retencdo dos
dispositivos de movimentacdo dentaria (durante o periodo observacional de trés semanas), onde foi
constatada a urgéncia de reforgco dos fios de amarrilho, principalmente na regido anterior dos
incisivos murinos, além da necessidade da diminuicdo do comprimento dos dentes antagonistas. Isto
foi definido ap6s ser observado em um dos animais experimentais piloto, que somente a regido
posterior da mola (de ago) apresentava-se retida e presente nas imagens microtomograficas do
mesmo (Figura 27). Apés a mudanca na metodologia da fixacdo das molas, foi realizado um segundo
piloto (05 animais) por um periodo observacional de sete dias, onde se constatou 0 sucesso na
retencdo dos dispositivos de movimentacdo dentaria, e decidiu-se pelo inicio da pesquisa
propriamente dita.
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Figura 27: Falha na retencéo das molas: Imagens microtomograficas de um animal com uma mola

retida somente na regido posterior.

PERDAS DE ANIMAIS

No inicio do experimento havia 50 animais, que foram distribuidos em um grupo controle
com 15 animais e dois grupos experimentais com 15 animais cada, além de 5 animais reserva para
alguma eventualidade. Porém, durante a instalagdo das molas, dois animais vieram a 6bito, um
durante a anestesia, e outro por aspiragdo de liquidos. Além disso, dois animais vieram a falecer
durante os procedimentos microtomograficos, também durante a anestesia. Cinco animais perderam
as molas durante o experimento, e um animal desapareceu do biotério, constatado durante a
realizacdo da segunda tomada microtomogréfica, e foi recuperado apés alguns dias, perto da terceira
microtomografia. Portanto, permaneceram 40 animais que foram utilizados para a realizacdo do

experimento..
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Abstract:
Purpose: This study aimed to evaluate the effect of simvastatin on relapse of tooth movement in rats
using microtomography (micro CT), as well as the correlation of bone density with the orthodontic
relapse. Methods: Twenty-five adult male Wistar rats, divided into two groups, had stainless steel
springs installed on left maxillary first molar. The molars were moved for 18 days, and after removing
the springs, were applied by oral gavage, 5mg/kg of simvastatin in the experimental group for 20 days.
Tooth relapse was assessed with a micro CT scanner, and the images chosen through the Data
Viewer software 1.5.0.0 had their measurement guides made and checked by the software Image
ProR plus 5.1, and compared by Mann-Whitney test. After rats were sacrificed, bone mineral density
was evaluated by micro CT through the software CT Analyzer 1.13 and compared by independent T-
test, as well as by Spearman correlation test. Results: Relapse and bone mineral density (BMD) was
lower in the experimental group than in the control group, however without a statistically significant
difference. Conclusion: Simvastatin did not inhibit the relapse of tooth movement in rats, and there
was no correlation between bone density and orthodontic relapse.
Key-words: Recurrence, Simvastatin, X-ray microtomography, Densitometry
Introduction:

All orthodontic movement requires a retention phase, which aims to stabilize the tooth elements in its
new position, allowing the periodontal tissues to remodel and settle the space balance newly
established".
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However, this balance not always occurs, and the exacerbated remodeling of the periodontium
causes the relapse, i.e., the return of the original malocclusion, or dental crowding, because the
occlusal instability after orthodontic treatment is common in almost all patients®.

The etiology of relapse is multifactorial, varying from muscle disorders and harmful oral habits,
changes in dental arch form, unfavorable growth pattern, to the stretch of the transeptal fibers®, and
also has its origin due to the nature of immature and slightly mineralized bone tissue, which surrounds
the tooth elements that were moved®.

Recently, it was found that most of the relapse occur within the first hours after the removal of
orthodontic forces® being crucial the process of alveolar bone remodeling in tooth movement relapse®
and that fixed retainers are not always effective to prevent tooth relapse’.

Some authors proposed the control of relapse through pharmaceuticals, like the bisphosphonates?®,
(but its potential risks, such as osteonecrosis, not enable it for clinical useg), osteoprotegerinlo,
relaxin** (hormones that can have another clinical effect).

The simvastatin is a drug related to the anabolic phasee, increasing the bone density 12,13

, and it
was reported that simvastatin promotes osteoblasts activity and inhibits the osteoclastic activity™*.

This work aimed to test the inhibition of the relapse of tooth movement by simvastatin in rats using a
new micro CT methodology, with better accuracy than the current methods, as well as to correlate
these findings with areas of tissue remodeling by bone densitometry analysis. It was hypothesized that
the simvastatin inhibits the relapse of tooth movement in rats, through inhibition of bone resorption
(and the increase in bone formation) with increase in bone mineral density, and that a correlation
would be found between bone mineral density and relapse.

Material and methods:
Sample:

The sample comprised 25 adult male Wistar rats (Rattus Norvegicus albinus), with 4 months of age
(mean of 133 days), weighing on average 354 + 33 grams. They were kept in standardized conditions
with water and feed ad libitum, ambient temperature and light-dark cycle of 12 hours (06:00-18:00)
and obeying the criteria according to the norms of the Ethics Committee of Animal Use of the
University of Brasilia (UnB-70872012).

The animals were divided into two groups, 15 specimens in the experimental group and 10
specimens in the control group. The tooth elements to be studied were the maxillary first molars, with
the left side representing the experimental side.

Group I: comprised 10 control animals that were sacrificed in the thirty-ninth day, with 18 days of
induced tooth movement, with the application of 0.5% carboxymethyl cellulose (m/v) from the 19th day
until the 38th day (20 days).

Group II: composed of 15 animals that were also sacrificed in the thirty-ninth day, with 18 days of tooth
movement, with the application of a simvastatin solution with 0.5% carboxymethyl cellulose (m/v) from
the 19th day until the 38th day (20 days).

Installation of the springs:
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After anesthesia with ketamine (80mg/kg) and xylazine (10mg/kg), spiral springs were installed
according to the model proposed by Heller and Nanda'®, consisting of closed steel springs of 0.006” x
0.022” with the aid of 0.14mm steel ties and 9mm of length (Morelli-Sorocaba-Brazil), that was passed
between the interproximal space from the first and second molars, holding one end of the spring
between the left maxillary first molar and the lateral incisor of the same side.

The other end of the spring was attached to the maxillary incisor, through a hole between the two
incisors performed with a spherical drill, to pass the 0.25mm ligature wire (Morelli-Sorocaba-Brazil). In
the maxillary incisors, a mesial and distal groove were created, with an inverted conical drill (HM 1006
Y% FG Meissenger-Germany), for the fitting of two ligature steel wire of 0.25mm, which were fixed with
composite resin (Filtek™ Z250 XT - 3M St. Paul, MN, USA). An initial force of 75cN was measured by
a dynamometer (Correx haag-streit Ag, Koeniz, Switzerland). After the initial activation, the appliance
has not received any reactivation during the experimental period. The movement occurred in mesial
direction on the right maxillary first molar and was the object of study, despising the movement toward
the palatal direction of the maxillary incisor on the same side (figure 1).

After installation of the springs, the animals were fed a ground ration to ease the effect of breakage
of the devices. After 18 days of special diet, the animals had the springs removed, and had normal
feeding, through conventional ration.

Stock solution of simvastatin:

Simvastatin was administered by oral gavage at a 5mg/kg dose, being the volumes administered
during 20 days, the day after the end of tooth movement. The 0.5% carboxymethyl cellulose was used
as vehicle, being administered 400yl of the drug or the placebo, via a probe for oral gavage coupled to
a 1mlinsulin syringe.

The stock solution of simvastatin was held according to Jabbari et al.'®. It was dissolved 350mg of
simvastatin, in 58.3ml of distilled water with the aid of a magnetic stirrer until complete homogenization

and solubilization.
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Figure 1: Spring installation procedure. a - The installation of the wire ligature in the space between
the first and second molar of the murines. b - Wire ligature attached to the end of the spring. ¢ — The
making of the center hole. d — Channel confection mesial and distal upper incisors. g- The view of the
channels made. f - Spring measurement with compass of drypoint for measure 6 mm in length,
corresponding to 75 cN force. g- Antagonist teeth wear. h- Etching. i- Washing and drying. j - Primer
application on the upper teeth. k Primer application on the lower teeth. |- Application of composite
resin and curing.

Acquisition of images:

The acquisition of images was accomplished with the aid of a micro scanner Skyscan 1076 in vivo
Bruker-micro CT, which generated micro CT radiographic images and subsequently were selected
with the Data Viewer software version 1.5.0.0-Bruker-micro CT.

The following parameters were used for the generation of micro CT images, which took about 7
minutes for each specimen: voltage 100 Kv, 1mm Al filter, resolution of 35um. It was taken 3 micro CT
computed outlets: first micro CT, after the installation of the springs in the animals, which ranged from
four to seven days, after the installation of the springs, second micro CT, after 18 days of tooth
movement, third micro CT, after 20 days of prescription drugs.

Selection and quantification of micro CT images:

The quantification of the tooth movement was performed through micro CT, with the software Data
Viewer version 1.5.0.0-Bruker-micro CT who selected the 75 images for subsequent manufacture of
guides and measurement of the tooth movement, through the software Image Pro® Plus 5.1-Media
Cybernetics. The selection of 75 micro CT images was accomplished through the use of coordinates
X, Y, z, representing their respective spatial plans: vertical, horizontal and transversal, which
envisioned the roots (distal) of the first molar and (mesial) of the second molar of the murines, in the

sagittal plane, what better approach of the following parameters: sharpness of images along the entire
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length of the roots, visualization of the three molars of murine in the same plane, and absence of
artifact or overlap that precludes visualization of anatomical structures.

The guides of measurement were performed with the software Image Pro" plus 5.1-Media
Cybernetics, and consisted in a line representing the occlusal plane, which had as its origin and end:
the mesiobuccal cusp tip of the left maxillary first molar and the distobuccal cusp tip of the left second
molar. After tracing the occlusal plane, based on these dental elements, were drawn two perpendicular
surfacing the most convex points of the distobuccal root of the left first molar and of the mesiobuccal
root the left second molar, minimizing the measurement errors from the tipping and extrusion

movements that occur on the first molar of the rat"’ (figure 2).

Figure 2: the micro CT radiographic Image chosen with measurement guides. b schematic figure of
the measuring guides.
Dental movement can be calibrated between these two perpendiculars with the software Image Pro®

plus 5.1-Media Cybernetics (figure 3).

Figure 3: Measurement of tooth movement through micro CT x-rays.
Densitometry:

Bone mineral density (BMD) was performed with the CT Analyzer software 1.13 Bruker micro CT
where regions of interest were established through the visualization of the mesial and distal root of the
left maxillary first molars. To carry out this analysis, the 109mm distance between the complete
disappearances of the root of a micro-CT image to another image, was the parameter used for the
delimitation of the upper and lower limit, the region comprised by micro CT images.

The use of a circle of 60 x 60 pixels, which would include the root and its surrounding bone structure,

was used in the entire micro CT images analyzed (figure 4).
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Figure 4: circle of 60 x 60 pixels including the mesial (a) and distal (b) region of the left maxillary first
molar of a reconstructed micro CT image.
Euthanasia:

Euthanasia of animals was performed through a gas chamber in the vivarium of the institute of
biological sciences at the University of Brasilia-UnB, through carbon monoxide gas for a period of 10
minutes, until the complete death of the animals.

Statistical analysis:

A two-tailed hypothesis test was conducted with a significance level of 5%, with the software
Statistical Package for Social Sciences-SPSS-20.
Through a univariate analysis was conducted the Shapiro Wilk normality test, indicating that data did
not follow the normal curve, requiring the use of nonparametric tests. The nonparametric Mann-
Whitney test was used for evaluation of dental movement and relapse between the two groups. The
weight of the animals and the bone densitometry comparison between the groups was assessed by
independent T-test, because they followed the normal curve.

For the evaluation of intra-examiner error, were retraced and remeasured 75 guides with their
respective measurements, 30 and 60 days after the completion of the initial measurements.
Results:

Analysis of tooth movement:

It was observed that the tooth elements of the murine gradually moved to a certain limit, after which
(after the removal of springs) tended to return to its original position (relapse).

In the statistical analysis there was no statistical significance in the comparison between the two
groups after the initial tooth movement (initial micro CT) and also no significant difference at the end of
the 18th-day of movement (18d micro CT), as well as in the weight of the animals (table 1).

No statistically significant difference was found between the two groups examined, regarding the final
micro CT (tables 2).

Analysis of bone densitometry:

a- Mesial root

Bone mineral density has tended to reduce as the tooth movement occurred, stabilizing in the control
group with values in g/cm?® lesser than the initial ones, after removal of the springs, during the period of
relapse in the simvastatin group (figure 5 e 6), but no statistically significant difference was found
between the two groups regarding bone density (table 2).

b- Distal root
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Bone mineral density has tended to increase as the tooth movement occurred, stabilizing in the
control group with values in g/cm? greater than the initial ones, after removal of the springs, during the
period of relapse in the simvastatin group (figure 5 e 6), but no statistically significant difference was
found between the two groups regarding bone density (table 2).

Bivariate correlation:

No significant correlation was found between relapse represented by the difference in final micro CT
and bone mineral density of the mesial and distal root of the left maxillary first molar (table 3).
Table 1: Characteristics between the groups

Characteristics of the groups

Control (n=10)

Simvastatin (n=15)

Demographics pvalue
Gender M/F (%) 10/0 (100} 15/0 (100}

Weight(s) 350 (320-381) 371 (356-385) 0.185*

InitizlAssessment

InitizlDensiy 0.241 (0.145-0.276) 0.211 (0.107-0.264) 0.395*

(mesial root)s

InitialDensiy 0.246 (0.197-0.273) 0.267 (0.248-0.311) 0.393*
[distal root)

InitialMicroCTisy  0.125 (0.109-0.154) 0.154 (0.142-0.186) ~ 1.000*

y— b,  Dansity bone mineral: average

{Confidanca intercal D5%)

2 Image mizrs C7 madan
{percantis 25-75)

“independant
samplas t
T Mann Whitney test

Table 2: Final bone mineral density and relapse evaluated by Micro-CT of the mesial and distal root of
the left maxillary first molar

Groups
Control (n=10) Simvastatin [n=15)
Independent test T
Mesial mot standart standart
P-valus deviation SvErage deviation average
0.455 0.022 -0.028 0.027 0,012
Distalroot p-valus standart SVErage standart SvErage
deviation deviation
0.724 0.148 0.0078 0.045 -0.0046
Mann Whitney test
P-value median standart median standart
deviation deviation
1.000 0.0040 0.0025 0.0041 0.1145
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Figure 5: Box plot Chart: final micro CT and final densitometry

Mesial root Distal root

°

2 3

Figure 6: Bone Mineral Density (g/cm3) of control (blue) and simvastatin (red) during: beginning of
movement 4 to 7 days (1), movement at 18 days (2) and beginning of application of simvastatin, and
end of the movement (3) with 38 days.

Table 3: Correlation between final bone density and relapse (Micro-CT).

Groups
Spearman Correlation Final Density bone Fina Micro CT
Dismlroot P-Value 0.404 0404
Spearman correlation Final Density bone Final Micro CT
Mesialroot P-Value 0.281 0.281

Discussion

The drug simvastatin is a drug related to the treatment of hypercholesterolemia and hyperlipidemiaw,
acting as a competitive inhibitor of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase (HMG-Co-a),
limiting the enzyme rate responsible for the cholesterol synthesis.

In the last decade, emphasis was given on the effect of the drug on bone tissue being observed:
expression of bone morphogenetic protein (BMP-2), when their local administration in bone tissue™, in
vitro bone inductive effect®, stimulating mineralization and differentiation of mesenchymal cells into

new cells responsible for bone neoformation®.
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The application of simvastatin was performed avoiding high doses are out of normal prescriptionzz,
and 10mg/kg a day in rats is a high dose that would correspond in pharmacokinetic terms, to 70mg/kg
a day in humans, and these high doses of simvastatin increase the risk of liver failure, kidney
diseases, rhabdomyolysis and myalgia®®. So it was adopted the oral dose of 5mg/kg a day in rats,
equivalent to 20 to 40 mg daily dose normally used in humans.

In the present study, simvastatin did not interfere on relapse of tooth movement, with no statistically

significant values, contrary to others works®

, what may be due to greater effectiveness of the
intravenous administration used for their researches. However, the risk of crusts or scabs in
surrounding skin, due to local daily drug injection325, in a long period, facilitated the adoption of the
mouth as the most suitable for a study during this time of observation.

Actually, there are works that attest that the simvastatin is not well absorbed, and less than 5% of the
drug is in the bloodstream, after application by oral via®. However, it is well-argued that osteoblasts
and osteoclasts may be well exposed to low concentrations orally”.

In addition, the assessment method used by other researches® ?*, is more prone to failure,
considering that the various stages of the transfer process, than a direct analysis on tomographic
images in real scale. And photo editing programs do not have sufficient accuracy, because they are
not especially manufactured for accurate measurements in appropriate scale, compared to the
sophistication of image processing software, whose analysis tool provides advanced measurement of
microscopic and radiographic images, without the need of using the macro. On the other hand, a
digital caliper that using directly in the mouth of animals, between the incisors and the first molars®*,
limits the accuracy and precision of the measurements, including the extrusion and tipping of the
molars due to the induced tooth movement"’, besides the continuous incisors eruption, typical to the
rodent animals®.

Despite the stimulus to mineralization and differentiation, responsible for bone neoformation'’, there
is no evidence of increased bone density around the mesial and distal root, proving bone
neoformation’’, after the removal of the orthodontic device and use of simvastatin by oral gavage,
instead, there was a decrease in bone mineral density after the induced tooth movement and drug
institution.

Simvastatin inhibits the subproducts of the mevalonate, specifically the isoprenoids farnesyl
diphosphate and geranilgeranil diphosphate that have ligating affinity for the terminal carbons of the
small ligating proteins called GTP, forming the so-called prenylated cytosolic proteins.

An example of these prenylated proteins are the Rac and Rho, which are essential in the activation of
cell polarization and motility, including macrophages and osteoclasts®’.

The bisphosphonates also inhibit prenylation, inhibiting osteoclastic function and bone resorption,
and ponder that the simvastatin would have similar effect®®, but so would an increase in BMD after
application of the drug, taking into account the effect of the drug on catabolic strand of the bone tissue.

However, another research®’ found that at low doses (1,0mg/kg to 5,0mg/kg), simvastatin exhibits
effect of reduction of BMD in rats, with decrease in bone formation and increase in bone
reabsorption®’.
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Actually, the results of the present study confirm the findings of Maritz et al.*” and Park™, that found
decrease in bone deposition and increase in bone resorption with decrease of BMD, with the use of
low doses of simvastatin®” ** (1,0mg/kg to 5mg/kg).

According to these authors, only with high doses of simvastatin (20mg/kg) there will be an increase in

2714 Osteoblasts would be

bone formation, with any change in the rate of bone mineral density
preferentially stimulated, with the maintenance or increase in bone mineral density27.

And this discrepancy in the response of bone remodeling to the doses of simvastatin, could be
explained by the difference in sensitivity between the cells responsible for the formation and
destruction of the bone tissue, with greater sensitivity by osteoclasts to the simvastatin®’, which would
present a different effect of prenylation, found by the study of the drug in vitro®®,

This also occurs with bisphosphonates, which also inhibit the prenylation, but whose effects on
osteoclastic cells are dependent on the drug dosage. The EB-1053 inhibits the osteoclastic function in
normal doses, but in low dosage increases osteoclastic function®®. This could explain the decrease in
bone mineral density to simvastatin in the specimens studied.

Interesting, that as the reduction in bone mineral density was not significant between the groups, the
rate of resorption also did not present accelerated, with increase in catabolic turnover, to the point of
increase relapse of induced tooth movement in the simvastatin group, statistically proven by analysis
of micro-CT, and by the lack of correlation between the relapse and bone density.

Theoretically, there will only be inhibition of relapse of induced tooth movement, with a decrease in
the rate of bone mineral resorption, resulting from inhibition of osteoclasts and osteoblasts stimulation,
resulting in an increase of BMD and bone formation, which in fact did not occur in the present
research.

Conclusion:

Simvastatin did not inhibit relapse of induced tooth movement, and there has been a decrease in
BMD in the mesial and distal root of the left maxillary first molars, after the drug administration, which
was not statistically significant between the two groups.

There was no correlation between the bone density of the mesial and distal root of the left maxillary
first molar that was moved and its relapse.
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A modified method for micro-CT of the effect of incyclinide and simvastatin on relapse of tooth
movement in rats
Giovanni Modesto Vieira, Denise Falcao, Ricardo Bentes de Azevedo, Rivadavio Fernandes Batista

Amorim

Abstracts

Objectives: The objective of this study was to evaluate the effect of incyclinide and simvastatin on
relapse of tooth movement in rats using a new method for micro CT as well as the correlation of bone
mineral density with tooth recurrence. Material and methods: forty adult rats and male Wistar strain,
separated into three groups, had stainless steel springs installed on upper left first molars. Rats molars
were moved during 18 days, and after removing the springs, were applied by oral gavage, 30mg/kg of
incyclinide and 5mg/kg of simvastatin in two experimental groups, and carboxymethylcellulose the 0.5
in the control group, for 20 days. Dental recurrence was visualized with the aid of microtomography
CT, and the reconstructed images and chosen through the software N-Recon-1. 6. 9. 4, and Data
Viewer 1.5.0.0, had their calibrated measurement guides for the software Image Pro” plus 5.1. After
the sacrifice of animals bone density was analyzed by micro-CT, mesial and distal root of the first
molar moved through software CT Analyzer 1.13, and by ANOVA in SPSS-22. Results: the
recurrence was lower in experimental group relative to the control group, and statistical significance
was found between the incyclinide and the control group. Conclusions: the incyclinide inhibited the

relapse of tooth movement of the periodontal ligament in rats.

Introduction:

Tooth movement recurrence is an understudied phenomenon, which affects 30 to 90 % orthodontic
cases along 10 years post—treatmentl‘ 2 beyond the immediate recurrence after removal of the
orthodontics devices®.

Its etiology is uncertain, being the classical theory of the overload of the supra-alveolar connective
tissue fibers the most accepted one 4 Other authors credit their origin in tension and stress that are
formed and accumulated in trans-septal fibers and periodontal ligament fibers®, as well as increasing
the elasticity of the gingival tissues that are compressed towards the tooth movement’.

The alveolar bone remodeling and periodontal ligaments are considered the main cause for the tooth
movement recurrence °. Such fact can be partially explained by the degradation of the extracellular
matrix, which conductor is the metalloproteinases (MMPS), enzymes that degrade the periodontal
bone tissue, and have an active role in the mechanism of tooth movement ®.

Fixed retention devices, trying to prevent relapse, usually exceed 12 months to arrange an
appropriate time of bone remodeling and periodontalg, considering that the remodeling of the fibers
supra-alveolar continue for 4 to 6 months after the removal of orthodontic devices'®. Nonetheless,

11, 12, 13

relapsing can still occur. It has been suggested the use of incyclinide (CMT-3) , and the

simvastatin'* for preventing the phenomenon of recurrence.
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The aim of this study was to determine the effect of CMT-3 and simvastatin on relapse of tooth
movement periodontal ligament in rats through modified methodology to improve the initial scouting
method that only used the tomographic images™.

Secondarily, it was determined the correlation of bone mineral density of the mesial and distal roots
of the upper first molars of murines, with the dental movement induced recurrence, especially the

immature bone tissue and little mineralized during the phase of dental recurrence.

Material and methods:
Population and Design

The composition of the sample was of 40 adult male rats of the Wistar rats (Rattus Norvegicus
albinus), with four months of age, weighing an average of 354 + 33 grams, that were kept in
standardized conditions with feed and water ad libitum, ambient temperature and light-dark cycle of
the 12 hours (06:00-18:00) and obeying the criteria in accordance with the norms established by the
committee of ethics in animal use (CEUA), University of Brasilia (UnB-70872012).

The animals were divided into three groups, with 15 specimens in each experimental group, and 10
in control group. It was placed spiral springs in the first upper left molars, which stayed in active mode
for eighteen days. Afterwards, the springs were removed and the rats received drugs diluted in
carboxymethylcellulose 0.5 (mv). The control group (group 1) received n-methyl pyrrolidone, group I
and Ill received CMT-3 and simvastatin, respectively. A period of twenty days was used as relapse
time. On the 39°day the animals were sacrificed through carbon monoxide gas for a period of 10
minutes.

Tooth Movement and Measurement Protocol

The spiral springs were installed according to the model proposed by Heller & Nanda'®, after the
anesthetic induction by ketamine (80 mg/kg) and xylasine (10mg/kg) An initial force of 75 cN was
measured by a dynamometer Correx-branded.

The CMT-3 and simvastatin were administered by oral gavage at dose of 30mg/kg and 5mg/kg,
respectively. The stock solution of modified tetracycline was prepared according to the method
proposed by Li et al’ a gift from the French company Galderma. The stock solution of simvastatin
was held according to Jabbari et al.™®.

The acquisition of images was accomplished with the aid of a micro scanner Skyscan 1076 in vivo
micro-CT-Bruker-microCT, which begat radiographic images micro CT (figure 1), and were later rebuilt

with the software N-Recon-1. 6. 9. 4- Bruker-microCT (figure 2).
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Figure 1: acquisition of image Micro CT

Figure 2: reconstructed Image selected by the system of coordinates x, y, z.

It has been used the time of 7 minutes on each specimen, having as parameters: voltage 100 Kv, 1
mm Al filter, resolution of 35 pm. On reconstruction of images was used the following parameters:
minimum value of 0.004915, and maximum value of 0.064752.

In the experiment were conducted three microtomographies outlets respectively: first micro-CT after
the installation of the springs in the animals, which ranged from four to seven days, second micro-CT,
after eighteen (18) days of tooth movement in all groups, third micro-CT, after twenty (20) days of
prescription drugs in their respective groups.

The quantification of the dental movement was accomplished with the aid of the software Data
Viewer version 1.5.0.0-Bruker-microCT, who selected the 120 images reconstructed by the software
N-Recon- 1.6.9.4.

In the confection of the measuring guides was used the software Image Pro® plus 5. 1-Media
Cybernetics, each composed of a guide line representing the occlusal plane: the mesiobuccal cusp tip
of the left upper first molars and cusp tip of this second left molar-vestibular, and drawn two
perpendicular to this line, surfacing the most points this root convexity-vestibular of first molars left and

the mesiobuccal root of the second left molar for the measurement of the distance between these two
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perpendiculars, minimizing errors of arising from the tilt movement and mouse first molars extrusion®®
(figure 3 and 4).

Figure 3: measuring guides: A-Schema representing the extrusion and inclination of the first molars,
whose measurement guide minimizes calibration errors between the molars, B- Reconstructed Image

chosen with the measuring guides.
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Figure 4: Measurement of tooth movement through reconstructed images
Assessment of Bone Densitometry

Densitometry was performed with the CT Analyzer software 1.13 Bruker micro CT, using
tomographic images by Dataviewer software 1.5.0.0 in the sagittal plane. The parameter used for the
delimitation of the upper and lower limit, the region comprised by micro CT images, was 544 mm
distance between the complete disappearance of the mesial and distal root of a micro-CT image to
another image of the same resolution.

The region of interest ROI consisted of a circle of 60 x 60 pixels, which would encompass the mesial
and distal root, as well as its surrounding alveolar bone structure, being the criterion used in all micro

CT images analyzed (figure 5).
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Figure 5: reconstructed Image and marking of the circular area of 60 x 60 pixels in mesial and distal
root of the left upper first molars for measurement of bone density in the region bounded
Statistical Analysis

Statistical Analysis Data analyses were performed with Statistical Package for Social Sciences
(SPSS® version 20.0 for Windows®, SPSS Inc. /IBM Group, Chicago, USA). All tests were two-sided.
Kruskal-Wallis test with a significance level of 0.05 assessed relapse in micro-CT, while ANOVA with a
significance level of 0.01 assessed the weight and the bone mineral density (BMD) among groups.

Spearman correlation test verified the relationship between bone density and the orthodontic relapse.

Results:

Statistically significant difference was found in the bone densities (represented in Hounsfield unit) of
the mesial and distal root, among the three groups studied, with p= 0,001 and p=0.000, with post-hoc
test of Tukey stating that the incyclinide was the group that differed as to the BMD final between the
three groups studied (figure 6 and 7).

However, the analysis on dental drive end (Rec-end) have shown statistical significance among
groups (p= 0.048), and between the control group and the group of CMT-3, (p=0.07) (figure 6). There
was no correlation between bone density and the orthodontic relapse in this study, with p= 0.061 for

distal root and p=-0.282 for mesial root.
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Figure 7: Graph of Hounsfield- Blue-control, Red- simvastatin, Green- tetracycline

Discussion

Orthodontic movement recurrence is a concern during clinical practice and there is a need to develop
precise methods to assess the efficacy of drugs that aims to preventing relapses.

During orthodontic movement were found many MMPs in the gingival crevicular fluid on patients
undergoing orthodontic treatment, indicating his deep participation in the remodeling of the bone
tissue, which occurs during tooth movement induced > *.

Golub et al.** discovered the inhibitory effect of chemically modified tetracyclines (CMTs) on the
activity of MMPs, with loss of microbial function, but which retains anti-MMP activity. Some of these
drugs, such as CMT-3, exerts potent enzyme inhibition to these proteins 22 and also affect the
recruitment of osteoclasts >, #*.

It is postulated that the CMTs can reduce the expression of MMPs, by competitive inhibition of zinc
acts as cofactor of the enzymatic reaction of MMPs, altering the existing balance between the
concentration of MMPs and the concentration of their natural tissue inhibitor, the TIMPs * and being
already attested dental drive inhibition by these substances *°.

In this experiment the inhibition of orthodontic relapse occurred after use of CMT-3. The MMPs are
found on both sides of the affixing and bone resorption, tooth movement during induced 208

But it was necessary to establish the correlation of these findings with bone-density areas, because
for some authors the dental movement rate is inversely proportional to the bone density % and least
mineralized bone tissue are more easily refurbished a,

It takes a period of time of at least 14 days for a complete cycle of periodontal ligament remodeling in
rats®. But 20 days is sufficient time for the onset of dental, and the appearance of areas of increased

bone density that continue for many days after the removal of tooth movement devices®®.
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According Holliday et al.?, pressure areas are created on mesial surface and areas of tension on the
distal surface in the region of the upper right first molars that is being moved®.

After the move, there was a decrease in dental bone mineral density in mesiobuccal of the first upper
molar root, corroborating the findings of Bridges et al.?” and King et al.?®, suggesting that the bone
resorption in areas of pressure can precede the bone apposition in areas of tension®.

Second Bridges et al.”’, there is a decrease in BMD during the late period of the dental movement,
consistent with the formation of an immature bone tissue and low density. However, there was an
increase in bone mineral density in the region of distobuccal root, with a predominance of the bone
apposition after 18 days of tooth movement, to the detriment of bone resorption. This might be due to
the type of tilt movement of upper first molars, creating areas of tension in the cervical third and middle
of the root distobbucal®® ?*,

During the period of relapse, there was a slight increase in dental bone mineral density on root
mesiobuccal in the CMT-3 group, unlike the control group, which attests to the effect of CMT-3 on
inhibition of osteoclastic formation®, inhibition of bone resorption24, and maybe inducing apoptosis of
osteoclasts®®. Furthermore, with the inhibition of MMPs there is not the possibility of connecting the
osteoclasts on the bone surface®.

Interesting, that at the stage of dental distobuccal root, recurrence occurred a decrease in bone
density in the distal root (p= 0.01), in the incyclinide group. And this might signal that the inhibitory
effect of the drug on the tension side, does not affect the imbalance of extracellular matrix remodeling.
Bone mineral density this root returned to values of similar magnitude to the beginning of the dental
movement, unlike the control group, whose bone density values continued to soar. And our findings
corroborate the work of Zhou et al.**, which found no anabolic effects of CMT-3 or bone formation in
the cells of the lineage osteoblastic.

Despite the decreased bone mineral density in the distal root inhibition occurred dental recurrence
(p=0.05) by incyclinide, probably at the expense of increased bone density, as a result of inhibition of
bone resorption in the region from the root mesiobuccal (p=0.01), referring to the pressure side. But
there was no correlation between bone density and the orthodontic relapse.

Another drug with strands in the various stages of bone remodeling is simvastatin, a drug what acts
in the synthesis of mevalonato®.

Although simvastatin suck related to anabolic phase or bone neoformation®, acting in the formation
of bone morphogenetic protein (BMP2) in periodonto32 (and increasing bone density) its mechanism of
action in catabolic phase is also expressive. Being that it was established to regulate the differentiation
of osteoclasts by sinvastatina™, possibly through the MMP 9, since this enzyme is essential for
recruitment of osteoclastos®.

It was hypothesized that simvastatin may also inhibit relapse, by acting on the recruitment of
osteoclasts via metalloproteinases. This is due to the discovery of the need of a byproduct of the
mevalonate pathway for the recruitment of osteoclastos®. Simvastatin would act, therefore in
recruitment and differentiation of osteoclasts, inhibiting bone remodeling and can inhibit relapse of

tooth movement.
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However, it was found bone density values decreased in the region from the root mesiobuccal, as
distobuccal root. It may be due to low dosage used in the experiment (5mgkg), or the route of

administration that was used. And contrary to studies of Han et al.*®

that found inhibiting relapse
dental simvastatin (and proposed a mechanism of control of local rate of osteoprotegerin by drug)
simvastatin not inhibited dental recurrence in this experiment.

This may attest to the work of Maritz et al.* what reported that a dose of 20mg/kg is needed to change
the rate of bone mineral density in rats.

Conclusion:

The incyclinide inhibited the relapse of tooth movement in rats, and there has been an increase in
bone mineral density in side of the mesial root, as well as a decrease in bone mineral density in the
distal root side.

There was no inhibition of relapse of tooth movement with the use of simvastatin, and there has been
a decrease in bone mineral density at the root distal and mesial after use of this drug.

There was no correlation between bone density and the orthodontic relapse in two drugs object of

study.
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