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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar histologicamente o efeito da aplicacao
local de ozénio na movimentacao dentaria induzida em um modelo animal. Material e
Métodos: A amostra foi composta por 24 ratos Wistar divididos em trés grupos (n=8),
neles foi instalada uma mola de NITI, do primeiro molar superior ao incisivo central
superior do lado direito, com forca de 50g. O grupo 1 (controle) ndo recebeu aplicacéo
de ozonioterapia e 0s grupos 2 e 3 receberam 1ml de g&s ozonizado nas
concentracdes de 10 pug/ml e 60 pg/ml, respectivamente, na regiao de fundo de sulco
do primeiro molar superior. Os animais foram eutanasiados 3 e 5 dias ap6s o
procedimento. Laminas de cortes histolégicos foram obtidas, longitudinais ao longo
eixo do primeiro molar, no sentido mesiodistal e nelas foram avaliadas o numero de
osteoclastos, osteoblastos, vasos sanguineos, areas hialinas, células
polimorfonucleares e mononucleares, formacdo de tecido osteoide e pontos de
reabsorcéo radicular através de microscopio optico, em areas determinadas de tenséo
e pressao. A comparacgao dos parametros avaliados entre as duas concentracdes de
o0zbnio e o controle em cada tempo (3 e 5 dias) foram realizadas pelos testes de
Kruskal-Wallis, teste de Dunn, e qui-quadrado. Resultados: No lado de pressao aos
3 dias observou-se um numero significantemente maior de osteoclastos nos 2 grupos
tratados com o0zb6nio (p=0,033) e também maior nimero de vasos sanguineos
(p=0,017) e células polimorfonucleares (p=0,009) no grupo 2. No lado de tensao,
houve um numero significantemente maior de vasos sanguineos (p=0,036),
osteoblastos (p=0,023) e células mononucleares (p=0,006) no grupo 2. Aos 5 dias no
lado de pressao, numero significantemente maior de osteoclastos (p=0,029) no grupo
2, vasos sanguineos (p=0,007) e osteoblastos (p=0,028) nos 2 grupos tratados com
0z6nio e menor numero de células polimorfonucleares (p=0,049) no grupo 3. No lado
de tenséo, a quantidade de vasos sanguineos no grupo 3 foi estatisticamente menor
do que nos outros grupos (p=0,019). J& o grupo 1 apresentava maior quantidade de
células polimorfonucleares e mononucleares do que nos demais grupos. Houve
formacdao de tecido osteoide e significantemente menos areas hialinas nos dois grupos
de ozbnio comparados ao grupo controle. Houve maior reabsorcao radicular aos 5
dias para os grupos tratados com o0zénio em ambas as concentracdes em relacdo ao
controle. Conclusao: A terapia com 0z6nio aumentou o nimero de osteoclastos no
lado de presséo e osteoblastos no lado de tenséo, na concentracdo de 10 pg/ml,
durante o periodo avaliado, demonstrando parametros histologicos favoraveis a
osteorremodelacdo. Na concentracdo de 60 pg/ml, acelerou o processo de
reorganizacao do ligamento periodontal.

Palavras-Chave: Movimentacéo Ortodontica. Ozonio. Ortodontia.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF LOCAL OZONE APPLICATION ON THE INFLAMMATORY
RESPONSE TO INDUCED DENTAL MOVEMENT IN RATS

Objective: The objective of this study was to evaluate the action of ozone on induced
dental movement in an animal model. Material and Methods: The sample consisted
of 24 Wistar rats divided into three groups (n=8) and in all rats a NITI spring was
installed, from the maxillary first molar to the maxillary central incisor on the right side,
with a force of 50g. Group 1 (control) did not receive any ozone therapy and groups 2
and 3 received 1 ml of ozonated gas at concentrations of 10 pg/ml and 60 pg/mi,
respectively, in the buccal mucosa above the maxillary first molar. The animals were
euthanized 3 and 5 days after the procedure. Histological sections were obtained,
longitudinal along the long axis of the first molar, in the mesiodistal direction and in
them, the number of osteoclasts, osteoblasts, blood vessels, hyaline areas,
polymorphonuclear and mononuclear cells, formation of osteoid tissue and points of
root resorption were evaluated through light microscope, in determined areas of
tension and pressure. The comparison of the parameters evaluated between the two
ozone concentrations and the control at each time (3 and 5 days) were performed
using the Kruskal-Wallis, Dunn, and chi-square tests. Results: On the pressure side
at 3 days, a significantly higher number of osteoclasts was observed in the 2 groups
treated with ozone (p=0.033) and also a greater number of blood vessels (p=0.017)
and polymorphonuclear cells (p=0.009) in group 2. On the tension side, there was a
significantly higher number of blood vessels (p=0.036), osteoblasts (p=0.023) and
mononuclear cells (p=0.006) in group 2. At 5 days on the pressure side, a humber
significantly greater number of osteoclasts (p=0.029) in group 2, blood vessels
(p=0.007) and osteoblasts (p=0.028) in the 2 groups treated with ozone and lesser
number of polymorphonuclear cells (p=0.049) in group 3. On the tension side, the
number of blood vessels in group 3 was statistically lower than in the other groups
(p=0.019). Group 1, on the other hand, had a greater number of polymorphonuclear
and mononuclear cells than in the other groups. There was formation of osteoid tissue
and significantly fewer hyaline areas in the two ozone groups compared to the control
group. There was greater root resorption at 5 days for the groups treated with ozone
therapy in both concentrations compared to the control. Conclusion: Ozone therapy
increased the number of cells on the tension and pressure sides at the concentration
of 10 pg/ml, demonstrating histological parameters favorable to osteoremodelling.

Keywords: Orthodontic Movement. Ozone. Orthodontics.
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1 INTRODUCAO

A ortodontia moderna busca técnicas auxiliares que visam agilizar o
tratamento ortodéntico. Técnicas cirurgicas, como as corticotomias (PATTERSON et
al., 2016) e as terapias minimamente invasivas, como a piezo incisdo (HOFFMANN et
al., 2017) e as microperfuracdes 6sseas (MPOs) (SUGIMORI et al., 2018), prometem
a aceleracdo do movimento ortodontico. Também sao citados métodos néo cirdrgicos
como o laser de baixa poténcia (LONG et al., 2012; TORRI; WEBER, 2013), e
dispositivos extra ou intraorais geradores de vibracdo (KATCHOOI et al., 2018). Todas
essas terapias prometem recrutar células importantes para a eficiéncia da
movimentacao dentaria. Novas técnicas continuam sendo experimentadas (GULEC et
al., 2017), porém a técnica mais eficiente para aceleragdo do movimento ortodéntico

continua sendo a corticotomia (LONG et al., 2012).

Buscando-se uma alternativa menos invasiva para agilizar o tratamento
ortodontico, pensou-se na ozonioterapia. Esta terapia foi aprovada pelo CFO
(Resolucdo 166/novembro 2015) para complementar o0s procedimentos
odontoldgicos. Seus beneficios (bactericida, imuno-estimulador, anti-inflamatorio,
cicatrizante) ja sdao comprovados e amplamente utilizados nas especialidades de
endodontia, dentistica, periodontia e cirurgia (NOGALES et al., 2016; STUBINGER,;
SADER; FILIPPI, 2006; TIWARI et al., 2017). Diversos protocolos ja foram definidos
(ISCO3, 2015) através de estudos realizados nestas areas, porém faltam estudos na

ortodontia no que diz respeito a movimentacao ortodontica.

A ozonioterapia tem como uma de suas caracteristicas a bioestimulacao, que
€ o recrutamento de células importantes do sistema imunolégico através de uma
reacao bioquimica complexa de oxirreducdo (CRUZ GUERRA et al.,, 1997). Desta
forma, a ozonioterapia pode atuar modulando respostas inflamatorias, melhorando
processos de reparacdo (BUYUK; RAMOGLU; SONMEZ, 2015), estimulando ou até

mesmo suprimindo o sistema imunoldgico (KUMAR et al., 2014).

Comprovou-se também que a terapia medicinal com oz6nio aumenta o
namero de mediadores inflamatérios como as interleucinas [ll] 1 B, IL-6, IL-8, fator de
necrose tumoral a (BUYUK; RAMOGLU; SONMEZ, 2015) e citocinas (ARSALANE et
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al., 1995; MURPHY et al.,, 2016; PAULESU; LUZZI; BOCCI, 1991), que sao
importantes para a movimentacdo dentaria. Além de induzir a sintese dessas
importantes citocinas, o 0zénio também tem acéo analgésica (KUMAR et al., 2014;
RODRIGUES, 2016), promovendo excelente microcirculacdo (AZARPAZHOOH et al.,
2009; BUYUK; RAMOGLU; SONMEZ, 2015; CRUZ GUERRA et al., 1997) e
aumentando o numero de osteoblastos e osteoclastos quando utilizado em baixa
concentracdo (BUYUK; RAMOGLU; SONMEZ, 2015). A ozonioterapia vem sendo
utilizada para regeneracdo 6ssea de hérnias de disco (MAGALHAES et al., 2012),
terapias de estimulo da regeneracdo 6ssea em suturas intermaxilares (BUYUK;
RAMOGLU; SONMEZ, 2015) e analgesia promovida por modulacdo da inflamacéao
(KUMAR et al., 2014).

A obtencdo do 0z6nio no consultério odontologico é realizada através de um
gerador que, a partir do oxigénio medicinal e descargas elétricas geram moléculas de
ozonio. E um tratamento de facil aceitacdo e rapida aplicacéo, viavel como terapia
complementar (TIWARI et al., 2017).

Ainda néo existem estudos conhecidos verificando os efeitos do 0zoénio na
movimentacdo dentaria induzida. Na ortodontia, apenas um estudo avaliou a acao do
gas apos disjuncdo maxilar em ratos e encontrou maior regeneracdo 6ssea durante
a expansao maxilar no periodo de contencao, na concentracdo de 25 pg/mL (BUYUK;
RAMOGLU; SONMEZ, 2015). Alguns estudos de ortodontia também avaliaram acao
bactericida do oz6nio através da utilizacdo da agua ozonizada. O uso da agua
ozonizada foi avaliada antes da colagem de braquetes com a finalidade de melhorar
a adesividade porém, o estudo ndo mostrou resultados significantes (ALKAN et al.,
2017). A acdo da agua ozonizada também foi testada durante o tratamento
ortodéntico, para diminuir a gengivite, comparando-a a clorexidina, € mostrou-se
superior a esta (COSOLA et al., 2019).

Devido as vantagens descritas na literatura sobre a ozonioterapia e a
auséncia de estudos sobre o assunto, aliadas a seguranca de aplicacéo e ao baixo

custo da terapia, geraram a motivacao para conducéo deste estudo.

Desta forma, o presente estudo buscou avaliar a influéncia do ozénio durante

0s primeiros dias de movimentacéo dentaria induzida em um modelo animal.
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2 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar histologicamente a influéncia da

aplicacao local de 0z6nio no movimento dentéario induzido em ratos.




3 MATERIAL E METODOS




Material e Métodos 21

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério do Centro de Pesquisas
Odontolégicas da Faculdade de Odontologia Sdo Leopoldo Mandic Campinas-SP.
Todos os procedimentos experimentais seguiram as normas vigentes do Conselho
Nacional de Controle Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (parecer CEUA 2018/043). Este estudo esta de acordo com o ARRIVE
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiment).

3.1.1 Animais e justificativa para tamanho da amostra

O calculo amostral foi conduzido no programa G*Power 3.1.5, adotando-se o
modelo de analise de variancia. Para o tamanho do efeito de 0,84, obtido a partir das
médias e desvios padrdo apresentados em estudo prévio correlato (BUYUK;
RAMOGLU; SONMEZ, 2015), nivel de significancia de 5%, poder de 80% e fator de
perda de 0,2, o célculo amostral indicou a necessidade de que no presente estudo
houvesse oito animais em cada grupo, sendo quatro animais em cada um dos seis
subgrupos, formados pela combinacéo dos trés tratamentos e dos 2 tempos. No total,

portanto, foram necessarios 24 animais.

Vinte e quatro Rattus norvegicus- Wistar, machos, pesando em torno de 300g
cada e com aproximadamente 3 meses de vida, foram provenientes do biotério Centro
de Pesquisas Odontologicas da Faculdade de Odontologia Sao Leopoldo Mandic
Campinas-SP e mantidos em ambiente em condi¢des controladas de 12 hde luz e 12
h no escuro e sob temperatura constante de 23°C, alimentados com ragdao triturada e

agua ad libitum.
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3.2 METODOS

3.2.1 Movimento Dentério Experimental

Os animais foram distribuidos em 3 grupos de acordo com a aplicacdo ou néo

de ozbnio e variagcdo em sua concentracao (n=8).

O grupo 1 (controle) recebeu apenas a mola para movimentacdo dentaria
induzida. O grupo 2 recebeu a mola mais aplicacdo de gas ozonizado com
concentracdo de 10 pug/ml. O grupo 3 recebeu a mola e aplicacdo de gas ozonizado
com concentragao de 60 pg/ml. Em todos os grupos, metade dos animais (n=4) foram
eutanasiados 3 dias ap0s a realizacdo do procedimento e os demais, 5 dias apos.

Para a colocacéo do dispositivo ortodéntico, os animais estavam anestesiados
com mistura de anestésico e relaxante muscular na dosagem apropriada (xilazina 12
mg/kg — via intraperitoneal e ketamina 90 mg/kg — via intraperitoneal aplicados com
seringa de 1ml). Os animais foram colocados em uma maca que proporcionava a
abertura bucal através de 2 extremidades fixas e colocacao de elasticos intermaxilares
(Figura 1).

Para a movimentacao ortoddntica, foi utilizada a inclinacdo mesial do primeiro
molar superior direito, utilizando-se um dispositivo idealizado por Heller e Nanda
(HELLER; NANDA, 1979), com algumas adapta¢cdes. O dispositivo ortoddntico foi
constituido de uma mola fechada de NITI de 7mm de comprimento (Orthometric,
Marilia, Brasil) e amarilhos de 0,020mm de espessura nas extremidades (Morelli,

Sorocaba, Brasil).

Na regido posterior, 0 amarilho foi inserido interproximalmente entre o primeiro
e segundo molares superiores, ao redor da area cervical do primeiro molar (Figura 2).
Na regido anterior, o amarrilho foi preso contornando o incisivo central superior direito,
onde foi confeccionada uma canaleta com disco de carborundum préximo a margem
gengival (Figura 3). Neste momento a forca era medida através de um tensiémetro de
precisdo (Zeusan, Campinas, Brasil) (Figura 4), onde a outra extremidade do
dispositivo era inserida na canaleta (Figura 5) e, logo apdés, era protegida por resina

composta fotoativada (Filtek Z350 XT,3M, Sumaré, Brasil) apds condicionamento com
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adesivo autocondicionante (Single Bond Universal, 3M, Sumaré, Brasil) (Figura 6).
Dessa forma a mola ortodéntica era instalada (Figura 7).

Figura 1 — Estabiliza¢&do do animal.

Figura 2 — Insercéo do fio de amarrilho entre os molares.
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Figura 4 - Mensuracao da forca aplicada através do tensiémetro.
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Figura 5 - Aspecto da mola colocada antes da inser¢édo de resina.

Figura 6 - Colocacéo da resina fotopolimerizavel.
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Figura 7 - Mola instalada.

3.2.2 Aplicacéo de Ozobnio

Foi utilizado um gerador de Oz6nio da marca comercial PHILOZON (Balneario
Camboriu, Santa Catarina, Brasil) para obtencdo de gas ozonizado nas concentracdes
de 10 pg/ml e 60 pg/ml. Este aparelho apresenta autocalibragdo, com estabilizacédo
automatica. O oxigénio medicinal utilizado (99,5%, White Martins, Rio de Janeiro,
Brasil) tém fluxo regulado em 1 L/min. O gerador dispensava o gas diretamente em
uma seringa siliconada estéril de 1mL (Solidor, Osasco, S&o Paulo, Brasil). Na seringa

era acoplada uma agulha descartavel 0,30 x 13mm (BD, Curitiba, Parand, Brasil).

Nos grupos 2 e 3, foi aplicado 1mL de gas ozonizado na regido de fundo de
sulco dos primeiros molares superiores. Para tal fim, apenas o bisel da agulha foi
inserido. A terapia foi realizada apenas uma vez, apds a colocag¢do da mola, com o0s

animais ainda anestesiados (Figura 8).
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Figura 8 - Momento da aplicagcao de oz6nio.

3.2.3 Preparo das Pecas para Avaliacao Histolégica

Os animais foram eutanasiados apés 3 e 5 dias por sobredose anestésica de
tiopental sédico a 150 mg/kg via intraperitoneal, 10 minutos antes da aplicagdo do
tiopental foi aplicado lidocaina 10mg/ml via intraperitoneal. Realizada a eutanésia, as
amostras obtidas da regido maxilar foram fixadas em formol tamponado 10% durante
24h e, na sequéncia, submetidas a descalcificacdo em uma solucéo de acido férmico
20% (Merck, Darmstadt, Alemanha) durante 7 dias. Apds a remocao da mineralizacéo,
as pecas foram desidratadas, diafanizadas e inseridas em parafina a fim de viabilizar
cortes histolégicos com espessuras de 4um. As secgdes foram longitudinais ao longo
eixo do primeiro molar superior direito, no sentido mesiodistal. Os cortes obtidos foram
colocados em laminas de vidro e corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE)
para analise dos principais aspectos histolégicos. Foram avaliadas a face mesial da
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raiz distovestibular, que fez referéncia ao lado de presséo, e a face distal da raiz
mesial, fazendo referéncia ao lado de tenséo (Figura 9). As avaliacdes consideraram
0 padrdo de reabsorcdo e neoformacao 6ssea nos respectivos lados de presséo e
tensdo da movimentagdo dentaria. Foram avaliados o nUmero de vasos sanguineos
formados, 0 numero de osteoclastos e osteoblastos, os pontos de reabsorcao
radicular, o numero de células inflamatérias polimorfonucleares e mononucleares e a
presenca de tecido osteoide (tensdo) e &reas hialinas (pressdo) das areas em
questdo. As analises microscopicas morfologica e histomorfométrica foram feitas em
microscopio optico (Microscopio 6ptico Medilux DI-116B), por um avaliador cego e

calibrado.

Ponto de
aplicagdo
do ozonio

Lado de
Lado de
Press3o ‘Tensao

foo o

1° MOLAR

Figura 9 - Representacdo esquemética da movimentacgdo dentéria e local de avaliacdo dos cortes
histolégicos.

3.3 METODO ESTATISTICO

3.3.1 Erro do Método

Para a avaliagdo do erro intraexaminador, 30% das laminas foram
selecionadas aleatoriamente e reavaliadas apos o intervalo de 1 més. Foram
utilizados os testes Kappa e coeficiente de correlagéo intraclasse (ICC), e ambos

mostraram grau de confiabilidade bom a excelente para todas as variaveis analisadas.
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3.3.2 Analise Estatistica

A andlise estatistica constituiu-se de avaliacdo qualitativa e quantitativa dos
dados obtidos.

A comparacdo da contagem do numero de osteoclastos, vasos, areas de
reabsor¢cdo, numeros de osteoblastos, células polimorfonucleares e células
mononucleares nos lados de presséo e tensédo foram comparadas entre as duas
concentracbes de 0z6nio e o controle em cada tempo (3 e 5 dias separadamente)

foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn.

A comparacdo da presenca ou ndo de areas de hialinizacdo no lado de
pressdo e de tecido osteoide no lado de tensdo dentre as duas concentracdes de
ozobnio e o controle em cada tempo (3 e 5 dias separadamente) foram realizadas pelo

teste ndo paramétrico qui-quadrado.

Os testes foram realizados com auxilio do software Statistica (versao 10.0,
Statsoft, Tulsa, Oklahoma, EUA) e os dados foram considerados significantes para
P<0,05.




4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Lado de presséao:

No periodo de 3 dias, no grupo 2 (10 pg/mL) notou-se um numero
significantemente maior de osteoclastos, vasos sanguineos e células inflamatorias
polimorfonucleares quando comparado ao grupo 1 (grupo controle). No grupo 3 (60
pg/mL) notou-se quadro semelhante em relacdo aos osteoclastos, com a presenca de
um ndmero estatisticamente maior quando comparado ao grupo controle. O grupo 2
apresentou numero significantemente maior da vascularizagcdo e células
polimorfonucleares em relagdo aos grupos 1 e 3 (Tabela 1). Além disso, no grupo 1
observou-se predominio de area hialina e discreto tecido conjuntivo frouxo
desorganizado com fibroblastos ovoides (Figura 14). Ja no grupo 2, observou-se
auséncia das areas hialinas e predominio do tecido conjuntivo frouxo celularizado,
com fibras desorganizadas, bem como fibroblastos ovoides ou estrelados (Figura 15).
No grupo 3, o tecido conjuntivo apresentou-se mais organizado, denso e com

fibroblastos fusiformes, além da auséncia das areas hialinas (Figura 16).

Semelhante ao periodo de 3 dias, no tempo de 5 dias, no grupo 2 observou-
se numero significantemente maior de vasos sanguineos neoformados e células
polimorfonucleares, osteoclastos e osteoblastos quando comparado com o grupo
controle. No entanto, neste tempo de 5 dias, também se notou significantemente mais
pontos de reabsorcao dentaria no grupo 2 em relagédo ao controle; fato ndo observado
aos 3 dias de movimentacédo dentaria (Tabela 2). Aos 5 dias, nas areas de pressao do
grupo 1, as fibras colagenas apresentavam-se densas com fibroblastos ovoides e por
vezes fusiformes, além da auséncia de areas hialinas (Figura 17). No grupo 2, houve
presenca de tecido conjuntivo frouxo desorganizado, bem celularizado, marcado pelos
fibroblastos ovoides jovens (Figura 18). No grupo 3, presenca de tecido conjuntivo

frouxo com fibroblastos ovoides e estrelados (Figura 19).

Nenhuma amostra dos grupos onde foi realizada Ozonioterapia apresentou

formacao de area hialina (Tabela 3).
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Lado de tenséao:

No periodo de 3 dias, o grupo 1 (controle), a formacao de um ponto de tecido
osteoide foi evidenciada em apenas uma das amostras (Tabela 4), somado a
presenca de um tecido conjuntivo ainda frouxo desorganizado e com fibroblastos ovais
jovens (Figura 20). Para o mesmo periodo, o grupo 2 apresentou significantemente
mais vascularizacdo, células mononucleares e osteoblastos em relacdo aos grupos
controle e grupo 3 (Tabela 1). Consequentemente, neste grupo (2) observou-se areas
de tecido osteoide, indicando inicio da neoformacédo déssea, além do predominio de
tecido conjuntivo denso e fibroblastos fusiformes (Figura 21). No grupo 3, houve a

presenca de tecido conjuntivo denso organizado e fibroblastos fusiformes (Figura 22).

No entanto, aos 5 dias, ambos os grupos 2 e 3, tratados com ozonioterapia,
apresentaram numero significantemente menor de células polimorfo e mononucleares
em relacdo ao controle. Além disso, 0 grupo 3 mostrou menor vascularizagao
comparado com os demais grupos (Tabela 2). Assim, o grupo 1 apresentou fibras
colagenas densas com fibroblastos fusiformes, porém, ainda com a presenca de focos
inflamatorios (Figura 23). Em contrapartida, os grupos 2 e 3 apresentaram tecido
conjuntivo com fibras coldgenas densas e fibroblastos fusiformes acompanhando a
disposicao das fibras, marcados pela auséncia de areas de inflamacéo (Figuras 24 e
25).

Todas as amostras onde foi realizada Ozonioterapia apresentaram formacao
de tecido osteoide a partir dos 3 dias, diferentemente do grupo controle, onde apenas

uma amostra apresentou esta formacao (Tabela 4).
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Tabela 1. Resultados da comparacao entre as duas concentracdes de ozbnio e o controle, no tempo 3

dias (teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn).

G1 (Controle) G2 (10 pg/mL) G3 (60 pg/mL)
Variaveis Média d.p. Média d.p. Média d.p. P
(Mediana) (d.i.) (Mediana) (d.i)) (Mediana) (d.i)
LADO PRESSAO
Osteoclastos 2,0 1,4 6,3 1,0 6,5 3,3 0.033*
(1,5 A (2,0) (6,5 B (1,5) (5,5 B (5,0 '
Vasos 8,0 29 20,3 4,0 6,8 0,5 0.017*
(8,5 A (4,0) (19,00 B (5,5 (7,00 A (0,5 '
Reabsorcéo 0,2 0,5 1,0 1.4 1,3 1,0 0328
(0,0) (0,5) (0,5) (2,0) (1.5) (1.5) '
Osteoblastos 0,0 0,0 2,8 3,2 3,5 2,4 0157
(0,0) (0,0) (2,5) (5.5) (4.5) (3.0) '
Cél. polimorfos 0,2 0,5 18,5 9,7 0,0 0,0 0.009*
nucleares (0,0) A (0,5) (21,5 B (14,0 (0,00 A (0,0 '
Células 0,0 0,0 6,5 52 3,5 3,0 0.081
mononucleares (0,0) (0,0) (7,0 (8,0) (4,0 (5,0) '
LADO TENSAO
Osteoclastos 1,2 1,2 2,3 1,3 3,3 1,7 0192
(1,0) (1.5) (2,0) (1.5) (3.5) (2,5) ’
Vasos 21,2 8,6 32,3 5,9 14,5 3,7 0.036*
(23,5 A (11,5) (33,5 B (7,5) (14,5 A (5,0 '
Reabsorcéo 2,0 1,8 1,3 0,5 25 2,4 0.829
(2,0) (3.0) (1,0) (0,5) (2,5) (4,0) ’
Osteoblastos 10,0 6,7 23,5 8,5 9,5 50 0.023*
(13,00 A (8,0) (21,0) B (13,0) (10,0) A (7,0) '
Cél. polimorfos 1,2 2,5 4,8 1,5 1,8 1,7 0.086
nucleares (0,0) (2,5) (5,0 (2,5) (1,5 (2,5) '
Células 0,0 0,0 715 39,0 7.8 4,9 0.006*
mononucleares (0,0) A (0,0) (83,0)B (56,0) (5,5 A (5,5) '
* Estatisticamente significante para P<0,05.
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Figura 10 - Gréfico obtido a partir das médias de cada grupo, aos 3 dias.
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Figura 11 - Gréfico obtido a partir das médias de cada grupo no lado de tenséo, aos 3 dias.

Tabela 2. Resultados da comparacao entre as duas concentracdes de ozdénio e o controle, ho tempo 5
dias (teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn).

G1 (Controle) G2 (10 pg/mL) G3 (60 pg/mL)
Variaveis Média d.p. Média d.p. Média d.p. P
(Mediana) (d.i) (Mediana) (d.i)) (Mediana) (d.i.)
LADO PRESSAO
Osteoclastos 2,3 1,0 55 1,3 3,3 1,3 0.029*
(2,5 A (1,5) (55 8B (2,0) (3,00 A (1,5) ’
Vasos 6,5 1,9 14,5 1,3 19,0 2,2 0.007*
(6,00 A (3,0 (145 B (2,0) (18,5 B (3,0 ’
Reabsorc¢éo 0,3 0,5 2,8 1,0 2,0 0,0 0.009*
(0,00A (0,5) (2,5 8B (1,5) (2,00B (0,0) ’
Osteoblastos 15 3,0 10,3 34 10,0 3,9 0.028*
(0,00 A (3,0 (9,5 B (4,5 (95 B (6,0) ’
Cél. polimorfos 2,8 3,2 5,0 2,4 0,0 0,0 0.049*
nucleares (2,5) A (5,5) (5,00 A (3,0) (0,00B (0,0 '
Células 3,3 2,8 7,0 1,2 3,8 3,0 0.078
mononucleares (3,5 (4,5 (7,0 (2,0) (4,0) (4,5) '
LADO TENSAO
Osteoclastos 2,3 3,2 1,8 0,5 1,8 21 0.868
(1,0) (3.5) (2,0) (0,5) (1.5 (3.5 :
Vasos 28,5 57 25,8 1,7 8,5 0,6 0.019*
(28,0) A (7,0) (25,5 A (2,5) (8,5 B (1,0 '
Reabsorcéo 2,0 2,2 2,3 0,5 1,0 1,2 0.308
(1.5) (3.0) (2,0) (0,5) (1,0) (2,0) :
Osteoblastos 14,0 5,8 14,0 10,2 17,8 9,0 0.860
(13,5) (10,0 (15,5) (16,0) (18,5) (11,5) '
Cél. polimorfos 10,5 9,3 0,0 0,0 0,3 0,5 0.009*
nucleares (7,5 A (12,0 (0,00B (0,0) (0,00B (0,5) '
Células 18,3 15 3,5 3,3 0,0 0,0 0.008*
mononucleares (18,0) A (2,5) (3,00B (4,0) (0,00B (0,0 '

* Estatisticamente significante para P<0,

05.




Resultados 35

Média

Média

Pressao 5 Dias

20
18
16
14
12 10310
10

3 7

6

; = §

0 I
0 [ |
0‘—) 0 o‘—)
é’b‘:’& P 50‘(? \’bé \éb‘ \@Q}
S X & & &
i ® & S <
& <
o >’
Q X
> o
A C
0@
Variaveis

HGl mG2 mG3

Figura 12 - Gréfico obtido a partir das médias de cada grupo no lado de presséo, aos 5 dias.
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Figura 13 - Gréfico obtido a partir das médias no lado de tensédo, aos 5 dias.
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Tabela 3. Resultado da comparacéo intergrupos da presenca de hialinizagdo no lado de presséo (teste
qui-quadrado).

LADO PRESSAO

Hialinizacdo Sim N&o Total
Grupo
Controle 4 0 4
10 0 4 4
60 0 4 4
X?=12,00 GL=2 P=0,002*

* Estatisticamente significante para P<0,05.

Tabela 4. Resultado da comparacéo intergrupos da presenca de tecido osteoide no lado de tensao
(teste qui-quadrado).

LADO TENSAO

Tec. Osteoide Sim N Total
Grupo
Controle 1 3 4
10 4 0 4
60 4 0 4

X2=8,00 GL=2 P=0,018*

LADO TENSAO

Tec. Osteoide Sim N0 Total
Grupo
Controle 4 0 4
10 4 0 4
60 4 0 4

* Estatisticamente significante para P<0,05.
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Figura 14 - Lado de pressao do grupo 1 aos 3 dias. (D) dentina, (C) cemento, (H) area hialina, (P)
polpa (Hematoxilina & Eosina, x4)

Figura 15 - Lado de presséo do grupo 2 aos 3 dias.(TO) tecido 6sseo, (TC) tecido conjuntivo frouxo,
com fibras desorganizadas, fibroblastos ovoides ou estrelados e auséncia de area hialina, (D)
dentina, (V) vasos sanguineos

(Hematoxilina & Eosina, x10).
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Figura 16 - Lado de pressao do grupo 3 aos 3 dias. (D) dentina, (TC) Tecido conjuntivo denso e com
(F) fibroblastos fusiformes e auséncia de area hialina (C) cemento, (TO) tecido 6sseo (Hematoxilina &
Eosina, x10)

Figura 17 - Lado de presséo do grupo 1 aos 5 dias. (A) dentina, (TC) tecido conjuntivo com fibras
colagenas densas e fibroblastos ovoides, (C) cemento, (TO) tecido 6sseo, (V) vasos sanguineos.
(Hematoxilina & Eosina, x10).
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Figura 18 - Lado de pressao grupo 2 aos 5 dias. (TO) tecido 6sseo, (TC) tecido conjuntivo frouxo,
desorganizado, bem celularizado, com células jovens e fibroblastos ovoides, (D) dentina, (P) polpa.
(Hematoxilina & Eosina, x10).

Figura 19 - Lado de pressao do grupo 3 aos 5 dias. (TO) tecido ésseo, (TC) tecido conjuntivo frouxo
com fibroblastos ovoides e estrelados, (C) cemento, (D) Dentina (Hematoxilina & Eosina, x10).
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Figura 20 - Lado de tens&o do grupo 1 aos 3 dias. (D) dentina, (TC) tecido conjuntivo frouxo
desorganizado, com fibroblastos ovais, (TO) tecido 6sseo (V) vaso sanguineo.
(Hematoxilina & Eosina, x10).

Figura 21 - Lado de tens&o do grupo 2 aos 3 dias. (D) dentina, (TC) tecido conjuntivo mais denso,
com fibroblastos fusiformes, (OST) presenca de tecido osteoide, que indica inicio da neoformacao
Ossea, (Cl) células inflamatérias Hematoxilina & Eosina, x10).
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Figura 22 - Lado de tenséo grupo 3 aos 3 dias.(D) dentina, (TC) tecido conjuntivo mais denso, com
fibras mais organizadas e mais densas, fibroblastos fusiformes, (TO) tecido ésseo.
(Hematoxilina & Eosina, x10).

Figura 23 - Lado de tens&o do grupo 1 aos 5 dias. (D) dentina, (TC) tecido conjuntivo denso, com
fibras colagenas densas, fibroblastos fusiformes, (FI) presenca de focos inflamatérios.
(Hematoxilina & Eosina, x10).
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Figura 24 - Lado de tensdo do grupo 2 aos 5 dias. (D) dentina, (TC) tecido conjuntivo com areas de
fibras densas, fibroblastos fusiformes e sem presenca de inflamagéo, (TO) tecido 6sseo.
(Hematoxilina & Eosina, x10)

Figura 25 - Lado de tens&o grupo 3 aos 5 dias.(D) dentina,(C) cemento, (TC) tecido conjuntivo mais
denso com fibras mais organizadas e fibroblastos fusiformes, acompanhando a disposi¢éo das fibras,
(OST) tecido osteoide, (TO) tecido 6sseo. (Hematoxilina & Eosina, x10).
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5 DISCUSSAO

5.1 METODOS

As concentracdes de 10 yg/mL e 60 yg/mL foram escolhidas para que fosse
avaliado o efeito da Ozonioterapia na movimentacdo dentéria induzida, pensando-se
na dose por ponto de aplicacdo, que pode ser uma dose bioestimuladora, anti-
inflamatoria ou imunossupressora (TIWARI et al., 2017). Para a dose bioestimuladora,
optou-se pela concentracao de 10 pg/mL (MURPHY et al., 2016) ao invés de 25 pg/mL
(BUYUK; RAMOGLU; SONMEZ, 2015) pois a primeira apresentou aumento de
interleucinas importantes para a movimentagao ortodontica. Ja4 a segunda, aumentou
0 processo de cicatrizacdo 6ssea. A dose de 60 pg/mL foi escolhida para que se
pudesse observar seu efeito frente & movimentagdo dentéaria, j& que ndo haviam

estudos prévios sobre o tema.

Calcula-se a dose em Ozonioterapia multiplicando-se os valores do volume e
da concentracdo (Dose = Volume x Concentracao) e é expressa por ug. O volume
considerado seguro, para seres humanos adultos pesando em torno de 70kg né&o
poderia exceder 100 ml por sessao para aplicacdes subcutaneas (ISCO3, 2015), ou
seja para animais de 350 g, fazendo um célculo diretamente proporcional, o volume
maximo seria de 0,5 mL. Porém, levando em consideracéo trabalhos ja realizados em
ozonioterapia com ratos, utilizou-se o volume de 1 mL (BUYUK; RAMOGLU,;
SONMEZ, 2015). Também se pensou neste volume para que fosse possivel testar
concentracfes com diferentes funcfes: uma, bioestimuladora (até 50 pg/mL) e outra,
antiinflamatadria (entre 50 ug/mL e 150 pg/mL). Alguns animais foram perdidos durante
a aplicacado do ozonio (em torno de 5), os quais foram imediatamente substituidos,
mantendo-se o volume da aplicacéo. O volume de 1 mL foi util para facilitar a obtencéo

da concentracéo final e também para padronizar pesquisas futuras.

Na&o foi utilizado o indice de extrapolacéo alométrica neste caso, pois 0 0zonio
nao é absorvido, e sim sofre uma reacao de oxirreducao imediata. Este indice, leva
em consideracdo a taxa metabodlica basal de cada organismo que, no caso dos
roedores, é em torno de 3x mais rapida do que a de seres humanos e por isso, as

doses de medicagéo utilizadas normalmente sédo maiores (CONSOLARO, 2007).
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A aplicacdo subcutanea foi escolhida pois € uma técnica que o ortodontista
poderda realizar no consultorio com facilidade para a finalidade ortodéntica, embora

existam muitas formas de aplicacdo da Ozonioterapia (BOCCI et al., 2009).

Os periodos de acompanhamento foram de 3 e 5 dias, tendo por base estudo
realizado por Fracalossi et al. (FRACALOSSI et al., 2009), que avaliou os tempos de
3, 5, 7 e 9 dias. Segundo este estudo o periodo de maior atividade celular na

movimentacgéo é aos 5 dias e o final da atividade celular, aos 9 dias.

Optou-se pela andlise dos dias 3 e 5, pois o terceiro dia reflete o tempo de
maior recrutamento celular oriundo da Ozonioterapia (NOGALES; MARTINEZ-
SOBRIDO, 2017) e normalmente é um periodo de laténcia da movimentacao induzida.
Aos 5 dias, foi importante a avaliacdo da atividade dos efeitos posteriores da
Ozonioterapia e dos reflexos de uma aplicacdo apds a sua total reacdo. Também para
comparacao do periodo com maior quantidade de células do grupo controle, que é
aos 5 dias, com os grupos onde foram aplicadas as diferentes concentracfes de

ozonio.

Utilizou-se a forca de 50 g para realizagdo da movimentagcdo dentaria em
ratos, pois ela causa movimentacao dentéria e reabsorcao radicular ao mesmo tempo
(FONSECA et al., 2013). A escolha desta forca permitiu que fosse testada a acéo do
ozobnio frente a forcas que geram reabsor¢cdes radiculares, pois especula-se que a
Ozonioterapia pudesse estimular células protetoras do ligamento periodontal
(cementoblastos) a defender o tecido contra a agressao.

5.2 RESULTADOS

Para o dente se movimentar, osteoclastos devem promover a reabsor¢ao 6ssea
ao longo do lado de compresséao do ligamento periodontal enquanto que osteoblastos
devem promover a neoformacdo 0ssea ao longo do lado de tensédo e nas areas de
reabsorcdo remodeladora no lados de pressdo (PROFFIT; FIELDS JR, 2000).
Teoricamente podemos pensar que um maior numero de células inflamatérias na
regido associado com o maior niumero de osteoclastos e osteoblastos sejam
estimados para a acelerar o processo de osteorremodelacéo. Estes resultados foram

apresentados pelo grupo de 10 pg de ozonioterapia, que apresentou niumero maior de
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células inflamatérias no local, nos dois tempos avaliados e uma reorganizacao tecidual
mais eficiente.

Pode-se observar claramente, que, nos grupos onde foi realizada
Ozonioterapia, ndo houve formacao de areas hialinas, o que pode ser explicado pela
maior formacao de vasos sanguineos e o consequente aumento da oferta de oxigénio
(BOCCI, 2005). Este resultado é favoravel para a movimentacdo ortodontica.
Normalmente, a situacdo de hipdxia ou andxia ocorre devido a compressdo do
ligamento periodontal e leva a morte celular e & formagédo de &reas hialinas. Estas
areas hialinas sdo indesejaveis, pois atrasam a movimentacdo dentaria induzida
sendo necessario a fagocitose dessas areas para 0 avanco das etapas do processo
(CONSOLARO et al., 2011).

O maior numero de células observado no grupo tratado com ozonioterapia
(células polimorfonucleares, mononucleares, osteoclastos e osteoblastos) pode ser
justificado pelo fato de que o 0z6nio ativa a angiogénese (PATTERSON et al., 2017),
fazendo com que essas células consigam acessar a area de inflamacao com maior
facilidade. Outro fato importante citado na literatura que pode justificar o maior nimero
de células é que o ozdénio melhora da performance das hemacias que fazem o
transporte de oxigénio pelos tecidos e ativa uma série de mecanismos bioldgicos que
levam a normalizacdo da entrega de oxigénio (BOCCI, 2006). O ozdnio também
aumenta a liberag&o de 6xido nitrico (NO)(BOCCI; ZANARDI; TRAVAGLI, 2011), que
melhora a vasodilatacdo em é&reas de isquemia (LUO; CHEN, 2005), justificando o
aumento da vascularizacdo das regides onde o oz6nio foi utilizado. Por estes motivos
concluimos que a forca intensa que geraria uma resposta inicial necrética, nao afetou

da mesma forma os grupos onde a terapia com o0zonio foi realizada.

Mensageiros quimicos como as citocinas, NO e prostaglandina E tém a
propriedade de estimular tanto a resposta osteoclastica quanto a osteoblastica
(PROFFIT; FIELDS JR, 2000). Esses mensageiros sao estimulados pela
ozonioterapia (AJAMIEH et al., 2004; CANNING et al., 1991; MURPHY et al., 2016).

Os resultados obtidos para o grupo 2 (10 pg/ml) foram compativeis com
trabalhos ja publicados mostrando eficiéncia para estimular a proliferacdo celular
(NOGALES; MARTINEZ-SOBRIDO, 2017) em terapias de osteorremodelacdo em
hérnias lombares (MAGALHAES et al., 2012; MURPHY et al., 2016) aumento de
vascularizacdo da regido tratada (BUYUK; RAMOGLU; SONMEZ, 2015) e células
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polimorfonucleares indicando o aumento do infiltrado inflamatoério na regido. Essa
concentracdo, considerada bioestimuladora, pode ser util durante a movimentacao

ortododntica, no processo de osteorremodelagao.

Ja no grupo 3 (60 pg/mL), a aplicacdo de ozb6nio pode ter agido como anti-
inflamatoria, pois ja aos 3 dias a quantidade de inflamacéo no local era pequena ou
inexistente, acompanhada pela organizacdo do ligamento periodontal que ja
apresentava um tecido conjuntivo mais denso, com fibras colagenas fusiformes aos 5
dias. Para forcas pesadas sem a aplicacdo de 0zb6nio, a reorganizacao celular inicia
aos 9 dias {Consolaro, 2011 #5}. Talvez essa concentracdo moduladora da
inflamagéo, seja interessante para ser utilizada na estabilizacdo de tratamento
ortodonticos, pois o ligamento periodontal se reorganiza mais rapidamente.

Conforme os resultados, a reabsorcéo radicular também ocorreu quando foi
utilizado ozénio (Tabela 3). Diferentemente da ideia de que as reabsorcdes dentarias
poderiam ser atribuidas a eliminagdo das areas hialinas (ENGSTROM;
GRANSTROM; THILANDER, 1988), foi observado neste trabalho aumento dos pontos
de reabsor¢cdo mesmo nos grupos com auséncia dessas areas (grupos que receberam
0z6nio). Outros estudos mostram que 0 aumento da renovacao 0ssea e da atividade
osteoclastica no osso alveolar provocam aumento na severidade das reabsorcdes
radiculares (ENGSTROM; GRANSTROM; THILANDER, 1988; TENG; LIOU, 2014), o

gue foi coincidente neste estudo.

A acdo do ozbnio com forcas mais leves, que ndo induzem a reabsorcéo
radicular, deve ser testada para que possa ser avaliado se a aplicacdo da
ozonioterapia em baixa concentracdo e com uma forca ideal causard ou nao

reabsorcéo radicular.

5.3 CONSIDERACOES CLINICAS

Os resultados da terapia com o0z6nio frente a um estimulo inflamatoério
induzido foram bastante interessantes. O maior numero de células durante o periodo
avaliado proporcionou um resultado histolégico positivo ao se pensar em

movimentagdo dentaria induzida.
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Por ser a ortodontia uma ciéncia que trabalha com a osteorremodelacao
(reabsorcao e neoformacado 6ssea), observamos que no grupo 2 tratado com ozoénio,
esse processo se mostrou aumentado ao apresentar um maior numero de
osteoclastos no lado de pressao e maior numero de osteoblastos no lado de tenséo.
Também a auséncia de areas hialinas nos grupos 2 e 3 onde foi realizada a
ozonioterapia foi um achado muito interessante, pois essas areas de auséncia de
células atrasam a movimentacao dentaria. O aumento da microcirculagao local talvez

tenha proporcionado todos estes fatores positivos para a movimentacao ortodontica.

O aumento indesejado das reabsorcdes dentarias provavelmente seja
explicado pela alta taxa de inflamacao da regido. Sabe-se que a forca ideal para a
movimentacdo ortodontica € uma forca leve e constante (PROFFIT; FIELDS JR,
2000). Por isso, novas pesquisas deverdo ser realizadas com forcas leves, em
modelos animais, para que se possa avaliar e quantificar o real beneficio da
ozonioterapia na movimentacdo ortodOntica. Para isto, sugere-se concentracdes
bioestimuladoras, que pareceu ser mais favoravel para esta funcdo. A concentracéo
de 25 pg/ml obteve 6timos resultados na cicatrizacdo da disjuncdo maxilar de ratos
(BUYUK; RAMOGLU; SONMEZ, 2015), e também deveria ser testada frente a
movimentacgao ortoddntica.

Também sdo sugeridas pesquisas na parte de estabilidade de tratamento
utilizando a Ozonioterapia na concentracdo de 60 pug/ml, ja que o resultado para esta
concentracdo apresentou uma reorganizacdo mais eficiente do tecido conjuntivo e
finalizacao da atividade inflamat6ria em menor periodo de tempo.

Um maior tempo de movimentacao induzida também deve ser avaliado em

trabalhos futuros.




6 CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

A terapia com 0z6nio aumentou 0 numero de osteoclastos no lado de pressao
e osteoblastos no lado de tensédo, na concentracdo de 10 pg/ml, durante o periodo
avaliado, demonstrando parametros histologicos favoraveis a osteorremodelacao. Na
concentracdo de 60 pg/ml, acelerou o processo de reorganizagdo do ligamento

periodontal.
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