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APRESENTACAO

A inovacdo é o combustivel do crescimento profissional em todas as areas,
mesmo na mais tradicional até a area mais tecnolégica. A Odontologia € a ciéncia que
agrega os principios técnicos tradicionais, como por exemplo, aqueles postulados por
Greene Vardiman Black, as mais avang¢adas tecnologias, como escéneres intraorais e
impressoras 3D capazes de produzirem pecas anatomicamente perfeitas, especificas
para cada caso.

Pensando na propagacao de conhecimento dentro das mais variadas areas
de atuacdo do Cirurgiao Dentista, a Atena Editora disponibiliza mais um compilado
de artigos, organizados em dois volumes, com a tematica Comunicagao Técnica e
Cientifica em Odontologia.

Espero que a leitura do conteudo deste E-book proporcione ampliagdo de
conhecimentos e que também provoque curiosidade em vocé, leitor, pois sdo 0s novos
questionamentos que impulsionam novas descobertas.

Otima leitura.

Emanuela C. dos Santos
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CAPITULO 11

ESTIMULACAO OSSEA ATRAVES DE ULTRASSON

Data de aceite: 15/01/2020

José Ricardo Mariano
Doutor em Implantodontia

Lenadro Lécio de Lima Sousa
Mestre em Implantodontia

Sérgio Charifker Ribeiro Martins
Mestre em Implantodontia

Devido a alta demanda de tratamento
ortodénticos em pacientes adultos, um dos
grandes desafios atuais € a reducé&o da tempo
de uso dos dispositivos convencionais, sem
que haja danos aos tecidos periodontais.
Assim, o controle dos niveis de forca aplicadas
aos braquetes e fios ortoddnticos com
reducdo do atrito (FATHIMANI et al., 2015),
aliado a abordagens nao invasivas como a
fotobiomodulacdo (KAU et al., 2013), uso de
farmacos (MCGORRAY et al.,, 2012) e laser
de baixa intensidade (CRUZ et al., 2004) tém
sido alternativas para acelerar a movimentacao
ortodéntica.

Desde meados do século XX, surgiram
na odontologia aparelhos que geram vibracoes
sbnicas lineares bidirecionais, conhecidos como
sistemas piezoelétricos. Estes dispositivos
eram utilizados inicialmente para preparo de
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cavidades e desgastes dentarios, uma vez que
a pequena vibracao em baixa frequéncia dos
aparelhos soénicos resultam na diminuicdo da
dor e menores danos teciduais (MESQUITA;
LOBATO; MARTINS, 2006). Entretanto, em
2011, Jeremy Mao apresentou um equipamento,
0 AcceleDent® que aplica o conceito do uso da
forca de vibragdo sénica de baixa intensidade
para acelerar a movimentacdo de dentes
durante o tratamento ortoddntico. O aparelho
usa a aplicacéo de forcas pulsantes, para tornar
a movimentagéo dos dentes mais rapida através
de remodelacédo 6ssea acelerada. Esta ciéncia
ja tem sido aplicada em outras partes do corpo,
por exemplo, para acelerar a reparacao da
fratura e da densidade 6ssea nos 0ssos longos.

O aparelho idealizado por Mao é um
dispositivo removivel semelhante a uma
moldeira odontoldégica com um pequeno motor
que é mantido por bateria recarregavel através
de uma estacdo de encaixe. A premissa €
simples, em vez de utilizar apenas constante
pressao, o dispositivo aplica vibragcbes muito
leves na denticdo diariamente por 20 minutos
de pulsacédo suave através de um encaixe de
silicone que fica acoplado aos dentes como
uma placa de protecéo.

O principio da movimentagcao ortoddntica
pelo aparelho de pulsacdo sbnica de baixa
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intensidade € o0 mesmo que o utilizado pelas formas biomecanicas aplicadas na
clinica, desencadeando uma reacéao inflamatoria sob efeito de pressao gerada pelo
sistema, resultando assim na reabsorcdo 6ssea e consequente, movimentacao
dentaria (RUELLAS, 2013). Esse estimulo se caracteriza pela liberacéo de citocinas
e mediadores quimicos que participam do processo de reabsorcao e de remodelacao
0ssea, essencial para a movimentacéo dentaria.

O estimulo primario, que corresponde a for¢a exercida, engendra a liberacéo de
acido araquidénico pela membrana plasmatica, que € o precursor das prostaglandinas.
As prostaglandinas aumentam a permeabilidade vascular por vasodilatagao e ligam-se
a receptores especificos das células inflamatérias. A for¢a aplicada na movimentagao
ortodéntica causa, entdo, compressdo vascular e inflamacéao local, elevando a
concentracao de mediadores quimicos indutores da quimiotaxia e da diapedese das
células inflamatoérias (LEE, 1990). Além desta, durante a movimentagao ortoddntica,
interleucinas (IL)- 1, e o fator de necrose tumoral (TNF) encontram-se aumentados e
estimulam a reabsorcéao 6ssea (BASARAN et al., 2006).

Assim, devido a escassez de pesquisas que elucidem o papel dos aparelhos
sbnicos pulsados de baixa intensidade em eventos moleculares e celulares durante
a osteogénese e remodelacdao 6ssea, 0 objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro,
a influéncia da forca de vibragdo sbénica em cultura de células osteoblasticas na
expressao de IL-1 e IL-17.

O ligamento periodontal é uma estrutura que da sustentacdo a cada elemento
dental, conectando-os ao osso alveolar. Ele é constituido por uma rede de fibras
coldgenas dispostas de forma paralela e que se inserem no cemento radicular e na
lamina dura (PROFFIT; FIELDS JUNIOR; SARVER, 2007). Essa estrutura de ligamentos
permite a normal movimentagcédo de cada elemento dental. Também h& no ligamento
periodontal uma rede de vasos sanguineos e terminagdes nervosas, responsaveis pela
sensacéao dolorosa, assim como células mesenquimais indiferenciadas, fibroblastos e
osteoblastos (PROFFIT; FIELDS JUNIOR; SARVER, 2007).

Segundo Moyers (1991) as células odontoblasticas e osteoclasticas séo
responsaveis pela remodelagcdo da matriz 6ssea e colagena, remodelando assim
o alvéolo 6sseo e o cemento radicular, diante das forcas naturais. Estas forcas
sao o resultado das forcas transmitidas através da oclusdao dos dentes, degluticao,
fala, mastigacédo e respiracdo, estas originadas pelos musculos. Ha também forcas
provenientes do interior dos dentes, como a erupcéo. Ja as forgas anormais s&o
constituidas por interposicéo lingual, succdo digital, disfungdo oclusal traumatica,
bruxismo e forgas induzidas com fins terapéuticos.

Heller e Nanda (1979) avaliaram os efeitos da alteracdo metabdlica das fibras
periodontais no movimento ortodéntico em ratos. Os resultados sugeriram que a
resposta bioldgica tipica a aplicacao de forca ortodéntica pode ocorrer na presenca de
um periodonto alterado quimica e fisicamente. Os dados coletados quantitativamente
inferiram que a tensao das fibras nos alvéolos pode nédo ser absolutamente necessaria
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para estimular uma formacéo Ossea. A distorcdo dos alvéolos relacionada a forca
aplicada pode ser um fator importante, iniciando a resposta éssea. Entretanto, as
fibras do ligamento periodontal podem ter um papel passivo, através da transferéncia
da forca ortoddntica para os alvéolos.

Amadei et al. (2006) descreveram os fatores que influenciam a fisiologia da
remodelacdo 6ssea e da movimentacao ortodontica consistindo na reabsorcéo pelos
osteoclastos e, na consequente formacao pela neoformacéo de uma nova matriz 6ssea
pelos osteoblastos. Essa interacdo dos osteoblastos e osteoclastos € crucial para
a renovacao, tanto durante o desenvolvimento 6sseo quanto durante os processos
inflamatorios de remodelacéo 6ssea.

Os osteoblastos sa@o células que sintetizam matriz é6ssea. Estes se proliferam,
mediados por Fator de transformacdo de crescimento-beta (TGF-B), fator de
crescimento derivado de insulina (IGF-I e Il), o fator de crescimento fibroblastico (FGF)
e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Esses fatores, além de auxiliar
na formagdo Ossea, também impedem a apoptose da célula osteoblastica. A partir
desses estimulos, as células secretam fosfatase alcalina, acido hialurénico, sulfato de
condroitina, osteopontina, osteonectina, sialoproteina 6ssea, pré-colagenase, ativador
de plasminogénio e proteina morfogenética do osso (BMP), entre outras (KESSEL,
2011).

Durante o processo inflamatério, os osteoblastos sintetizam e secretam citocinas
na camada osteoide n&o-mineralizada, as quais tem o papel de induzir e controlar
a diferenciacdo dos osteoclastos. Os principais fatores responsaveis pela génese
de osteoclastos séo osteoprotegerina (OPG), receptor ativador de fator de necrose
tumoral (NF-kB [RANK]), e a citocina ligante RANK (RANKL), tendo como principal
papel a inibicado da apoptose destas células. Através das integrinas presentes na
membrana celular, ha o reconhecimento das proteinas da matriz 6ssea extracelular
formando adesdes focais, onde serdo criadas as lacunas de reabsorcdo. Ha entao
a estimulacdo dos osteoclastos por calcitrol, paratorménio (PTH), fator de necrose
tumoral (TNF), prostaglandina E2, além das interleucinas (IL-) 1, 11 e 6 (BANDEIRA et
al., 2000; LINS et al., 2007).

A reabsorcao Ossea pelos osteoclastos ocorre em diversas etapas, incluindo
o recrutamento e a diferenciacdo dos precursores hematopoiéticos de linhagem
dos mondcitos-macrofagos em pré-osteoclastos (células mononucleares) e,
sucessivamente, na fusdo dos pré-osteoclastos em osteoclastos multinucleados,
ou seja, osteoclastos maduros, que se caracterizam por ter uma borda repleta de
invaginacdes na sua membrana plasmatica. A diferenciacado dos osteoclastos a partir
das células-tronco se da por varias moléculas e proteinas, entre elas o MCSF (fator
dos macro6fagos estimulador de coldnias) (ROSS; PAWLINA, 2012).

Segundo Ross e Pawlina (2012), ap6s o seu recrutamento, os osteoclastos
se fixam a superficie do 0sso, desencadeando a sintese e a expressdo do RANKL
pelos osteoblastos. Osteoblastos regulam positivamente a atividade dos osteoclastos
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ao secretarem RANKL, o ativador-chave da diferenciacdo dos osteoclastos, e
negativamente pela expresséao de osteoprotegerina (OPG), que inibe o RANKL. Este
ligante se liga ao receptor ativador do fator nuclear KB (RANK), secretado pelos
precursores dos osteoclastos, o qual estimula a sua diferenciacdo em osteoclastos
maduros. Portanto, tanto o RANK como o RANKL, proteinas de superficie celular, séo
os reguladores essenciais para a formagao e para atuacéo de osteoclastos.

Na ortodontia, a aposicéo 0ssea inicia-se por volta de 48 horas apoés a aplicagao
de tensao na superficie 6ssea (RUELLAS, 2013). Os osteocitos participam do processo
de osteogénese, sendo muito sensiveis e reativos as forgas tensoras aplicadas
ortodonticamente, sendo que as suas projecdes celulares favorecem a comunicagcao
com os ostedcitos circunvizinhos. Os osteoblastos, que mantém contato direto com
0s osteocitos, respondem a esses sinais come¢ando a aposi¢cao de 0sso. Assim, ao
ser aplicada uma tensao no periodonto, ela induz uma reacgéao inflamatoria asséptica,
por meio de diversos mediadores (figura 1). Esses mediadores sdo denominados de

citocinas.
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Figura 1 — Processo de osteoclastogénese e reabsorcéo éssea.
Fonte: Andrade Junior, Taddei e Souza, 2012. p. 259.

As citocinas sao proteinas extracelulares que atuam diretamente no processo
inflamatério e na remodelagem &ssea, arregimentado as células envolvidas nesse
processo, como também ativam a diferenciacao das células mesenquimais. Pesquisas
tém demonstrado que o uso de ultrassom tem o efeito de ativar os mecanismos proé-
inflamatérios (CHERIAN et al., 2005; GENETOS et al., 2005; LI et al., 2005; MUKAI et
al., 2005; IKEDA et al., 2006; MADDI et al., 2006; TAKAYAMA et al., 2007; XU et al.,




2007; REN; LI; LIN, 2010; ANGLE et al., 2011; AL-DAGHREER et al., 2012; GUSMAO;
MARIOLANI; BELANGERO, 2012; XUE et al., 2013). Dentre as varias as citocinas
pro-inflamatérias, tome-se, por exemplo, as citocinas IL-1 e IL-17, os objetos deste
estudo.

A IL-1 é uma citocina pré-inflamatéria secretada, principalmente, por mondcitos-
macroéfagos, e induz a reabsorcéo 0ssea pelo recrutamento de osteoclastos maduros
e pela proliferacdo de seus precursores (DINARELLO, 1996). Pesquisas in vitro
relacionam a IL-1 com a ativa¢do osteoclastica, uma vez que ela € um fator indutor do
aumento da producao de M-CSF e PGE2, e de inibicdo da producao de OPG pelos
osteoblastos (TANABE et al., 2005).

A IL-17 é uma citocina produzida por células Th17 (subgrupo dos linfocitos T,
diferenciados para produzir a IL-17), tendo como papel principal eliminar patégenos,
sendo um potente indutor de inflamacg&o. Esta citocina pode induzir uma ampla
variedade de mediadores pré-inflamatérios (figura 2) em varios tipos de células
envolvidas em dano tecidual, incluindo os macrofagos, por estimular a produgéao de
MCSF, além de induzir a secrecédo de RANKL nos osteoblastos, promovendo assim a
osteoclastogénese (LEE, 2013).
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Figura 2 — Acado da IL-17 na osteoclastogénese.
Fonte: Lee, 2013. p. 475.

Estudos recentes tém relacionado a IL-17 como importante mediador pro-
inflamatério. Xiong, Wei e Peng (2015) verificaram que o aumento de expresséo da
IL-17 estimula a produgcéo dos mediadores pré-inflamatérios IL-6 e IL-8 nas células
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fibroblasticas da polpa dentaria humana. Severino, Napimoga e de Lima Pereira
(2011) demonstraram que havia uma relagao entre o aumento de IL-17 e a producéo
de outras citocinas inflamatérias (IL-6 e IL-8) em periimplantite.

Os trabalhos publicados relacionados ao dispositivo AcceleDent® sao de relatos
de casos clinicos, porém existe um material cientifico vasto e com bons resultados a
respeito do uso de vibragao sbnica e ultrassonica nas areas de fisioterapia e ortopedia
com o uso do aparelho LIPUS®.

Na odontologia, a aplicacao de LIPUS® (sigla de low intensity pulsed ultrasound)
na clinica terapéutica esta clinicamente comprovada na remodelagem éssea e nos
tecidos periodontais. Trata-se de uma forca fisica — vibragdo mecéanica — que tem um
efeito direto, tanto in vivo quanto in vitro, nas células osteogénicas quando aplicadas
em baixa frequéncia e em baixo pulso. Espindula (2014) fez uma reviséo bibliografica
nas bases de dados Scielo, Lilacs, Medline e Bireme, publicados no periodo de 1965
a 2014, constatando que a literatura reconhece que o tratamento ortodéntico traz
algumas limitagbes como o tempo necessario para a sua concluséo, o desconforto
do paciente e a reabsorcao radicular. As eletroterapias e o ultrassom mostram na
literatura que tem grande influencia no metabolismo 6sseo e ja sédo utilizados na
area da fisioterapia com exceléncia nos resultados. A autora concluiu que os autores
obtiveram bons resultados na movimentagcao ortodontica e na recuperacao de dentes
que sofreram reabsor¢ao radicular.

Reher et al. (1997) realizaram um estudo controlado para avaliar os efeitos do
ultrassom (SATA®, EUA) em diferentes intensidades durante 5 dias em calvarias de
ratos e cultura de tecidos afim de serem analisados os seguintes parametros: sintese
de colageno e de proteinas nao colagenosas (NCP), bem como, as alteragdes de
temperatura associadas a aplicacdo deste aparelho. Verificou-se que quando o
ultrassom foi utilizado na poténcia de 0,1 W/cm2, pulsado, na frequéncia de 1:4,3
MHz durante 5 min, significativamente estimulou a formacéo 6ssea, representado pelo
aumento da sintese de colageno e das NCP. No entanto, ultrassom pulsado com doses
mais elevadas (1,0-2,0 W/cm2) inibiu significativamente a sintese destas proteinas.

Angle et al. (2011) testaram em culturas de células-tronco de camundongo, os
efeitos de LIPUS® a 2,15 e 30 mW/cm? nos estagios primarios (ativagao celular),
intermediarios (diferenciacdo em células osteogénicas) e finais (mineralizacédo
biolégica) da diferenciacédo osteogénica. Em comparacéo aos grupos controle, apos 5
dias de uso de LIPUS®, as células tratadas a 2,15 e 30 mW/cm? tiveram um aumento
de 79%, 147% e de 209%, respectivamente, na atividade de fosfatase alcalina, um
indicador priméario da diferenciacdo osteoblastica, demonstrando que, quanto mais
baixa a intensidade do ultrassom, maior o efeito na diferenciacao osteogénica.

Mukai et al. (2005) aplicaram ultrassom de baixa intensidade (LIPUS®) em uma
cultura de condrdcitos para analisar a agcao do aparelho. A analise de Northern revelou
que o aparelho mantinha niveis mais elevados de expressao de colageno tipo I, bem
como a atividade da fosfatase alcalina. Além disso, os niveis de expresséo do TGF-f3
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manteve-se elevado durante toda a fase de aplicacéo do ultrassom.

Os efeitos do aparelho de ultrassom pulsado de baixa intensidade tem também
sido relatados para aumentar a proliferacdo e atividade de sintese proteica de outros
varios tipos celulares. Ren, Li e Lin (2010) mediram o comprimento dos neuritos apds
tratamento com o LIPUS® para definir o eficacia da estimulacao sobre os neurénios
e, em seguida, examinou-se a atividade do GSK-3@ para estudar o mecanismo
intracelular de proliferagéo celular. O LIPUS® foi aplicado em culturas de neurdnios
provenientes de corticais primarias de rato durante 5 minutos, todos os dias com
intensidades médias de 10 mW/cm2, largura de pulso de 200 microssegundos, taxa
de repeticao de 1,5 kHz, e uma frequéncia de funcionamento de 1 MHz. Os neurénios
foram avaliados apés 3, 7, 10 dias de tratamentos e, a cada momento feito a anélise
semi-quantitativa tPCR. Os resultados mostraram mudanca na morfologia da extensao
de neuritos quando utilizado o ultrassom pulsado, houve também uma reduc&o notavel
de proteinas incluindo p-Akt, p-GSK-38, e p-CRMP-2, observadas nos 7 e 10 dias e
de GSK-3p, principalmente no sétimo dia. Os autores concluiram que o dispositivo de
ultrasom utilizado pode diminuir as neurites sendo, portanto, possivel a sua utilizacéo
para controle das mesmas.

Al-Daghreer et al. (2012) também investigaram o efeito do mesmo ultrassom
pulsado de baixa intensidade utilizado por Ren, Li e Lin (2010), contudo aplicaram-no
em complexos dentina-polpa humanos num modelo in vitro. O LIPUS® foi aplicado
utilizando um transdutor de 3,9 cm?, que produz um incidente de intensidade de 30
mW/cm?2. Depois de 5 dias, o tecido foi coletado para andlise histomorfométrica e
investigacao da expressao de genes de interesse (Colageno |, DMP1, DSPP, TGF-£31,
RANKL e OPG) através de PCR em tempo real. As andlises histomorfométricas
mostraram que a contagem de células odontoblasticas foi maior nos grupos de
aplicacéao (5, 10 e 15 min, respectivamente) do que no grupo controle. A espessura da
pré-dentina foi maior no grupo de aplicagao unica (10, 5 e 15 min), respectivamente, do
qgue no grupo de aplicacdo diaria e os grupos de controle, no entanto, eles nao foram
significativamente diferentes um do outro. PCR em tempo real demonstrou n&o haver
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos na expressao de colageno |,
DMP1, TGF- 31, DSPP, RANKL e OPG. Os autores deste trabalho concluiram que a
resposta reacional do complexo dentina-polpa foi maior quando utilizado a aplicacéo
unica de LIPUS® nos tempos de 5, 10 e 15 minutos.

Ikeda et al. (2006), dentro deste contexto, sugeriram que o LIPUS® acelera a
diferenciacao osteoblastica das células mesenquimais pela fosforilacdo da MAPK.
Takayama et al. (2007) demonstraram que a formacao de ndédulos mineralizados e o
seu conteudo de célcio aumentam consideravelmente apos o 14° dia de aplicagéo do
LIPUS®, concluindo o seu efeito direto nas células osteogénicas.

Manetal. (2012), por suavez, pesquisaram os efeitos da migracéo de osteoblastos
sob frequéncia pulsada de ultrassom de baixa intensidade — 1 MHz em culturas de
MC3T3-E1 provenientes de calvarias de ratos por 30 minutos. Eles concluiram que a
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aplicagao in vitro do ultrassom acelerou a proliferagcdo e a migragdo osteoblastica.

O mecanismo da osteogénese induzida mecanicamente por vibracdo ndo é
totalmente compreendido, de acordo com Gusmao, Mariolani e Belangero (2012). Em
resposta ao estimulo mecanico, ha inducao da sintese de PGE-2 culminando no influxo
de célcio para o espaco intra-celular. Esta citocina pré-inflamatéria é responsavel por
50-90% do mecanismo indutor da osteogénese, sendo, portanto a prostaglandina mais
importante no mecanismo mecanotransdutor, estando tanto relacionada ao processo
da neo-formagcdo quanto reabsorcdo 0ssea. Esta associacédo tem sido relacionada
principalmente ao papel do célcio, uma vez que a sua concentracao intracelular, quando
aumentada pelo estimulo mecénico, determina a sintese de PGE-2 (CHERIAN et al.,
2005; GENETOS et al., 2005; LI et al., 2005; XU et al., 2007).

Suzuki et al. (2009) aplicaram 1.5 MHz de LIPUS® em cultura de células de
camundongos por 7 dias. Seus resultados mostraram que a expressao de proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP-2, -4 e -7) aumentaram significativamente em relacdo ao
grupo controle (sem aplicagdo de LIPUS).

Xue et al. (2013) detectaram em ensaios in vivo e in vitro que, a partir do 5° dia
de aplicacéo de LIPUS® em tecidos de camundongo, tanto a distancia do movimento
ortodontico quanto os niveis de BMP-2 e a expressdo de RANKL cresceram
significativamente se comparados ao grupo controle.

Maddi et al. (2006) verificaram em uma cultura de osteoblastos humanos que o
uso de ultrassom terapéutico pode aumentar a regeneragéo 6ssea ao alterar a relacao
OPG/RANKL. Portanto, a literatura demonstra que ha uma relagdo direta entre o uso
do aparelho de ultrassom pulsado de baixa intensidade e a osteoclastogénese.

No trabalho foi empregado o dispositivo sénico AcceleDent® (Ortho Accel
Technologics. Inc. Texas, EUA) que utiliza a aplicacao de forcas pulsantes (soft pulsed),
descritas como aceleradoras da movimentacao dentaria e a remodelagéo 6ssea (Ortho
Guide AcceleDent®).

O aparelho € semelhante a um retentor com um pequeno motor no cabo de
uma moldeira odontologica simples utilizada em consultério (figura 3). O fabricante
recomenda o0 seu uso diario por 20 minutos. O conjunto do ativador e da peca bucal
€ leve (71 g), confortavel, e pode ser usado sem o auxilio das maos e durante outras
atividades cotidianas (figura 5). Uma base para carregamento e um estojo de viagem
acompanham o conjunto (figura 4).
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Figura 3 — AcceleDent®.
Fonte: Ortho Guide AcceleDent®, 2016.

Figura 4 — Base do dispositivo.
Fonte: Ortho Guide AcceleDent®, 2016.

Os componentes do AcceleDent® sao:

a) ativador — esse pequeno componente extraoral é que gera a forga vibratoria,
de aproximadamente 0,25N (25 g), a frequéncia de 30 Hz;

b) peca bucal — essa peca se conecta ao ativador, na qual o paciente faz
a oclusédo para que a forca vibratéria derivada do ativador seja transferida
a denticdo. Elas sdo fornecidas em dois tamanhos de forma a atender as
dimensbdes anatdmicas das arcadas dentarias dos pacientes. Para cada
tamanho ha trés tipos de formatos de acordo com o tipo de maloclusao
(mordida aberta anteior, mordida profunda anterior e oclusdo plana normal);

c) base carregadora — para recarga do aparelho e para fornecer informacao do
uso do aparelho através de um visor SmartDisplay LCD Screen.;

d) estojo de viagem — permite que o aparelho seja transportado com facilidade
e seguranca.
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Figura 5 — Aplicacao clinica do AcceleDent®.

Fonte: Acceledent Ortho Accel Techonologies, 2016.

Cultura Celular

A linhagem de células de pré-osteoblastos de camundongo (MC3T3-E1) foi
obtida do ATCC (American Type Culture Collection, ATCC, EUA). As células pré-
osteoblasticas foram cultivadas em meio Essencial Minimo, modificagcéo alfa (a-MEM)
suplementados com 10% de soro fetal Bovino (Cultilab®, Campinas, SP, Brasil) e 1%
de solugao antibiética-antimicética (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA).

Todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar para
manutencao da esterilidade dos materiais e das substancias utilizadas para o cultivo
celular. As células foram cultivadas em placas de 24 pocos em uma densidade inicial
de 110 células/mm2 e ap6s 24h de cultivo celular, o meio de cultura foi trocado e
foram utilizados 20 min. de aplicacao diaria da for¢a sbnica do aparelho AcceleDent®
(MUKAI et al., 2005) em contato direto com as placas de poliestireno e avaliados seus
efeitos apds 3, 7 e 10 dias. Como grupo controle, células osteoblasticas ndo foram
submetidas a qualquer tratamento. As células foram mantidas em estufa a 37°C, em
atmosfera imida contendo 95% de ar e 5% de dioxido de carbono. O meio de cultura
foi trocado a cada 3 dias e a progressao da cultura, sendo avaliada por microscopia
de fase.

Ensaio de proliferacao celular

Para a avaliacao da proliferacao celular, foi utilizado o método de excluséao vital
por azul de Trypan apés 3, 7 e 10 dias das culturas celulares submetidas a vibragéo
sbnica.

As células foram enzimaticamente removidas das placas e, o precipitado de
células resultante da centrifugagao foi suspenso em 1 ml de meio. Foram retirados 10
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UL da suspenséao de células e a ela juntar-se-a 10 pyL de azul de Trypan, sendo que
1 pL desta solucéo foi colocada em um hemocitdmetro (camara de Neubauer-Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, EUA) e levado ao microscépio invertido de fase (Nikon,
Eclipse TS100) para a contagem e observacao das células.

O numero total de células presentes em cada poco em diferentes tempos de
analise foi obtido através da seguinte equacao matematica:

N“ total de células = N° de células contadas X Vol. inicial X Dilui¢io X 10*

N de quadrados usados para contagem

Ensaio de viabilidade celular

As culturas celulares foram testadas quanto a viabilidade celular utilizando o
ensaio MTT. Este ensaio avalia a capacidade de células metabolicamente ativas de
reduzirem o MTT, convertendo os sais amarelos de tetrazolium (3-(4,5-Dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazol brometo) a cristais de formazan, de cor purpura e, portanto,
na capacidade que tém as células viaveis de clivar o anel tetrazélico presente no
MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol brometo) pela acado de enzimas
desidrogenases presentes na mitocondria ativa, formando cristais de formazana.

Apos 3, 7 e 10 dias apoés a aplicagao da vibragéo sénica, 10 pL da solugcéo de
MTT (5 mg/mL - Sigma, EUA) diluidos em meio de cultura DMEM sem soro, foram
acrescentados as culturas tratadas, e estas incubadas por um periodo de 3 horas, a
37°C. Apbs o periodo total de incubacgéao, foram adicionados 100 pL de solugdo 10%
de DMSO (dimetilsulfoxido).

Apbs a solubilizacdo dos cristais, a quantificacdo foi realizada em leitor de
microplacas ELX800 (Epoch Biotek Instruments, Inc.) a 590 nm, obtendo-se medidas
de densidade optica (DO).

Ensaio imunoenzimatico para quantificacao de IL-1 e IL-17 (ELISA)

A quantificacdo de IL-1 e IL-17 secretadas pelas células osteoblasticas
submetidas a vibracdo sonica foi avaliada por Elisa. Para tal, o sobrenadante foi
aspirado e centrifugado a 5000g por 15 min numa temperatura de 4°C. Aliquotas de
cada amostra foram avaliadas por imunoensaios enzimaticos (ELISA) para determinar
0s niveis das proteinas a serem analisadas de acordo com as recomendacgdes do
fabricante (R&D Systems, EUA). Apos isto, 100 ul do anticorpo de deteccao foi
adicionado a todos o0s pogos e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. As
placas foram lavadas com solucdo tampao (0,05% Tween 20 em PBS) e 100ul do
conjugado de estreptoavidina e peroxidase foi adicionado as placas para incubacao
durante 30 minutos, em temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas
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e um substrato (tetrametilbenzidina) foi adicionado na quantidade de 100ul para cada
poco, e incubados por 15 minutos protegidos da luz.

Areacao foi finalizada com a adi¢cao de 50l acido sulfarico (H2S0O4) 2N a solugao
substrato presente em cada poco, e a cor foi medida em espectrofotdmetro (Epoch,
Biotek, Winooski, VT, EUA) em comprimento de onda de 450nm. A quantidade total de
IL-1 e IL-17 foi determinada em picogramas (pg/ml).

Os dados coletados foram submetidos a analises de variancia a dois critérios e a
testes de Tukey. Para os calculos estatisticos foi utilizado o programa SPSS 20 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA), tendo sido adotado o nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

Os dados relativos ao ensaio de proliferacdo celular nas diferentes condi¢cdes
estudadas estdao mostradas na tabela 1 e gréafico 1. Apds 3 e 7 dias, ndo se observou
diferenca na proliferacéo celular quando da utilizagao do AcceleDent® em relagéo ao
controle, entretanto apés 10 dias, a proliferacdo foi significativamente maior no grupo
utilizado forga sénica, quando comparado ao controle.

Tempo (dias)
Condicéao 3 7 10
Forca sOnica 3,64X10* Aa 17X10* Ab 20X10* Bb
(0,346X10%) (0,357X10%) (0,103X10%)
Controle 3,37X10* Aa 14,9X10* Ab 16,5X10* Ab
(0,263X10% (0,584X10%) (0,787X10%

Tabela 1 — Médias e desvios padrdo da proliferacéo de células osteoblasticas, em fungéo do
tempo de cultura, com e sem aplicacao da forca sénica.

Legenda: Desvios padrao entre parénteses. Médias seguidas por letras maiusculas distintas
indicam diferenca significativa entre as condi¢des com e sem forgca sénica. Médias seguidas por
letras minusculas distintas indicam diferenca significativa entre tempo de cultura, considerando-

se individualmente o uso ou ndo do da forga sénica (linhas horizontais).

Fonte: Autoria prépria.

P
Ln
I

Pl
=
1

[
n
1

Ln

o

3 dias 7 dias 10 dias

Miamero total de células x 107
[
(]

B Com ultrassom M Sem ultrassom

Grafico 1 — Valores médios da proliferagéo de células osteoblasticas em fungéo do tempo de
cultura, com e sem aplicagéo da for¢a sOnica.
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Legenda: Linhas verticais sobre as colunas indicam desvios padréo.

Fonte: Autoria propria.

Ensaio de viabilidade celular

Os dados relativos ao ensaio de viabilidade celular nas diferentes condi¢des
estudadas estdo mostradas na tabela 2 e grafico 2. Nao se observou diferenca na
viabilidade celular (p>0,05) quando da utilizagdo do AcceleDent® quando comparado
ao controle, em nenhum dos tempos avaliados.

Condicao Tempo (dias)
3 7 10
Forca sénica 0,67A,a 1,67A,b 2,46A,c
(0,06) (0,12) (0,11)
Controle 0,64A,a 1,81A,b 2,38A,c
(0,07) (0,14) (0,23)

Tabela 2 — Médias e desvios padréo da viabilidade de células osteoblésticas, em funcéo do
tempo de cultura, com e sem aplicagéo da forca sénica.

Legenda: Desvios padréo entre parénteses. Médias seguidas por letras maitsculas distintas
indicam diferenca significativa entre as condi¢des com e sem forga sénica. Médias seguidas por
letras minUsculas distintas indicam diferenca significativa entre tempo de cultura, considerando-

se individualmente o uso ou nao do da forga sOnica (linhas horizontais).

Fonte: Autoria propria

2.5 -

1,5 -
1,0
0,5 -

3 dias 7 dias 10 dias

Densidade aptica (590nm)

B Com ultrassom

Grafico 2 — Valores médios da viabilidade de células osteoblasticas em funcao do tempo de
cultura, com e sem aplicacé@o de forca sonica.

Legenda: Linhas verticais sobre as colunas indicam desvios padr&o.

Fonte: Autoria propria.
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Ensaio imunoenzimatico quantificacao IL-1 e IL-17 (ELISA)

Os dados relativos a secrecdo de IL-1 e IL-17 nas células osteoblasticas

submetidas ou nédo forca sbnica estdo mostrados na tabela 3 e graficos 3 e 4.
Com relacdo a interleucina IL-1, observou-se em todos os tempos de cultura,

maior secrecédo de IL-1 quando utilizado a forga s6nica em relagéo controle (p = 0,022),
sem diferenca para os diferentes tempos de cultura (p = 0,348) para cada condigcéo

estudada (tabela 3 e grafico 3).

Tempo (dias)
Condicao 3 7 10
Forga sbnica 75,66 Aa 77,21 Aa 80,30 Aa
= Controle 54,13 Ba 44,39 Ba 46,39 Ba
(5,82) (1,42) (8,00)
Forga sbnica 49,19 Aa 77,68 Bb 79,21 Bb
~ (4,07) (3,82) (10,14)
= Controle 49,45 Aa 32,57 Aa 47,01 Aa
(7,44) (7,31) (6,37)

Tabela 3 - Médias e desvios padréo da concentracdo das interleucinas IL-1 e IL-17 quando da
utilizacao ou ndo da forga sOnica, em fungéo do tempo de cultura.

Legenda: Desvios padréao entre parénteses. Médias seguidas por letras maitsculas distintas

indicam diferenca significativa entre as condicbes com e sem forga s6nica. Médias seguidas por
letras minUsculas distintas indicam diferenca significativa entre tempo de cultura, considerando-
se individualmente o uso ou ndo da forga s6nica (linhas horizontais).

Fonte: Autoria prépria.
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10 dias

Graéfico 3 — Diagrama de colunas dos valores médios da concentragéo de IL-1 apds a utilizacao

ou ndo da forga sbnica, em funcéo do tempo de cultura.

Legenda: Linhas verticais sobre as colunas indicam desvios padréo.

Fonte: Autoria prépria.
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Para a interleucina IL-17, observou-se que ap6s 7 e 10 dias, a concentragcédo de
IL-17 foi significativamente mais elevada quando do uso da for¢a sdnica em relagao
controle (p<0,05). Além disso, ao se utilizar a forca sénica, a concentracao de IL-17 foi
significativamente menor no tempo 3 dias em relagdo aos tempos 7 e 10 dias, 0s quais
nao diferiram significativamente entre si, conforme indicam a tabela 3 e o grafico 4.

100 -

a0

60 -

IL17 (pg/mL)
!

3 dias 7 dias 10 dias

m Forcasdnica m  Controle

Grafico 4 — Diagrama de colunas dos valores médios da concentragéo de IL-17 ap6s a
utilizagdo ou néo de forga sbnica, em fungdo do tempo de cultura.

Legenda: Linhas verticais sobre as colunas indicam desvios padréo.

Fonte: Autoria prépria.

A aplicacao de forcas ultrassénicas como uma forga fisica exdgena diretamente
associada a remodelacao 6ssea e, consequentemente, a movimentagao ortoddntica
(MOYERS, 1991) € um mecanismo utilizado ha pelo menos meio século. Entretanto,
a acao dos mediadores bioquimicos pré-inflamatérios ainda néo esta completamente
elucidado, dada a complexidade dos processos histologicos, celulares e moleculares
que desencadeiam a osteogénese (KESSEL, 2011). Nesse contexto, a correlagao
entre a acao biofisica de dispositivos ultrassénicos e sdnicos, principalmente quanto
aos fatores tempo e intensidade de pulso e a expressao bioquimica de indutores e
moduladores pré-inflamatérios e osteogénicos, tem sido investigado com o uso do
aparelho LIPUS®, nos quais as citocinas demonstram desempenhar um papel essencial
nesse processo (CHERIAN et al., 2005; GUSMAO; MARIOLANI; BELANGERO, 2005;
Ll et al., 2005; MUKAI et al., 2005; IKEDA et al., 2006; MADDI et al., 2006; TAKAYAMA
et al., 2007; XU et al., 2007; SUZUKI et al., 2009; REN; LI; LIN, 2010; ANGLE et
al., 2011; AL-DAGHREER et al., 2012; ANDRADE JUNIOR; TADDEI; SOUZA, 2012,
GENETOS et al., 2012; MAN et al., 2012; XUE et al., 2013). Segundo esses trabalhos,
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tanto in vitro como in vivo, quanto maior o tempo de exposicdo dos tecidos a forcas
ultrassénicas pulsadas de baixa intensidade, maior a expressao dos mediadores pré-
inflamatorios.

Enquanto os estudos acima demonstram que o LIPUS® esta relacionado
a remodelagem éssea, por meio da expressdo de mediadores pré-inflamatérios, o
aparelho AcceleDent® ainda é experimental no atual estagio, sendo comercializado
como um aparelho de aceleragcdo da movimentacéo dentaria de forma a reduzir o
tempo do tratamento ortoddntico. Atualmente, ha estudos sendo realizados de forma
a comprovar o argumento do fabricante'. Kau (2011) fez um estudo radiogréafico
da morfologia dentaria (tomografia 3D) em pacientes tratados com o AcceleDent®
e concluiu que o seu uso, relacionado a movimentacdao ortodbntica, ndo causou
reabsorcéo de raiz, o que sugere que o uso do aparelho ndo causaria danos adicionais
ao tecido periodontal. O aparelho segue 0 mesmo principio biomecanico do LIPUS®
e emite pulsos sbnicos de baixa intensidade, adaptado a um molde bucal para uso
exclusivo odontoldgico. Pode-se sugerir que o Acceledent®, assim como o LIPUS®,
também tem o papel de aumentar os fatores proé-inflamatérios na remodelacéo 6ssea.

Assim, o presente trabalho in vitro, avaliou a influéncia da for¢a de vibragao sénica
do Acceledent®, em cultura de células osteoblasticas, nos parametros de proliferacao
e viabilidade celular. Além disto, popbs-se a analisar o efeito na secrecao de alguns
mediadores inflamatorios, IL-1 e IL-17 envolvidos com a neoformacgéo 6ssea.

Os resultados evidenciaram que houve aumento da proliferagdo das células
osteoblasticas com a aplicacéo do AcceleDent® nos parametros utilizados e 20 minutos
de aplicagcao diaria como recomendado pelo fabricante, apdés 10 dias de avaliagao,
quando comparado ao grupo nao tratado. Estes achados foram reportados em alguns
trabalhos in vitro realizados que demonstram maior proliferagdo celular, bem como
e estimulo a osteogénese quando aplicada a forga ultrassénica (MADDI et al., 2006;
SUZUKI et al., 2009; MAN et al., 2012, XUE, et al., 2013). Indiretamente, isto pode
também estar relacionado ao efeito anti-apoptdtico descrito para o aparelhos pulsateis
de baixa intensidade como o LIPUS® (APPLEFORD et al., 2007).

Corroborando com estudo de Suzuki et al. (2009) no qual utilizou LIPUS®
diariamente por 20 min com intensidade de 30mW/cm? (1,5MHz) durante 14 dias,
nao houve aumento da viabilidade de células osteoblasticas, Apesar de no presente
trabalho ter sido utilizado Acceledent® que € um dispositivo que utiliza forga sénica
pulsatil de baixa intensidade (30Hz), é importante destacar que, além das condi¢des de
cultura e tipo celular utilizado, a intensidade das forcas utilizadas podem interferir neste
parametro celular. Isto estaria relacionado n&do somente pelo aumento da temperatura
que pode acontecer quando da aplicacdo direta em monocamada de cultura de

1 Estudos em pacientes estdo sendo conduzidos na Universidade de Columbia pelo professor
Doutor Jeremy Mao, na Universidade do Texas em Houston pelos professores Doutores Jeryl English
e Chung Kau, na Universidade do Texas em San Antonio pelos professores Doutores Dubravko Pavlin,
Peter Gakungka e Havikumar R. Anthony e na Universidade de Sydney pela professora Doutora Ca-

rolyn Ng.
141
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células, mas também pelo proprio modelo experimental que, diferentemente do in vivo
as células apresentam-se em contato com o tecido vascular (AL-DAGHREER et al.,
2012).

Além disso, foi avaliado o efeito da aplicacdo do Acceledent® na sintese de
alguns mediadores inflamatérios. Os resultados mostraram aumento de IL-1 e IL-17
secretado pelas células osteoblasticas, principalmente evidenciado apds 7 e 10 dias,
apos aplicacao da forca sénica quando comparado com grupo controle.

Alguns trabalhos mostram o potencial da forca vibratérias em modular a sintese
de mediadores pré-inflamatérios (CHERIAN et al., 2005; GENETOS et al., 2005; LI et
al., 2005; MUKAI, et al., 2005; IKEDA et al., 2006; MADDI et al., 2006; TAKAYAMA et
al., 2007; XU et al., 2007; REN; LI; LIN, 2010; ANGLE et al., 2011; AL-DAGHREER et
al., 2012; GUSMAO; MARIOLANI; BELANGERO, 2012; XUE et al., 2013). Durante a
remodelacdo ossea, IL-1 e IL-17 tém sido relacionadas com ativagdo osteoclastica,
modulando a via de RANK-RANKL-OPG mediado pela ativacao de M-CSF (TANABE
et al., 2005; LEE, 2013). Assim, 0 aumento das citocinas evidenciados neste estudo in
vitro pelas células osteoblasticas implicam num potencial papel do Acceledent®, nos
parametros utilizados, na ativacéo da osteoclastogénese.

As forcas vibratorias de baixa intensidade tém sido amplamente utilizadas para
intervencdes que implicam acelerar o crescimento de tecido ésseo como reparagao de
fraturas 6sseas, onde tensées mecanicas recebidas pelas células 6sseas sédo traduzidas
em eventos bioquimicos (WANG; THAMPATTY, 2006). E descrito que o LIPUS® exerce
uma forgca mecanica extracelular que em contato com a membrana plasmatica emite
sinais intracelulares elétricos e/ou bioquimicos. Estudos prévios indicam também
que o LIPUS® acelera a diferenciacdo de células osteoprogenitoras em células da
linhagem osteogénica via ativagdo da fosforilacdo de proteina quinase ativadora de
mitose (MAPK) (IKEDA et al., 2006), aumento da expressédo da cicloxigensase-2
(COX-2), prostaglandina-E2 (PGE-2) (ANGLE et al., 2011), modulando a sintese de
OPG/RANK-L no microambiente 6sseo (MADDI et al., 2006) e estimulando a producao
de BMPs (SUZUKI et al., 2009).

Enquanto a maioria dos estudos demonstram a efetividade do uso do LIPUS®
na aceleracdo da remodelacéo Ossea e, consequente, movimentacdo ortodéntica,
por meio da expressdo de mediadores pré-inflamatérios, o aparelho AcceleDent®
ainda é experimental no atual estagio, sendo comercializado como um dispositivo de
aceleracao da movimentagao dentaria de forma a melhorar o tratamento ortoddntico.
Atualmente, ha estudos sendo realizados que corroboram com dados do fabricante.
Kau et al. (2013) realizaram um estudo radiografico da morfologia dentaria por meio de
tomografia 3Dem pacientes tratados com uso diario do AcceleDent® e concluiram que
0 Seu uso nao causou reabsorcao de raiz, sugerindo assim que o uso do aparelho nao
causaria danos adicionais ao tecido periodontal. O dispositivo do AcceleDent® segue
0 mesmo principio biomecanico do LIPUS® e emite pulsos de forca sbnica de baixa

intensidade, adaptado a um molde bucal para uso exclusivo odontolégico.
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Clinicamente estes resultados sugerem um potencial papel para Acceledent®
em acelerar remodelacédo 6ssea. Estes resultados podem implicar na utilizagéo
deste equipamento como uma proposta de tratamento para acelerar e modular a
movimentacdo ortoddntica, visto o estimulo na remodelacédo 6ssea, mostrada pelo
aumento no presente estudo de citocinas que estimulam reabsorcao éssea, e portanto
da reparacéo Ossea.

Os resultados apresentados e discutidos acima permitem as seguintes
conclusbes que as células pré-osteoblasticas submetidas as forcas sbénicas
do AcceleDent® apresentaram ap0s 10 dias de avaliagdo, proliferacdo celular
significativamente superior ao grupo controle; a aplicagao da for¢a sénica nao afetou
a viabilidade celular; a expressao das citocinas pro-inflamatoérias IL-1 e IL-17 foi
significativamente superior em relac&o ao grupo controle, especificamente no tempo 3
dias para a IL-1 e no tempo 7 dias para a IL-17 quando utilizado a for¢a soénica.
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