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RESUMO

AlteracOes das forgas oclusais resultam em mudancas na morfologia de estruturas
mandibulares relacionadas com a mastigacdo. O presente trabalho objetiva avaliar a orientacdo
trabecular do condilo da mandibula em ratos adultos com sobrecarga oclusal. Serdo utilizados 25 ratos
machos (Rattus norvegicus albinus), linhagem Wistar, com 2 meses de idade. Ao completarem 2
meses de idade, sera realizada a aplicacdo unilateral (lado direito) de resina composta
fotopolimerizavel nos molares superiores em 20 ratos, simulando uma condicdo de contato prematuro
posterior. Em seguida, estes animais serdo distribuidos em 4 subgrupos (n=5) de acordo com o periodo
de sacrificio: 7, 14, 21, e 28 dias p6s aplicacdo da resina. No grupo controle, sera mantida a denticdo
sem alteracdo oclusal (sem aplicacdo da resina) nos ratos constituindo o grupo controle. A partir da
idade inicial (2 meses), estes animais serdo sacrificados com 7 dias. As cabecas de todos os ratos seréo
submetidas a microtomografia computadorizada em um microtomdgrafo SkyScan 1174. Apés a
reconstrucdo tridimensional de ambos os lados de cada mandibula, a avaliacdo da orientacdo
trabecular no condilo da mandibula serdo realizadas no software CT-Analyzer. Os dados de volume
obtidos, serdo submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (post hoc). O nivel de
significAncia adotado sera de 5% (a=0,05). Espera-se que a remodelagdo 0ssea ocasionada na
orientacdo trabecular do céndilo da mandibula frente as alteracbes biomecanicas provocadas

por simulacdo na sobrecarga oclusal dos molares, sejam melhor compreendidas.

Palavras-chave: Condilo manibular. Osso e 0ssos. Microtomografia por raio-X.



ABSTRACT

Aim: was assess the 3D trabecular bone parameters in mandibular condyle of adult rats
with dental posterior occlusal change. Methods: We evaluated 4 groups of animals (n = 5) according
to 7, 14, 21, and 28 days after application of the resin (unilateral application, in right side, with 1 mm
of thickness in oclusal surface of upper molars). The control group presented the teeth without
occlusal change. After euthanasia, we performed the micro-CT scan of the mandibular condyles of the
rats. We performed the analysis of 3D trabecular bone parameters in CT-Analyzer software. For
statistical analysis, the Kruskal-Wallis and Dunn (post hoc) tests were performed, considering a=0.05.
Results: we verified that trabecular thickness had decreased on the 7th day, decreasing until day 21,
and on the 28th day, the results did not show statistically significant differences (Kruskal-Wallis test, p
<0.05) with the control. The number of trabeculae increased in 7 and 14 days, decreasing to levels
similar to the control on day 21 and increasing in 28 days. The trabecular separation decreased on the
7th day compared to the control and tended to remain less than the control in the following periods.
Conclusions: The 3D trabecular bone parameters showed numerous trabeculae and less space, but
thinner, indicating loss of bone mass.

Keywords: Mandibular condyle. Bone and bones. X-ray microtomography
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1 INTRODUCAO

Mudangas nas forgas oclusais dentais resultam em alteracdes na morfologia das estruturas
mandibulares relacionadas com a mastigacao, incluindo a articulacdo temporomandibular. Os estudos
comparativos e experimentais tém relatado a relacéo entre a orientacdo do osso trabecular e as cargas
mecanicas (Mavropoulos et al., 2004. A microarquitetura 6ssea se organiza de modo a suportar as
tensGes mecanicas geradas pelas atividades normais. Essa relagdo estrutura/funcdo e a manutencao da
homeostase mineral conduzem ao processo de formacéo e reabsorcéo do tecido 6sseo, que perdura por
toda a vida do individuo, denominado remodelacdo dssea. A remodelacdo 6ssea € um processo
continuo, que possibilita a substituicio de osso envelhecido e danificado por tecido novo. A
remodelacdo ocorre simultaneamente em varios locais do esqueleto e é caracterizada por fase inicial
de reabsorcdo Ossea, realizada pelos osteoclastos, seguida de formacdo de 0sso novo pelos
osteoblastos, adicionando tecido 6sseo ou removendo 0sso redundante de acordo com as exigéncias
das cargas (Manolagas, 1995). A mastigacdo envolve movimentos que sdo realizados por um
conjunto de estruturas anatémicas que inclui os dentes, a articulagdo temporomandibular (ATM), e os
musculos da mastigacdo. Alteracdes mecanicas referentes aos corretos movimentos mandibulares
durante a mastigacdo, seja por contatos prematuros ou pelas sobrecargas ocorridas pela auséncia dos
dentes resultam em alteracBes na distribuicdo das tensdes para o condilo da mandibula e,
consequentemente, alteracbes nas deformagdes nos tecidos articulares (Huja et al., 2008).
Especificamente, a tensdo mecénica é reconhecida como um fator importante que afeta 0 metabolismo
do o0sso e alteracBes na estimula¢do mecénica, como resultado dos contatos prematuros, podem gerar
mudancas no tecido ésseo (LeBlanc et al., 2007). Com a utilizacdo do micro tomografo, foi possivel a

construcdo de modelos computacionais para avaliacdo dos parametros mecanicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Estudos (Mavropoulos et al., 2005; Patullo et al., 2009) tém utilizado diferentes métodos
resultando em alterac6es na intensidade das tensdes nos tecidos articulares, especialmente no céndilo
da mandibula. Uma vez que as forcas aplicadas aos dentes sdo dissipadas parcialmente na ATM,
modelos que utilizam uma modificacdo na consisténcia da dieta nutricional tém sido frequentemente
empregados para que se consiga diminuigdo de carga sobre a ATM in vivo. Estes estudos tém provado
gue animais alimentados com dieta mole sdo caracterizados por redugdo na densidade do 0sso
trabecular subcondral). Mavropoulos et al. (2004) e Kunii et al. (2008), Zhou e Xiang (2013)
aplicaram alteracGes oclusais utilizando dispositivos, e Shimomoto et al. (2007) e Wada et al. (2008)

por extracdo de dentes.

Outro fator importante que envolve alteracdes na morfologia da ATM é a mudanca de
posicionamento do condilo mandibular. Kuroda et al., (2011) utilizou o deslocamento posterior do
condilo como modelo experimental através de um guia nos incisivos em ratos, produzindo uma
diminuicéo significativa na quantidade de osso trabecular na regido anterior do condilo, avaliada por
micro tomografia (micro-CT) e analise histologica.

No adulto, o céndilo da mandibula é composto por 0sso esponjoso, coberto por uma
delgada camada de osso compacto revestido por uma espessa camada de tecido conjuntivo fibroso. As
trabéculas Osseas se orientam de modo a alcancar um angulo reto com a camada de cobertura,
aumentando, assim, a resisténcia do condilo. O tecido dsseo tem dois componentes basicos: células e
matriz organica, sobre a qual se depositam os componentes inorganicos. Para se adaptar a novas
situacOes fisiologicas ou patoldgicas, como por exemplo, sobrecargas ocorridas pela auséncia de
dentes ou contatos prematuros, 0 0sso estd em constante remodelacdo, por meio de reabsorcdo e
deposicao de matriz éssea (Jiao et al., 2010).

Estudos comparativos e experimentais tém documentado a relacdo entre a orientacéo
trabecular e as cargas mecanicas. Muitos desses estudos compararam a orientacdo trabecular entre
espécies, principalmente em primatas, com diferentes morfologias 6sseas (MacLatchy e Muller, 2002;
Ryan e van Rietbergen, 2005).

A avaliacdo por computacionais em estudos morfoldgicos foi possivel devido a utilizacdo
de micro-CT para construcdo dos modelos computacionais de animais como os ratos (Koizumi et al.,
2010).
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3 PROPOSICAO
Alteragbes das forcas oclusais resultam em mudancas na morfologia de estruturas
mandibulares relacionadas com a mastigacdo. A hipdtese deste estudo é que o osso trabecular no
cobndilo da mandibula de ratos ajusta a sua orientagdo em resposta a uma mudanca biol6gica como a
sobrecarga oclusal na regido molar de ratos.
Objetivo geral: avaliar a orientagdo trabecular do condilo da mandibula em ratos adultos
com sobrecarga oclusal.
Objetivos especificos:
- avaliar, em periodos distintos e progressivos, a orientacdo trabecular do condilo da
mandibula em ratos adultos com sobrecarga oclusal.
- avaliar, em periodos distintos e progressivos, os efeitos da sobrecarga oclusal na
regido molar de ratos, por meio da avaliacdo da orientacdo trabecular em microCT, e

relacionar estes resultados com a remodelacdo 6ssea.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra
Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA)
do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP, sob protocolo nimero: 3451-1 (Anexo 1).

Foram utilizados 45 ratos machos (Rattus norvegicus albinus), linhagem Wistar, com 2
meses de idade (200-2509), provenientes do CEMIB-UNICAMP. Foram mantidos em gaiolas
coletivas (quatro animais/caixa), com temperatura em 22 + 2°C, ciclo de luz controlado (12/12 h) e
acesso livre a agua e racdo. A distribuicdo dos ratos foi realizada aleatoriamente em grupos distintos

para 0s experimentos:

- Grupo 1 (n=36): ao completarem 2 meses de idade, foi realizada a aplicagdo unilateral
(lado direito) de resina composta fotopolimerizavel (Fill Magic — Vigodent) nos molares superiores
(técnica adaptada de Mavropoulos et al., 2004) em 36 ratos, simulando uma condicdo de contato
prematuro posterior. Em seguida, estes animais foram distribuidos em 4 subgrupos (n=9) de acordo

com o periodo de eutanasia: 7, 14, 21, e 28 dias pés aplicacdo da resina.

- Grupo 2 (n=9): ao completarem 2 meses de idade, foi mantida a denticdo sem alteragéo
oclusal (sem aplicacdo da resina) nos ratos constituindo o grupo controle. A partir da idade inicial
(2 meses), estes animais foram eutanasiados com 28 dias. Com 5 diferentes grupos, testpower 0.9,
alfa 0.05, desvio padrdo dos residuais 0.1 e diferenca minima detectavel de 0.2, o nUmero minimo

é 9 (nove) animais por grupo (45 no total) (programa GraphPad Prism 6, Inc.).

_n=5
Sacrificio nos 22—
@ seguintes periodos
/ Grupo experimental: n=20
(aplica¢io unilateral de anteparo de

resina nos molares superiores) L n=5 ,

> Kumazawa et al., 1995

Gotoet al., 2011
=23 \

Grupo controle:n=5
Controle — denti¢dio normal, sem aplica¢éo de resina)

Figura 1 - Esquema dos grupos de ratos utilizados neste projeto e
respectivos periodos experimentais.
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4.2 Desenho experimental

4.2.1 Inducéo da condi¢ao de sobrecarga oclusal

O procedimento foi realizado sob anestesia geral utilizando solugdo de quetamina (40-
87 mg/kg) e relaxante muscular xilasina (5-13 mg/kg), por via intraperitoneal. Uma vez
verificada a sedacdo e os sinais de anestesia, o animal foi posicionado sobre uma placa
semelhante a descrita por Doku et al. (1966). A inducdo da condi¢do de sobrecarga oclusal foi
realizada pela aplicagdo unilateral (lado direito) de resina composta fotopolimerizavel (Fill Magic —
Vigodent) nos molares superiores (técnica adaptada de Kumasawa et al., 1995) com espessura

de 1 mm no primeiro, segundo e terceiro molares.

4.2.2 Eutanésia e remogao da cabeca

A morte dos animais foi realizada nos periodos propostos anteriormente (7, 14, 21, e 28
dias pds-aplicacdo da resina) para o grupo experimental e 28 dias apds a idade inicial (de 2 meses)
para o grupo controle por dose excessiva de anestésico. A cabecga foi desarticulada do corpo e
dissecada para retirada em bloco e fixada em solucdo de formol a 10% e tampao fosfato 0,1M (pH

7,4), durante 24h a 4°C.

4.3 Escaneamento e processamento das imagens

As pecas foram escaneadas em um microtomografo SkyScan 1174 (SkyScan, Leuven,
Bélgica) com pico de voltagem de 50 kV, amperagem de 800 mA. O microtomégrafo pertence ao
Centro de Microscopia e Imagens da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP. Foi
realizado um escaneamento de cada mandibula. A espessura dos cortes (tamanho dos pixels) foi de 6
um. Apds 0 escaneamento, estas imagens foram exportadas para o software NRecon Reconstruction
(SkyScan, Leuven, Bélgica), no qual foram reconstruidas tridimensionalmente em cortes axiais
apresentando os coeficientes de atenuacdo de raios-x com valores relativos & estrutura 6ssea (Figura
1). Para obtencdo dos valores corretos dos coeficientes de atenuacdo foi realizada calibragdo
baseada nos valores referentes ao meio aquoso (solucéo de formol a 10% e tampao fosfato 0,1M (pH

7,4) (Jiao et al., 2010), o qual foi escaneado.
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Figura 2 - Exemplo de escaneamento do condilo
da mandibula do rato pertencente ao
grupo 28 dias. Imagem em corte coronal
visualizada no software CT-Analyzer

(SkyScan, Leuven, Bélgica).

4.4 Analise da orientacgéo trabecular do condilo da mandibula

Apo6s a reconstrucdo tridimensional do condilo da mandibula direito, as medidas para
a avaliacdo da orientacdo trabecular foram realizadas no software CT-Analyzer (SkyScan, Leuven,
Bélgica). Esta avaliacdo da orientacdo trabecular no céndilo direito de cada mandibula foi realizada de

acordo com 0s parametros estruturais estabelecidos por Barak et al. (2011).

45 Analise dos resultados

Os dados de volume obtidos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e teste de
Dunn (post hoc). O nivel de significancia adotado foi de 5% (0=0,05). A analise foi realizada no
software GraphPad Prism 6, Inc.
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5 RESULTADOS

As diferencas foram analisadas pelo teste de Dunn como consta no Materiais e Métodos (item
3.5). A Tabela 1 mostra a média (+desvio padrdo) e a mediana (desvio interquartilico) das variaveis
em funcéo dos periodos observados.

Tabela 1 - Valores de Média (+desvio padrdo) e de mediana (desvio interquartilico) das variaveis em funcédo dos

periodos avaliados
rOLE 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS 28 DIAS

0.2 (0017} O12(0.007) 0150015y O180.018)  O19(0.011%

[0.2-0] [012-0017 [014-001]  [0.18-0.01] [0.18-0.01]
0.616
0,415 (+0.18%) 0.093) 0.765(£0.236) 0.426(H0.098) 0.827 (H08E)
(E=ER)
[0.35- 0.023] _ [0.84-016] [043-0094]  [0.85-0.083]
[D.61 - 0.064]

0.879 (£0.046) 0.85(x0.015) 083 (x0.07) 0.864(x0.023) = 0.752(x0.02)
[(L88- 0.023] [0.85-0.01] [0.83-0.057] [086-0.025] [.75-0.012]

As figuras 2 e 3 mostram os resultados referentes a Tabela 1. Foi possivel observar que a
espessura trabecular diminuiu ja no 7° dia, decrescendo até o 21° dia, sendo que no 28° dia, os valores
ndo exibiram diferencas estatisticamente significantes (teste de Kruskal-Wallis, p< 0,05 com o
controle). O nimero de trabéculas aumentou no 7° e 14° dias, diminuindo para niveis similares ao
controle no 21° dia e aumentando no 28° dia. A separacdo trabecular diminuiu no 7° dia em relacdo ao

controle e apresentou tendéncia de se manter menor gque o controle nos periodos seguintes.

14 dias 21 dias 28 dias

0,62 mm

Figura 3- Escaneamentos do condilo da mandibula com espessura dos cortes de 6.6 um para analise
3D. Exemplo de escaneamento em cada periodo avaliado: controle, 7, 14, 21 e 28 dias.



TRABECULAR THICKNESSS (mm)

TRABECULAR NUMBER (permm)

c ontrol 7 14 21 28

Tim e (days)

c ontrol 7 14 21 28

TRABECULAR SEPARATION (mm)

Figura 4

Tim e (days)

-Os graficos mostram os parametros trabeculares avaliados em funcdo do

tempo (periodo de eutanasia) (teste de Kruskal-Wallis, p<0.05). Trabecular thickness
(= espessura trabecular); trabecular number (= nimero de trabéculas); trabecular
separation (= separacdo trabecular).
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Nossos achados mostraram que, em ratos com a alteragdo oclusal induzida, as trabéculas

0sseas se mostraram numerosas e com menos espacos, porém mais delgadas, indicando perda

de massa 6ssea.
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6 DISCUSSAO

O condilo da mandibula se articula com o osso temporal para formar a ATM, a qual é
constantemente sujeita as forcas funcionais da oclusdo (Kosugi et al., 2014). A micro-CT é um método
preciso para avaliar a arquitetura tridimensional de varidveis do osso trabecular do céndilo da
mandibula (Mulder et al., 2005; Mulder et al., 2006). Recentemente, a micro-CT tem sido aplicada em
estudos para quantificar o tecido 6sseo cortical e trabecular em diversas situagBes experimentais
(Cooper et al. 2003; Martin-Badosa et al., 2003; Bousson et al., 2004; Matsumoto et al., 2006). No
presente estudo, 0 o0sso trabecular (subcondral) do céndilo da mandibula de ratos foi quantificado
usando micro-CT. A partir de um modelo experimental em ratos Wistar, no qual uma condic¢do de
sobrecarga mastigatoria foi reproduzida (incremento de resina na superficie oclusal dos molares de
ratos e, consequente, alteragdo na mastigacdo), nos quantificamos o osso trabecular do condilo da
mandibula de acordo com parametros mecanicos especificos para este tecido. O osso trabecular foi
selecionado para analise, pois é considerado um tecido com alta taxa de turnover e responde mais
rapidamente as cargas mecanicas do que o 0sso cortical (Beaupré et al. 1990). Provavelmente, devido
a maior superficie dssea disponivel no osso trabecular em relagdo ao cortical tanto para atividade
osteoblastica quanto osteoclastica. (Renders et al., 2007). A diminuicdo da funcdo mastigatoria tem
sido relatada quando existe a perda do dentes ou alguma alteracdo oclusal, principalmente dos dentes
posteriores (Boretti et al., 1995). Esta reducdo esta associada a funcdo dos musculos da mastigacao
(Newton et al., 1993) e uma reducdo da forca de mordida (Helkimo et al., 1977), o que implica em
uma reducdo das forcas atuando para o cdndilo da mandibula. Como o 0sso reage frente a um
ambiente mecénico (Turner, 1998; Huiskes, 2000), é provavel que a morfologia do cbndilo da
mandibula se altere. Nossos achados mostraram que frente a sobrecarga mastigatoria ocasionada pelo
incremento de resina na regido dos dentes posteriores (molares), a espessura das trabéculas 6sseas do
coéndilo da mandibula diminuiu no 7° dia, decrescendo até o 21° dia, em relacdo ao grupo controle. Os
valores encontrados para a espessura trabecular foram consistentes com os reportados por Skedros et
al. 9 (1997) e Lai et al. (2005). Estes autores relataram que, em geral, quanto maior o valor da carga
mecénica aplicada sobre o osso trabecular, maior a taxa de remodelacdo Ossea, e entdo, menor a
espessura das trabéculas 6sseas. Nossos resultados mostraram que o nimero de trabéculas aumentou
nos 7° e 14° dias, diminuindo para niveis similares ao controle no 21° dia e aumentando no 28° dia.
Assim, a remodelacdo do osso trabecular foi associada com mais trabéculas adelgacadas e ndo com
uma diminuicdo do nimero de trabéculas, pelo menos, até o periodo das duas semanas iniciais de
alteracdo oclusal. Além disso, as fenestracfes dentro do 0sso tornam-se menores, sem diluicdo das
placas 6sseas, devido ao fato de nossos achados mostrarem que separacdo trabecular diminuiu no 7°
dia em relagdo ao controle e apresentou tendéncia de se manter menor que o controle nos periodos
seguintes. Esta relacdo entre nimero e separacdo das trabéculas mostra que sdo parametros
inversamente proporcionais, ou seja, com a 0 aumento do nimero de trabéculas, os espacos entre as

mesmas reduz. Os estudos que abordam a relagdo entre a estrutura 6ssea trabecular tridimensional e
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biomecanica do condilo da mandibula geralmente apontam a importancia, em humanos, para
aplicacdes na clinica odontoldgica. Giesen et al. (2003) e Giesen et al. (2004) mostraram que apesar da
aparente normalidade do trabeculado 6sseo da condilo da mandibula de humanos com alteragdes
oclusais, a presenca dos espacos trabeculares foram reduzidos, indicando que cargas mecénicas
alteradas da mastigacdo apresentam um significante efeito na estrutura e consequentemente na

espessura das trabéculas.
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7 CONCLUSAO
Nestes estudos e nos nossos achados, em ratos com uma altera¢do oclusal comum na clinica
odontoldgica, apesar da sugestividade, as trabéculas 6sseas se mostraram numerosas e com menos

espacos, porém mais delgadas, indicando perda de massa 6ssea.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto  "AVALIACAO DA ORIENTACAQ

ABEC R DO CONDILO DA MANDIBULA EM RATOS ADULTOS CO
SOBRECARGA OCLUSAL" (protocola n® 3451-1), sob a responsabilidade de

Prof. Dr. Felippe Bevitacqua Prado / Victor Hugo Torso, esia de acorda com

0s Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados peia Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) & com a legistacéo
vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o Uso clentifico de anlmais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

A aprovagao pela CEUNUNICAMP nao dispensa autorizagao prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CiBio.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Camploas - CEUAJUNICAMP - em 10 de julho de
2014,

Campinad, 10 de jutho de 2014,
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Prof. Dr, Alexandr@ Leite Rodriguss de Diivelra Fatima Alohso
Presidente Secretaria Executlva
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