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RESUMO

A proposta deste trabalho foi avaliar, in vitro, a influéncia da for¢ga de vibrag&o
sbnica no processo inflamatério em cultura de células osteoblasticas humanas.
Foi empregado o dispositivo AcceleDent®, que utliza a aplicacdo de forcas
pulsantes para acelerar a movimentagdo dentéria e a remodelacéo 6ssea a uma
frequéncia ligeiramente inferior, de 1 a 2 Hz. Células pré-osteoblasticas (MC3T3-
E1, ATCC, EUA) foram plaqueadas em uma densidade inicial de 110células/mm?
e apos 24h de cultivo, o meio de cultura foi trocado para aplicacéo diaria da forca
sOnica, utilizando-se o aparelho AcceleDent®, durante 20 minutos, conforme
recomendacéo do fabricante. Apés 3, 7 e 10 dias de experimento, as células foram
avaliadas quanto a proliferacéo e viabilidade celulares, utilizando-se os método
de exclusao vital por azul de Trypan e MTT, respectivamente. Em seguida, a
expressao de IL-1 e IL-17 pelas células osteoblasticas, apds submetidas as forcas
sbnicas, foi analisada pelo imunoensaio enzimatico de Elisa. Como controle, um
grupo de células osteoblasticas ndo foi submetido a qualquer tratamento. Os
dados quantitativos foram submetidos a andlise estatistica (ANOVA two-way, pos-
teste Tukey, p<0,05). Os resultados mostraram nao haver diferenca na
proliferacdo celular quando da aplicacdo da forgca sénica quando comparado ao
controle, em nenhum tempo experimental, sendo somente evidenciado aumento
da viabilidade celular apds 10 dias do experimento. A expresséao das citocinas proé-
inflamatérias IL-1 e IL-17 foram significativamente superiores em relacédo ao grupo
controle, especificamente no tempo 3 dias para a IL-1 e, no tempo 7 dias para a
IL-17. Sugere-se um potencial papel para Acceledent® em acelerar remodelagéo
0ssea, evidenciado no presente estudo pelo aumento da expressao de citocinas
gue estimulam reabsorcdo Gssea.

Palavras-chave: ultrassom, acceledent®, osteogénese, inflamacéao.

ABSTRACT

The objective this in vitro study was to evaluate the influence of sonic vibration
force on the inflammatory process in osteoblasts cell cultures. The device applied
on was AcceleDent®, which exerts vibration force at a low frequency from 1 up to
2 Hz for accelerating dental movement and bone modeling. The pre-osteoblastic
cell (MC3T3-E1, ATCC, USA) were plated at a initial density of 110 cells/mm?2 and,
after 24h in growth, the culture medium was exchanged for applying the
AcceleDent device during 20 minutes daily according to the manufacturer’s
recommendations. After 3, 7 and 10 days in the culture medium, the cells were
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tested for cell proliferation and viability through, respectively, the Trypan Blue
Exclusion method and the MTT assays. Moreover, the expression of IL-1 and IL-
17 by the cells under the sonic forces were assessed by ELISA enzymatic
immunoassay. The quantitative data were submitted to two-way analysis of
variance (ANOVA), followed by a Tukey post-hoc test at 5% significance level. The
results showed no difference in cell proliferation when the sonic force was exerted
when compared to the control. After 10 days, it was observed an increase in cell
viability in the sonic force group when compared to the control. The expression of
proinflamatory cytokines IL-1 and IL-17 were significantly higher than the control
group when applied the sonic force, precisely at day 3 for IL-1 and at day 7 for IL-
17. The results suggest that AcceleDent® has an important role in accelerating
bone remodeling through increasing the expression of cytokines which induce
bone reabsorption.

Keywords: ultrasound, acceledent®, osteogenesis, inflammation.

1 INTRODUCAO

Desde meados do século XX, surgiram na odontologia aparelhos que
geram vibracBes sonicas lineares bidirecionais, conhecidos como sistemas
piezoelétricos. Estes dispositivos eram utilizados inicialmente para preparo de
cavidades e desgastes dentarios, uma vez que a pequena vibracdo em baixa
frequéncia dos aparelhos sonicos resultam na diminui¢cdo da dor e menores danos
teciduais (Mesquita et al., 2006). Entretanto, em 2011, Jeremy Mao apresentou
um equipamento, o AcceleDent® que aplica o conceito do uso da forca de
vibrac&o sbnica de baixa intensidade para acelerar a movimentagcdo de dentes
durante o tratamento ortodontico. O aparelho usa a aplicacéao de forgas pulsantes,
para tornar a movimentacdo dos dentes mais rapida através de remodelacéo
Ossea acelerada. Esta ciéncia ja tem sido aplicada em outras partes do corpo, por
exemplo, para acelerar a reparacdo da fratura e da densidade 6éssea nos 0Ssos
longos.

O principio da movimentacé&o ortodontica pelo aparelho de pulsacdo sénica
de baixa intensidade é o mesmo que o utilizado pelas formas biomecéanicas
aplicadas na clinica, desencadeando uma reacdo inflamatéria sob efeito de
pressdao gerada pelo sistema, resultando assim na reabsorcdo O6ssea e
consequente, movimentacdo dentaria (Ruellas, 2013). Esse estimulo se
caracteriza pela liberagéo de citocinas e mediadores quimicos que participam do
processo de reabsorcao e de remodelacéo 6ssea, essencial para a movimentacao
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dentaria.

O estimulo primério, que corresponde a forca exercida, engendra a
liberacdo de acido araquidénico pela membrana plasmatica, que é o precursor das
prostaglandinas. As prostaglandinas aumentam a permeabilidade vascular por
vasodilatacdo e ligam-se a receptores especificos das células inflamatorias. A
forca aplicada na movimentagéo ortoddntica causa, entdo, compressao vascular
e inflamacéo local, elevando a concentracdo de mediadores quimicos indutores
da quimiotaxia e da diapedese das células inflamatorias(Lee, 1990). Além desta,
durante a movimentagéo ortodontica, interleucinas (IL)- 1, e o fator de necrose
tumoral (TNF) encontram-se aumentados e estimulam a reabsorcdo dssea
(Basaran et al., 2006).

Assim, devido a escassez de pesquisas que elucidem o papel dos
aparelhos soOnicos pulsados de baixa intensidade em eventos moleculares e
celulares durante a osteogénese e remodelacdo 6ssea, o objetivo deste estudo
foi avaliar, in vitro, a influéncia da forca de vibracéo s6nica em cultura de células

osteoblasticas na expresséao de IL-1 e IL-17.

2 REVISAO DA LITERATURA

O ligamento periodontal € uma estrutura que da sustentacdo a cada
elemento dental, conectando-os ao 0sso alveolar. Ele € constituido por uma rede
de fibras colagenas dispostas de forma paralela e que se inserem no cemento
radicular e na lamina dura (Proffit et al., 2007). Essa estrutura de ligamentos
permite a normal movimentacdo de cada elemento dental. Também ha no
ligamento periodontal uma rede de vasos sanguineos e terminagdes nervosas,
responsaveis pela sensacdo dolorosa, assim como células mesenquimais
indiferenciadas, fibroblastos e osteoblastos (Proffit et al., 2007).

Segundo Moyers (1991) as células odontoblasticas e osteoclasticas sao
responsaveis pela remodelagédo da matriz 6ssea e colagena, remodelando assim
o alvéolo 6sseo e o cemento radicular, diante das forcas naturais. Estas forcas
sdo o resultado das forcas transmitidas através da oclusédo dos dentes, degluticao,
fala, mastigacdo e respiracdo, estas originadas pelos musculos. Ha também
forcas provenientes do interior dos dentes, como a erupc¢ao. Ja as forcas anormais
sdo constituidas por interposicdo lingual, succdo digital, disfuncdo oclusal
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traumatica, bruxismo e for¢as induzidas com fins terapéuticos.

Amadei et al. (2006) descreveram os fatores que influenciam a fisiologia da
remodelacdo 6ssea e da movimentacdo ortoddntica consistindo na reabsorcéo
pelos osteoclastos e, na consequente formacédo pela neoformacédo de uma nova
matriz 6ssea pelos osteoblastos. Essa interacdo dos osteoblastos e osteoclastos
€ crucial para a renovacgdo, tanto durante o desenvolvimento 6sseo quanto
durante os processos inflamatérios de remodelacéo 6ssea.

Os osteoblastos sdo células que sintetizam matriz 0ssea. Estes se
proliferam, mediados por Fator de transformacao de crescimento-beta (TGF-B),
fator de crescimento derivado de insulina (IGF-1 e Il), o fator de crescimento
fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF). Esses
fatores, além de auxiliar na formacao 6ssea, também impedem a apoptose da
célula osteoblastica. A partir desses estimulos, as células secretam fosfatase
alcalina, &cido hialurénico, sulfato de condroitina, osteopontina, osteonectina,
sialoproteina Ossea, pré-colagenase, ativador de plasminogénio e proteina
morfogenética do osso (BMP), entre outras (Kessel, 2011).

Durante o processo inflamatoério, os osteoblastos sintetizam e secretam
citocinas na camada osteoide ndo-mineralizada, as quais tem o papel de induzir
e controlar a diferenciagdo dos osteoclastos. Os principais fatores responsaveis
pela génese de osteoclastos sdo osteoprotegerina (OPG), receptor ativador de
fator de necrose tumoral (NF-kB [RANK]), e a citocina ligante RANK (RANKL),
tendo como principal papel a inibicdo 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 entdo 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 reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos ocorre em diversas etapas,
incluindo o recrutamento e a diferenciacdo dos precursores hematopoiéticos de
linhagem dos mondcitos-macréfagos 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
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diferenciacdo dos osteoclastos a partir das células-tronco se da por varias
moléculas e proteinas, entre elas o MCSF (fator dos macrofagos estimulador de
colénias) (Ross, Pawlina, 2012).

Segundo Ross & Pawlina (2012), apds o seu recrutamento, 0s osteoclastos
se fixam a superficie do osso, desencadeando a sintese e a expressao do RANKL
pelos osteoblastos. Osteoblastos regulam positivamente a atividade dos
osteoclastos ao secretarem RANKL, o ativador-chave da diferenciacdo dos
osteoclastos, e negativamente pela expressao 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 o0 RANKL,
proteinas de superficie celular, sdo os reguladores essenciais para a formacéao e

para atuacéo de osteoclastos.

Figura 1 — Processo de osteoclastogénese e reabsor¢ao dssea.
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Fonte: Andrade et al., 2012. p. 259.

Figura 2 — Agdo da IL-17 na osteoclastogénese.

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
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parametros: sintese de coldgeno e de proteinas ndo colagenosas (NCP), bem
como, as alteracbes de temperatura associadas a aplicacdo deste aparelho.
Verificou-se que quando o ultrassom foi utilizado na poténcia de 0,1 W/cm?,
pulsado, na frequéncia de 1:4,3 MHz durante 5 min, significativamente estimulou
aformacao G6ssea, representado pelo aumento da sintese de colageno e das NCP.
No entanto, ultrassom pulsado com doses mais elevadas (1,0-2,0 W/cm?) inibiu
significativamente a sintese destas proteinas.

Man et al. (2012), por sua vez, pesquisaram os efeitos da migracdo 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 aplicacdo in vitro do ultrassom acelerou a proliferacdo e a
migracao osteoblastica.

O mecanismo da osteogénese induzida mecanicamente por vibragcdo nao
é totalmente compreendido, de acordo com Gusmao et al. (2012). Em resposta
ao estimulo mecanico, ha inducdo da sintese de PGE-2 culminando no influxo de
calcio para o espaco intra-celular. Esta citocina pro-inflamatoria 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-formacdo quanto reabsorcéo 6ssea. Esta associacdo tem sido
relacionada principalmente ao papel do calcio, uma vez que a sua concentracéo
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 aplicacao de LIPUS).

Xue et al. (2013) detectaram em ensaios in vivo e in vitro que, a partir do 5°
dia de aplicagdo de LIPUS® em tecidos de camundongo, tanto a distancia do
movimento ortodéntico 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

gue o uso de ultrassom terapéutico pode aumentar a regeneracao 6ssea
ao alterar a relacdo OPG/RANKL.
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Portanto, a literatura demonstra que ha uma relagéo direta entre o uso do

aparelho de ultrassom pulsado de baixa intensidade e a osteoclastogénese.

3 RESULTADOS

3.1 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Os dados relativos ao ensaio de proliferacdo celular nas diferentes

condicOes estudadas estdo mostradas na tabela 1 e gréafico 1. Apés 3 e 7 dias,

ndo se observou diferenca na proliferagdo celular quando da utilizacdo do

AcceleDent® em relacédo ao controle, entretanto apés 10 dias, a proliferacéo foi

significativamente maior no grupo utilizado for¢a sénica, quando comparado ao

controle.

Tabela 1 — Médias e desvios padrédo da proliferacdo de células osteoblasticas, em funcéo do

Forca sbnica

Controle

tempo de cultura, com e sem aplicacdo da forca sbnica.

3,64X10% Aa
(0,346X10%)

3,37X10* Aa
(0,263X10%)

17X10* Ab
(0,357X10%)

14,9X104 Ab
(0,584X10%)

20X10* Bb
(0,103X10%)

16,5X104 Ab
(0,787X10%)

Legenda: Desvios padrdo entre parénteses. Médias seguidas por letras mailsculas distintas
indicam diferenca significativa entre as condicdes com e sem forca s6nica. Médias seguidas por
letras mindsculas distintas indicam diferenca significativa entre tempo de cultura, considerando-se
individualmente o uso ou ndo do da for¢a sénica (linhas horizontais).

Fonte : Autoria propria.
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Grafico 1 — Valores médios da proliferagdo de células osteoblasticas em fungdo do tempo de
cultura, com e sem aplicacao da forca sonica.
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Legenda: Linhas verticais sobre as colunas indicam desvios padréo.
Fonte: Autoria propria.

3.2 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 utilizacdo do AcceleDent®

quando comparado ao controle, em nenhum dos tempos avaliados.

Tabela 2 — Médias e desvios padrdo da viabilidade de células osteoblasticas, em fungao do tempo

de cultura, com e sem ailicaiéo da foria sOnica.

Forc¢a sbnica 0,67A,a 1,67A.b 2,46A,c
(0,06) (0,12) (0,112)

Controle 0,64A,a 1,81Ab 2,38A,c
(0,07) (0,14) (0,23)

Legenda: Desvios padrdo entre parénteses. Médias seguidas por letras mailsculas distintas
indicam diferencga significativa entre as condig6es com e sem forca sénica. Médias seguidas por
letras mindsculas distintas indicam diferenca significativa entre tempo de cultura, considerando-se

individualmente o uso ou ndo do da for¢a sénica (linhas horizontais).

Fonte : Autoria prépria.
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Graéfico 2 — Valores médios da viabilidade de células osteoblasticas em funcéo do tempo de cultura,
com e sem aplicacdo de for¢a sénica.
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Legenda: Linhas verticais sobre as colunas indicam desvios padréo.
Fonte: Autoria propria.

3.3 ENSAIO IMUNOENZIMATICO QUANTIFICAQAO IL-1 E IL-17 (ELISA)
Os dados relativos a secrecao de IL-1 e IL-17 nas células osteoblasticas
submetidas ou néo forga sdnica estdo mostrados na tabela 3 e gréaficos 3 e 4.
Com relagédo a interleucina IL-1, observou-se em todos os tempos de
cultura, maior secrec¢do de IL-1 quando utilizado a for¢ca sonica em relacao
controle (p = 0,022), sem diferenca para os diferentes tempos de cultura (p =

0,348) para cada condicdo estudada (tabela 3 e grafico 3).

Tabela 3 - Médias e desvios padrdo da concentracdo das interleucinas IL-1 e IL-17 quando da
utilizacdo ou ndo da forga sbnica, em fung¢éo do tempo de cultura.

ief Tempo (dias)

Condicéao 3 = -

Forca sonica 75,66 Aa 77,21 Aa 80,30 Aa

(9,60) (6,26) (8,51)

- Controle 54,13 Ba 44,39 Ba 46,39 Ba
= (5.82) (1,42) (8,00)

Forca sonica 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)

Legenda: Desvios padrdo entre parénteses. Médias seguidas por letras mailsculas distintas
indicam diferenca significativa entre as condi¢cdes com e sem forca sénica. Médias seguidas por
letras mindsculas distintas indicam diferenca significativa entre tempo de cultura, considerando-se
individualmente o uso ou n&o da forgca sonica (linhas horizontais).

Fonte: Autoria prépria.
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Graéfico 3 — Diagrama de colunas dos valores médios da concentragdo de IL-1 ap0s a utilizagéo ou
ndo da forca sbnica, em func&o do tempo de cultura.
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IL1 (pg/mL)

20 -

3 dias 7 dias 10 dias

m Forca sdnica m Controle

Legenda: Linhas verticais sobre as colunas indicam desvios padréo.
Fonte: Autoria proépria.

Para a interleucina IL-17, observou-se que apés 7 e 10 dias, a
concentragao de IL-17 foi significativamente mais elevada quando do uso da forga
sbnica em relagéo controle (p<0,05). Além disso, ao se utilizar a forga sbnica, a
concentragao de IL-17 foi significativamente menor no tempo 3 dias em relagéo
aos tempos 7 e 10 dias, os quais ndo diferiram significativamente entre si,

conforme indicam a tabela 3 e o grafico 4.

Gréfico 4 — Diagrama de colunas dos valores médios da concentracdo de IL-17 ap6s a utilizacao
ou nao de forca sbnica, em funcdo do tempo de cultura.
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Legenda: Linhas verticais sobre as colunas indicam desvios padréo.
Fonte: Autoria propria.
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Os resultados apresentados e discutidos acima permitem as seguintes
conclusbes que as células pré-osteoblasticas submetidas as for¢as sénicas do
AcceleDent® apresentaram apdés 10 dias de avaliacdo, proliferacdo celular
significativamente superior ao grupo controle e a aplicacdo da for¢a sbnica pelo
AcceleDent® néo afetou a viabilidade celular.
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