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Ribeiro, ED. Efeito da reposicdo com melatonina no processo de reparo apos
reimplante dentario em ratos pinealectomizados: Analise histomorfométrica [tese].

Aracgatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2015.

RESUMO

Com o intuito de melhorar o prognéstico dos dentes reimplantados, varios fatores
locais foram estudados, culminando com a elaboragdo de um protocolo de
tratamento. No entanto, pouco tem sido estudado em relagao aos fatores sistémicos.
Uma dessas condi¢cdes € a deficiéncia da melatonina, que pode ocorrer em pessoas
com habitos noturnos. Com o objetivo de estudar o processo de reparo do
reimplante dentario em ratos pinealectomizados com ou sem reposi¢cao da
melatonina, foram utilizados 40 ratos divididos em 4 grupos de 10 animais. Grupo 1
(C): animais nao pinealectomizados e submetidos ao reimplante do incisivo superior
direito. Grupo 2 (PNX): animais pinealectomizados e submetidos ao reimplante
dentario. Grupo 3 (PNX-M): animais pinealectomizados, submetidos ao reimplante e
com suplementacdo de melatonina. Grupo 4 (M): animais nao pinealectomizados,
submetidos ao reimplante e com suplementacdo de melatonina. Apds 47 dias, os
animais foram eutanasiados e as pecgas contendo os dentes foram processadas para
obtencao de laminas que foram coradas em hematoxilina e eosina para analise
histolégica e morfométrica. Analisou-se, quantificou-se e comparou-se a ocorréncia
de reabsorgcao inflamatédria, reabsorcdo por substituicdo, anquilose e reparo por
ligamento periodontal. Encontrou-se que os grupos C e PNX foram os mais
acometidos por reabsorc¢éao radicular (reabsorgao total) (p = 0,0001). O grupo M foi o
menos acometido pela reabsorg¢ao inflamatéria (p = 0,0001). O grupo PNX-M foi o
menos acometido pela reabsorgao por substituicdo (p = 0,0029). O grupo PNX foi o
que apresentou a menor ocorréncia de reparo por ligamento periodontal (p =
0,0001). O grupo M foi o que apresentou melhores resultados de reinsergdo do
ligamento periodontal (p = 0,0001). Nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os quatro grupos em relagdao a ocorréncia de anquilose (p =
0,1083). Concluiu-se que a suplementacdo com melatonina em ratos
pinealectomizados ou nao repercutiu positivamente no processo de reparo quando

comparado com os grupos que nao foram suplementados.

Palavras-chave: Reimplante dentario. Glandula pineal. Melatonina. Ratos.



Ribeiro, ED. Healing of tooth replantation after therapy with melatonin in
pinealectomized rats: Histomorphometric analysis [thesis]. Aragcatuba: UNESP - Sao
Paulo State University; 2015.

ABSTRACT

In order to improve the prognosis of tooth replantation, several local factors were
studied, seeking the development of a treatment protocol. However, little is known
with regard to systemic factors. One such condition is the absence of melatonin,
which can occur in people with nocturnal habits. In order to study the repair process
of tooth replantation in pinealectomized rats with or without replacement of
melatonin, 40 rats were divided into 4 groups of 10 animals. Group 1 (C): no
pinealectomized animals and underwent replantation of right upper incisor. Group 2
(PNX): pinealectomized animals and submitted to the dental replantation. Group 3
(PNX-M): pinealectomized animals, submitted to replantation and melatonin
supplementation. Group 4 (M): no pinealectomized animals, submitted to replantation
and melatonin supplementation. After 47 days, the animals were euthanized and
specimens containing the teeth were processed for obtaining blades that are stained
with hematoxylin and eosin for histomorphological analysis. It was analyzed and
quantified the occurrence of inflammatory resorption, replacement resorption,
ankylosis and repair of periodontal ligament. It was found that the C and PNX groups
were the most affected by root resorption (total resorption) (p = 0.0001). Group M
was the least affected by inflammatory resorption (p = 0.0001). The PNX-M group
was the least affected by the replacement resorption (p = 0.0029). The PNX group
was presented the lower occurrence of periodontal ligament (p = 0.0001). Group M
showed the best results of reintegration of the periodontal ligament (p = 0.0001).
There was no statistically significant difference among the four groups in the
occurrence of ankylosis (p = 0.1083). It was concluded that with replacement of
melatonin in pinealectomized rats or not reflected positively in the repair process

when compared to the groups that were not supplemented.

Keywords: Tooth replantation. Pineal Gland. Melatonin. Rats.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Grupo 1 (Grupo C): Fotomicrografias em campo claro de cortes

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

transversais de incisivo superior de ratos corados em H.E.
Caracteristicas encontradas: 1 - Reabsorg&o inflamatdria (seta 1)
e reabsorcdo por substituicdo (seta 2); 2 - Reabsorgao
inflamatdria; 3 - Area de reinser¢do do ligamento periodontal.
Abreviaturas: D: dentina, C: cemento, TO: tecido ésseo, LP:
ligamento periodontal. H.E. 200X...........ccooooiiiiiiiiiiieeeee
Grupo 2 (Grupo PNX): Fotomicrografias em campo claro de
cortes transversais de incisivo superior de ratos corados em H.E.
Caracteristicas encontradas: 4 - Reabsorcido inflamatéria; 5 -
Disposigao paralela das fibras do ligamento periodontal; ponto de
anquilose (seta); 6 - Reabsorg¢ao por substituicdo. Abreviaturas:

D: dentina, TO: tecido 6sseo, LP: ligamento periodontal. H.E.

Grupo 3 (Grupo PNX-M): Fotomicrografias em campo claro de
cortes transversais de incisivo superior de ratos corados em H.E.
Caracteristicas encontradas: 7 - Area de estreitamento do
ligamento periodontal; 8 - Area de reinser¢do das fibras do
ligamento periodontal; 9 - Clastos em area de reabsorgao (seta).
Abreviaturas: D: dentina, TO: tecido 0sseo, LP: ligamento
periodontal. H.E. 200X...........uuiiiiiiiiiiei e
Grupo 4 (Grupo M): Fotomicrografias em campo claro de cortes
transversais de incisivo superior de ratos corados em H.E.
Caracteristicas encontradas: 10 - Reabsorcao inflamatéria ativa;
11 - Limite da bolsa periodontal em corte do terco cervical da raiz;
12 - Area de reinsergdo das fibras do ligamento periodontal.
Abreviaturas: D: dentina, TO: tecido 6sseo, LP: ligamento
periodontal. H.E. 200X...........coiiiiiiiiiiiiee e

42

44

46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Tabela 1: Média em porcentagem e desvio padrdo da ocorréncia
de reabsorgao inflamatoria (R. Inf.), reabsorgéo por substituicdo (R.
Subs.), reabsorgao total (R. Total) nos grupos estudados................. 49
Tabela 2 - Tabela 2: Média em porcentagem e desvio padrao da ocorréncia
de ligamento periodontal (LP), ligamento periodontal reinserido (LP

Reins.) e anquilose (Anqg.) nos grupos estudados...........cccccveeeeeennn.. 49



LISTA DE ABREVIATURAS

C Grupo controle

PNX Grupo pinealectomizados

PNX-M Grupo pinealectomizados com reposi¢cdo de melatonina
M Grupo melatonina

R Inf Reabsorcao inflamatéria

R Subs Reabsorcao por substituicao

R Total Reabsorgao total

LP Ligamento periodontal

LP Reins Ligamento periodontal reinserido
Ang Anquilose
IM Intramuscular

PC Peso corporal



2 o

SUMARIO

INTRODUGAO
PROPOSIGAO
MATERIAIS E METODOS
RESULTADOS
DISCUSSAO
CONCLUSOES
REFERENCIAS

ANEXO A

ANEXO B

23
29
33
41
52
58
62
69
72



1. Introducéo




23

1. INTRODUCAO

Dentre os varios tipos de traumas, a avulsdo dentaria representa uma
condicao critica por deslocar o dente de seu ambiente natural, expondo-o0 a um meio
externo seco e contaminado [1]. Quando o dente é avulsionado, varios tipos de
tecidos como ligamento periodontal, cemento, osso alveolar, tecido gengival e polpa
dental sdo danificados. Esses danos incluem ruptura do epitélio gengival, ruptura do
ligamento periodontal, injurias ao cemento e osso alveolar e rompimento do feixe
vasculo-nervoso da polpa dental. Dessa forma, o reparo de um dente reimplantado
se constitui em um processo complexo que depende do potencial de reconstituicao
dos varios tipos celulares envolvidos e da proporcdo com a qual cada uma ocorre
[2].

Apos a avulsao dentaria, parte das fibras do ligamento periodontal permanece
aderida ao cemento e parte fica aderida a parede alveolar [3]. A vitalidade da porgao
cementaria do ligamento periodontal é de fundamental importancia para o reparo do
dente reimplantado [4-6].

Apods o reimplante, existe a formagdo de um coagulo sanguineo entre a
porcao alveolar e cementaria do ligamento periodontal [7,8]. Quando o ligamento
periodontal cementario remanescente ainda apresenta vitalidade, esse coagulo pode
se organizar em um tecido de granulagdo o qual tera grande chance de restituir a
reinsercao [7].

Por outro lado, quando a vitalidade € perdida, este tecido de granulagao pode
ser substituido por tecido 6sseo [6,7] ou dar inicio a um processo de reabsorgéo o
que retardara ou impedira a reinsergéo [9,10].

Fatores locais como o tipo e o tempo de uso da contencdo, a
antibioticoterapia sistémica, o tratamento da superficie radicular e o tratamento
endodéntico interferem no processo de reparo. A partir da compreensao da
influéncia desses fatores, estabeleceu-se um protocolo para a realizagcdo do
reimplante em condigdes favoraveis e desfavoraveis de conservagdo do dente
avulsionado [11]. No entanto, muito pouco & conhecido sobre a influéncia dos fatores

sistémicos no processo de reparo.
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Contudo, existem condi¢des sistémicas (diabetes, deficiéncia de estrégeno)
resultantes de padrées comportamentais que também podem influir no processo de
reparo. Estudos demonstram que pessoas que trabalham no turno da noite possuem
deficiéncia na capacidade de liberacao circadiana de melatonina via pineal, pois este
horménio so é liberado por meio desta glandula no escuro e durante o sono [12-14].
Essas pessoas apresentam aumento da ocorréncia de disfungdes cardiovasculares,
gastrointestinais, reprodutivas, de cancer, de disturbios de sono e alerta, este ultimo
levando naturalmente a uma maior incidéncia de acidentes com estes trabalhadores
e possivelmente riscos para toda a sociedade. Estes trabalhadores noturnos
também estdo sujeitos mais frequentemente a problemas psicoldgicos, sociais e
familiares. Tais efeitos s&o resultados da interferéncia de suas atividades com o ciclo
circadiano normal. Em particular, a temperatura corpérea e a secregcao de
melatonina parecem ser os responsaveis pela variagao do estado de alerta [13].

A melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) € uma molécula amplamente
presente na natureza, ocorrendo em organismos unicelulares, plantas, fungos e
animais. Na maioria dos vertebrados, incluindo os homens, a melatonina é
sintetizada primariamente na glandula pineal, durante o periodo escuro do ciclo
circadiano [15].

Além do controle do ciclo circardiano, a melatonina vem sendo atrelada com
diversas fungdes especificas, estando relacionada ao envelhecimento, a obesidade,
a sensibilidade a insulina, a maturacao sexual, as acdes antidepressivas, ao controle
das secregdes de hormdnio (do crescimento, horménios adrenais e tireoideanos), e
como agente antioxidante, substancia oncoestatica, substancias cardioprotetoras,
mediador inflamatorio e substancia osteogénica [15-17].

Na Odontologia, os efeitos benéficos da melatonina ja vém sendo avaliados
por alguns pesquisadores. Cutando et al., [18] associam a melatonina como um
possivel recurso contra a doenga periodontal, gracas as suas atividades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, e estimulantes da proliferagcdo de fibroblastos e da
remodelacao 6ssea. Também em 2007, publicaram um trabalho relatando que, apos
a extracado dentaria, os niveis séricos de radicais livres aumentam, dificultando as
reacbes de cura. A aplicacdo de melatonina nestes alvéolos diminuiria as
complicagbes causadas pelo estresse oxidativo [19]. Em outro trabalho, Cutando et

al., [20] relacionam os graus severos de periodontite com a diminuigao dos niveis
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salivares de melatonina, indicando que a melatonina age na protegdo do organismo,
contra agressodes bacterianas externas.

Como revisto, a melatonina pode interferir no processo de reparo tecidual de
diversas formas, tanto pela modulacdo de processos inflamatdrios, pela formacao de
fibrilas colagenas, pelo tempo de diferenciacdo dos osteoblastos, como por meio do
estresse oxidativo. Portanto, provavelmente, a falta da liberacdo deste hormoénio
pela glandula pineal poderia trazer um prejuizo neste reparo.

Este estudo tem como hipétese avaliar se pessoas que tem como rotina a
atividade noturna poderiam apresentar, apos um traumatismo dentario, um atraso no
processo de reparo. Entretanto, ainda ndo existem estudos que demonstrem tal
suposi¢ao. Portanto, o presente estudo tem por finalidade avaliar o processo de
reparo de dentes reimplantados em animais no qual se induziu a supressao da
liberagcdo de melatonina pela remogéo da glandula pineal, como também a influéncia
da suplementagcdo com melatonina no processo de reparo. Para tanto, os estudos
foram conduzidos em ratos pinealectomizados, em comparagao a ratos que nao

passaram por esta intervencao.



2. Proposicao
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2. PROPOSIGAO

A proposta do presente trabalho foi avaliar a influéncia do tratamento com
melatonina no processo de reparo em reimplante de incisivo superior de ratos.
Verificar se existe influéncia da supressao da melatonina, obtida pela da remogéao da
glandula pineal; e da suplementagdo com melatonina em ratos pinealectomizados ou

nao.



3. Materiais e Métodos
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3. MATERIAIS E METODOS

Organizagao dos grupos

Este estudo foi desenvolvido mediante a aprovagdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Aragatuba - UNESP (Processo
2014-00474). Para esse estudo, foram utilizados 40 animais (Rattus Norvegicus,
Wistar), machos, pesando 300 gramas, divididos em 4 grupos de 10 ratos. Os ratos
foram obtidos no Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aragatuba —
UNESP e mantidos no Biotério do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada da
mesma unidade. Os animais foram mantidos em ambiente de 12/12 horas de claro e
escuro (periodo claro iniciado as 7:00 horas da manha) e temperatura de 23°C
(variacdo de + 2°C). Os ratos receberam racédo balanceada e agua de torneira ad
libitum. No grupo 1 (C), os animais foram submetidos a exodontia e reimplante do
incisivo superior direito. No grupo 2 (PNX), os animais foram pinealectomizados e
posteriormente foram submetidos ao reimplante dentario. No grupo 3 (PNX-M), os
animais foram pinealectomizados e posteriormente, submetidos ao reimplante
dentario, com suplementacdo de melatonina. No grupo 4 (M), os animais foram

submetidos ao reimplante dentario e tratados com melatonina.

Procedimento de pinealectomia

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de quetamina (80mg/kg p.c., i.m.)
e xilazina (10mg/kg p.c., i.m.) e adaptados a um aparelho estereotaxico. Com auxilio
de duas barras auriculares, a cabecga de cada animal foi colocada em posicao fixa.
Apos a remogao do pelo sobre o escalpo e assepsia da pele da cabegca com solugao
de polivinilpirrolidona-iodo, foi feita uma incisao longitudinal e o tecido subcutaneo foi
afastado para a visualizag&o da regido do lambda. Desta regido foram removidos 4,5
mm de didmetro de calota craniana, com uma broca tipo trefina (Neodent, Curitiba,
Parana, Brasil) acoplada a um motor de baixa rotacdo. Apods a retirada deste
fragmento de 0sso, 0 seio venoso (regido de interseccdo do seio venoso sagital e

transversal) foi visualizado e com uma pinga foi retirada (Grupos PNX e PNX-M) a
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glandula pineal, que se localiza logo abaixo deste seio. Apds a retirada desta
glandula, o fragmento de osso retirado foi recolocado na sua posicao inicial, e o
animal retirado do aparelho estereotaxico. Apds a hemostasia, a pele foi suturada
com fio de seda 5.0 (Ethicon, Johnson&Johnson, S&o Paulo, Brasil). Como medida
profilatica, apds a cirurgia, foi injetada por via intramuscular 20.000 U.l. de penicilina
G benzatina (Fontoura Wyeth S.A., Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil).
Apés a cirurgia, os ratos foram mantidos nas condi¢gbes anteriormente citadas, por

um periodo de 30 dias antes da realizacdo da exodontia e reimplante dentario.

Exodontia e reimplante dentario

Para o segundo procedimento cirurgico, os animais foram novamente
anestesiados, foi realizada a antissepsia da por¢ao anterior da maxila, com solucao
de polivinilpirrolidona-iodo, sindesmotomia, luxacdo e extracdo do incisivo superior
direito com auxilio de instrumental especialmente adaptado. Apds a extragcdo os
dentes foram mantidos sobre bancada, em meio seco por 20 minutos. Na sequéncia,
removeu-se a papila dental e o 6rgdo do esmalte com lamina de bisturi n°15
(Maxicor, Pinhais, Parana, Brasil), a polpa removida por via retrégrada e o canal
instrumentado, empregando-se lima tipo Kerr n° 25, ligeiramente curvada. Os canais
foram irrigados com soro fisiolégico e o liquido intracanal aspirado com seringa Luer
Look acoplada em agulha 25X6 (Injex, Ourilhos, Sdo Paulo, Brasil) e secos com
cones de papel absorvente (Dentsply, Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil). Na
sequéncia os canais foram preenchidos com pasta de hidroxido de calcio (Dentsply,
Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil) e propileno glicol, por via retrégrada, com auxilio
de broca lentulo (Dentsply, Petrépolis, Rio de Janeiro, Brasil) montada em baixa
rotacdo. O curativo foi posicionado respeitando-se o limite de 4mm aquém do apice
radicular. Na porcado apical do canal e sobre o curativo de hidroxido de calcio, foi
confeccionado um “plug” com cimento MTA (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) que
preencheu os 4 mm apicais do canal radicular. O cimento foi obtido a partir da
mistura de uma medida de pé com uma gota de agua destilada, espatulado por 30
segundos até a homogeneizagdo dos componentes, sendo posteriormente levado ao
canal com espatula metalica e acamado com a ajuda de condensadores. O tempo

decorrido para o tratamento endodéntico foi de 10 minutos. Apds este procedimento,
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os dentes foram reimplantados em seus respectivos alvéolos com preparo prévio do
mesmo, por meio de limpeza cirurgica com auxilio de uma cureta e irrigagcdo com
soro fisiolégico. Apds o reimplante, todos os animais receberam dose unica de
20.000 U.l. de penicilina G benzatina (Fontoura Wyeth S.A., S&o Bernardo do
Campo, Sao Paulo, Brasil) por via intramuscular. Dois dias apds o reimplante, os
animais dos grupos PNX-M e M, passaram a receber, por meio de gavagem, solugao
de melatonina (0,2ml — 3mg/Kg p.c.) (Melatonin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
A droga foi ministrada em dose unica, diariamente, as 19:00 horas durante 45 dias.
Além disso, nos trés primeiros dias apds o reimplante, os ratos receberam ragao
triturada. Decorrido esse periodo, os animais foram eutanasiados por dose
excessiva de anestésico. A maxila direita, contendo o dente reimplantado, foi
separada ao nivel da linha mediana com o emprego de uma lamina de bisturi n° 15
(Maxicor, Pinhais, Parana, Brasil). Um corte com tesoura reta ao nivel da porgao
distal do 3° molar possibilitou a obtencdo de maxila direita contendo o dente
reimplantado. Os espécimes assim obtidos foram fixados em solugao formalina a

10% por 24 horas e descalcificados em solugao de EDTA a 4,13%, pH 7,0.

Apoés a descalcificagao, as pegas foram processadas e incluidas em parafina.
Nos blocos, foram realizados cortes semi-seriados de 6 micrémetros de espessura,

no sentido transversal da raiz.

Forma de analise dos resultados

Analise histologica

Esta analise foi realizada com auxilio de microscopio 6ptico (Axiolab — Zeiss,
Alemanha), e em fungdo da anatomia, somente a face lingual da raiz foi
considerada. A raiz teve seu comprimento mensurado com régua milimetrada e
dividida em 4 partes. Em cada secgao foi obtido 1 Iamina com 4 cortes cada, as
quais foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (H.E.), para analise
histolégica e morfométrica. Foram analisadas as caracteristicas do ligamento

periodontal, osso alveolar, cemento e dentina, além da ocorréncia de reabsorcao
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inflamatéria, reabsorcao por substituicdo e anquilose ao longo de toda a superficie

radicular.

Analise histométrica

A imagem do corte transversal foi capturada por meio de uma camera Axio
Cam MRc5 (Carl Zeiss do Brasil LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) acoplada a um
Estereomicroscopio Stemi 2000 C (Carl Zeiss do Brasil LTDA, Rio de Janeiro, Brasil)
com um aumento de 1:25 para permitir uma visdo panoramica do dente. Essa
imagem foi salva como figura no programa Axio Vision 4.5 (Carl Zeiss do Brasil
LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) e utilizada para a quantificacido no programa Image J
(Wayne Rasband - Research Services Branch, National Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland).

Para analise histométrica foi inicialmente mensurada a area total de dentina
radicular e em seguida a area de dentina radicular reabsorvida. O valor da area de
dentina total e da area de dentina reabsorvida foi submetido a uma regra de trés
para quantificar a porcentagem de raiz comprometida pela reabsorcao. As areas de
anquilose e de ligamento periodontal foram mensuradas por meio da medida do
perimetro da superficie radicular, sendo inicialmente mensurado o perimetro total da
raiz e depois o perimetro onde o cemento encontrava-se recoberto por tecido 6sseo
ou por ligamento periodontal. Da mesma forma que para a reabsorgéao, foi calculada
a porcentagem da raiz comprometida pela anquilose ou reparada por ligamento
periodontal. Na anadlise do ligamento periodontal, mensurou-se também as éareas
que apresentavam reinsercao de suas fibras colagenas, caracterizada pela posigao
perpendicular das fibras em relagcdo a superficie radicular. Apés a quantificagao, as
médias obtidas na analise histomorfométrica foram submetidas a analise estatistica
por meio do software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA, USA).
Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
(teste de Kolmogorov-Smirnov). Como os valores se mostraram nao normais, o teste
de Kruskal-Wallis, para comparagées multiplas de dados nao-paramétricos, foi

utilizado para comparacao das amostras com nivel de significancia de 5%. Quando



evidenciada diferenga estatisticamente significante, o teste de Dunn foi utilizado p:

comparagdes individuais.
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4. RESULTADOS

Analise histolégica

Para obtencdo dos resultados deste estudo, 6 espécimes foram
desconsiderados por conta da ocorréncia de fratura da coroa ou da raiz durante o

procedimento de exodontia e reimplante.

Grupo1(C,n=28)

Este foi o grupo mais comprometido pela reabsor¢do radicular, tendo sido
encontrada em todos os espécimes. Em 4 deles, houve um envolvimento de maior
profundidade na dentina mas nos demais, as areas eram menos extensas. Das
areas reabsorvidas, a reabsorc¢ao inflamatéria foi encontrada em maior proporgao,
ocorrendo em todos os espécimes. Essas areas se caracterizavam pela presencga de
um infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo fibroso adjacente a area reabsorvida,
com a presenca de clastos junto a dentina (Fig. 1-1 e 1-2). Com exceg¢ao de dois
espécimes, a reabsorg¢ao por substituicdo foi encontrada comprometendo pequenas
porcoes de cemento e dentina. Nessas areas a dentina reabsorvida é substituida por
tecido 6sseo alveolar (Fig. 1-1). O ligamento periodontal foi observado em todos os
espécimes, ocupando em média 51% da superficie radicular. Parte das demais
areas foi ocupada por tecido Osseo alveolar consequente da reabsorgdo por
substituicdo ou anquilose. A outra parte da superficie radicular estava comprometida
pela existéncia de bolsa periodontal (n = 5). Em alguns pontos do ligamento
periodontal era possivel encontrar focos de inflamagéo, cujo infiltrado variava de leve
a moderado, com eventuais pontos de maior intensidade. Uma pequena proporgao
do ligamento periodontal apresentou reinsergdo. Localizava-se na por¢do mais
lingual da raiz e se caracterizavam pela posi¢cao perpendicular de suas fibras em
relacdo a superficie radicular (Fig. 1-3). Nas demais areas, essas fibras se
apresentavam desorganizadas ou dispostas paralelamente a superficie radicular. A

parede 6ssea alveolar era formada por tecido ésseo maduro e apresentava alguns
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pontos de reabsorgdo, principalmente junto as areas de maior inflamagao do

ligamento periodontal.

Figura 1. Grupo 1 (Grupo C): Fotomicrografias em campo claro de cortes
transversais de incisivo superior de ratos corados em H.E. Caracteristicas
encontradas: 1 - Reabsorcao inflamatéria (seta 1) e reabsorgdo por substituicao
(seta 2); 2 - Reabsorcdo inflamatéria; 3 - Area de reinsercdo do ligamento
periodontal. Abreviaturas: D: dentina, C: cemento, TO: tecido ésseo, LP: ligamento
periodontal. H.E. 200x.
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Grupo 2 (PNX, n = 8)

Este grupo apresentou resultados semelhantes aos encontrados no grupo C
em relacdo ao total de dentina reabsorvida, reabsorcao inflamatéria e reabsorgao
por substituicdo. Areas mais profundas de reabsorcéo foram encontradas somente
em 3 espécimes, nos demais, as reabsor¢cdes foram menos extensas (Fig. 2-4).
Areas de reabsorgao ativa foram encontradas e se caracterizavam pela presenca de
clastos junto a dentina. Semelhanga com o grupo C também foi encontrada em
relacdo as areas de reparo por ligamento periodontal. Este tecido estava presente
em todos os espécimes ocupando em média, 47,05% da superficie radicular.
Pequenas areas de anquilose foram encontradas em 5 espécimes (Fig. 2-5). Poucas
foram as areas de reabsorg¢ao por substituicdo (Fig. 2-6). Na maior parte dos casos
(n =7), a auséncia de ligamento periodontal estava relacionada a presenca de bolsa
periodontal que comprometia principalmente os cortes da regido cervical. Poucas
também foram as areas de reinsergdo do ligamento periodontal, encontradas na
superficie lingual de 5 espécimes (média de 5,71%). Na maior parte dos casos suas
fibras colagenas encontravam-se desorganizadas ou dispostas paralelamente a
superficie radicular (Fig. 2-5). Nesses locais, um infiltrado inflamatério que variava de
leve a moderado foi encontrado. Tecido 6sseo maduro formava a parede alveolar
que também apresentava pontos de neoformacido éssea. Pontos de reabsorgcao
foram encontrados nas areas em que o infiltrado inflamatério do ligamento

periodontal era mais intenso (Fig. 2).
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Figura 2: Grupo 2 (Grupo PNX): Fotomicrografias em campo claro de cortes
transversais de incisivo superior de ratos corados em H.E. Caracteristicas
encontradas: 4 - Reabsorgao inflamatodria; 5 - Disposicdo paralela das fibras do
ligamento periodontal; ponto de anquilose (seta); 6 - Reabsorgdo por substituicao.

Abreviaturas: D: dentina, TO: tecido ésseo, LP: ligamento periodontal. H.E. 200x.
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Grupo 3 (PNX-M, n = 8)

Neste grupo, o comprometimento da raiz pela reabsorgao radicular foi menor
do que o observado nos grupos C e PNX. Com exceg¢ao de 2 espécimes onde a
profundidade foi maior, as areas reabsorvidas se restringiram a pequenos e poucos
pontos na dentina. A maior parte dessas areas era formada por reabsorgcao
inflamatéria (média de 2,48%) enquanto a reabsorg¢ao por substituicdo se restringiu a
menos de 1%. Pontos de reabsorgao ativa foram encontrados em alguns espécimes
(Fig. 3-9). O ligamento periodontal abrangeu uma maior extensdo da superficie
radicular (média de 65,81%). Em alguns locais, o tecido 6sseo alveolar ocupava
parte do espago do ligamento periodontal resultando em seu estreitamento (Fig. 3-
7). A presenga de bolsa periodontal foi observada em 6 espécimes ocupando areas
menos extensas do terco cervical da raiz. O ligamento periodontal apresentava-se
rico em fibras colagenas, fibroblastos e vasos sanguineos. Focos de inflamagéao
estavam presentes principalmente junto a parede da bolsa periodontal e areas de
reabsorgdo. Areas de reinsergdo também foram encontradas na regido lingual da
raiz em extensdo semelhante ao observado nos grupos C e PNX (Fig. 3-8). Na
parede 6ssea alveolar foi possivel encontrar pontos de tecido ésseo neoformado.
Alguns pontos de reabsor¢do também foram observados principalmente proximos as

areas de inflamacgé&o do tecido conjuntivo fibroso.
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Figura 3: Grupo 3 (Grupo PNX-M): Fotomicrografias em campo claro de cortes
transversais de incisivo superior de ratos corados em H.E. Caracteristicas
encontradas: 7 - Area de estreitamento do ligamento periodontal; 8 - Area de
reinsercdo das fibras do ligamento periodontal; 9 - Clastos em area de reabsorgao

(seta). Abreviaturas: D: dentina, TO: tecido ésseo, LP: ligamento periodontal. H.E.
200x.
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Grupo 4 (M, n = 10)

Este foi o grupo menos comprometido pela reabsor¢ao radicular tendo sido
inferior aos grupos C e PNX. Em todos os espécimes, envolveu areas pouco
profundas e de pequena extensdo da raiz. A reabsor¢gao por substituicao
compreendeu apenas 1,15% das areas reabsorvidas e a reabsorcao inflamatoéria,
menos de 1% (Fig. 4-10). A extens&o de ligamento periodontal (73,46%) assim como
as areas de reinsercao (16,89%) (Fig. 4-12) foram superiores ao observado nos
grupos C e PNX (Fig. 4). Quando presente, o infiltrado inflamatério no tecido
conjuntivo fibroso geralmente era leve. Alguns pontos de maior intensidade foram
encontrados principalmente proximos a parede da bolsa periodontal. Pequenas
por¢coes de anquilose foram encontradas e, em 5 espécimes, houve a presenca de
bolsa periodontal envolvendo poucas areas da regido cervical da raiz (Fig. 4-11). A
parede alveolar era formada por tecido 6sseo maduro, com alguns pontos de

neoformacgao. Poucos pontos de reabsorg¢ao foram encontrados.
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Figura 4: Grupo 4 (Grupo M): Fotomicrografias em campo claro de cortes
transversais de incisivo superior de ratos corados em H.E. Caracteristicas
encontradas: 10 - Reabsor¢ao inflamatdria ativa; 11 - Limite da bolsa periodontal em
corte do terco cervical da raiz; 12 - Area de reinsercdo das fibras do ligamento
periodontal. Abreviaturas: D: dentina, TO: tecido 6sseo, LP: ligamento periodontal.
H.E. 200x.
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Analise estatistica

Os grupos C e PNX foram os mais acometidos por reabsorg¢ao radicular
(reabsorgao total) (p = 0,0001). O grupo M foi 0 menos acometido pela reabsorgao
inflamatéria (p = 0,0001). O grupo PNX-M foi o menos acometido pela reabsorgao
por substituicdo (p = 0,0029). O grupo PNX foi o que apresentou a menor ocorréncia
de ligamento periodontal (p = 0,0001). O grupo M foi o que apresentou melhores
resultados de reinsergédo do ligamento periodontal (p = 0,0001). Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre os quatro grupos em relacédo a ocorréncia de
anquilose (p = 0,1083) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Média em porcentagem e desvio-padrao da ocorréncia de reabsorgao
inflamatéria (R. Inf.), reabsor¢géo por substituicdo (R. Subs.), reabsorcdo total (R.

Total) nos grupos estudados.

Evento C (dp) PNX(dp) PNX-M(dp) M(dp) p
R. Inf. 11,37(10,95)° 8,52(13,02)*° 2,48(5,27)*° 0,78(1,30)° 0,0001*
R. Subs. 4,89(5,27)  1,40(2,29)*° 0,81(1,99)°° 1,15(2,04)* 0,0029*

R.Total  16,27(10,86)° 9,92(12,64)° 3,29(553)° 1,93(2,42)°  0,0001*

Teste de Dunn para comparagdes entre 0s grupos.

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante™.

Tabela 2: Média em porcentagem e desvio-padrdo da ocorréncia de ligamento
periodontal (LP), ligamento periodontal reinserido (LP Reins.) e anquilose (Ang.) nos

grupos estudados.

Evento C (dp) PNX(dp) PNX-M(dp) M(dp) p

LP 51,96(22,33)* 47,05(19,31)° 65,81(21,78)>9 73,46(29,17)°° 0,0001*
LP Reins.  4,33(9,13)  5,71(13,64)" 9,93(12,26)®®  16,89(14,47)° 0,0001*
Ang. 10,85(14,09)  3,21(5,27)° 2,66(4,99)° 5,94(11,06)* 0,1083

Teste de Dunn para comparagdes entre 0s grupos.

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante™.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo, optou-se pelo rato como modelo animal por ser possivel a
realizacdo do reimplante dentario [21] e também por permitir a remogéo da glandula
pineal para a supressao da melatonina [17,22]. O rato € um animal de pequeno
porte, de facil manipulagado e, onde se consegue um padréo de peso e tamanho.
Mesmo considerando as diferencas do reparo desses animais em relagao aos seres
humanos, os mesmos sao aceitos [1,17,22-24].

Optou-se pela administracdo da melatonina por meio da gavagem, por ser um
método de facil realizagdo, induzir pouco estresse, aceito cientificamente permitir
padronizagao da droga e simular uma forma de administragdo comumente realizada
em humanos [25,26]. Seu uso na agua do bebedouro da gaiola n&o foi utilizado pois
poderia dificultar a padronizacdo da dosagem para cada rato [27,28]. Por fim, a
forma de administracdo injetavel se constituiria em método mais trabalhoso e com
mais estresse [29,30].

Como em outros estudos, a melatonina foi ministrada as 19:00 horas por ser o
inicio do periodo escuro do ciclo circadiano, quando ela é sintetizada primariamente
na glandula pineal [15] e sua efetividade é observada [31,32]. O periodo de analise
foi de 47 dias porque nesse periodo ja existe a reinser¢cdo da maior parte do
ligamento periodontal e o reparo da superficie radicular ja estd bem definido, de
forma a permitir as mensuragdes. Nesse periodo consegue-se verificar a ocorréncia
das reabsorcoes, além da reinserg¢ao do ligamento periodontal, de forma semelhante
ao observado no periodo de 60 dias [33].

De wuma forma geral, todos os grupos estudados apresentaram
comprometimento pela reabsorcio radicular. Isso pode ter ocorrido principalmente
por conta do periodo extrabucal utilizado, que foi de 30 minutos em meio seco.
Nesse periodo de tempo, a desvitalizagdo do ligamento periodontal & parcial,
apresentando remanescentes com e sem vitalidade [4,5,7,10]. Essa condicéo
permitiria uma melhor analise da capacidade de reparo do ligamento periodontal
com vitalidade em relagdo as areas lesadas. Em um periodo extrabucal inferior, a
possibilidade de regeneracdo de quase todo o ligamento periodontal ja € esperada
[4,7]. Por outro lado, no reimplante tardio, isto €, periodo extrabucal acima de 60

minutos, o reparo do ligamento periodontal é praticamente inexistente, com o dente
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reimplantado tendendo a anquilose e reabsor¢do por substituicao [1,6,21,34,35].
Ainda assim, parece ser oportuna a realizagdo de outros estudos para se analisar a
influéncia da melatonina nesses periodos de tempo.

Devem-se ressaltar nesse estudo, os resultados encontrados no grupo PNX.
Por conta da pinealectomia, acreditava-se que haveria a possibilidade de alguma
deficiéncia no reparo como consequéncia da supressdo desse horménio. Com
excecgao do reparo por ligamento periodontal em que o grupo PNX apresentou média
inferior ao grupo PNX-M, sugerindo uma provavel deficiéncia de melatonina, nos
demais parametros analisados isso nao ocorreu. O método de pinealectomia
empregado nesse estudo, mostrou-se efetivo em outros estudos [17,22,27,28,30-
32]. Uma possivel justificativa para esse resultado seria a necessidade de um
periodo maior de tempo para a ocorréncia de alguma alteragdo. Por outro lado,
dados da literatura indicam que outros 6rgaos poderiam produzir melatonina, o que
poderia de alguma forma, compensar a auséncia da glandula pineal. A glandula
pineal € um dos principais 6rgaos sintetizadores da molécula melatonina, durante o
periodo escuro do ciclo circadiano, porém estudos mais recentes demonstraram que
sua sintese pode ocorrer em diversos 6rgaos e tecidos, incluindo retina, medula
0ssea, trato gastrointestinal, pele e linfocitos [15].

E evidente a semelhanca de desenvolvimento e morfologia entre a glandula
pineal e retina. Uma caracteristica notavel da glandula pineal e a retina é a
capacidade comum para sintetizar a melatonina [36]. Contudo, a melatonina
produzida na gléndula pineal tem passagem livre por meio das membranas e se
distribui em todos os compartimentos do corpo, ao passo que a produzida na retina
aparentemente age localmente dentro dos olhos [37]. Diferente da produgdo de
melatonina pela glandula pineal, no trato gastrointestinal ndo segue um ritmo
circadiano, mas a produgao corresponde a periodicidade da ingestdo de alimentos
ricos em triptofano [38,39]. Apds a pinealectomia, os niveis séricos de melatonina
nao seguiriam o ritmo do ciclo circadiano, mas os valores nao seriam muito baixos
durante o dia por causa da contribuicdo da melatonina pelas fontes extra-pineal,
principalmente o trato gastrointestinal [40].

Os resultados deste estudo demonstraram também que os grupos que
receberam melatonina foram os que apresentaram os aspectos histologicos mais
favoraveis ao reparo do dente reimplantado. Menos reabsorgéo radicular total foi

encontrada nesses espécimes e essa redugdo foi observada principalmente na
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reabsorc¢ao inflamatoéria. Condutas como a remogao do tecido pulpar, emprego do
hidréxido de calcio como curativo de canal e antibioticoterapia sistémica foram
tomadas para o controle da reabsorgao inflamatéria em todos os grupos [21]. Mesmo
assim, remanescentes necrosados de ligamento periodontal podem permanecer na
superficie radicular e estimular um processo inflamatério associado a reabsorgéo
[41].

A esse respeito, tem sido demonstrado que a melatonina inibe as enzimas
inflamatérias ciclooxigenases, ligando-se aos sitios ativos de COX-1 e COX-2,
atuando como inibidor endégeno de inflamacéo [42]. A melatonina também suprime
fortemente a interleucina-6 induzida por lipopolissacarideo em macréfagos [43]. A
melatonina pode reduzir a resposta inflamatdria na gengiva e periodonto, e ajudar na
preservacao e promog¢ao do crescimento dsseo alveolar [44].

Outro aspecto que apresentou diferenca siginificativa foi o reparo por
ligamento periodontal e a reinser¢cao de suas fibras, que se mostraram superiores
nos grupos que receberam melatonina. Estudos demonstram que no tecido
periodontal a melatonina influencia a atividades dos fibroblastos e regeneragcéo do
0sso [45,46], além de estimular a sintese de colageno tipo | [47]. Sua agéo
antioxidante também teria grande importancia no reparo do periodonto. Em alvéolo
apos exodontia, favoreceria o reparo por meio da reducdo das complicacbes
causadas pelo estresse oxidativo [19].

A acgdo direta da melatonina como agente antioxidante se da durante sua
metabolizagdo, a qual ocorre com o consumo de radicais livres e esta acédo é
complementada indiretamente com a estimulagdo de enzimas antioxidantes como:
glutationa peroxidase, redutase, superoxido dismutase e catalase. A melatonina
também é capaz de promover a reducdo dos niveis de Oxido nitrico e do anion
perdxido nitrico, por inibir a ativacdo de é6xido nitrico sintetase induzivel [19,43].

Varias sdo as dosagens empregadas na literatura com resultados positivos
em diferentes tecidos. Guven et al., [48] utilizaram 10 mg/kg por 3 dias para
tratamento de enterocolite necrozante, Turgut et al., [31] utilizou 30 ug/100mg por via
intramuscular diarias, por 8 semanas, para tratamento de neuroma em lesdao de
nervo periférico. Pugazhenthi et al., [49] utilizaram 1,2mg/kg, enquanto Ozler et al.,
[32] utilizaram 5mg/kg por via intramuscular, por sete dias para analise de reparo de
ferida cutanea. Assim, optou-se por uma dosagem média desses valores. Optou-se

por ministrar a droga durante todo o periodo experimental, porque a evolugdo do
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processo de reparo de um dente traumatizado demanda periodos mais longos.
Eventos como a reabsorgao por substituicdo podem se manifestar semanas apoés o
reimplante [10]. Os resultados encontrados neste estudo indicam a necessidade de
novas pesquisas para melhor definigdo da dosagem minima adequada, assim como
dessa terapia em outros tipos de traumas dentais. Devem-se considerar também as

caracteristicas inerentes do processo de reparo do rato em relagdo ao homem.
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6. CONCLUSAO

Concluiu-se neste estudo que a suplementagdo com melatonina em ratos
pinealectomizados ou n&o repercutiu positivamente no processo de reparo dos
dentes reimplantados, com menos reabsorg¢ao radicular total. O tratamento com
melatonina proporcionou também maior extensao de ligamento periodontal, assim
como das areas de reinser¢cao de suas fibras. A pinealectomia ndo resultou em

alteragdes significativas no processo de reparo dos dentes reimplantados.
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