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A Deus,

Obrigado, meu pai, por tudo que tem realizado em minha vida.
Obrigado por esses 13 anos maravilhosos de aprendizado e
realizacoes em Aracatuba. SO posso agradecer por todas essas
béncdos alcancadas em minha vida nesse periodo. A fé em sua

presenca me faz crescer e continuar caminhando.



Aos meus Pais Wander e Valdira,

Pai e mae obrigado por todo o amor, alicerce, amizade, incentivo e
dedicacdo na minha formacdo como pessoa sempre. SO possoO
agradecer a Deus por colocar vocés em minha vida. Obrigado por
tudo que fizeram e fazem por mim. Essa conquista é para vOCés

também. Amo muito voceés.



A0 meu irmao, lan,

Obrigado meu irméo pelos conselhos, amizade e companheirismo.
Apesar dos quinhentos quildmetros de distancia nunca estamos
longe um do outro. Essa conquista tenho de dividir com vocé que
sempre me incentivou também. Amo muito vocé. Obrigado por fazer

parte da minha vida.

A minha esposa, meu amor, Aline Leonardi Vieira,

Meu amor obrigado por todo apoio, dedicagcéo e sofrimento ao meu
lado para que conseguisse chegar em mais essa conquista. Dedico
esse trabalho a vocé que sempre me apoiou e aguentou todo o
sofrimento da distancia. Obrigado por todo seu amor, o qual
realmente me manteve em pé e me reergueu Nnos momentos que mais
precisei. Obrigado Senhor por colocar meu amor na minha vida e

agora na minha familia.



Aos meus Avos Waldemar, Luis e Sebastiana

Mesmo hoje vocés ndo estando aqui presentes de maneira fisica,
estdo no meu coracado sempre, ndao tem como nao dedicar essa
conquista a vocés. Obrigado por todo amor e momentos felizes

sempre. Sei que hoje estdao mais orgulhosos de mim.
A minha avo Ruthe,

Minha vozinha, esse dia tdo feliz dedico a vocé também. Obrigado
meu pai por permitir dividir essa conquista com minha vé entre nos.

Te amo muito minha vo querida.



A0 meu tio avo,

Tio Wanguimir(Vagner) essa conquista em especial posso dedicar
com certeza para vocé. Tio se néao fosse seus conselhos, carinho,
amizade e amor por mim e pelo meu irmé&o. Gracas a voceé tio que
pensou em nosso futuro e deu condi¢cdes de realizarmos nossos
sonhos, eu nédo teria chegado tdo longe. Sei que ai do céu hoje o

senhor esta feliz e muito orgulhoso com mais essa minha conquista.



Ao meu Padrinho, Valdemar Mariotto Filho,

Tio Mazinho, esse cara que sempre me espelhei dentro da minha
profissdo. Um dentista humano, dedicado e profissional

diferenciado. Dedico ao senhor essa conquista.

A0S meus Familiares

Aos meus tios e tias Carlos, Izabel, Gilda, Wilson e Silvia e os primos
Andressa, Daniel, Daniele e Pedro. Obrigado pelatorcida e apoio de

VOCEs sempre.

Tia Neusa e Tio Waltinho

Deus preferiu que vocés assistissem essa minha conquista ai de
cima, sei que estao muito orgulhosos pelo dia de hoje. Obrigado por

todo carinho, ensinamentos e amizade. Amo muito vocés.



A Faculdade de Odontologia de Aracatuba

Querida FOA do meu coracéo agradeco a cada mestre que passou
por minha vida nessa escola. Agradeco aos funcionarios, amigos e
colegas que fiz aqui. Cheguei um jovem e saio hoje um homem. Apés
13 anos nessa escola s6 posso agradecer por tudo que conquistei
nesse periodo. Gracas a vocé sou um profissional que posso fazer
com que as pessoas sorriem. Gracas a vocé posso formar novos
profissionais que ajudaram nessa missao de levar saude para 0s
Nnossos irmaos que tanto precisam. Sempre levarei as cores e
ensinamentos dessa escola por onde eu passar. Obrigado por ter

existido em minha vida e um até breve.

Ao meu orientador,

Professor Celso Koogi Sonoda, obrigado pela dedicacao e amizade.
Tenho que agradecer o apoio sempre. O senhor € um exemplo de

profissional completo. Muito Obrigado



Minha Orientadora,

Professora Daniela Atili Brandini, ou melhor, Dani, porque assim que
chamo a pessoa que além de orientadora é em primeiro lugar uma
grande amiga. Obrigado é uma simples palavra que diz muito para
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por mim. Tenho que agradecer por toda a paciéncia, dedicacéo,
ensinamentos e amizade. Desculpe os momentos de auséncias.
Obrigado por fazer parte de todo meu crescimento professora. Vocé
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em minha vida.
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aluno a pensar. Pessoa mais humana com os pacientes que conheco
e de um coracdo sem tamanho. Professor, muito obrigado pelos
ensinamentos nessa caminhada. Tenho no senhor um grande
espelho e amigo. Ficam aqui meus eternos agradecimentos pelos

ensinamentos.



Ao Amigo e Mestre Dr. Elias Naim Kassis

Agradeco ao amigo Dr. Elias por todos os conselhos, ensinamentos
e amizade sempre. Gragcas a voceé realizei o sonho de ser professor
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A professora Sandra Maria Herondina Avila de Aguiar, simplesmente
me mostrou no CAOE como fazer o bem para o préximo é bom. Com
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de Aracatuba. Obrigado por tudo, professora.
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avoceé também.

Sara Vieira Pacanaro, obrigado por toda sua dedicacédo, amizade e
colaboracédo para realizacdo desse trabalho. Com certeza essa
conquista nao teria acontecido sem vocé também. Deus quis que
vocé ficasse feliz hoje a distancia, mais uma vez meu muito

obrigado.
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Epigrafe

“ Se todos seus esforgos forem vistos com indiferenca, néo
desamine, porque o Sol ao nascer da um espetaculo todo especial,
e, no entanto, a maioria da plateia continua dormindo. Assim, é
melhor tentar e falhar que se preocupar em ver a vida passar. E
melhor tentar, ainda que em vao, que se sentar fazendo nada até o
final. Eu prefiro na chuva caminhar que em dias tristes em casa me

esconder. Prefiro ser feliz, embora louco, que em conformidade

viver”,

Martin Luther King



Beneti, IM. Influéncia da oclusdo dentaria em ratos submetidos a reimplante
imediato. Estudo histolégico do periodonto e imuno-histoquimico dos restos
epiteliais de Malassez e células clésticas. (Tese de Doutorado). Aracatuba:
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2016.

Resumo

Alguns fatores podem interferir no prognoéstico do reimplante imediato, como a fase
da rizogénese dentaria, o periodo de tempo no meio extra-alveolar, meios de
conservagao, contaminagdo, o uso e tipo de contencdo dentaria e a oclusédo
trauméatica. Este estudo visa avaliar a influéncia da auséncia ou excesso de carga
oclusal no processo de reparo do periodonto, com énfase nas caracteristicas
histoldgicas, e analisar dos restos epiteliais de Malassez e das células clasticas na
raiz mesial do primeiro molar superior de ratos submetidos a reimplante imediato.
Foram divididos em grupos controle (GC),infra-oclusdo (GIO) e oclusdo traumatica
(GOT) e os periodos experimentais avaliados de 3, 5, 7, 14 e 30 dias. Analises
qualitativas e quantitativas foram realizadas em cortes histologicos corados pelo
método da hematoxilina e eosina (HE); e células clasticas (fosfatase acida resistente
ao tartarato, TRAP) e os restos epiteliais de malassez (citoqueratina) pela técnica de
imuno-histoquimica. Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e pos-
teste de Dunn, considerando p<0,05 como significante. No periodo de 5 dias, os
animais do grupo GIO apresentaram espessura do ligamento periodontal e
porcentagem da area de matriz extracelular fibrilar e nédo fibrilar significativamente
menor. No 7° dia, animais do GIO mostraram uma reducdo significativa da
porcentagem da area de matriz extracelular néo fibrilar e nimero de células clastica,
sendo o oposto no grupo GOT. Aos 30 dias a porcentagem de matriz extracelular ndo
fibrilar e nimero de células clastica foram menores, e o niumero de perfil nuclear foi
maior no GIO. A ocluséo traumatica aumentou significativamente o niumero de células
clasticas, enquanto a auséncia de forcas oclusais retardou o aparecimento e o nimero
das mesmas. Os restos epiteliais de Malassez foram evidenciados, principalmente
presente no periodo de 3 dias pos-operatério e, raramente visualizados nos demais
tempos experimentais. Em conclusdo, baseado no modelo experimental adotado,
pode ser notado que a carga oclusal imediata deve ser evitada nos dentes submetidos
ao reimplante imediato sem contencao.

Palavras-chaves: Reimplante dentario, Oclusdo dentaria traumatica, Ligamento
periodontal.



Beneti, IM. Influence of dental occlusion in the periodontium of the teeth rats
submitted to immediately replantation. Study of epithelial remains of Malassez
and clastic cells. (Tese de Doutorado). Aracatuba: Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, 2016.

Abstract

Among the factors that can interfere in the immediate tooth replantation prognosis
there are the phase of root formation, the extra-alveolar period, storage media,
contamination, use and type of dental splint and traumatic occlusion. This study aims
to evaluate the influence of absence or excessive occlusal load on periodontal healing
process, with emphasis on homeostatic function of epithelial remains of Malassez and
clastic cells, dental root of rat molars submitted of immediate replantation. We used
150 male rats , with 5 weeks of life, divided into Control group ( GC ) infra occlusion (
IOG) and traumatic occlusion ( TOG) and the experimental periods evaluated 3, 5, 7,
14 and 30 days.Qualitative and quantitative analyzes were performed on histological
sections stained by hematoxylin and eosin (HE); and clastic cells (TRAP) and epithelial
remains of Malassez (PAN Cytokeratin) by immunohistochemistry. The data were
submitted to the Kruskal-Wallis test post hoc Dunn, the statistical program Graph Prism
6.0 (a = 5%). The epithelial remains of Malassez were present in the 3-day period and
absent in other experimental times, in all the groups. In the 5-day period 10G shows
thickness of the periodontal ligament and the percentage of fibrillar and non fibrillar
extracellular matrix area significantly lower. On the 7th day I0OG showed a significant
reduction of the percentage of non fibrillar extracellular matrix area and clastic number
of cells, and OTG shows the opposite. At 30 days the percentage of non-fibrillar
extracellular matrix and the number of clastic cells was lower, and the number of cell
profiles was higher in IOG. The traumatic occlusion significantly increases the number
of clastic cells, while the absence of occlusal forces retards the onset and the number
of them. Early occlusal load should be avoided in the teeth subjected to immediate

replantation.

Key words: Tooth replantation, Traumatic dental occlusion, Periodontal ligament.



Lista de Figuras

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Apresentacdo esquematica da técnica de Kvinnsland
(1991), para extracao de molares de ratos.
Quantificacdo no programa ImageJ do perimetro (a),
area de reabsorcdo (b), espessura do espaco do
ligamento periodontal (c), e area de anquilose (d).
Apresentacdo do corte longitudinal do ligamento
periodontal no terco cervical da raiz mesial do primeiro
molar superior direito. A area avaliada esta indicada
pelo retdngulo. Barra= 25um

Quantificacdo no programa ImageJ da area de perfil
nuclear (a), matriz extracelular (b), substancia amorfa
(c) e vasos sanguineos (d).

Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histoldgico longitudinal do primeiro molar superior
direito, corado pelo método da hematoxilina e eosina
(HE), mostrando os tercos cervical (A-C), médio (B-B”)
e apical (C-C”) do periodonto da raiz mesial dos animais
dos grupos controle (GC),infra-oclusdo (GIO) oclusao

traumatica (GOT) com 3 dias de pGs-operatério.
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Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histolégico longitudinal do primeiro molar superior
direito, corado pelo método da hematoxilina e eosina
(HE), mostrando os tercos cervical (A-C), médio (B-B”)
e apical (C-C”) do periodonto da raiz mesial dos animais
dos grupos controle (GC), infra-oclusédo (GIO) oclusao
traumatica (GOT) com 5 dias de pds-operatorio.
Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histolégico longitudinal do primeiro molar superior
direito, corado pelo método da hematoxilina e eosina
(HE), mostrando os tercos cervical (A-C), médio (B-B”)
e apical (C-C”) do periodonto da raiz mesial dos animais
dos grupos controle (GC), infra-oclusédo (GIO) oclusao
traumética (GOT) com 7 dias de pGs-operatério.
Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histolégico longitudinal do primeiro molar superior
direito, corado pelo método da hematoxilina e eosina
(HE), mostrando os tercos cervical (A-C), médio (B-B”)
e apical (C-C”) do periodonto da raiz mesial dos animais
dos grupos controle (GC),infra-oclusdo (GIO) oclusao
traumatica (GOT) com 14 dias de pGs-operatério.
Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histologico longitudinal do primeiro molar superior
direito, corado pelo método da hematoxilina e eosina

(HE), mostrando os tercos cervical (A-C), médio (B-B”)
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Figura 10

Figura 11

e apical (C-C”) do periodonto da raiz mesial dos animais
dos grupos controle (GC),infra-oclusdo (GIO) oclusao
traumatica (GOT) com 30 dias de pds-operatério.
Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histolégico longitudinal do primeiro molar superior de
animal do grupo controle (3 dias de pds-operatorio),
submetido a identificacdo da proteina TRAP através do
método da imunoperoxidase indireta e contra-corado
com hematoxilina. Em A observar uma vista
panoramica do primeiro molar superior exibindo a raiz
mesial (fase distal) com suas subdivisées em tercos.
Em B-D sdo mostradas as células da linhagem
osteoclasticas (macréfagos clasticos — células
mononucleadas, setas em B; osteoclastos - células
gigantes multinucleadas, setas em C-D). Notar que as
imunomarcacdes sdo especificas e estrita ao
citoplasma das células clasticas. Abreviaturas: LP,
ligamento periodontal; OA, osso alveolar; VS, vasos
sanguineos.

Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histolégico longitudinal do primeiro molar superior (raiz
mesial — face distal) dos animais dos grupos controle
(GC), infra-oclusdo (GIO) e ocluséo traumatica (GOT)
nos periodos experimentais de 3, 5 e 7 dias de poés-

operatorio, submetido a identificacéo da proteina TRAP
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Figura 12

em osteoclastos (setas) através do método da
imunoperoxidase indireta e contra-corado com
hematoxilina. Notar que a quantidade de osteoclastos
mostra um claro aumento (setas) nos animais dos
grupos GC e GOT com 5 dias de pés-operatério. Além
disso, os animais do grupo GOT mostra uma
preponderancia destas células em todos os periodos
poOs-operatorios. Abreviaturas: LP, ligamento
periodontal; OA, osso alveolar; RD, raiz dentaria mesial

do primeiro molar superior.

Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histoldgico longitudinal do primeiro molar superior (raiz
mesial — face distal) dos animais dos grupos controle
(GC), infra-oclusédo (GIO) e ocluséo traumatica (GOT)
nos periodos experimentais de 14 e 30 dias de pos-
operatorio, submetido a identificacdo da proteina TRAP
em osteoclastos (setas) através do método da
imunoperoxidase indireta e contra-corado com
hematoxilina. Notar que a quantidade de osteoclastos
mostra uma clara diminuic&o nos grupos experimentais,
persistindo (setas) no ter¢o apical radicular dos grupos
GC e GOT com 5 dias de pés-operatério. Abreviaturas:
OA, osso alveolar; RD, raiz dentaria mesial do primeiro

molar superior; ta, terco apical; tm, terco medio.
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Figura 13

Figura 14

Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histoldgico longitudinal do segundo molar superior de
animal do grupo controle (GC), submetido a
identificacdo da proteina citoqueratina (pan-queratina)
(setas) através do método da imunoperoxidase indireta
e contra-corado com hematoxilina. Notar que a
imunorreatividade e citosodlica e especifica (setas). Em
A é mostrada a imunomarcacéo do epitélio gengival; em
B é mostrado o epitélio juncional (seta maior) e os
restos epiteliais de Mallassez na juncao dento-gengival
(setas menores); em C € D sdo mostrados os restos
epiteliais de Mallassez no ligamento periodontal (setas).
Abreviaturas: EG, epitélio gengival, IC, insercéo
conjuntiva da juncdo dentogengival; LP, ligamento

periodontal; OA, osso alveolar; RD, raiz dentéria.

Fotomicrografia em microscopia de luz de corte
histoldgico longitudinal do primeiro molar superior de
animais dos grupos controle (GC, A) e infra-oclusao
(GIO, B) com 3 dias de p6s-operatorio e, grupo GC com
14 dias de pés-operatério (C), submetido a identificagéo
da proteina citoqueratina (pan-queratina) (setas)
através do meétodo da imunoperoxidase indireta e

contra-corado com hematoxilina. Notar em A (setas), a
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presenca de restos celulares apresentando
imunorreatividade para citoqueratina; enquanto em B é
possivel observar alguns restos epiteliais de Mallassez
exibindo discreta imunorreatividade (setas). Em C é
mostrado alguns raros restos epiteliais de Mallassez,
também exibindo discreta imunorreatividade granular
citosdOlica (setas). Abreviaturas: LP, ligamento

periodontal; RD, raiz dentéria.
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1. Introducéao

Os traumatismos dento-alveolares representam até 16% dentre os
traumas faciais, sendo que a avulsdo dentaria acomete até 3% deste total (1-4). A
avulsdo dentaria € o traumatismo mais grave que pode acometer o elemento dentario.
A etiologia das avulsfes séo as praticas desportivas, acidentes ciclisticos, quedas da
prépria altura, agresséo fisica, acidentes automobilisticos e perda de consciéncia (5-
10). O melhor tratamento € o reimplante imediato; entretanto, quando a reimplantacéo
do dente é realizada de forma tardia as chances de sucesso diminuem, devido a morte
das células do ligamento periodontal. Portanto, o reimplante deve ser realizado
imediatamente apds o trauma, pelo proprio acidentado ou acompanhante, no local do
acidente (7,11,12). Fatores como outros traumas corporais ou faciais e falta de acesso
imediato ao cirurgido dentista podem limitar o protocolo de atendimento clinico ideal
(11,12).

Dentre os fatores que podem interferir no progndéstico do reimplante
imediato temos a fase de rizogénese dental, o periodo extra-alveolar, os meios de
conservacgao, o tipo de manipulacdo dental, a contaminacdo, o uso e o tipo de
contencdo dental realizado (10,13,14) e a oclusdo traumatica.

A oclusao traumatica pode estar relacionada nesses casos a fatores ja
existentes anteriormente a avulsédo ou esse passa a ocorrer em decorréncia de fatores
relacionados ao acidente. O contato prematuro, bruxismo, apertamento dental e a
oclusdo deficiente, destacando-se a presenca de contatos prematuros, Ss&o
considerados os fatores preexistentes mais comuns encontrados. Dentre os fatores
relacionados ao traumatismo dento-facial que podem alterar a oclusdo, destaca-se, o
incorreto posicionamento do dente no alvéolo, mal posicionamento apds o

deslocamento dos ossos faciais nos casos de fraturas, luxacdes dos condilos,
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deslocamento patolégico do disco ou edema das articulacbes temporomandibulares
(15).

O ligamento periodontal é responsavel pela homeostase do periodonto,
uma vez que exerce as funcdes de suporte dental, propriocepcédo, nutricdo, além das
propriedades regenerativas. As funcbes de homeostasia e reparo sdo as mais
significantes no processo de reimplante dental, que ocorrem através da regulagem de
fatores de crescimento e diferenciacdo celular (16,17). A regeneracdo através da
proliferacdo e apoptose celular ocorre em diferentes padrbes e tempos para o
restabelecimento do espaco do ligamento periodontal apds o reimplante (18).

O estimulo oclusal € importante fator para remodelacdo éssea e
estabelecimento do espaco do ligamento periodontal, através da interacdo entre
diferentes células (16,19,20,21). A funcdo oclusal favoravel é considerada um
estimulo necessario para a manutencdo da homeostasia dos tecidos periodontais,
através da sua estimulacdo mecanica (22,23). Ja a falta ou o excesso de forcas
oclusais resultam na desarmonia do funcionamento dos tecidos periodontais (23).

O excesso de carga oclusal ocasiona alteracbes morfofuncionais como
a desorientacdo e a diminuicdo das fibras colagenas (24,25), a alteracdo no
alinhamento das fibras periodontais (26,27), o aumento do numero de fibroblastos
(24), o aumento da atividade osteoclastica e a reorganizacdo do osso alveolar (14-
16), a trombose venosa (24) e a necrose do ligamento periodontal (26). Estudos
demostraram que a ocluséo traumatica em ratos resulta em um aumento da presséo
do fluido intersticial do ligamento periodontal (48 horas apds a indugédo do trauma)
(24), diminuigédo do espaco do ligamento periodontal até o 5° dia, tendo sua espessura
regularizada no 7° dia (28), provavelmente em virtude da perda 6ssea necesséria para

esse processo de remodelacéo (22).
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Estudos que compararam grupos com contato dental sem alteracao
oclusal e sem contato dental apds transplante (29) ou reimplante dental (17,30)
mostraram que a auséncia de contato dental provoca anquilose (15 dias) (29,30),
diminuicdo do espaco do ligamento periodontal (29-31), diminuicdo na formacao de
osteoclastos e aumento de osteoblastos e (17); diminuicdo da presenca do peptideo
intestinal vasoativo (VIP) (17), reducéo no fator de crescimento de fibroblastos (30) e
reducdo na expressao de periostina (23).

Para estudar os mecanismos dinamicos envolvidos no processo de
reparo celular do reimplante dentario, como a influéncia da carga oclusal, a técnica de
imuno-histoquimica é uma ferramenta metodologica que pode auxiliar na
compreensao e justificativa dos fatos evidenciados. O complexo mecanismo para
regular a regeneracao e homeostasia do ligamento periodontal, provavelmente deve
conseguir explicar dois tipos diferentes de mecanismos regulatérios; sendo o
mecanismo de calcificacdo para producdo de 0sso e outro de nao calcificacdo para
manter um espaco fixo do ligamento periodontal (16). A proteina fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP) também tem um papel importante no processo de
avaliacdo da dinamica de remodelacdo 6ssea e reabsorcdo, sendo um excelente
marcador das células da linhagem osteoclastica (32,33). A avaliacdo dos restos
epiteliais de Malassez também €& importante, uma vez que sdo responsaveis pela
formacdo manutencédo da formacao de cemento acelular e pela constante liberacéo
de fatores de crescimento epidermal (EGF), que, por proximidade, induzem a
reabsor¢céo da superficie éssea alveolar periodontal, mantendo o espaco periodontal
humano com medidas que variam entre 0,20 e 0,40mm de espessura (34-39). Deste

modo, o estudo imuno-histoquimico do efeito da oclusdo traumatica no processo de
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reparo de reimplantes imediatos mostra-se complementar as avaliagdes histolégicas

de rotina.
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6. Conclusao

Baseado neste modelo experimental de reimplante imediato de molares de ratos

jovens, sem contencdo, podemos concluir que:

1. A auséncia de contato oclusal nos periodos iniciais aceleraram o processo de
reparo do ligamento periodontal, favoreceu a permanéncia dos restos epiteliais de
Malassez até 14 dias e diminuiu da presenca de células clasticas durante o periodo
estudado.

2. O excesso de carga oclusal resulta em desaparecimento dos restos epiteliais de
Malassez por volta do terceiro dia de experimento e aumento de células clasticas
influenciando desfavoravelmente o processo de reparo do periodonto.

3. O terco apical das raizes apresentou maior quantidade de processo inflamatério e

consequente reabsorcao radicular.
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