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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADP = Difosfato de Adenosina

AsGaAl = Arseneto de Gélio e Aluminio
ATP = Trifisfato de Adenosina

BSA = Albumina Bovina

C = Grupo Controle

cm = Centimetro

L = Grupo Laser 20 J/cm?2

cN = centiNewton

D = Grupo Diabético

DAB -=Diaminobenzidina

D-L = Grupo Diabético Laser 20 J/cm2
DHCC = Dihidroxicalciferol

DM = Diabetes Mellitus

Gr = Grama

H,0, = Peréxido de hidrogénio

IM = Intramuscular

J = Joules

J/icm2 = Joules por centimetro quadrado
Kg = Kilograma

L = Litro

LASER = Light Ampliation by Stimulated Emission of Radiation
M-CSF = Fator Estimulante de Colénia de Macréfago
mg = Miligrama

mg/dl = Miligrama por decilitro

mL = Mililitro

mol/L = Mol por Litro



nm = Nandmetro

mw = MiliWatts

NaCl = Cloreto de Sédio

N = Newton

NiTi = Niquel-Titanio

OMS = Organizagdo Mundial de Saude

OPG = Osteoprotegerina

RANK-L = Ligante do receptor do ativador do fator nuclear kappa-3

MM =Micrémetro



Santana-Melo GF. Avaliacdo imuno-histoquimica da remodelacdo 6ssea
alveolar em ratos diabéticos durante a movimentacdo ortoddntica
associada a laserterapia [dissertacdo]. Sdo José dos Campos: Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2012.

RESUMO

O Diabetes mellitus € um distarbio metabdlico crénico e sua prevaléncia
vem aumentando de forma exponencial, particularmente nos paises em
desenvolvimento. Concomitantemente tem aumentado a acessibilidade ao
tratamento ortoddntico, incluindo pacientes diabéticos, tornando o
processo de remodelacao 6ssea frente aos estimulos ortoddnticos motivo
de grande preocupacéo. A procura por meios que possam melhorar esse
processo é uma realidade atual, a aplicacdo do laser de baixa poténcia
durante a movimentacdo ortodontica pode ser de grande valia,
principalmente com o descontrole glicémico. Desta forma o objetivo deste
trabalho foi analisar por meio de rea¢des imuno-histoquimicas, o processo
de remodelacéo 6ssea alveolar, decorrente do movimento ortodontico em
ratos diabéticos e a influéncia da aplicacdo do laser de baixa poténcia
AsGaAl durante o periodo experimental de 7, 14 e 21 dias. Foram
utilizados 60 ratos machos Wistar, divididos em 4 grupos por periodo:
Grupo Controle (C), Grupo Laser (L), Grupo Diabetes (D) e Grupo
Diabetes-Laser (D-L). Para a inducéo do diabetes foi utilizada uma dose
Unica de aloxano (40mg/kg), a glicemia foi mensurada e sendo os ratos
considerados diabéticos foram submetidos a uma forgca ortodbntica de
20cN, assim como todos os animais dos grupos (C) e (L). Os grupos (L) e
(D-L) foram tratados com laser de baixa poténcia AsGaAl em dias
intercalados até a eutanasia. Foram realizadas  analises
histomorfoldgicas, reacao imuno-histoquimica e histomorfometria para os
anticorpos RANK-L e OPG do primeiro molar inferior direito, submetido a
movimentacdo ortodéntica. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente mediante os testes de variancia (ANOVA) e TUKEY (P<
0,05). Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que houve
efetividade da radiacdo laser AsGaAl durante a movimentagéo
ortodontica, visto que, a fisiopatologia do diabetes néo interferiu na
integridade dos tecidos periodontais e no processo de remodelacdo 6ssea
alveolar.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica. Laserterapia. Ortodontia. Diabetes
Mellitus. RANK-L. OPG.



Santana-Melo GF. Immunohistochemical evaluation of alveolar bone
remodeling in diabetic rats during orthodontic movement associated with
laser therapy [dissertation]. S&o José dos Campos: School of Dentistry of
Séo José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2012.

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic metabolic disorder and its prevalence has
been increasing exponentially, particularly in developing countries. At the
same time the accessibility to orthodontic treatment has increased,
including diabetic patients, making the point of process of bone
remodeling in the face of orthodontic stimuli of great concern. The search
for ways they can improve this process is a current reality, the application
of low power laser during orthodontic movement can be of great value,
especially with the loss of glycemic control. Thus, the objective of this
study was to analyze by immunohistochemical reactions, the process of
alveolar bone remodeling, due to orthodontic movement in diabetic rats
and the influence of application of low power laser GaAlAs during the
experimental period of 7, 14 and 21 days. Sixty male Wistar rats were
divided into four groups: Control (C), Laser Group (L), Diabetes Group (D)
and Diabetes Group-Laser (DL). For the induction of diabetes a single
dose of alloxan (40mg/kg) was used, considered diabetic by blood glucose
measure nurts and the molar was subjected to a force orthodontic 20cN as
well as all the animals of group (C) and (L .) Groups (L) and (DL) were
treated with low power GaAlAs laser every other day until euthanasia.
Analyzes were performed by histomorphology, immunohistochemistry and
histomorphometry for antibodies RANK-L and OPG in the mesial and
distal and mesial interradicular septum of the interdental septum of the
alveolar bone of the lower right first molar, subjected to orthodontic
movement. The data were statistically analyzed by means of tests of
variance (ANOVA) and Tukey is tests (P<0.05). Based on these results, it
can be concluded that there was effectiveness of GaAlAs laser radiation
during orthodontic movement, since the pathophysiology of diabetes did
not affect the integrity of the periodontal tissues and alveolar bone
remodeling process.

Keywords: Immunohistochemistry. Laser therapy. Orthodontics. Diabetes
Mellitus. RANK-L. OPG.



1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é um distlrbio crbénico do
metabolismo dos carboidratos, cuja caracteristica principal €é a
hiperglicemia (Robbins et al., 2000; Dall Agnol et al., 2009). Estima-se que
cerca de 12% da populacdo brasileira é diabética, tornando-a uma das
doencas nao-contagiosas mais comuns (Maraschin et al., 2010). Sua
incidéncia vem aumentando de modo alarmante nos paises em
desenvolvimento, tanto em adultos quanto em criangas e adolescentes, e
estima-se um aumento de 60% da prevaléncia na populacéo adulta acima
de 30 anos em 2025, atingindo maior magnitude na faixa dos 45 aos 64
anos de idade (Maraschin et al., 2010; OMS 2012). Os principais sintomas
da doenca ndo controlada sdo polidipsia, polifagia, polidria e perda de
peso. A gravidade e cronicidade da hiperglicemia podem provocar
complicagcbes classicas como a microangiopatia, retinopatia, neuropatia,
nefropatia, doencas macrovasculares, retardo na cicatrizacéo de feridas e
periodontopatias (Carboni, 2000; Rodrigues et al., 2010).

Os tipos mais comuns de diabetes séo Tipo 1 e Tipo 2. O
Tipo 1 resulta primariamente da destruicdo das células beta pancreaticas,
com tendéncia a cetoacidose e o Tipo 2 resulta de graus variaveis de
resisténcia a insulina ou da deficiéncia relativa de secrecdo de insulina
(Rodrigues et al., 2010). As doencas vasculares nos diabéticos afetam
pequenos e grandes vasos, mas em sua maioria afeta vénulas, arteriolas
e capilares de varios érgaos e tecidos, incluindo as estruturas bucais e o
suprimento de sangue no 0sso alveolar. Além dos problemas classicos,
no paciente diabético ha alteracdo na velocidade de reabsorcdo e
neoformacgédo 6ssea, o que tem influencia direta no tratamento ortoddntico
(Viera et al., 2006; Vila Real et al., 2009).
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O aumento do numero de individuos diabéticos indicados
para tratamentos ortoddntico e/ou ortopédico tem ocorrido exigindo do
odontélogo novos conhecimentos relacionados a fisiologia dos tecidos
duros durante o processo de movimentacdo dentaria induzida. A
movimentacdo ortoddntica é regida por fatores bioldégicos e mecanicos,
caracterizada por reacdes sequenciais do tecido periodontal em resposta
as forcas aplicadas e depende da capacidade das células periodontais em
responderem a estes estimulos mecanicos, 0s quais geram alteracfes
teciduais que culminam na reabsor¢cdo do tecido 6sseo no lado de
pressao e aposicdo no lado de tensao resultando na remodelacdo 6ssea
alveolar (Mermut et al., 2007; Silveira, 2006). A remodelacdo 6ssea é um
processo dinamico que necessita de atividades celulares coordenadas
entre osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos para que se mantenha a
homeostasia do tecido mineral (Stains, Civitelli, 2005; Alves et al., 2007).

A procura por meios que possam promover a
movimentacéo ortoddntica e melhorar o processo de regeneracdo 0ssea €
uma realidade atual. Destarte, a laserterapia tem sido muito utilizada nas
areas da Medicina e da Odontologia. O tipo mais usado nos tratamentos
clinicos odontolégicos é o laser em baixa poténcia AsGaAl, pois tem agao
analgésica, antiinflamatéria e bioestimulante celular, contribuindo
positivamente na regeneracdo dos tecidos (Sa et al., 2010). Sugere-se,
gue a aplicacdo do laser de baixa poténcia durante a movimentacao
ortodontica pode promover resultados efetivos, principalmente, em casos
de pacientes diabéticos descompensados, visto que, pode melhorar a
microcirculacdo dos tecidos envolvidos e, conseqguentemente, acelerar o
processo de regeneracao dos tecidos periodontais (Walsh, 2003; Alves et
al., 2007; Sa et al., 2010).

Desta forma este trabalho foi proposto com a finalidade de
compreender melhor as questfes pertinentes ao movimento ortodéntico

em ratos diabéticos e a acédo do laser de baixa poténcia no processo de



18

remodelacdo Ossea alveolar, uma vez que ha caréncia de estudos

relacionados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus (DM)

Entre as doencas crbnicas ndo transmissiveis, o Diabetes
mellitus (DM) se destaca como importante causa de morbidade e
mortalidade. O acelerado ritmo do processo de envelhecimento da
populacdo, a maior tendéncia ao sedentarismo e os inadequados habitos
alimentares, além de outras mudancas sécio-comportamentais,
contribuem para os crescentes niveis de incidéncia e prevaléncia desta
doenca (Dall Agnol et al., 2009).

O DM é um disturbio crénico do metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas, cuja caracteristica principal é a
hiperglicemia (Robbins et al., 2000), resulta de uma insuficiéncia absoluta
ou relativa de insulina causada pela auséncia ou baixa producao pelo
pancreas, ou pela falta de resposta dos tecidos periféricos a insulina
(Maraschin et al., 2010). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
classifica o DM como uma pandemia, sendo, portanto, um problema de
salde publica. Estima-se que sua prevaléncia € de aproximadamente
12% da populagdo brasileira, tanto em homens quanto em mulheres,
podendo aumentar 60% na populacdo adulta acima de 30 anos, com
maior magnitude na faixa dos 45 aos 64 anos, em 2025 (Maraschin et al.,
2010).

Os principais sintomas da doenca nao controlada sé&o
polidipsia, polifagia, polidria e perda de peso. Além das complicacdes

metabolicas, os portadores desta patologia podem desenvolver
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complicacBes vasculares, neuroldgicas e infecciosas (Sonis et al., 1985;
Bensch et al., 2004).

O DM pode ser classificado em varios tipos clinicos, o
gestacional, medicamentoso, devido a distlrbios genéticos entre outros,
serdo abordados neste estudo os tipos mais comuns, os Tipos 1 e 2. O
DM tipo 1 é resultante da destruicdo das células B pancredticas e
caracteriza-se como uma doenca autoimune especifica devido a presenca
de anticorpos anti-células B pancreaticas, ha um aparecimento abrupto
dos sintomas, insulinopenia, dependéncia de insulina exdgena, propensao
a cetoacidose e esta associado a complicacdes progressivas. O DM tipo 2
exibe graus variaveis de resisténcia e/ou deficiéncia da secrecdo de
insulina, o paciente frequentemente apresenta discretos sintomas
relacionados ao problema metabdlico, tendo inicio insidioso apds 35 anos
de idade, podendo ou n&o ser dependente de insulina. Podem fazer uso
da insulina exégena em casos de descontrole glicémico caso a dieta e/ou
a medicacado via oral ndo resolvam o problema. Os pacientes com
diabetes tipo 2 geralmente s&o pacientes obesos ou com sobrepeso,
podem ter niveis normais de producdo de insulina, e normalmente
apresentam resisténcia a insulina produzida (Reinehr et al., 2006;
American Diabetes Association, 2009; Rodrigues et al., 2010).

O diagnostico e a avaliacdo laboratorial sdo realizados
mediante o0 exame de glicemia em jejum. O valor entre 99 a 126 mg/dL
demonstra paciente pré-diabético e, acima de 126 mg/dL, o paciente é
considerado portador de DM. Outros exames utilizados para diagnésticos
do DM, em questdo, sdo teste de tolerdncia a glicose, glicosuria,
frutosamina e hemoglobina glicosilada, sendo, este ultimo, o melhor
método de controle para um intervalo de tempo médio de 3 meses (Ship,
2003; Alves et al., 2006).

Os portadores do DM podem sofrer complicacbes
sistémicas de ordem metabdlica resultando em sintomas gastrointestinais,

como nausea e vOmito, instabilidade cardiovascular, desidratacéo,
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alteracao no estado mental, coma e morte (Vernillo et al., 2003; Alves et
al., 2006). Outras consequéncias decorrentes do DM séo alteracdes de
vasos sanguineos de pequenos e grandes calibres, que ocorrem devido a
acentuada proliferacdo de células endoteliais aumentando a espessura da
parede vascular, ocasionando obliteracdo e promovendo a diminuicdo do
fluxo sanguineo e, consequentemente, a diminuicdo da oxigenacao
celular, além de acumulo de residuos metabdlicos, desenvolvendo a
microangiopatia em todos os tecidos (Andersen et al.,, 2007). As
consequéncias desses disturbios vasculares sao significativas
complicacbes sistémicas, tais como: aterosclerose coronariana,
microangiopatias, retinopatia, nefropatia, neuropatias e severas infeccées
oportunistas (Vernillo et al., 2003; Ship, 2003; Bensch et al., 2004).

A insulina apresenta um importante papel na fisiobiologia
do processo de reparacéo tecidual ao promover o ingresso da glicose nas
células reduzindo a concentracdo de glicose sanguinea, esse processo
promove a sintese de proteinas e 0 armazenamento de lipidios neutros,
além de atuar como catalisador da biossintese de acido hialurdnico
(glicoproteina sintetizada pelos fibroblastos e osteoblastos), previamente
ao colageno. Na decorréncia da diminuicdo da producao de insulina, a
biossintese de colageno € retardada, refletindo na evolugcdo lenta do
processo de reparacao tecidual em pacientes portadores de diabetes nao
compensados (Guyton, Hall, 1997; Melgaco, 2002; Madeiro et al., 2005).

Outra complicacdo do DM € a doenca periodontal, sendo
a manifestacdo bucal mais frequente nos individuos diabéticos (Lalla et
al., 2000).

O mecanismo da destruicdo progressiva dos tecidos
periodontais, ocorre devido ao aumento das atividades colagenoliticas
nos tecidos, além da diminuicdo da sintese de colageno, matriz 6ssea,
guimiotaxia de neutrdéfilos, fatores de crescimento e matriz extracelular.
Em adicdo, ocorre o aumento da apoptose, do stress oxidativo e

desregulacéo das citocinas (Lalla et al., 2000). Além disso, a elevacao da
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secrecdo do fator de necrose tumoral e das citocinas interleucina 6 e
prostaglandina E2, na doenca periodontal, podem aumentar a resisténcia
insulinica e dificultar o controle metabdlico em pacientes portadores do

diabetes (Nagasawa et al., 2010; Shankaracharya et al., 2012).

2.2 Movimentacao Ortodéntica

Conhecer os fundamentos bioldgicos da movimentacao
dentaria induzida facilta a compreensdo das variaveis clinicas
encontradas frente a mecanicas ortodénticas semelhantes. A biologia da
movimentagdo dentaria compreende o estudo dos fenébmenos celulares,
bioquimicos e moleculares que ocorrem no ligamento periodontal e do
0sso alveolar, nesta circunstancia muito especial, que é o tratamento
ortoddntico.

A movimentacdo ortodontica é regida por fatores
biolégicos e mecanicos, caracterizada por reacdes sequenciais do tecido
periodontal em resposta as forcas aplicadas (Proffit et al., 2002). A
movimentacdo ortodéntica depende da capacidade das células
periodontais em responderem a estes estimulos mecéanicos (Misawa-
Kageyama et al., 2007), os quais geram alteragcbes teciduais que, em
conjunto com a ativacdo de mediadores quimicos, como citocinas e
prostaglandinas, sintetizadas e secretadas por células locais, resultam na
remodelacdo 6ssea (Silveira, 2006; Mermut et al., 2007).

A remodelacdo 6ssea pode ser explicada pela teoria da
pressdo-tensao, na qual o processo de remodelacédo 0ssea € mais lento
no lado de pressédo do que no lado de tensdo das fibras do ligamento
periodontal. No lado de pressao, onde ocorre a compressao dos tecidos,
as células do ligamento periodontal sofrem processo de degeneracéo,

evoluindo para necrose com caracteristica asséptica, exibindo aspecto
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hialino. Além disso, ocorre desagregacdo das fibras colagenas do
ligamento periodontal, alteracbes hemodinamicas, aumento da
vascularizacdo e, consequentemente, infiltragdo de células inflamatorias,
predominantemente, de neutréfilos nos tecidos. Simultaneamente, no lado
de tensdo, onde ha estiramento das fibras do ligamento periodontal,
ocorre aumento do numero de fibroblastos e osteoblastos e,
consequentemente, sintese de coldgeno e matriz 6ssea, respectivamente,
promovendo a neoformacdo 6ssea da parede adjacente ao dente
tracionado (Ramalho, Bozzo, 1990; Santamaria et al., 2007; Henneman et
al., 2008).

E importante salientar que estas alteracbes S&o
reversiveis se a agressao nao for de carater patologico (Gibson et al.
1992; Ashizawa et al., 1998) e que ndo ocorre movimentacao dentaria em
condi¢cdes fisiopatologicas, enquanto as &reas hialinas ndo forem
eliminadas (Verna et al., 2003; Miller et al., 2007; Henneman et al., 2008).

O processo inflamatorio induzido ortodonticamente pode
causar reabsorcdo radicular, a qual é considerada uma complicacédo
comum no tratamento ortodéntico (Foo et al., 2007), mas esta, também,
pode ser uma sequela de doengas como inflamacao periodontal (Gotz et
al., 2006). Nos casos onde o movimento ortodéntico esta ocorrendo pode-
se afirmar que a reabsorcéo radicular acontece, geralmente, adjacente a
zona de hialinizacdo, devendo o profissional estar atento para este tipo de
complicacao (Harris, 2000; Gokce et al., 2008; Li Xin et al., 2010).

Vila Real et al.,, (2009) estudaram as modificacdes do
ligamento periodontal de incisivos de ratos normoglicémicos e diabéticos
submetidos ou ndo a forca ortodéntica. Vinte ratos machos foram
utilizados e divididos em quatro grupos: animais normoglicémicos nao
submetidos a movimentacdo dentaria (C), animais normoglicémicos
submetidos a movimentacdo dentaria (CAO), animais diabéticos nédo
submetidos a movimentacao dentaria (D) e animais diabéticos submetidos

a movimentacdo dentaria (DAO). Os referidos animais permaneceram
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com o dispositivo de movimentacdo dentéaria por 5 dias. Apds a eutanasia,
foram avaliados nimero de vasos sanguineos e espessura do ligamento
periodontal nas regies dos tercos cervical, médio e apical, mediante
analise histoldgica. No lado de tenséo, houve diferenca significante na
espessura do ligamento periodontal nos ratos do grupo CAO (p < 0,05)
em relacdo aos ratos do grupo C, nas regides dos tercos médio e cervical.
Enguanto, os animais do grupo DAO (p < 0,05) apresentavam aumento
estatisticamente significante da espessura do ligamento periodontal
guando comparada com os animais do grupo D, nas trés regides. O
ndamero de vasos sanguineos, encontrados no ligamento periodontal, ndo
apresentou diferenca estatisticamente significante quando todos os
grupos foram comparados. Além disso, foram observadas lacunas de
reabsorcdo 0ssea nos animais dos grupos CAO, D e DAO, mostrando as
alteracdes no periodonto durante a MO.

Braga et al., (2011) investigaram os efeitos da condicédo
do DM na movimentacdo ortoddntica. Sessenta camundongos machos
foram utilizados e divididos em trés grupos: normoglicémicos, diabéticos e
diabéticos tratados com insulina. Para indug¢édo do DM, foi administrado
estreptozotocina, na dose de 120 mg/kg, por via intraperitoneal. Analise
histomorfométrica e PCR quantitativo do periodonto foram realizadas.
Neste estudo, foi constatado que os camundongos diabéticos mostravam
maior movimentacdo ortodontica e maior numero de osteoclastos
imunorreativos para TRAP do que os encontrados em camundongos
normoglicémicos ou tratados com insulina. Este achado estava
relacionado com a expressdao aumentada dos RANK-L, CSF1, CCL2,
CCL5 e TNFa, envolvidos na atividade e recrutamento de osteoclastos e a
expressdo diminuida de marcadores osteoblasticos (Runx2, Ocn, Coll e
Alp) em camundongos diabéticos. Os camundongos diabéticos
compensados devido ao tratamento com insulina resultou em achados
histologicos semelhantes aos camundongos normoglicémicos. Diante

disso, os autores sugerem que a condi¢cdo diabetes aumenta a migragao



25

e atividade osteoclastica e diminui a diferenciacdo osteoblastica,

resultando numa acentuada movimentacao ortoddntica.

2.3 Laserterapia

O termo laser € um acrénimo da lingua inglesa que
significa Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, ou seja,
Amplificagcdo de luz por emissdo estimulada de radiagdo. Atualmente, no
gue diz respeito & nomenclatura, o termo laserterapia é utilizado para
laser de baixa poténcia (Tuner, Hode, 2007). Caracteriza-se pela
unidirecionalidade, geracéo de feixe paralelo de radiacao eletromagnética
e comprimento de onda (¢) Unico, o qual produz fonte de Iluz
monocromatica, colimada e muito intensa (Karu, 1998; Walsh, 2003). A
energia radiante do Laser possui um espectro de comprimento de onda
visivel aos olhos humanos, entre 385 e 760nm. Abaixo de 385nm a luz é
denominada de ultravioleta e acima de 760nm de infravermelha, ambas
nao visiveis pelo homem (Miserendino, Pick, 1995).

O reparo tecidual € um processo interativo e dinamico que
envolve mediadores, células e matriz extra-celular, esta interacdo entre a
radiacdo e a reparacao tecidual pode gerar efeitos biomoduladores e
bioestimuladores, porém a radiagédo deve ser absorvida para produzir uma
mudanca fisica e/ou quimica, que resulte em uma resposta bioldgica, ou
seja, quando os parametros corretos sédo utilizados, como comprimento
de onda, densidade de energia, tempo de irradiacdo e afinidade com o
tecido irradiado efeitos biolégicos séo afetados positivamente (Bjordal et
al., 2003).

Os lasers séo classificados na literatura, como lasers de
baixa e alta intensidade, sendo as principais diferencas entre eles

relacionadas a poténcia e o mecanismo de acdo, onde os lasers de alta
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poténcia agem por aumento de temperatura e o0s de baixa por
mecanismos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgico (Al-Watban, Zhang,
1997). O tipo de laser mais utlizado nos tratamentos clinicos
odontoldgicos é o laser em baixa poténcia, uma vez que tem acdo
analgésica, antiinflamatoria e bioestimulante, contribuindo para
regeneracao tecidual. A radiacéo laser de baixa poténcia € bem tolerada
pelos tecidos e pode ser utilizada sem riscos para o paciente (Damante et
al., 2004; Nicoli et al., 2006).

Os tipos mais utilizados com estas finalidades sao
radiacao laser Hélio-Nednio (HeNe), Arseneto de Galio (AsGa) e Arseneto
de Galio e Aluminio (AsGaAl). O AsGaAl age na estimulacao seletiva das
mitocdndrias, promovendo o aumento na producao de ATP, além de atuar
no alivio de dor e em regides com edema, auxiliando no controle do
processo inflamatério e, consequentemente, estimulando o reparo
tecidual (Karu, 1998). Qualquer efeito biolégico observado é atribuido a

um evento nao térmico (Gavish et al., 2004; Youssef et al., 2008).

2.3.1 Mecanismo de Acao do Laser de Baixa Poténcia

Os mecanismos de acdo dos lasers de baixa poténcia
estdo relacionados com a mitocOndria, organela responséavel pela
producdo de ATP. A mitocdndria € uma estrutura que produz a energia
necessaria para a célula funcionar. A matriz mitocéndrial apresenta
enzimas esséncias para as reacdes usadas na geracao de energia e com
particulas de sintese do ATP. A energia é armazenada na forma de ATP
(adenosina trifosfato). Quando a célula precisa de energia, o ATP é
convertido em ADP (adenosina difosfato), que libera energia para a

célula.
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No modelo de Karu (1989), a laserterapia produz
mudancas fotoquimicas nos fotorreceptores das mitocondrias, que
alteram o metabolismo conduzindo a transducéo (processo de transferir
energia de um sistema para o outro) do sinal a outras partes da célula
(incluindo membranas), que finalmente conduzem a foto-resposta
(biomodulagdo). Enquanto o laser visivel provavelmente inicia a cascata
de eventos na cadeia respiratéria das mitocondrias, por eventos
fotoquimicos (provavelmente a fotoativacdo de enzimas), Smith (1993)
sugere que, por causa das propriedades fotofisicas e fotoquimicas da
radiacdo infravermelha, esta inicie a cascata de eventos metabdlicos
através de efeitos fotofisicos sobre as membranas (provavelmente nos
canais de Ca"), conduzindo a mesma resposta final.

A absorcdo da luz por um croméforo em uma célula
produz as mudancas fisicas ou quimicas nesta molécula e
consequentemente, respostas bioldgicas podem ser observadas. Quando
a luz interage com células ou tecido, se administrada na dose adequada,
pode estimular certas funcbes. Esse efeito € particularmente evidente se
a célula em questdo tem a sua funcao debilitada (Karu, 1998).

Segundo Zezell (2004), a laserterapia pode estimular o
crescimento celular de tecidos 6sseos, regeneracao celular, remodelacéo
vascular, promover maior atividade tissular e fungéo nervosa estimulada

(alteracdo no potencial de acéo das células nervosas).

2.3.2 Aplicacéo da laserterapia

Recentemente estudos sobre os efeitos da biomodulacéo
da irradiacao do laser de baixa poténcia tém sido apresentados. Na area
da ortodontia a laserterapia tem sido utilizada para diversos

procedimentos, como no processo de remodelacdo 6ssea, no aumento da
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velocidade da movimentacdo ortodoéntica, na reducdo de dor apos
ativacao do aparelho ou no tratamento de Ulceras traumaticas na mucosa
bucal causadas pelos brackets (Rodrigues, 2001).

Ozawa et al., (1998) investigaram a acdo do laser de
baixa poténcia AsGaAl (830 nm, 500 mW) em células osteoblasticas de
calvaria de ratos. A irradiacdo laser estimulou a proliferacdo e
diferenciacdo celular, uma maior atividade da Fosfatase Alcalina e
posteriormente um aumento da expressao do gene Osteocalcina (OC).
Por tanto, os autores concluiram que a irradiacdo com laser de baixa
poténcia promove um aumento significativo no numero de células
osteoblasticas bem como na formacéo éssea.

Cruz et al., (2004) estudaram, clinicamente, os efeitos da
radiacdo laser AsGaAl, comprimento de onda de 780 nm e densidade de
energia 5 J/cm? na movimentacdo ortoddntica (MO) de caninos
superiores, com intuito de promover a retracdo dos elementos dentérios,
em pacientes normoglicémicos. A MO foi realizada durante 2 meses e a
aplicacdo da radiacéo laser AsGaAl foi realizada em cinco pontos, com
tempo de exposicdo de 10 segundos para cada ponto. Estes pontos
estavam localizados nas faces vestibular e palatina e a ativacédo da forca
ortodontica ocorreu a cada 30 dias. Onze pacientes foram selecionados,
sendo as hemiarcadas superiores divididas em dois grupos: regido de
caninos nao irradiada (controle) e regido de caninos irradiada (tratado).
Os autores puderam concluir que, clinicamente, houve maior MO nos
grupos tratados do que no controle.

Stein et al., (2005) realizaram um estudo para investigar o
efeito do laser de baixa poténcia He-Ne (632 nm, 10 mW) em células
osteoblasticas de humanos in vitro. Os autores observaram a proliferacao
das células 24 e 48 horas depois da 22 irradiagdo, concluiram que o laser
de baixa poténcia promoveu maior proliferacdo, mais rapida diferenciacao
e maturacdo dos osteoblastos humanos, comparando com o0 grupo de

células nao irradiadas.
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Um dos primeiros trabalhos, com finalidade ortodéntica,
sobre a influéncia do laser de baixa poténcia no reparo 6sseo, apos a
cirurgia de expanséao transversal da maxila em ratos, foi publicado por
Saito, Shimizu, 1997. Nesse estudo o laser utilizado foi o GaAlAs (830
nm, modo continuo, 100 mW, 35,3 J/cm?2). Os animais foram divididos em
3 grupos, sendo o grupo 1: controle sem aplicacdo do laser, grupo 2:
irradiacdes realizadas somente no dia da cirurgia e grupo 3: irradiagdes
realizadas nos 3 primeiros dias do pds-operatério. Os resultados
mostraram que a neoformacdo Ossea e a maturacao das trabéculas
Osseas foram mais expressivas quando o laser foi aplicado precocemente
nos primeiros dias do pds-operatério. O laser usado somente em uma
sessdo ndo mostrou diferenca de resultado com o grupo controle. Os
autores concluiram que a regeneracdo 0ssea ndao somente depende da
dose aplicada, mas também do intervalo de tempo das aplicacdes.

Goulart et al., (2006) realizaram um estudo comparativo
entre as densidades de energia da radiacdo laser AsGaAl (780 nm, 70
mW) durante a movimentacdo ortodoéntica (MO) dos pré-molares
superiores, em cades. A quantidade de MO foi analisada clinicamente.
Dezoito cées foram utilizados, sendo divididos em dois grupos: cées
irradiados com 5,25 J/cm? (n=9) e cées irradiados com 35 J/cm? (n=9). A
aplicacdo da radiagao laser foi realizada na regido do osso alveolar da
regido dos pré-molares superiores do lado direito, sendo o lado esquerdo,
de ambos os grupos, utilizados para os controles. Os autores puderam
concluir que houve maior MO nos cées irradiados com 5,25 J/cm? do que
nos irradiados com 35 J/cm? tendo como referéncia a quantidade de
movimentacdo dos cées do grupo controle.

Youssef et al., (2008), também, avaliaram o efeito da
radiacdo laser AsGaAl (809 nm, 8 Jicm? e 100 mW) na movimentac&o
ortodontica de caninos superiores e no nivel de dor em paciente
normoglicémicos. Quinze pacientes foram selecionados, com idade entre

14 e 23 anos. O plano de tratamento ortoddntico preconizado incluiu
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extragcbes dos primeiros pré-molares superiores e inferiores, para o
correto alinhamento dos dentes. Em seguida, o tratamento ortodéntico foi
iniciado 14 dias ap0s a extracdo dos pré-molares. O movimento de
retracdo dos caninos foi realizado com uso de molas fechadas, pré-
fabricadas em ambos os arcos. O lado direito das arcadas foi submetido a
radiacéo laser, enquanto que o lado oposto foi utilizado como controle. O
laser foi aplicado nos dias 0, 3, 7 e 14. A mola de retracao foi reativada no
21° dia em ambos os lados. Os autores observaram que a velocidade de
movimentag&o do canino foi maior e a intensidade da dor menor no lado
irradiado.

Segundo Kawasaki e Shimizu, 2000; Cruz et al., (2004);
Youssef et al., (2008); Yamaguchi et al., (2009); Kim et al., (2007); Fujita
et al., (2008), a terapia com laser de baixa poténcia pode aumentar a
velocidade de movimentagdo dentaria durante o tratamento ortodéntico,

devido ao aumento da capacidade de remodelacdo do osso alveolar.

2.4 Sistema RANK/RANK-L/OPG

Em 1995, Suda et al., propuseram um modelo hipotético
para explicar o papel das células do estroma que quando estimuladas por
fatores sistémicos ou locais seriam capazes de induzirem a formacao dos
osteoclastos. As células do estroma apresentam 0s seguintes receptores:
vitamina D3 (VDR); sistema proteina quinase A; glicoproteina 130, esses
receptores sdo ativados por diferentes estimulos, quando ativados, as
células expressam um fator de diferenciacdo dos osteoclastos, chamado
Receptor Ativador de NFk-B Ligante (RANKL), que se liga a membrana do
osteoclasto (Hofbauer et al., 2000; Moschen et al., 2005).

O RANKL € um peptideo com 317 aminoacidos e

pertencente a familia de fatores de necrose tumoral, podendo se
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apresentar em duas formas: soltvel e ligado a membrana. O RANKL se
liga ao RANK (receptor activator de NFk-B) presente nas células
progenitoras dos osteoclastos e na presenca de fator estimulante de
colénia de macrofago (M-CSF), estimula a diferenciagdo e atividade dos
osteoclastos (Hofbauer et al., 2000; Haynes, 2004; Rogers, Eastell.,
2005). Camundongos deficientes de RANKL n&o apresentam formacao de
osteoclastos e desenvolvem severa osteopetrose, além de defeito dos
nodulos linfaticos e células B. Em animais normais, ao injetar RANKL
solavel, verificou-se a rapida inducao de hipercalcemia associada a perda
Ossea (Lacey et al., 1998).

O RANKL tem sido relatado como mediador de vérias
doencas: artrite reumatdide (Stolina et al.,, 2005); osteoporose poés-
menopausa; osteoporose induzida por glicocorticéide; ostedlises peri-
protéticas; hiperparatireoidismo; doenca de paget; mieloma 6&sseo;
metastases 0sseas e infeccOes periodontais (Haynes, 2004; Moschen et
al., 2005; Anandarajah, Schwarz, 2006).

O RANKL exerce suas ag¢0es via interacdo com o receptor
RANK, o qual € uma proteina de membrana com 616 aminoacidos, da
superfamilia dos receptores de fator de necrose tumoral (TNFR), expressa
primariamente em ceélulas precursoras dos osteoclastos, células B e T,
células dendriticas e fibroblastos (Hsu et al., 2006; Anandarajah, Schwarz,
2006). Camundongos que nao produzem RANK desenvolvem
osteopetrose e defeito na maturacdo das células B e T (Lu et al., 2004;
Hsu et al.,, 2006). A interacdo entre RANKL e seu receptor RANK nos
osteoclastos € controlada pela osteoprotegerina (OPG) (Tang et al., 2006;
Beeton et al., 2006).

A OPG é uma proteina de 401 aminoacidos pertencente a
superfamilia dos receptores de fator de necrose tumoral (TNFR). E um
receptor soltvel e age inibindo a ligacdo do RANKL ao RANK, impedindo,
assim, o recrutamento, a proliferacéo e a ativacdo dos osteoclastos (Boyle

et al., 2003; Théoleyre et al., 2006). Em camundongos, a expressao de
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RNA mensageiro de OPG tem sido demonstrada em varios tecidos, como:
0sso, pele, figado, pulméo, coracéo, células endoteliais, rins, estdbmago,
intestino, glandula tiredide, cérebro e medula espinhal (Knudsen et al.,
2003; Anandarajah, Schwarz, 2006).

A OPG neutraliza os efeitos bioldgicos de RANKL, pois
inibe a diferenciacdo de osteoclastos, suprime a ativacdo dos
osteoclastos maduros e induz sua apoptose (Horowitz et al., 2001;
Nakamichi et al.,, 2007). Animais que nao produzem OPG apresentam
severa osteoporose pelo aumento da atividade osteoclastica e
subsequente reabsorcdo O6ssea (Yamazaki, Sasaki, 2005; Nakamichi et
al., 2007). InjecBes subcutaneas de OPG na area abdominal de mulheres
pbs-menopausa rapidamente reduziram os marcadores do turnover 6sseo
(Hsu et al., 2006). Além disso, a administragcdo de OPG em animais com
artrite induzida experimentalmente, protegeu-os da perda 6éssea,
enquanto os animais que nao receberam OPG apresentaram extensa
perda é6ssea e de cartilagem. Ainda ndo esta clara, entretanto, a
associacdo entre o conteudo mineral 6sseo, o risco de fratura e a
concentragdo plasmatica dessa molécula (Knudsen et al.,, 2003;
Anandarajah, Schwarz, 2006).

O balanco da expressdao RANK-RANKL-OPG tem sido
estudado em casos de osteoporose (Golmia, Scheinberg, 2004),
osteopetrose (Kobayashi et al., 2009), artrite reumatéide (Gallagher,
2008), doenca periodontal (Peruzzo et al., 2008; Boyle, 2003), tumores
odontogénicos (da Silva et al.,, 2008), movimentacdo ortoddntica
(Yamaguchi, 2009) e diabetes (Amorim et al.,, 2008). Este balanco
controla a remodelacdo 6ssea (Rogers, Eastell, 2005; Kawai et al., 2006).
Alteracdes na concentracdo dessas moléculas induzidas por variacdes
dos niveis de outras citocinas, administracdo de glicocorticéides ou
deficiéncia de estrogénio podem induzir aumento do numero e da
atividade dos osteoclastos, determinando perda de massa Ossea
(Hofbauer et al., 2000; Yamaguchi, 2009).



33

Recentes estudos tém mostrado baixos niveis do RANKL
e OPG em sitios de reabsorcdo 6ssea em pacientes diabéticos (Duarte et
al., 2007). Em contraste, outros autores associam a alta expresséo
desses fatores ao estado diabético (Galluzzi et al., 2005; Hie et al., 2007;
Kayal et al., 2007). Existem controvérsias acerca da atividade
osteoclastica associada ao diabetes mellitus (He et al., 2004; Hie et al.,
2007; Kayal et al., 2007; Yamaguchi et al., 2009). Desta forma, os autores
relatam a importancia de estudos dos marcadores de turnover 0sseo
(Figura 1).

Figura 1 — Sistema RANK/RANKL/OPG. (a) Ativacédo da via osteoclastica favorecendo a
reabsorcdo Ossea através da ligacdo RANK/RANKL; (b) Inibicdo da ativacéo
osteoclastica preservando a matriz 6ssea através da producédo de OPG. Chappard et al.,
2003.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi analisar por meio de reagcbes
histomorfolégicas e imuno-histoquimicas, o processo de remodelacdo
0ssea alveolar decorrente do movimento ortoddntico induzido em ratos
diabéticos e a influéncia da aplicacdo do laser de baixa poténcia AsGaAl
(A=780 nm), durante o periodo experimental de 7, 14 e 21 dias.



4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Animais da Faculdade de Odontologia de Sédo José
dos Campos — FOSJC-UNESP e aprovado de acordo com protocolo n°
11/2011-PA/CEP (Anexo A).

4.1 Animais

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal, adotado pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal — CONCEA.

Foram utilizados 60 ratos jovens machos (Rattus
norvergicus, albinus, Wistar), com 60 dias de idade ao inicio do
experimento, pesando cerca de 200g a 2509, os quais foram fornecidos
pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos -
UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas e
alimentados com dieta balanceada LABINA® (fabricante: GUABI- Guabi

nutrilabor para ratos e camundongos) e agua “ad libitum”.
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4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram inicialmente divididos de modo
randomizado em quatro grupos com 5 animais cada e avaliados nos

periodos de 7, 14 e 21 dias de movimentagédo ortodontica:

. Controle (C) - ratos normoglicémicos
submetidos a movimentacao ortodontica;

+  Laser (L) - ratos normoglicémicos submetidos
a movimentacgao ortoddntica e tratados com radiacao
laser AsGaAl;

. Diabetes (D) - ratos diabéticos submetidos a
movimentacgao ortodontica;

. Diabetes-Laser (D-L) - ratos diabéticos
submetidos a movimentacdo ortodontica e tratados

com radiacéo laser AsGaAl.

4.3 Procedimentos Clinicos

4.3.1 Anestesia

Foram utilizadas para anestesia geral a solucdo de
cloridrato de Ketamina base (Dopalen - Agribands do Brasil LTDA - 5
mg/kg), anestésico geral e a solucdo de cloridrato Xilazina de 2-(2,6-
xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Anasedan - Bayer do Brasil — 10

mg/kg), substancia com propriedades sedativa, analgésica e relaxante
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muscular, nas respectivas proporcdes de 0,5 ml/ 1 ml na dose de 0,1 ml/

100 g de peso, via intramuscular.

4.3.2 Indugéo do Diabetes

A inducédo do diabetes foi realizada sete dias antes dos
procedimentos ortodénticos. O farmaco diabetogénico utilizado foi a
aloxana monoidratada (Sigma Aldrich Chemical, Saint Louis, MO, USA).
Os animais permaneceram em jejum por 12 horas antes da inducéao,
recebendo apenas agua.

A solucéo de aloxana foi preparada no momento do uso.
Os animais foram previamente anestesiados e pesados (Figura 2), e a
droga administrada por via endovenosa pela veia peniana na dose de 40

mg/Kg (Figura 3).

() (b)

Figura 2 — Preparo para inducdo do Diabetes. (a) Pesagem do aloxano; (b) Pesagem do
animal.
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() (b)

Figura 3 — Inducdo do Diabetes. (a,b) Administracdo do aloxano por via endovenosa
através da veia peniana.

4.3.3 Mensuracéao da Glicemia

Para a monitoracdo do diabetes, foram utilizadas
amostras de sangue da veia caudal dos animais e os valores da
concentragdo de glicose no sangue (mg/dL) mensurados com o auxilio de
um monitor para glicemia e tiras teste (ONETOUCH ULTRA, Lifescan
Johnson & Johnson Company, Califérnia, USA). Os animais foram
considerados diabéticos quando a concentracdao de glicose no plasma
estava 80% acima da média dos valores obtidos em nivel basal.

A glicemia foi mensurada em nivel basal antes da indugéo
do diabetes, sete dias ap6s a inducdo e no momento da eutanasia dos

animais (Figura 4).
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(@) (b)

Figura 4 - Monitoramento da glicemia do animal. (a) Pun¢cdo da veia caudal; (b)
Mensuracédo da glicemia.

4.3.4 Instalacdo do Dispositivo Ortodéntico

Apés sete dias da inducao do diabetes, e comprovada sua
estabilizacdo através da mensuracéo da glicemia basal, os animais foram
anestesiados com cloridrato de ketamina (5 mg / Kg) associado a xilazina
(10 mg / kg), administrados por via intramuscular (IM = 0,1 ml/ 100 g). Os
animais foram colocados em uma mesa cirargica em decubito dorsal e
com auxilio de 2 abridores de boca confeccionados manualmente, foi
instalada uma mola fechada de NiTi (Morelli® Campinas — Sdo Paulo
Brasil) no primeiro molar inferior, o qual foi submetido a movimentacao
ortodbntica e distendida até o incisivo inferior, ambos do lado direito, a
mola exerceu uma forca de 20 cN medida com tensiémetro de precisao
(Rock Mountain Orthodontics® , Denver, USA). O dispositivo foi fixado no
incisivo inferior com resina composta fotoativada (Quick Cure Reliance
Orthodontic Products?, Itaska, USA) (Figura 5).
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(@) (b)

(c) (d)

Figura 5 — Instalacdo do dispositivo ortodéntico. (a) Abridores de boca adaptados e
confeccionados com fio de aco inoxidavel de 0,8 de diametro; (b) Aplicacao do abridor de
boca adaptado no animal; (c) Mensuracdo da forca que sera exercida pela mola de NiTi
com o tensibmetro de precisdo; (d) Instalacdo da mola de NiTi no primeiro molar e
distendida até o incisivo inferior direito, fixada com resina fotoativada.

4.3.5 Laserterapia

O equipamento utilizado foi o Twin Flex Il (Arcada - Mm
Optics). A radiacao laser AsGaAl foi aplicada de maneira pontual e
continua na regido vestibular do primeiro molar inferior direito, nos grupos
Laser e Diabetes Laser com comprimento de onda de 780 nm, densidade
de energia de 20 J/cm?, tempo de exposicdo de 40 segundos e poténcia

de 20 mW, em dias alternados até a eutanasia dos animais (Figura 6).
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Figura 6 - Mandibula de rato com aparelho ortodéntico adaptado indicando a regido
vestibular do primeiro molar inferior, onde foi aplicado a radia¢é@o laser AsGaAl.

4.3.6 Eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada por overdose de
anestésico nos periodos de 7, 14 e 21 dias ap0s a instalagdo do
dispositivo ortoddntico, sendo 5 animais por grupo experimental. Foi feita
a decapitacdo dos mesmos, a mandibula removida, o tecido mole
excedente eliminado permanecendo apenas a parte 6ssea que foi imersa
em solucdo fixadora de paraformaldeido tamponado (Sigma Aldrich
Chemical, Saint Louis, MO, USA) a 4%.

4.4 Processamento Histoldgico

Quarenta e oito horas ap6s a fixacdo das mandibulas em
paraformaldeido a 4%, estas foram hemisseccionadas e imersas em
solugdo aquosa de EDTA (Sigma Aldrich Chemical, Saint Louis, MO,
USA) a 10% a temperatura ambiente e agitacdo constante para
desmineralizagdo por aproximadamente 90 dias ou até serem

consideradas proprias para a microscopia através do teste da agulha.



42

As pecas foram lavadas em agua corrente por 4 horas,
desidratadas em etanol, diafanizadas e incluidas em parafina com a face
lingual voltada para o plano de corte. Cortes frontais seriados com
espessura de 3 ym em laminas silanizadas foram obtidos para andlise
imuno-histoquimica e cortes frontais seriados com espessura de 5 ym
foram obtidos e corados por hematoxilina e eosina (HE) para analise

histomorfologica.

4.5 Analise Histomorfoldgica

A analise histomorfologica foi realizada em cortes
histolégicos corados por HE, onde foram descritas as alteracdes
estruturais evidenciadas no periodonto durante a movimentagcao
ortodontica, tais como: presenca de células inflamatorias, aspectos do
ligamento periodontal, reabsorcdo e formacédo do tecido O0sseo alveolar
nas faces mesial e distal do septo interradicular e face mesial do septo
interdentario do primeiro molar inferior direito.

As laminas histolégicas foram fotografadas e as imagens
capturadas por meio de camera digital de alta resolucdo AxioCam MRc5
(Carl Zeiss, Oberkéchen, Alemanha) acoplada ao microscépio de luz
(Axioskop 40, Carl Zeiss, Oberkéchen, Alemanha). A céamera
apresentava-se conectada a um microcomputador contendo um programa
de aquisicdo e andlise de imagens Axiovision Release 4.7.2 (Carl Zeiss

Vision Imaging Systems, Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha).
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4.6 Analise Imuno-histoquimica

Os marcadores imuno-histoquimicos utilizados foram os

anticorpos monoclonal de rato para Osteoprotegerina - OPG (scN-20) e 0

monoclonal de rato para RANK-L (scN-19), adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology®, CA, USA.

Os cortes histolégicos em laminas silanizadas foram

submetidos a reacbes de imuno-histoquimica segundo o protocolo do

laboratoério de imuno-histoquimica da Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos — FOSJC/UNESP:

a)

b)

d)

desparafinizacdo das laminas em placa
aquecedora a 60°C por 30 minutos;
desparafinizacdo em 2 banhos de xilol (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por 10 minutos cada a
temperatura ambiente;

reidratacdo em uma seérie de etanol (Merck,
Darmstadt, Alemanha) em concentracfes
decrescentes (absoluto, 90%, 80% e 70%) por 5
minutos cada, seguido de lavagem rapida em
agua destilada,;

recuperacdo antigénica. Para OPG as laminas
foram acondicionadas e imersas em recipiente de
vidro contendo citrato, pH 6,0 (Merck, Darmstadt,
Alemanha), e levadas ao forno de microondas
(Panasonic, inveter, Brasil) onde foram
submetidas a 2 ciclos consecutivos de 3 minutos
a poténcia 5, seguida de resfriamento por 30
minutos a temperatura ambiente e lavagem em

agua corrente por 5 minutos. Para RANK-L as
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laminas foram acondicionadas e imersas em
recipiente de vidro contendo pepsina, pH 1,8
(Sigma Aldrich), levadas a estufa a 60°C por 10
minutos e apds em estufa a 37°C por 50 minutos,
seguida de lavagem em &gua corrente por 5
minutos;

acondicionamento das laminas em caixas de
incubacdo especifica para técnica de imuno-
histoquimica (Erviegas, Séo Paulo, SP);

blogueio da peroxidase enddgena tecidual por
peréxido de hidrogénio 1% (Merck, Darmstadt,
Alemanha) por 30 minutos;

lavagem com solug&o Tris/Triton por 15 minutos;
lavagem com solucéo Tris por 5 minutos;
incubacdo com soro albumina bovina (BSA) 1%
(Dako, Califérnia, USA) por 30 minutos, em
camara Umida, para eliminagdo dos anticorpos
inespecificos;

lavagem rapida com solucéo Tris;

incubacdo com os anticorpos primarios (RANK-L
e OPG) na diluicdo de 1:100 por 2 horas;
lavagem em solugé&o Tris por 5 minutos;
incubacdo do anticorpo secundario Biotina
(LSAB+Sys-HRP - DAKO CO., Califérnia, USA)
por 10 minutos a temperatura ambiente;

lavagem em solucéo Tris por 5 minutos;
incubacdo do anticorpo secundario streptavidina
(LSAB+Sys-HRP - DAKO CO., Califérnia, USA)
por 10 minutos a temperatura ambiente;

lavagem em solucéo Tris por 5;
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q) revelacdo da reacdo com solugcdo de
diaminobenzidina (DAB) (DAKO CO., California,
USA) por 1 minuto;

r) imersao em solugéo Tris por 10 minutos;

S) contra-coloragdo com a hematoxilina de Mayer
(Merck, Darmstadt, Alemanha);

t) lavagem por 5 minutos em &gua corrente
seguindo-se duas passagens em agua destilada;

u) os cortes foram desidratados em cadeia
crescente de etandis (70%, 80%, 90% e
absoluto) por 5 minutos cada, diafanizados em
xilol por 10 minutos e montados com resina
sintética  (Entellan®, Merck, Darmstadt,
Alemanha) para microscopia.

Para avaliar a fidelidade da metodologia empregada na
analise imuno-histoquimica, os controles negativos foram obtidos dos
cortes histolégicos dos respectivos grupos estudados sem a presenca dos
anticorpos primarios RANK-L e OPG.

4.7 Anélise Histomorfométrica

Para a realizacdo da analise histomorfométrica, foi
realizada contagem das células imunorreativas para os anticorpos OPG e
RANK-L.

As hemimandibulas submetidas a movimentagao
ortodontica apo6s serem desmineralizadas foram submetidas a cortes
histoldgicos seriados de 3 um de espessura, obtendo-se trés laminas com

aproximadamente trés cortes histolégicos, para cada anticorpo usado.



46

Dentre essas laminas, um corte de cada lamina foi separado
aleatoriamente para analise histomorfométrica. Imediatamente apds, 0s
campos histolégicos de cada corte foi encontrado em aumento de 100x, e,
em aumento de 400x, foi realizada a contagem das células imunorreativas
em cinco campos aleatérios das faces mesial e distal do septo
interradicular e face mesial do septo interdentario do osso alveolar no 1°
molar inferior direito (Figura 7) usando o programa Axiovision 4.7.2 (Carl
Zeiss Vision Imaging Systems, Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha). Para
o procedimento de mensuracdo, foi utilizado um microscopio de luz
(Axioskop 40, Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha) e as imagens foram
captadas por uma camera digital (AxioCam MRc5, Carl Zeiss,

Oberkdchen, Alemanha).

Figura 7 — Areas demarcadas para andlise das células imunorreativas para RANK-L e
OPG do 1° molar inferior direito. Aumento original 25x.
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4.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir dos resultados
obtidos na histomorfometria para os anticorpos OPG e RANK-L, mediante
a analise de Variancia (ANOVA) e ao teste de TUKEY (GraphPad Prism
version 5.0 para Windows 7, GraphPad Sottware, San Diego, California,
USA). O nivel de significancia adotada foi de P< 0,05.



5 RESULTADOS

5.1 Analise Histomorfologica

Os aspectos histomorfolégicos foram analisados na regido
de furca do 1° molar e regido interdental entre os 1° e 2° molares inferiores
direito, sendo verificadas as alteracbes no periodonto de sustentacdo em
conjunto com 0s seus respectivos elementos dentarios durante 7, 14 e 21

dias de movimentagao ortoddntica e submissao ou néo a laserterapia.

5.1.1 Periodo de 7 dias

5.1.1.1 Grupo Controle

Na regido interdental foi observada discreta perda das
paredes 0sseas do periodonto de sustentacdo, a gengiva apresentava-se
revestida por epitélio estratificado ndo queratinizado com poucas
camadas. Nas adjacéncias, a lamina prépria era composta por tecido
conjuntivo, exibindo discreto infiltrado de células inflamatodrias
mononucleares e vasos sanguineos de pequeno calibre. Na regido do
espaco biolégico, o tecido conjuntivo apresentava-se bem celularizado e
fibras colagenas com arranjos irregulares.

Na regido de furca foi observada discreta formacdo de
tecido 0sseo, exibindo predominancia de trabéculas 6sseas espessas. O
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ligamento periodontal apresentava espessamento continuo em todo o
contorno do dente envolvido na movimentacdo ortodbntica, sendo
constituido por tecido conjuntivo bem celularizado e vascularizado, com

discreto infiltrado de células inflamatérias mononucleares (Figura 8).

(@)

(0) (c)

Figura 8 — Controle 7 dias. (a) Fotomicrografia panoramica da regido do 1° molar inferior
direito; (b) Regido interdental entre os 1° e 2° molares inferiores direito; (c) Regido de
furca do 1° molar inferior direito. HE, aumento original 50x e 100x.
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5.1.1.2 Grupo Laser

Na regido interdental, os espécimes exibiam formacéo
continua de tecido 0sseo na parede alveolar, papila e gengiva revestida
por epitélio estratificado ndo queratinizado, exibindo poucas camadas de
células, exocitose e projecdes de cristas epiteliais interligando entre si. A
lamina prépria era composta por tecido conjuntivo, exibindo discreto
infiltrado de células inflamatérias mononucleares e vasos sanguineos de
pequeno calibre, localizados na regido subepitelial. A maioria dos
espécimes exibia espaco biolégico preservado, sendo composto por
tecido conjuntivo e fibras colagenas com arranjo irregular.

Na regido de furca foi observada formacdo continua de
tecido 6sseo, sem que houvesse quaisquer prejuizos na histomorfologia
do periodonto de sustentacdo. O ligamento periodontal apresentava
espessamento continuo em todo o contorno do dente envolvido na
movimentacdo ortodéntica, era constituido por tecido conjuntivo bem
celularizado e vascularizado, com discreto infiltrado de células

inflamatorias mononucleares (Figura 9).
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(@)

(b)

(c)

Figura 9 — Laser. 7 dias. (a) Fotomicrografia panoramica da regido do 1° molar inferior
direito; (b) Regido interdental entre os 1° e 2° molares inferiores direito; (c) Regiéo de
furca do 1° molar inferior direito. HE, aumento original 50x e 100x.
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5.1.1.3 Grupo Diabetes

Na regido interdental, os espécimes mostravam variagao
na quantidade de perda 6ssea, em discrepantes perdas 0sseas, notavam-
se regibes com intensa atividade osteoclastica associada as extensas
areas de tecido de granulacédo. A lamina propria era composta por tecido
conjuntivo ricamente celularizado e com numerosos vasos sanguineos de
calibres variados. Em adi¢&o, havia intenso e difuso infiltrado de células
inflamatérias, predominantemente, mononucleares no periodonto. A
gengiva encontrava-se revestida por epitélio pavimentoso estratificado,
com presenca de exocitose.

Na regido de furca os espécimes mostravam discreta
perda 6ssea do dente envolvido na movimentacao ortodéntica (Figuras 10
e 11).

Figura 10 — Diabetes. 7 dias. Fotomicrografia panordmica da regido do 1° molar inferior
direito. HE, aumento original 50x.
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(@) (b)

Figura 11 — Diabetes. 7 dias. (a) Regido interdental entre os 1° e 2° molares inferiores
direito; (b) Regiéo de furca do 1° molar inferior direito. HE, aumento original 100x.

5.1.1.4 Grupo Diabetes-Laser

Na regido interdental o0s espécimes apresentavam
discreta a moderada destruicdo Ossea da parede alveolar com
evidenciada atividade osteoclastica, principalmente, em areas com
presenca e tecido de granulacao.

Na regido de furca alguns espécimes exibiam
preservacdo da regidao enquanto outros exibiam discreta a moderada
destruicdo Ossea da parede alveolar. Em adicdo, notava-se
espessamento continuo do espaco do ligamento periodontal em todo o
contorno do dente envolvido na movimentagao ortodontica e dos dentes

adjacentes (Figura 12).
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(@)

(b)

(c)

Figura 12 — Diabetes-Laser 7 dias. (a) Fotomicrografia panoramica da regido do 1° molar
inferior direito; (b) Regido interdental entre os 1° e 2° molares inferiores direito; (c)

Regido de furca do 1° molar inferior direito. HE, aumento original 50x e 100x.
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5.1.2 Periodo de 14 dias

5.1.2.1 Grupo Controle

Na regido interdental, a gengiva apresentava-se revestida
por pseudomembrana serofibrinosa, apoiada sobre tecido de granulacéo,
este era composto por fibroblastos, células endoteliais, proliferacdo de
capilares sanguineos e células inflamatérias. O epitélio juncional
mostrava-se hiperplasico exibindo alongamento e anastomose de suas
projecbes, degeneracdo hidropica e exocitose. A lamina propria
apresentava tecido conjuntivo com intenso infiltrado de células
inflamat6rias e numerosos vasos sanguineos, todavia, notava-se que
alguns fragmentos exibiam tecido de granulagcéo. As fibras colagenas do
ligamento periodontal da regido interdental foram destruidas,
permanecendo as fibras obliquas e periapicais. Em adicdo, os espécimes
exibiam reabsor¢cdes Osseas da parede do periodonto, desenvolvendo
bolsas periodontais de tamanhos variados.

Na regido de furca foi observada neoformacéo de tecido
0sseo, exibindo trabéculas Osseas delicadas e irregulares além de

reabsorcdes radiculares (Figura 13).
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(@)
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Figura 13 — Controle 14 dias. (a) Fotomicrografia panoramica da regido do 1° molar
inferior direito; (b) Regido interdental entre os 1° e 2° molares inferiores direito; (c)
Regido de furca do 1° molar inferior direito. HE, aumento original 50x e 100x.

5.1.2.2 Grupo Laser

Na regido interdental, a gengiva apresentava-se revestida

por epitélio pavimentoso estratificado, e exibia discreto infiltrado de
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células inflamatdrias mononucleares, localizadas predominantemente na
regiao subepitelial.

Na regido de furca as fibras do ligamento periodontal
apresentavam-se preservadas e com aspecto de normalidade, auséncia

de reabsorcao radicular também foi evidenciada (Figura 14).

(@)

(b) (c)

Figura 14 — Laser 14 dias. (a) Fotomicrografia panoramica da regi@o do 1° molar inferior
direito; (b) Regido interdental entre os 1° e 2° molares inferiores direito; (c) Regido de
furca do 1° molar inferior direito. HE, aumento original 50x e 100x.
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5.1.2.3 Grupo Diabetes

Na regido interdental os espécimes exibiam perda das
paredes Osseas do periodonto. A gengiva apresentava-se revestida por
epitélio pavimentoso estratificado com presencga de acantose e exocitose,
enquanto que a lamina propria era constituida por tecido conjuntivo
ricamente celularizado e vascularizado, exibindo difuso infiltrado de
células inflamatdrias, predominantemente mononucleares.

Na regido de furca em alguns espécimes era observada
presenca de delicadas trabéculas O6sseas imaturas, enquanto que na
maioria dos espécimes era notéria a acentuada destruicdo de tecido
0sseo, necrose do tecido pulpar, reabsor¢do radicular além de
proliferacdo e invaginacdo de epitélio juncional no elemento dentério

envolvido na movimentacao ortodontica (Figuras 15 e 16).

Figura 15 — Diabetes 14 dias. Fotomicrografia panorédmica da regido do 1° molar inferior
direito. HE, aumento original 50x.



59

(@) (b)

(c)

¥
o
«
'
—v
(d)
¥

Figura 16 — Diabetes 14 dias. (a) Regido interdental entre os 1° e 2° molares inferiores
direito; (b,c,d) Regido de furca do 1° molar inferior direito; (-) Necrose do tecido pulpar;
(setas pretas) Reabsorcdo radicular; (seta azul) Reabsorcdo do tecido 6sseo e
invaginacao do epitélio juncional. HE aumento original 100x.
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5.1.2.4 Grupo Diabetes-Laser

Na regido interdental, os espécimes exibiam gengiva
revestida por epitélio pavimentoso estratificado, com acantose e
exocitose. A lamina propria apresentava-se constituida por tecido
conjuntivo com moderado infiltrado inflamatério de células
mononucleares.

Na regido de furca o ligamento periodontal apresentava-
Se com numerosos vasos sanguineos de tamanho pequeno a médio e
dilatados em alguns espécimes, areas de tecido de granulacdo também

foram evidenciadas (Figuras 17 e 18).

Figura 17 — Diabetes-Laser 14 dias. Fotomicrografia panoramica da regido do 1° molar
inferior direito. HE, aumento original de 50x.



61

(@) (b)
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Figura 18 — Diabetes-Laser 14 dias. (a) Regiao interdental entre os 1° e 2° molares
inferiores direito; (b) Regido de furca do 1° molar inferior direito. (c) Tecido de granulacéo
na area de furca. HE, aumento original 100x.

5.1.3 Periodo de 21 dias

5.1.3.1 Grupo Controle

Na regido interdental, os espécimes exibiam reabsor¢cdes
das paredes Osseas do periodonto de sustentacdo devido a atividade
osteoclastica, desenvolvendo bolsas periodontais na vertical e horizontal
de tamanhos variados. O epitélio juncional mostrava-se hiperplasico
exibindo alongamento e anastomose de suas projecbes e degeneracao
hidropica. A lamina propria era constituida, predominantemente, por

tecido conjuntivo frouxo com moderado infiltrado de células inflamatorias
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€ numerosos vasos sanguineos. As fibras colagenas do ligamento

periodontal da regido interdental foram destruidas, permanecendo as

fibras obliquas e periapicais.

Na regido de furca notava-se que alguns espécimes

exibiam tecido de granulacao,

principalmente,

em

regidbes com

comprometimento, além de evidentes reabsorc¢des radiculares externas

(Figura 19).

(@)

(b)

(©)

(d)

Figura 19 — Controle 21 dias. (a, b) Fotomicrografias da regido interdental, entre os 1° e
2° molares inferiores direito. (c, d) Regido de furca do 1° molar inferior direito. HE,

aumento original 100x.
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5.1.3.2 Grupo Laser

Na regido interdental os espécimes exibiam gengiva de
aspecto filiforme revestida por epitélio estratificado ndo queratinizado,
exibindo poucas camadas de células, além de projecdes de cristas
epiteliais interligando entre si. A lamina prépria era composta por tecido
conjuntivo frouxo, exibindo discreto infiltrado de células inflamatorias
mononucleares e predominancia de vasos sanguineos de pequeno
calibre. A maioria dos espécimes exibia espaco biolégico preservado,
sendo composto por tecido conjuntivo e fibras coldgenas com arranjo
irregular.

Na regido de furca houve formacédo continua de tecido
0sseo assim como na regido interdental, sem que houvesse quaisquer
prejuizos na histomorfologia do periodonto de sustentacdo. O ligamento
periodontal, apresentava espessamento continuo em todo o contorno do
dente envolvido na movimentagao ortodontica e era constituido por tecido
conjuntivo bem celularizado e vascularizado, com infiltrado de raras

células inflamatérias mononucleares (Figuras 20 e 21).

() (b)

Figura 20 — Laser 21 dias. (a, b) Fotomicrografias da regido interdental entre os 1° e 2°
molares inferiores direito. HE, aumento original 100x.
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(@) (o)

Figura 21 — Laser 21 dias. (a, b) Fotomicrografias da regido de furca do 1° molar inferior
direito. HE, aumento original 100x.

5.1.3.3 Grupo Diabetes

Os aspectos histolégicos eram semelhantes ao grupo
controle, entretanto notava-se que, alguns espécimes, exibiam extensas
perdas 0sseas da parede alveolar na regido interdental.

Na regido de furca houve discreta reabsor¢cdo Ossea e

evidentes reabsorg¢des radiculares (Figura 22).
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(@)

(b)

(€)

(d)

Figura 22 - Diabetes. 21 dias. (a, b) Fotomicrografias da regi&o interdental, entre os 1° e
2° molares inferiores direito; (c, d) Regido de furca do 1° molar inferior direito. HE,

aumento original 100x.

5.1.3.4 Grupo Diabetes-Laser

Na regido interdental os espécimes exibiam gengiva de

aspecto filiforme revestida por epitélio estratificado ndo queratinizado e

preservacdo do espaco biolégico. A lamina propria era composta por

tecido conjuntivo frouxo, exibindo infiltrado de raras células inflamatorias

mononucleares.
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A maioria dos espécimes exibia preservacao da regido de
furca. Em adicdo, notava-se espessamento continuo do ligamento
periodontal em todo o contorno do dente envolvido na movimentagao

ortoddntica e dos dentes adjacentes (Figura 23).

(@)

(0) (c)

Figura 23 — Diabetes-Laser 21 dias. (a) Fotomicrografia panoramica exibindo
preservagéo do periodonto de sustentag8o entre os 1° e 2° molares inferiores direito; (b)
Formacédo de tecido 6sseo na regido interdental; (c) Regido de furca do 1° molar inferior
direito. HE, aumento original 50x e 100x.
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5.2 Anélise Imuno-histoquimica

As figuras 24a e 25a representam a imunomarcacao de
células para os anticorpos OPG e RANK-L, respectivamente, de todos o0s

grupos e periodos estudados (7,14 e 21 dias).

(@) (b)

Figura 24 - Fotomicrografia da imuno-histoquimica. (a) Osteoblastos imunorreativos para
OPG, (b) Controle negativo. Osteoblastos localizados na face mesial do septo
interradicular do tecido 6sseo alveolar do 1° molar inferior direito. Aumento original de

400x.

(@) (b)

Figura 25 - Fotomicrografia da imuno-histoquimica. (a) Osteoclastos imunorreativos para
RANK-L, (b) Controle negativo. Osteoclastos localizados na face distal do septo
interradicular do tecido 6sseo alveolar do 1° molar inferior direito. Aumento original de

400x.
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5.3 Anélise Histomorfométrica

Para analise histomorfométrica, realizou-se a mensuracao
de células imunorreativas para OPG e RANK-L em 5 campos nas faces
mesial e distal do septo interradicular e face mesial do septo interdentéario
do osso alveolar do primeiro molar inferior direito nos periodos de 7, 14 e
21 dias de movimentagcdo ortodontica nos animais de todos os grupos
estudados. Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica,
utilizando o teste One Way ANOVA e teste de TUKEY.

Tabela 1 - Dados histomorfométricos do numero de osteoblastos
imunorreativos para OPG em todos os grupos e periodos estudados.

Valores expressos por Média + DP (Desvio Padrao), (n=3)

MEDIA + DP
GRUPOS . . .
7 Dias 14 Dias 21 Dias
Controle 8,40+ 0,26 12,33 £ 0,20 9,93 £ 0,45
Laser 10,93 £ 0,05 12,43 £ 0,15 11,03 £ 0,47
Diabetes 8,33+ 0,20 10,47 + 0,40 9,16 + 0,49
Diabetes-Laser 11,70 + 0,34 12,13 + 0,86 11,23 +0,11

Tabela 2 — Analise de variancia (ANOVA) e teste de TUKEY dos

resultados histomorfométricos, referentes a osteoblastos imunorreativos

para OPG, em todos os grupos e periodos estudados. Nivel de

significancia estatistica (P<0,05)
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NIVEL DE SIGNIFICANCIA ESTATISTICA (P)

GRUPOS

7 Dias (%) 14 Dias (*) 21 Dias (%)
Cx D P >0,05 P <0,01 P > 0,05
C x L Goow ) P < 0,0001 P > 0,05 P > 0,05
C X D-L Gowx ) P < 0,0001 P > 0,05 P > 0,05
D x L G sono ) P < 0,0001 P <0,01 P <0,01
D x D-L G s ) P < 0,0001 P < 0,05 P <0,01
LxD-L® P >0,05 P >0,05 P > 0,05

C: Controle; L: Laser; D: Diabetes; D-L
diretamente proporcional ao nivel de significancia estatistica (¥ = P<0,05; %% = P<0,01;
* %% = P<0,0001; Nao significante = P>0,05). As cores azul, vermelha e verde referem-
se respectivamente aos periodos de 7, 14 e 21 dias.

: Diabetes—Laser. O numero de asterisco esta

Os resultados estatisticos da analise histomorfométrica

referentes ao anticorpo OPG estdo demonstrados no grafico a seguir:

Figura 26 - Representagdo grafica dos valores médios do numero de osteoblastos
imunorreativos para OPG, em todos os grupos e periodos estudados. C: Controle; L:
Laser; D: Diabetes; D-L: Diabetes—Laser.
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Tabela 3 — Dados histomorfométricos do numero de osteoclastos

imunorreativos para RANK-L, em todos os grupos e periodos estudados.

Valores expressos por Média + DP (Desvio Padrao), (n=3)

MEDIA + DP
GRUPOS ] . .
7 Dias 14 Dias 21 Dias
Controle 1,30+ 0,34 0,83+0,15 0,80+0,17
Laser 0,66 + 0,20 0,76 £ 0,41 0,43+ 0,30
Diabetes 0,80+ 0,36 0,73+ 0,60 0,73 +0,35
Diabetes-Laser 1,10 £ 0,45 1,20+ 0,17 0,56 + 0,46

Tabela 4 — Andlise de variancia (ANOVA) e teste de TUKEY dos

resultados histomorfométricos, referentes a osteoclastos imunorreativos

para RANK-L, em todos os grupos e periodos estudados. Nivel de

significancia estatistica (P<0,05)

NIVEL DE SIGNIFICANCIA ESTATISTICA (P)

GRUPOS _ _

7 Dias (%) 14 Dias (*) 21 Dias (*)
CxD P > 0,05 P > 0,05 P> 0,05
CxlL P > 0,05 P > 0,05 P> 0,05
C x D-L P > 0,05 P > 0,05 P > 0,05
DxL P > 0,05 P > 0,05 P> 0,05
D x D-L P > 0,05 P > 0,05 P> 0,05
L x D-L P > 0,05 P > 0,05 P> 0,05

C: Controle; L: Laser; D: Diabetes; D-L: Diabetes—Laser. O nimero de asterisco esta
diretamente proporcional ao nivel de significancia estatistica (% = P<0,05; %% = P<0,01;
* %% = P<0,0001; Nao significante = P>0,05). As cores azul, vermelha e verde referem-
se respectivamente aos periodos de 7, 14 e 21 21 dias.
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Os resultados estatisticos da analise histomorfométrica

referentes ao anticorpo RANK-L estdo demonstrados no gréafico a seguir:

Figura 27 - Representacdo grafica dos valores médios do numero de osteoclastos
imunorreativos para RANK-L, em todos os grupos e periodos estudados. C: Controle; L:
Laser; D: Diabetes; D-L: Diabetes—Laser.



6 DISCUSSAO

A pesquisa desenvolvida foi proposta com a finalidade de
compreender melhor as questbes pertinentes ao movimento ortodéntico
em ratos diabéticos e a acdo do laser de baixa poténcia no processo de
remodelacdo Ossea alveolar, uma vez que h& caréncia de estudos
relacionados na literatura pesquisada.

Algumas formas de inducédo experimental do DM foram
descritas na literatura, tais como: infeccBes virais, pancreatectomia
parcial, uso de horménios anti-insulinicos, uso excessivo de
hidrocortisona (hormonio adenocorticotréfico) e uso de agentes quimicos
beta-citotoxicos, entre eles os mais empregados sdo a aloxana e a
estreptozotocina (Tominaga, 2007; Leme et al., 2010; Shankaracharya et
al.,, 2012). Neste estudo, optou-se pela aloxana, por ser um potente
agente diabetogénico capaz de promover destruicdo seletiva das células
B do pancreas, reduzindo experimentalmente a secreg¢ao de insulina.

Com base na literatura, utilizou-se a dose de 40 mg/Kg da
aloxana, garantindo a inducédo e a manutencdo do quadro diabético por
um longo periodo, além de proporcionar boas condicbes de sobrevida
para o animal. Quanto as vias de administracdo da aloxana, as vias
subcutdnea e intraperitoneal sdo consideradas satisfatérias no rato,
porém a via endovenosa tem sido a de escolha da maioria dos
pesquisadores, obtendo resultados satisfatorios pela sua efetividade na
citotoxidade das células B pancreaticas (Luc Bensch et al., 2003; Amorim
et al., 2008; Li Xin et al., 2010). Destarte, foi administrado a aloxana por
via endovenosa, permitindo a obtencdo de excelentes resultados, visto
que, 95% dos animais tornaram-se portadores de DM. A referida droga e

os procedimentos de inducado utilizados neste estudo estdo de acordo
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com as metodologias descritas na literatura (Lerco et al., 2003; Feng,
2005; Sakaguchi, 2007; Tominaga, 2007).

Ademais, autores descrevem o mecanismo de acdo da
aloxana, onde este promove discreta reducdo glicémica apos 30 minutos
de sua aplicacdo como resultado de estimulacdo da secrecdo de insulina
e consequente aumento da insulinemia. Apos 60 minutos da aplicacao
ocorre hiperglicemia decorrente de decréscimo da insulinemia, persistindo
por aproximadamente 4 horas, ocorrendo nesta fase as primeiras
alteracdes morfolégicas das células B do pancreas. Em seguida, no
periodo de 4 a 8 horas, ocorre excessivo aumento da insulinemia, como
consequéncia de ruptura da membrana celular. Posteriormente, segue a
hiperglicemia, que ocorre de forma gradativa entre 9 a 144 horas,
estabilizando-se em seguida de forma definitiva. Nesta fase ocorre a
destruicdo da maioria das células B-pancredticas (Szkudelki, 2001;
Bensch et al.,, 2004; Lenzen, 2008; Leme et al., 2010), tornando-se
irreversivel o processo de reparo deste 6rgdo. Diante desta dinamica, ja
estabelecida na literatura, realizou-se a mensuracao da glicemia 7 dias
apos a inducao do diabetes para comprovar sua estabilizacao.

As alterac6es morfolégicas do pancreas, em questdo, sao
de fundamental importancia para o desenvolvimento do quadro diabético
no animal, que em longo prazo, incluem reducdo no peso, polifagia,
polidipsia, polidria, alteracdes no sistema imunolégico entre outras. Em
relagdo a evolucao clinica dos animais diabéticos analisada neste estudo,
foram observadas alteracbes caracteristicas muito similares ao diabetes
humano, que contrastam completamente da evolucdo de animais
normoglicémicos, estes se apresentaram, ao longo do experimento, em
bom estado geral, ativos, com apetite, tdonus e reflexos conservados,
ganho de peso progressivo, manutencdo da ingestdo hidrica e alimentar,
dentro dos padrdes de normalidade para a espécie e em conformidade
com outros trabalhos (Luc Bensch et al., 2003; Duarte et al., 2007; Brekke

et al, 1998). As complicacbes gerais apresentadas nos animais
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diabéticos caracterizavam-se por fraqueza, prostracdo, poliria, polifagia,
polidpsia, evacuacdo frequente, alteracdo na textura da pelagem e
distengcdo abdominal. Esses achados clinicos também foram observados
nos estudos de Almeida et al., 2008; Amorim et al., 2009; Li Xin et al.,
2010; Shankaracharya et al., 2012.

Os niveis glicémicos dos ratos diabéticos, obtidos em
nosso estudo, foram acima de 300 mg/dL, de modo que 18 animais
apresentavam valores entre 301 a 400 mg/dL, 22 de 401 a 500 mg/dL, 12
de 501 a 600 mg/dL e 3 acima de 600 mg/dL. Ressalva-se que 5 animais
morreram devido aos graves efeitos colaterais do diabetes. Considerando
estes achados, a literatura confirma que a variacao de glicemia em ratos
diabéticos, induzidos por aloxana, € de 300 a 572 mg/dL (Sonis et al.,
1985; Soares et al., 2000; Lu et al., 2003; Bensch et al., 2004). E
importante ressaltar que o objetivo em utilizar os animais diabéticos
descompensados foi tentar qualificar e quantificar as alteracdes do
periodonto presentes neste disturbio metabdlico e criar um modelo
experimental para individuos diabéticos nas mesmas condicoes.
Salientamos, também, que individuos diabéticos apresentam disturbios
metabolicos, causando significativas alteragdes teciduais no periodonto,
as quais devem ser consideradas no planejamento do tratamento
ortodéntico.

Sabe-se que muitas complicagcbes cronicas, como
microangiopatia e macroangiopatia, dos individuos portadores de DM
estdo relacionadas as alteracbes do metabolismo ésseo, prejudicando o
processo de neoformacéo e reabsorcdo. Ademais, a auséncia do gene de
expressdo, que regula a diferenciacdo osteoblastica, tem interferido nos
processos de reparacdo Ossea de pacientes diabéticos (Robbins, 2000;
Verhaeghe et al.,1996).

Segundo Lu et al. (2003), a insuficiéncia de insulina ou a
sua incapacidade de acédo frente a transferéncia de glicose do plasma

para o citoplasma das células, caracteriza altera¢cdes do metabolismo de
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carboidratos, gorduras e proteinas, resultando nas alteracdes de
permeabilidade da membrana celular, no transporte de glicose e de
aminoacidos e no fluxo de potassio (Sonis et al., 1985; Lu et al., 2003;
Besnch et al., 2004). Além disso, esse desequilibrio glicémico no
organismo altera a modulacdo do crescimento esquelético normal, uma
vez que exerce efeitos negativos sobre o metabolismo 0sseo. Esta
alteracao interfere na regulacdo do processo de reabsorcéo, sintese de
matriz ostedide e mineralizacdo O6ssea (Melgaco 2002; Madeiro et al.,
2005).

Estudos demonstraram que a diminuicdo da resisténcia
estrutural Ossea esta diretamente relacionada com as alteracfes da
sintese de proteoglicanas e diminuicdo da atividade osteoblastica,
repercutindo em prejuizos na producéo da matriz 6ssea e no retardo da
formacao dos tecidos 6sseos, ou seja, no desequilibrio da formacao de
ostedide e na homeostase mineral 6ssea (Margonar et al., 2003; Heap et
al., 2004; Thrailkill et al., 2005; Abassy et al., 2010). O grau de
intensidade dessas alteragbes pode provocar quadros agudos de
osteopenia e, consequentemente, osteoporose (Verhaeghe et al., 1996;
Heap et al., 2004; Thrailkill et al., 2005). Outras evidéncias relevantes que
poderiam justificar o retardo na reparacdo O0ssea seriam as alteracbes
causadas pelos produtos finais da glicolisacdo avancada (Advanced
Glycolization Endproducts-AGEs), sdo compostos derivados da glicose
acumulada nos tecidos e no plasma de diabéticos, sendo moléculas
estaveis que ndo se degradam mesmo quando os niveis de glicemia
retornam a normalidade. Os efeitos patolégicos dos AGEs estdo
relacionados a capacidade destes compostos de modificar as
propriedades quimicas e funcionais das mais diversas estruturas
biolégicas, por meio da formacao de radicais livres e ligacbes cruzadas
com proteinas, além das interacfes com receptores celulares. Além disso,

os AGEs promovem estresse oxidativo, alteracdes morfofuncionais e
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aumento da expresséo de mediadores inflamatérios (Fiorellini et al., 1999;
Gregg et al., 2002; Gugliucci, 2000).

Neste estudo, verificamos que o nivel glicémico dos ratos
diabéticos foi elevado, sendo potencializado pelo estresse do animal
durante as varias aplicacbes da laserterapia. Sugerimos, ainda, a
hipotese de que havia presenga excessiva de AGES nos tecidos
periodontais, em conjunto com a forca ortodontica, potencializando as
atividades osteoclasticas, a producdo de colagenase e o aumento da
intensidade do processo inflamatorio. Isto poderia justificar a progresséo e
severidade da destruicdo dos tecidos periodontais. Esses fendbmenos
foram abordados nos estudos realizados por Fiorellini et al., (1999);
Gugliucci (2000); Hildebrand et al., (2000); Gregg et al., (2002); Takada et
al., (2004); Nakajima et al., (2006).

De acordo com Boyle et al. (2003), as células envolvidas
na remodelacdo 6ssea sdo o0s osteoclastos e osteoblastos, sendo que o
balanco entre ativacdo e apoptose destas células tem papel fundamental
no processo de osteoclastogénse e na regulacdo da remodelacao 0ssea.

A descoberta e caracterizacdo do sistema RANK-RANK-L
e OPG tém mudado os conceitos relativos ao metabolismo 06sseo,
levando a um melhor entendimento da patogénese das doencas ésseas
metabolicas e alavancando novas estratégias terapéuticas (Menezes et
al., 2006; Andrade et al., 2008). O RANKL é uma proteina relacionada
com o processo de reabsor¢cdo Ossea. Sua interacdo com o RANK, um
receptor expresso na superficie de pré-osteoclastos, promove a sua
diferenciacdo e ativacdo em osteoclastos. A osteoprotegerina (OPG) é
uma citocina também pertencente a familia do TNF que age como
receptor sollvel para o RANKL, prevenindo que este que ligue ao RANK,
bloqueando assim a diferenciacdo de osteoclastos, e consequentemente
a reabsorcdo Ossea (Jilka, 2003; Miller et al., 2007; McCormick, 2007;
Gallagher, 2008).
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Diversos estudos avaliam o papel do sistema
OPG/RANKL na remodelacdo Ossea, porém, a metodologia empregada
por estes trabalhos é variada devido as pesquisas serem realizadas em
animais e humanos (Seck et al., 2001; Pulsatelli et al., 2004; Liu et al.,
2005; Duarte et al., 2007; Zhang et al., 2007; Jorgensen et al., 2010).
Neste estudo, avaliamos a remodelacdo Ossea alveolar durante a
movimentacdo ortodéntica em ratos diabéticos, objetivando averiguar o
comportamento dos tecidos periodontais ap6s radiacdo laser de baixa
poténcia.

As citocinas e os fatores de crescimento (ILs-1,6,11 TNF)
liberados nas regides que sofrem estimulos, sejam eles infecciosos ou
mecanicos, promovem diferenciacdo e maturacdo de osteoclastos. Este
fendbmeno poder ocorrer por meio do estimulo direto de células
mesenquimais indiferenciadas ou por um mecanismo paracrino, onde as
células presentes expressam ou liberam os receptores RANK, RANK-L e
OPG que induzem a osteoclastogénese (Kumar et al., 2005). Em nossos
resultados, demonstramos que as atividades osteoblasticas e
osteoclasticas nas éareas de tensdo e pressdo dos ligamentos
periodontais, respectivamente, foram concomitantes, promovendo
formacéo e reabsorcdo 6ssea durante a movimentacao ortoddntica, nos
periodos de 7, 14 e 21 dias. Constatamos, ainda, que houve significancia
estatistica no aumento do nimero de osteoblastos imunorreativos para
OPG no periodo de 14 dias, diminuindo aos 21 dias, nos grupos C, L e D.
Estes fatos demonstraram a evolucdo do processo de movimentacao
ortodontica até periodo de 14 dias e estabilizacdo deste mesmo processo
em 21 dias, outra hipGtese seria a inibicdo do metabolismo celular devido
a producao excessiva de producdo de ATP no interior da mitocéndria,
induzida pela irradiagdo laser. De acordo com Miloro et al.,, (2007);
Costardi et al., (2008), esta radiacdo intensifica a formacdo de um
gradiente de féton eletroquimico transmembrana na mitocéndria, promove

liberacdo de célcio da mitocdndria no citoplasma e, consequentemente,
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estimula a mitose e a proliferacdo celular. Todavia, altas ou frequentes
doses aumentam excessivamente a liberagdo de calcio, causando
hiperatividade das bombas de célcio ATPase e estabilizacdo do pool de
ATP da célula, inibindo o metabolismo celular.

Verificamos, também, que os ratos submetidos a radiacéo
laser (L e D-L) apresentavam maior numero de osteoblastos
imunorreativos para OPG quando comparados com os ratos dos grupos C
e D, comprovando a efetiva acédo bioestimuladora da radiacao laser nos
tecidos periodontais, submetidos ao tratamento ortodontico. Ressalva-se,
também, que o aumento do nimero de osteoblastos imunorreativos para
OPG apresentava significancia estatistica, principalmente, entre os
grupos D e D-L, em todos os periodos de observacéao.

Apesar de ndo haver significancia estatistica do namero
de osteoclastos imunorreativos para RANK-L nos grupos e periodos
estudos, verificamos que a quantidade de osteoclastos imunorreativos era
inversamente proporcional a quantidade de osteoblastos imunorreativos,
confirmando a dindmica fisiopatoldgica do processo de remodelacéo
Ossea alveolar. Contrario de nossos resultados, Amorim et al., (2008)
relataram que ndo houve balanco na expressdo RANK-RANKL-OPG
associado ao diabetes, firmando o fato da doenca diabetes contribuir para
o retardo do processo de reparacao.

Em adicdo, a radiacdo laser aplicada no periodonto de
sustentacdo favoreceu 0s processos de neoformacdo e reabsorcao
0ssea, superando os resultados dos aspectos histolégicos dos animais
dos grupos controle. Em relacdo aos animais do grupo diabéticos, notava-
se maior preservacdo dos tecidos periodontais nos animais diabéticos
irradiados do que os nao irradiados.

Na literatura encontra-se diferentes protocolos de
aplicagéo do laser de baixa poténcia nos estudos in vivo com relagéo ao
comprimento de onda utilizado (Lopes et al., 2005; da Silva et al., 2006;
Miloro et al., 2007), dosimetria (Freitas et al., 2000; Marino et al., 2003),
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tipo de lesédo produzida (Khadra et al., 2005; Carvalho et al., 2002) e 0sso
estudado (Shibli et al., 2006; Lopes et al., 2007), o que dificulta uma
comparacao entre eles.

Verificou-se neste estudo que o valor de densidade de 20
Jicm? foi adequada e eficaz na biorregulacdo ou normalizagédo das
funcdes celulares, contribuindo positivamente na regeneracao dos tecidos
periodontais, durante a aplicacdo de forca ortodbntica o que corrobora
com os resultados de Hiraoka et al., (2011). Aventamos, ainda, a hipotese
de que a acdo da forca ortoddntica, associada a irradiacdo laser, no
periodonto de sustentacdo estimulou a atividade mitocondrial e,
consequentemente, com aumento da producdo de ATP, houve
repercussao no aumento da atividade osteoblastica e fibroblastica, além
de se tornarem mecanismos compensatorios em relacdo aos efeitos da
doenca metabdlica e do possivel estresse dos animais diabéticos
irradiados,

Segundo Holtgrave e Donath (1989), durante a
movimentacgdo ortoddntica, o tecido neoformado em diabéticos ndo tem
as mesmas caracteristicas estruturais e metabdlicas quando comparado
com o tecido 6sseo normal. Este fato foi parcialmente evidenciado em
nossas pesquisas, uma vez que a quantidade de perda de tecido 0sseo
alveolar, as alteracOes das fibras periodontais e reabsor¢des radiculares
foram maiores nos grupos diabéticos ndo irradiados do que nos grupos
normoglicémicos (Controle e Laser) e Diabetes-Laser, em todos os
periodos de observac¢des estudados.

Portanto, sugerimos a aplicacdo da laserterapia em
individuos diabéticos, como coadjuvante no tratamento ortodéntico. E
importante salientar que a indicagao deste tratamento deve ser muito bem
estudada, uma vez que depende exclusivamente das condi¢cdes gerais e
bucais do individuo portador do Diabetes, diante do exposto, é de suma
importancia que os odontdlogos conhecam as alteracdes sistémica e

bucal do DM e os efeitos bioestimuladores da laserterapia nos tecidos
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periodontais durante aplicacdo de forcas ortoddnticas, com o intuito de
indicar um tratamento ortoddntico de exceléncia para os pacientes

portadores do DM.



7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e dentro das
condicbes experimentais desta pesquisa, pode-se concluir que houve
efetividade da radiacdo laser AsGaAl nos tecidos periodontais durante a
movimentagdo ortoddntica, estimulando a dindmica do processo de
remodelacdo Ossea alveolar, visto que, a fisiopatologia da doenca
diabetes ndo interferiu na integridade da microarquitetura dos tecidos

periodontais.
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