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RESUMO

Shimabucoro CE. Marcacao fluorescente de calcio em tecidos de suporte apos a
movimentagdo dentaria experimental em ratos [dissertacdao]. Aragatuba:
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2007.

O osso alveolar, como os demais ossos, é continuamente remodelado por processo
que equilibra reabsorcado 0ssea por osteoclastos seguido pela deposigdo 6ssea por
osteoblastos. A aplicacdo de forcas ortodonticas gera reagdes locais nos tecidos
relacionados com a denti¢cdo e oclusdo bem como em fatores sistémicos relacionados
com o metabolismo ésseo, como a concentracdo de calcio, fosforo e fosfatase
alcalina. O nosso objetivo foi identificar, através de marcadores fluorescentes, a
deposicao de calcio no ligamento periodontal e analisar a concentragéo plasmatica de
calcio, fosforo e fosfatase alcalina antes e apdés a movimentagdo dentaria
experimental. A movimentacao foi realizada com aparelhos instalados no primeiro
molar superior em ratos machos (Wistar/250g). Os animais receberam trés injecdes de
marcadores o6sseos fluorescentes, na seguinte ordem: calceina, alizarina e
oxitetraciclina com intervalo de sete dias entre as inje¢bes para andlise de 17 (G1), 28
(G2) ou 35 (G3) dias apos instalacao do aparelho. Sete dias ap6s a ultima injegéo, o
sangue foi coletado e centrifugado para a realizacdo posterior das analises
bioquimicas. As maxilas foram retiradas, limpas e submetidas aos procedimentos
especificos para o preparo das laminas e leitura posterior em microscopio de
epifluorescéncia. Foi coletado sangue de oito animais que ndo receberam intervengéo
ortodontica, para controle das concentracdes plasmaticas. A analise qualitativa
evidenciou diferenga entre o lado controle e o submetido a movimentagao dentaria,
entretanto, a andlise quantitativa ndo constatou diferencga estatisticamente significante.
As leituras espectrofotométricas nas dosagens dos plasmas destes animais mostraram
concentracdo de calcio sem diferenca estatistica entre os grupos. Entretanto, a analise
do fosforo evidenciou co-relagdo entre a concentragdo plasmatica e o tempo de
movimentag&o dentaria. Quando comparado a concentragao de fosfatase alcalina, os
animais do grupo G1 apresentaram menor concentragéo significante em relagdo aos
outros grupos. Nos animais com 28 (G2) e 35 (G3) dias a concentragao plasmatica de
fosfatase alcalina ndo foi diferente do grupo controle, mas foi significativamente maior

que dos animais com 17 dias (G1) de movimentacdo dentéria. Portanto, a
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movimentagdo dentaria experimental utlizada neste trabalho desencadeou,
qualitativamente, alteragbes na deposicdo de calcio no alvéolo e na concentragdo
plasmatica de fosforo e fosfatase alcalina evidenciando relagdo entre movimentagéo

dentaria e a concentragao plasmatica destas substancias.

Palavras-chaves: calcio, fosforo, fosfatase alcalina, movimentagao dentaria, corantes fluorescentes.



ABSTRACT

Shimabucoro CE. Marking fluorescent calcium in tissues of support after the
experimental tooth movement in rats. [dissertation]. Aragatuba: UNESP - Sao
Paulo State University; 2007.

The alveolar bone, as the other bones, continuously is remodelled by process that
balances bone resorption by osteoclasts followed by the bone deposition for
osteoblasts. The application of orthodontic forces generates local reactions in tissues
related to the teeth and occlusion as well as systemic factors related with the bone
metabolism, as the concentration of calcium, phosphorus and alkaline phosphatase.
Our objective was to identify, through fluorescent markers, the calcium deposition in
the periodontal ligament and to analyze the plasma concentration of calcium,
phosphorus and alkaline phosphatase before and after the experimental tooth
movement. The movement was performed with apparatus installed on the upper first
the molar superior in male rats (Wistar/250g). These animals received three injections
of bone fluorescent markers, in the following order: calcein, alizarin and oxytetracycline
with interval of seven days between the injections for analysis of 17 (G1), 28 (G2) or 35
(G3) days after installation of the unit. Seven days after the last injection, the blood was
collected and centrifuged to the achievement of subsequent biochemical analyses. The
jaws had been removed, cleaned and submitted to the specific procedures for the
preparation of the slides and posterior reading in the epifluorescence microscopy.
Blood of eight animals that had not received intervention orthodontic, for control of the
plasmatic concentrations was collected. The qualitative analysis evidenced difference
between the side control and the submitted to the tooth movement, however, the
quantitative analysis did not evidence significant difference statistical. The
spectrophotometric readings in the dosages of plasmas of these animals had shown to
calcium concentration without difference statistics between the groups. However, the
analysis of the phosphorus evidenced co-relation between the plasmatic concentration
and the time of tooth movement. When compared to the concentration of alkaline
phosphatase, the animals of the G1 group showed significantly lower concentrations in
relation to the other groups. In the animals with 28 (G2) and 35 (G3) days plasmatic
concentration of alkaline phosphatase was not different from the control group, but was

significantly higher than the animals with 17 days (G1) of tooth movement. Therefore,
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the used experimental tooth movement in this work unchained, qualitatively, alterations
in the calcium deposition in the alveolus and the plasmatic concentration of phosphorus
and alkaline phosphatase evidencing relation between tooth movement and the

plasmatic concentration of these substances.

Keywords: calcium, phosphorus, alkaline phosphatase, tooth movement, Fluorescent dyes
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1. INTRODUCAO

A movimentagdo ortoddntica consiste em processo dindmico associado a
remodelagéo do o0sso alveolar, possibilitada pela presenga do ligamento periodontal e
de suas células, onde se destacam os fibroblastos, que sdo capazes de responder a
estimulos compressivos e remodelar as fibras colagenas do ligamento periodontal®,
assim como mediar a remodelacédo O&ssea alveolar através da liberagdo de

citocinas®™,

Essas citocinas s&o capazes de estimular a migracdo de células
progenitoras de osteoclastos da circulagdo sanguinea para o espago periodontal,
onde estas podem sofrer processo de diferenciagéo para osteoclastos maduros, os
quais sdo responsaveis pela reabsorgao do osso alveolar®®.

A aplicacao da forca ortodéntica desencadeia reagdes teciduais as quais nao
estdo somente associadas com fatores locais relacionados com os dentes e a oclusao,
mas também com fatores sistémicos relacionados com o metabolismo geral do

7,8,17,31

0SSO como calcio e fosforo'. A deficiéncia sistémica destes ions ocasiona

aumento da movimentagdo dentaria, comprovada em trabalhos realizados com
animais hipoparatiroideos'" 182,

As modificagbes celulares durante a remodelagdo Ossea resultam do
equilibrio entre a reabsorgdo déssea por osteoclastos e a deposicdo Ossea por
osteoblastos. Este processo € influenciado por forgcas que agem sobre o tecido. Sabe-
se que forgas de tracdo provocam formacdo éssea enquanto forgcas de presséo
causam reabsorcgéo do osso. O grau de reabsorgédo ou formagao de osso alveolar €
influenciado pelas resultantes de forcas que agem em cada regido do comprimento
total do dente.

A andlise da remodelagdo Ossea, utilizando marcadores fluorescentes, e as
alteragcbes morfologicas do periodonto apdés o periodo de movimentagéo dentaria
experimental fornecerdo informagbes essenciais para o entendimento dos
mecanismos envolvidos neste processo.

A eficacia destes experimentos foi verificada através do processo de
mineralizacdo Ossea, utilizando marcagdes com fluorocromos, substancias

fluorescentes, que se apresentam como faixas representativas do tecido 6ésseo,
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formado no dia que se realiza as inje¢des intramusculares, permitindo a determinagéo
de algumas caracteristicas estruturais e funcionais de particulas bioldgicas e

deposicao de calcio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O ato de alterar a posicédo de um dente ocasiona uma reagcdo em cascata no
ligamento periodontal, e esta alteragéo leva a uma alteragéo molecular, celular, tecidual e
sistémica’?. Uma revisdo aos aspectos histologicos é muito importante para delinear os
estudos deste trabalho e assim poder discutir o assunto proposto.

A idéia de que o movimento ortodéntico € dependente da reabsorcdo e da
aposigdo do alvéolo é bem antiga entretanto, os fundamentos sobre estes
conhecimentos, somente foram confirmados no inicio do século XX comeg¢ando com os
estudos histologicos de Sandstedt™.

Meikle em 2006™ fez uma revisdo na literatura, mostrando o progresso dos
estudos quando relacionamos: movimentagcdo ortodontica, compreensao de tecidos,
células, e mecanismos celulares.

O esqueleto é remodelado continuamente durante a vida por células, osteoclastos
e osteoblastos, que dao forma ao novo 0sso. Esse processo envolve uma rede complexa
de células e interagbes com a matriz que interagem com hormonios sistémicos, citocinas
locais, fatores de crescimento e outros fatores que estao sendo estudados™.

A teoria e a pratica ortoddntica e ortopédica utilizam muito deste conhecimento, ja
que envolvem remodelagdo das estruturas adjacentes do 0sso, 0 que necessita de uma
compreensdo complexa da biologia Ossea, particularmente o relacionamento entre
estresse mecanico e as varias células que estdo presentes neste 0sso™.

Durante o movimento ortoddntico, o ligamento periodontal sofre hialinizagéozg,
termo que significa a perda de células de uma area do ligamento devido & necrose®. Este
dano tecidual impede o dente de avangar até o osso adjacente bem como o tecido
necrético ser removido por osteoclastos. Como resultado, o movimento atinge um platd
que dura cerca de 10 a 20 dias em humano. Durante muitos anos, os ortodontistas e
bidlogos tentaram compreender melhor este processo para melhorar o tratamento
ortoddntico. A solugéo seria prevenir a formacéo de tecido hialinizado ou acelerar a sua
remocgao por osteoclastos. A primeira solugdo pode ser dificil de alcancgar clinicamente,
pois exigiria uma forga muito baixa (ou seja, for¢a insuficiente para causar um colapso nas
arteriolas) e um controle mais preciso de compressao nas areas. Por outro lado, a

segunda solugéo, poderia ter um profundo impacto sobre a eficiéncia da ortodontia, pois
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resultaria em um movimento mais rapido e apurado nas areas hialinizadas, embora ainda
seja necessaria uma melhor compreensao sobre o recrutamento de osteoclastos na area
de compressao®.

Waldo e Rothblatt em 1954% foram autores de um dos primeiros trabalhos
histolégicos realizados em ratos, a fim de estudar a movimentagao dentéaria experimental.
Em seu estudo os autores propuseram por meio de inser¢cédo de uma ligadura elastica
entre o primeiro e segundo molar superior do rato, promover a movimentagéo dentaria.
Posteriormente, outros autores>** também seguiram o mesmo protocolo estudando as
respostas teciduais em diferentes tempos apds a insercao de ligadura elastica.

As reagbes no lado de compressao podem ser sintetizadas da seguinte forma:
Apdés 6 horas, houve uma predominancia das fibras do ligamento periodontal
comprimidas, sem aparentar limite definido no terco médio da raiz**, com poucos
capilares, poucos nucleos celulares, sendo os nucleos picnoticos pertencentes aos
fibroblastos. Observaram-se ainda alguns osteoblastos nas areas adjacentes?. Em muitos
cortes houve indicativo do inicio da hialinizaggo™.

Apds 12 horas observou-se, desorganizagdo das fibras, alguns fibroblastos com
nucleos picnéticos formaram incluidos para formar a area hialinizada, podendo ser
visualizados na superficie do osso alveolar adjacente a estas areas como osteoclastos no
espaco medulares?. Notou-se também a presenca de numerosos osteoblastos no espaco
medular adjacente a area de reabsorcdo éssea, no lado oposto da superficie do osso
alveolar™.

Passadas 24 horas, houve estreitamento agravado do espago periodontal e
vasoconstri¢ao localizada ou até desaparecimento dos capilares, apresentando areas de
hialinizag&o com varias extensdes e localidades****. Foi observado também presenga de
reabsor¢éo indireta adjacente as areas hialinizadas, com cavidades cobertas pelos
osteoclastos®. Apds 48 horas, persistiram areas hialinizadas e uma reabsorgéo 6ssea
avancada. Aos 3 dias, ocorreu um aumento na intensidade de reabsor¢do Ossea,
observando também hemorragias intensas, e ao mesmo tempo proliferagao celular. Apds
5 dias, a maior parte das areas de hialinizagdo foram substituidas por tecido de

granulagéoz. Observou-se também que ndo somente o quadrante do dente experimental
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apresentou resposta, mas o hemi-arco antagonista também, indicios de adaptagdes
oclusais frente & presenca da ligadura elastica®.

Decorridos 7 dias, haviam somente pequenas ilhotas de hialinizagdo, sem
apresentar contato com 0 0sso alveolar e poucos osteoclastos eram vistos na crista
alveolar. Ja aos 14 dias, toda a area hialinizada foi substituida pelos tecidos de granulagao
com fibras pré-colagenas com poucos osteoclastos presentes. Aos 21 dias, observou
osteoblastos, ostedide e aposicdo 6ssea na porgao mesial das raizes do primeiro molar, e
osteoclastos e reabsorgdo dssea na porgao distal em alguns cortes®.

De acordo com Kvam'™, no lado de compressao, a quantidade de cementoblastos
diminuiu em relacdo ao lado controle. Enquanto que os osteoclastos ficaram mais
numerosos em relagédo ao controle, estes indicios prenunciavam os comportamentos
diferentes dessas células frente a um estimulo mecanico.

Com relagdo ao lado de tensdo, ap6s 6 horas, houve estiramento das fibras
periodontais, diminuicdo de osteoclastos, estiramento e diminuicdo em espessura das
fibras transeptais gengivais®>*. Um achado comum dos fibroblastos foi 0 alongamento de
seus nicleos na diregédo do estiramento das fibras periodontais®.

Apods 12 horas, as fibras periodontais e gengivais mantiveram estiradas e houve
proliferagéo dos fibroblastos e desaparecimento dos osteoclastos?. Depois de 24horas, o
quadro histopatolégico manifestou de forma similar, porém com uma intensidade de
proliferagéo celular maior, podendo ser observado esporadicamente camada de tecidos
ostedides e aparecimento de osteoblastos nas superficies 6sseas***.

Apos 48 horas, observou osteoblastos e cementoblastos, a aposigéo 6ssea tinha
avancado progressivamente e algumas trabéculas foram formadas ao logo das fibras
estiradas na area da crista do septo alveolar. Aos 3 dias, mais trabéculas 6sseas podiam
ser encontradas ao longo das fibras estiradas e os feixes das fibras mostraram padrdes
similares ao lado controle, profundamente incluidas no osso alveolar. Apés 5 e 7 dias,
uma nova camada de 0sso se tornava mais espessa e o tamanho das trabéculas 6sseas
aumentavam, observando poucos osteoblastos, os quais eram bastante numerosos até o

quinto dia®>*.
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Com 14 dias, os osteoblastos ficaram dificeis para serem distinguidos, mas
aumentava a camada de novo osso formado. Enquanto que depois de 21 dias, o lado de
tensao se tornou semelhante ao do lado de compress&o®.

Entretanto, o movimento do dente & um processo complexo que requer
conhecimento nas mudangas no ligamento periodontal, areas com diferentes células no
tecido suporte, osso alveolar e remodelagdo caracteristica local. Sabendo da
complexidade é necessario utilizar varias técnicas para a obtencdo de conhecimento
maior deste processo.

A injecdo de fluorocromos é uma metodologia que esta sendo bastante utilizada
em Odontologia, especialmente, na area de Implantodontia, pois permite a visualizagéo da
dindmica da osseointegracéo.

Ottoni e Chopard (2004)** avaliaram a quantidade de osso neoformado em fémur
de ratos diabéticos, utilizando os fluorocromos calceina, alizarina e oxitetraciclina.

Papalexiou e colaboradores (2004)*° observaram a influéncia da microestrutura do
implante na dindmica do processo de reparo 6sseo ao redor de implantes imediatos
inseridos em sitios periodontalmente infectados. Foram utilizados como fluorocromos a
calceina, a alizarina e a tetraciclina e a visualizagéo dos cortes foi feita em microscépio
confocal. Mas na ortodontia esta técnica ndo foi utilizada e pode nos trazer uma
complementagéo do conhecimento ja adquirido na literatura.

Para um entendimento maior da movimentagéo dentaria, ndo podemos ficar
restritos apenas ao conhecimento do que ocorre no local, pois a aplicagéo de uma
ortodontia gera reagbes nos tecidos, as quais ndo estdo apenas associadas a fatores
locais relacionados com a denticdo e oclusdo, mas também com fatores sistémicos do
metabolismo 6sseo’®'"*,

Estudos mostram que a remodelagéo 6ssea é muito influenciada por hormonios
sistémicos (paratorménio) e vitamina D que regulam a concentragdo de ions como
calcio e fosforo”®17193132 A deficiéncia sistémica destes ions ocasiona aumento da
movimentagédo dentaria, comprovada em trabalhos realizados com animais
hipoparatiroideos’’"'82,

Mesmo com o controle da liberagdo do calcio existe uma alteracdo durante

varios periodos do dia. Além disso, Nakamura e colaboradores (2003)* analisaram
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regides calcificadas ap6s a movimentacdo dentaria e constataram a ocorréncia de
tecido parecido com calcificagao distréfica, sendo a neoformagéo 6ssea composta de
fosfato de calcio e nao de hidroxiapatita.
Sendo assim vimos o quanto € importante ndo sb conhecer o que ocorre no
ligamento periodontal e ao seu redor, mas também o que ocorre sistemicamente, para

que possamos entender melhor a movimentagéo dentaria.
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3. PROPOSIGAO

Nosso trabalho propés:

3.1- Identificar através de marcadores fluorescentes a deposi¢cédo de calcio no
ligamento periodontal, antes e ap6s a movimentagao dentaria experimental.

3.2- Analisar a concentragdo plasmatica de calcio, foésforo e fosfatase alcalina,

antes e ap0s a movimentagao dentaria experimental.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 40 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, adulto-jovens
(250g/p.c.) provenientes do Biotério Central de Aracatuba - Universidade Estadual
Paulista (UNESP). Os animais, durante os procedimentos experimentais, foram
mantidos em ambiente com periodo ciclico de claro e escuro (12/12 horas),
temperatura ambiente de 22°C (+ 2°C), em gaiolas apropriadas com fornecimento de
racéo sélida e agua ad libitum. Os procedimentos de manutengéo e manipulagéo dos
animais foram de acordo com as normas estabelecidas pelo guia de cuidados dos
animais estabelecidos no “Canadian Council on Animal Care”. O protocolo
experimental foi submetido ao Comité de Etica Experimental da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba — FOA — UNESP numero 2007-007284. Os
procedimentos experimentais foram realizados sob anestesia geral administrada por
via intra-muscular com Coopazine (Xilazina - Coopers. Ltda.) e Vetaset (Cloridrato de
quetamina Fort Dodge, Saude Animal Ltda.), na dosagem de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

4.2. Movimentagéo ortodéntica

O método para a instalagdo do aparelho seguiu o protocolo descrito por
Verna, Dalstra e Melsen (2000)*' com algumas modificaces para aumentar a
retencdo do aparelho. Antes da instalagdo do aparelho, os incisivos centrais
superiores foram sulcados na regido cervical por meio de uma broca diamantada
conica longa n° 3200 (KG Sorensen) com a finalidade de aumentar a retencéo do fio
de amarrilho.

Para a instalagdo, um fio de amarrilho de didmetro transversal 0,20mm
(Morelli, Brasil, cod. 55.01.210) foi conduzido, cervicalmente ao ponto de contato entre
o primeiro e o segundo molar, no sentido da face palatina para a face vestibular. Ap6s
ultrapassagem, o mesmo fio contorna toda parte cervical do primeiro molar amarrando
simultaneamente uma mola de secgéo fechada de 25cN, de didametro transversal 0,22

mm, cuja luz tem um didmetro de 0,56mm (Sentalloy®, GAC, Nova York, USA). O fio
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de amarrilho foi fixado na cervical do dente, para que ndo ocorresse alteragédo na
forma de movimentagéo (Fig. 1). Utilizando-se o mesmo tipo de amarrilho, o aparelho
foi fixado nos dois incisivos superiores ao nivel do sulco de retengéo previamente
determinado. Apés a fixagéo, foi acrescida pela face vestibular dos incisivos uma

camada de resina composta (Concise, 3M) para aumentar a retengéo do aparelho.

Fig. 1 — Foto ilustrativa do aparelho
ortoddntico instalado.

A movimentagcdo do primeiro molar superior esquerdo foi promovida pela
ativagdo da mola durante a amarragao, calibrando-se para ativagao de 3,0 £ 0,5 mm,
equivalente a forga de 25,0 £ 5,0cN, e esta forga foi capaz de ser mantida constante
no intervalo de comprimento ativado durante todo periodo experimental. Para evitar
maiores varia¢des, 0 mesmo animal serviu de controle. Assim, o aparelho foi instalado
no lado esquerdo superior, entre o primeiro molar e os dois incisivos, enquanto que no

primeiro molar superior do lado direito n&o foi aplicada nenhuma forga ortodéntica.

4.3. Injecdo de Fluorocromo:

Todos os animais receberam injecdes dos fluorocromos (20 mg/Kg de peso
corporal), via intramuscular, para analise posterior em microscopia de fluorescéncia
das camadas de tecido 6sseo. A primeira substancia injetada foi a calceina (Sigma
Chemical St. Louis, MO, USQ), sete dias apos, foi injetada a alizarina (Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA) e ap6s catorze dias da primeira inje¢cao a oxytetraciclina
(Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). Os ratos sofreram eutanasia 7 dias apds a

ultima injecéo de fluorocromo.
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Tabela 1: Grupos separados de acordo com a aplicagdo das substancias em relagao

ao dia que foi instalado o aparelho:

Grupos Calceina Alizarina Oxitetraciclina | Eutanasia
G1 -4 3 10 17
G2 7 14 21 28
G3 14 21 28 35

Os periodos de sacrificio foram sempre 21 dias apds a aplicacdo de calceina,
sendo os grupos separados da seguinte forma: Grupo 1, aplicagéo de calceina quatro
dias antes da instalagdo do aparelho, Grupo 2 aplicagao de calceina sete dias apos a
instalagcao do aparelho, Grupo 3 aplicacao de calceina catorze dias ap6s a instalagao
do aparelho.

4.4. Coleta e Analise:

Sete dias ap6s a ultima injecdo, os animais foram anestesiados para a coleta
de sangue. Este material foi heparinizado e centrifugado (2500 rpm /ZC /15 min.,
Beckman J-6M, Beckman Instruments, INC, Califérnia, USA), o plasma submetido a
analise para determinacéo de calcio (kit Labtest; cat. 90), fésforo (kit Labtest; cat. 12)
e fosfatase alcalina (kit Labtest; cat. 40). As leituras foram realizadas em
espectofotdmetro utilizando placas para microvolume (Bio-Tek® Instruments, INC,
Highland Park, Vermont, USA) com auxilio do software KC Junior™.

Apos a coleta sanglinea foi realizada a eutanasia nos animais para a retirada
das maxilas que foram fixadas em solugao de formalina tamponada a 10% (Reagentes
Analiticos — Dinamica) durante 48 h, em temperatura ambiente. Em seguida foram
lavadas em agua corrente, por 24 h e desidratadas por sequiéncia crescente de alcoois
(70, 80, 90, 95, 1001 1001l e 100lll), com troca de solugédo a cada 24 h, nao sendo
agitadas.

Ao término da desidratagéo, as pecas foram imersas em acetona (Synth) por 24h,
seguidos de dois banhos em acetona + monémero metil metacrilato 50% (l e Il) (JET —
Artigos Odontoldgicos Classico Itda., Industria Brasileira), com duragéo de 24 h cada.

O procedimento foi repetido com dois banhos de mondmero metil metacrilato (I e 1l)
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durante 24h cada banho. Para a realizagdo do terceiro banho, foi acrescentado ao
mondmero, o catalisador peroxido de benzoila (Riedel — De Haen AG, Seelze —
Hannover) na concentragéo de 1%.

Em seguida as pecgas foram colocadas individualmente em tubos de ensaio com
tampa e permaneceram imersas neste terceiro banho até que o monémero
polimerizasse. ApoOs a polimerizagéo, os blocos com as pegas foram desgastados em
esmeril e com lixas d’agua até a espessura de 100 um. Os cortes obtidos foram
sobrepostos em laminas de vidro e as laminulas colocadas utilizando-se 6leo mineral
(nujol/Schering — Plough). Apo6s a fixacdo das laminulas, as bordas foram isoladas
com esmalte cosmético (COLORAMA) para evitar o ressecamento dos cortes.

Para a analise das laminas foi utilizado microscépio de epifluorescéncia
(AXIOPHOT, Cal Zeiss, Oberkochn, Germany), com filtros especificos para cada
fluorocromo, ou seja, filtro com fotomultiplicador no valor de 488 para a calceina, 594
para a alizarina e luz ultravioleta com fotomultiplicador no valor de 368 para a
oxitetraciclina, correspondentes ao comprimento de onda excitado por cada
fluorocromo. Para o registro da imagem uma camera digital foi acoplada ao
microscopio de epifluorescéncia (Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) e
conectada a um computador. Estas imagens foram analisadas quantitativa e
qualitativamente, por um unico examinador calibrado. Para padronizagdo das analises,
capturou-se a regiao radicular dos primeiros molares de ambos os lados.

Para analise quantitativa foi utilizado o programa AxioVision Rel .4.6.

4.5. Anélise Estatistica:

O software GraphPad Prism, versdo 5 foi utilizado para a andlise estatistica do
plasma. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e em
seguida foi aplicado o pés-teste de Tukey para verificar se houve diferencga significativa

entre os periodos analisados. O nivel médio de significancia foi estabelecido em 5%.
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Os resultados obtidos nos cortes por desgaste sao:

ALVEOLO

Fig. 2 — Imagem no microscépio
de epifluorescéncia, com
sobreposicao dos filtros. Lado
tratado.

Fig. 3 — Imagem no microscépio de
epifluorescéncia, com
sobreposigao dos filtros. Lado
controle.

Fig. 4 — Imagem no microscopio
de epifluorescéncia, com
sobreposicao dos filtros. Lado
tratado. Sendo divididos em:
A)G1, B)G2 e C)G3.
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Os cortes maxilares com fluorocromos, na analise qualitativa, mostraram que no
lado controle ocorreu marcacgéao fluorescente proximo a raiz dentaria de forma organizada,
enqguanto no lado tratado esta marcacéo apresentou-se difusa no alvéolo (FIGURAS 2 e

3). Mas na analise quantitativa, ndo se notou alteragao significante entre os lados.

Figura 5: Avaliagdo quantitativa medida em pixel* do Figura 6: Avaliaggo quantitativa medida em pixel* do
grupo I: lado controle e lado tratado nao significante grupo II: lado controle e lado tratado n&o significante
para P<0,05 para P<0,05

Figura 7: Avaliagdo quantitativa medida em pixel* do
grupo llI: lado controle e lado tratado n&o significante
para P<0,05
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Os graficos representam as médias e o erro padrao da média (EPM) das

concentracgdes plasmaticas de calcio, fosforo e fosfatase alcalina (figs. 8, 9 e 10) obtidas

apos as leituras espectofotométricas nas dosagens do plasma dos animais.
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Figura 8: Concentragédo plasmatica de célcio (1) nos
grupos de animais controle (C) e apés 17 (G1), 28
(G2) ou 35 (G3) dias de movimentagdo dentaria
experimental n=10
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Figura 9: Concentragdo plasmatica de fosforo (2) nos
grupos de animais controle (C) e apés 17 (G1), 28
(G2) ou 35 (G3) dias de movimentagdo dentaria
experimental n=10 *P<0,05 vs C;
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Figura 10: Concentragdo plasmatica de fosfatase
alcalina total (3), nos grupos de animais controle (C) e
apés 17 (G1), 28 (G2) ou 35 (G3) dias de
movimentagéo dentaria experimental n=8 *P<0,05 vs
C; 'P<0,05 vs G1.

Os resultados obtidos, no plasma mostraram que a concentragéo plasmatica de

calcio nao alterou significativamente apés 17, 28 ou 35 dias de movimentacdo dentaria

experimental nos animais (fig. 8) quando comparado com o grupo controle.
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A concentracéo plasmatica de fosforo (fig. 9) foi maior nos grupos que tiveram
movimentac¢éo experimental podendo ser verificado co-relagdo com a secrec¢ao plasmatica
de fésforo e o tempo de movimentagéo dentaria.

Quando comparado a concentracéo de fosfatase alcalina no plasma (fig. 10), os
animais do grupo G1 apresentaram menor concentragdo significante em relagdo aos
outros grupos. Nos animais com 28 (G2) e 35 (G3) dias a concentracdo plasmatica de
fosfatase alcalina néo foi diferente do grupo controle, mas foi significativamente maior que

dos animais com 17 dias (G1) de movimentagéo dentaria.
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6. DISCUSSAO

As concentracdes de calcio e fosforo sdo constantes no plasma devido as
fungdes importantes do organismo das quais eles participam. Estes minerais sao
sempre avaliados juntos nas situagdes clinicas de rotina. O produto matematico entre
as concentracdes de calcio e fosforo no plasma, em situagdes de normalidade,
corresponde a uma constante fixa?®. Esta relagéo iénica determina que o declinio do
primeiro deve ser seguido do aumento do segundo, em situacdes fisiolégicas como
verificado no plasma dos animais do grupo controle (Fig. 8 e 9).

A analise dos resultados deste trabalho apds dosagem plasmatica de calcio dos
animais submetidos a movimentacdo dentaria (fig. 8) sugere a ocorréncia de
calcificagao dos produtos da degeneragéo tecidual. Isso é identificado na anélise dos
cortes com fluorocromos (figuras 2 e 3) e que vai de encontro a literatura

pertinente® "%

, que mostra na analise histologica a ocorréncia da degeneragéo
periodontal algumas horas apés o inicio da movimentagéo dentéria e permanecendo
no ligamento periodontal até a eliminacao pelas células decompositoras, tais como as
células gigantes multinucleadas®. Estudo realizado no inicio do século XXI?* também
evidenciou a ocorréncia de calcificacdo dos tecidos que passam por processo de
degeneracao a partir do primeiro dia de movimentacao dentaria permanecendo até
serem eliminadas por células multinucleadas. Isso € evidenciado nos nossos
resultados quando mostra a diferenga nado significante na analise quantitativa devido
em ambos os lados ocorrer deposi¢édo de calcio, mas qualitativamente verificamos que
a deposicdo que ocorreu foi de forma diferente, no lado tratado além da pequena
marcacdo fluorescente ao redor da raiz, ha grande quantidade difusa dentro do
alvéolo, mostrando a movimentagdo a distancia®?'**%*. Enquanto no lado controle
verificou que somente ocorreu marcagéo fluorescente no tecido 6sseo préoximo a raiz,

justificando assim a remodelagéo 6ssea constante que existe neste tecido™®.

Nakamura e colaboradores'® sugerem que a calcificagdo do tecido degenerado
ndo é fenbmeno incomum durante a movimenta¢do dentaria, sendo inseparavel
durante o processo de degeneracao tecidual no ligamento periodontal quando forga

continua é aplicada ao dente, como demonstrado neste trabalho.
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O mecanismo basico da calcificacdo do material dos tecidos degenerados pode
ser relacionado com a precipitagéo de proteina plasmatica, como a tromboplastina, a
qual tem alta afinidade ao calcio e entdo pode desencadear a calcificacdo. Esta
calcificacdo € considerada reacao de defesa, pois impede o contato direto entre o0 0osso
alveolar e a raiz dentéaria, prevenindo assim a hiperformagéo local do o0sso no

processo de reparo alveolar, prevenindo a anquilose éssea™®.

Neste trabalho, os animais ficaram 17 (G1), 28 (G2) ou 35 (G3) dias submetidos
a movimentag¢do dentaria experimental com for¢ca constante (25,0 £ 5,0cN), o que,
provavelmente, induziu a calcificagdo dos tecidos que passaram por degeneracao.
Consequientemente, a concentragéo de calcio na corrente sangiinea destes animais
foi semelhante ao do grupo controle (fig. 8). Este resultado é confirmado com os cortes

marcados com fluorocromos realizados neste trabalho (figuras 4A, 4B, 4C).

A concentracdo plasmatica do fésforo nos animais com movimentacdo dentaria
experimental foi significativamente maior que a detectada no grupo controle (fig. 9). Os
resultados evidenciaram co-relagdo entre a concentragdo plasmatica e o periodo de tempo
que os animais permaneceram com o aparelho. Os resultados obtidos sugerem que a
ocorréncia de reabsorcéo dssea liberou fésforo e resultou no aumento da concentragcdo
plasmatica deste ion (fig. 9). Além disso, provavelmente, a concentragéo plasmatica de
paratormdnio esta baixa e, portanto ndo estimula excre¢do renal maior do ion, o qual &
reabsorvido de 80 a 90 % da carga de fosfato filtrado, normalmente®.

As fungbes importantes do fosforo na fisiologia celular requerem mecanismos
elaborados e designados para a manutencao do balango deste ion. A manutenc¢ao do
fosforo no plasma e liquido extracelular dentro de limites relativos depende
primariamente da absor¢cdo gastrointestinal e excrecao renal, como os mecanismos
que controlam a homeostasia do ion. Embora existam varios hormbnios que
influenciam nesses processos, a compreensdo e conhecimento dos mecanismos
basicos que regulam o balanco de fésforo permanecem incompletos®.

A origem da fosfatase alcalina total pode ser dos 0ssos, figado, rins e intestino.
No ligamento periodontal ha grande atividade da fosfatase alcalina®®, pois é

importante para a aposicao do cemento acelular. No molar do rato, por exemplo, a



50
DISCUSSAO

relagéo tem sido demonstrada entre a espessura do cemento acelular e a atividade da
fosfatase alcalina®.

A diminuicdo da concentragao plasmatica de fosfatase alcalina apés 17 dias de
movimentacdo dentaria (Fig. 10) sugere diminuicdo da passagem para a circulagéo
geral ou diminuigéo de sintese local da enzima. Entretanto, ndo pode ser excluida a
possibilidade de diferenca no catabolismo da fosfatase, pois esta resulta do balanco
entre a quantidade liberada pelos osteoblastos e a quantidade degradada pelo figado'.
Portanto, verificamos a existéncia de relacdo entre a alteracdo provocada pela
movimentacao dentaria experimental e a fosfatase alcalina plasmatica, principalmente
apés 17 dias (G1).
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7. CONCLUSOES:

o Os cortes por desgastes marcados com fluorocromos mostraram que houve
diferenca qualitativa na marcagéo fluorescente de calcio, onde o lado controle
apresentou uma marcagao organizada proxima a raiz dentaria, e o lado tratado uma
marcacao fluorescente difusa pelo alvéolo.

o Nao houve diferenca estatisticamente significante na analise quantitativa entre os
lados, quando comparado a quantidade de marcagoes.

o A movimentagdo dentaria experimental em ratos desencadeou alteragdo na
secregao plasmatica de fésforo e fosfate alcalina, mas n&o a de calcio.

o Ha relagdo entre a alteragdo provocada pela movimentagdo dentaria

experimental e a concentragdo plasmatica da fosfatase alcalina.
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9. ANEXOS

9.1. CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA)
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ANEXOS

9.3. IMAGENS DOS CORTES POR DESGASTE NO MICROSCOPIO DE
EPIFLUORESCENCIA

'

\ -
\ !

" \ _

Fig. 11 — Imagem no microscopio Fig. 12 — Imagem no microscépio
de epifluorescéncia, utilizando filtro de epifluorescéncia, utilizando filtro
com fotomultiplicador no valor de com fotomultiplicador no valor de
368 para a oxitetraciclina 488 para a calceina

Fig. 13 — Imagem no microscépio de
epifluorescéncia, utilizando filtro com
fotomultiplicador no valor de 594
para a alizarina
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