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RESUMO 

Shimabucoro CE. Marcação fluorescente de cálcio em tecidos de suporte após a 
movimentação dentária experimental em ratos [dissertação]. Araçatuba: 
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2007. 
O osso alveolar, como os demais ossos, é continuamente remodelado por processo 

que equilibra reabsorção óssea por osteoclastos seguido pela deposição óssea por 

osteoblastos. A aplicação de forças ortodônticas gera reações locais nos tecidos 

relacionados com a dentição e oclusão bem como em fatores sistêmicos relacionados 

com o metabolismo ósseo, como a concentração de cálcio, fósforo e fosfatase 

alcalina. O nosso objetivo foi identificar, através de marcadores fluorescentes, a 

deposição de cálcio no ligamento periodontal e analisar a concentração plasmática de 

cálcio, fósforo e fosfatase alcalina antes e após a movimentação dentária 

experimental. A movimentação foi realizada com aparelhos instalados no primeiro 

molar superior em ratos machos (Wistar/250g). Os animais receberam três injeções de 

marcadores ósseos fluorescentes, na seguinte ordem: calceína, alizarina e 

oxitetraciclina com intervalo de sete dias entre as injeções para análise de 17 (G1), 28 

(G2) ou 35 (G3) dias após instalação do aparelho. Sete dias após a última injeção, o 

sangue foi coletado e centrifugado para a realização posterior das análises 

bioquímicas. As maxilas foram retiradas, limpas e submetidas aos procedimentos 

específicos para o preparo das lâminas e leitura posterior em microscópio de 

epifluorescência. Foi coletado sangue de oito animais que não receberam intervenção 

ortodôntica, para controle das concentrações plasmáticas. A análise qualitativa 

evidenciou diferença entre o lado controle e o submetido à movimentação dentária, 

entretanto, a análise quantitativa não constatou diferença estatisticamente significante. 

As leituras espectrofotométricas nas dosagens dos plasmas destes animais mostraram 

concentração de cálcio sem diferença estatística entre os grupos. Entretanto, a análise 

do fósforo evidenciou co-relação entre a concentração plasmática e o tempo de 

movimentação dentária. Quando comparado à concentração de fosfatase alcalina, os 

animais do grupo G1 apresentaram menor concentração significante em relação aos 

outros grupos. Nos animais com 28 (G2) e 35 (G3) dias a concentração plasmática de 

fosfatase alcalina não foi diferente do grupo controle, mas foi significativamente maior 

que dos animais com 17 dias (G1) de movimentação dentária. Portanto, a 



RESUMO 

movimentação dentária experimental utilizada neste trabalho desencadeou, 

qualitativamente, alterações na deposição de cálcio no alvéolo e na concentração 

plasmática de fósforo e fosfatase alcalina evidenciando relação entre movimentação 

dentária e a concentração plasmática destas substâncias. 

 
Palavras-chaves: cálcio, fósforo, fosfatase alcalina, movimentação dentária, corantes fluorescentes. 



 
ABSTRACT 

Shimabucoro CE. Marking fluorescent calcium in tissues of support after the 
experimental tooth movement in rats.  [dissertation]. Araçatuba: UNESP - São 
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, 



 
ABSTRACT 

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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FIGURA 1 - Foto ilustrativa do aparelho ortodôntico instalado 39 

   

FIGURA 2 - Imagem no microscópio de epifluorescência, com 

sobreposição dos filtros. Lado tratado. 
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FIGURA 3 - Imagem no microscópio de epifluorescência, com 

sobreposição dos filtros. Lado controle. 
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FIGURA 4 - Imagem no microscópio de epifluorescência, com 

sobreposição dos filtros. Lado tratado. Sendo divididos 

em A) G1, B) G2 e C) G3. 
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FIGURA 5 - Avaliação quantitativa medida em pixel2 do grupo I: 

lado controle e lado tratado não significante para 

P<0,05  
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FIGURA 6 Avaliação quantitativa medida em pixel2 do grupo II: 

lado controle e lado tratado não significante para 

P<0,05  
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FIGURA 7 Avaliação quantitativa medida em pixel2 do grupo III: 

lado controle e lado tratado não significante para 

P<0,05  
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FIGURA 8 Concentração plasmática de cálcio nos grupos de 

animais controle (C) e após 17 (G1), 28 (G2) ou 35 

(G3) dias de movimentação dentária experimental 
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FIGURA 9  Concentração plasmática de fósforo (2) nos grupos de 

animais controle (C) e após 17 (G1), 28 (G2) ou 35 

(G3) dias de movimentação dentária experimental 

n=10 *P<0,05 vs C;  
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FIGURA 10  Concentração plasmática de fosfatase alcalina total 

(3), nos grupos de animais controle (C) e após 17 (G1), 

28 (G2) ou 35 (G3) dias de movimentação dentária 

experimental n=8 *P<0,05 vs C; +P<0,05 vs G1. 
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FIGURA 11 Imagem no microscópio de epifluorescência, utilizando 

filtro com fotomultiplicador no valor de 368 para a 

oxitetraciclina 
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FIGURA 12 Imagem no microscópio de epifluorescência, utilizando 

filtro com fotomultiplicador no valor de 488 para a 

calceína 
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FIGURA 13 Imagem no microscópio de epifluorescência, utilizando 

filtro com fotomultiplicador no valor de 594 para a 

alizarina  
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INTRODUÇÃO 

1. INTRODUÇÃO 

A movimentação ortodôntica consiste em processo dinâmico associado à 

remodelação do osso alveolar, possibilitada pela presença do ligamento periodontal e 

de suas células, onde se destacam os fibroblastos, que são capazes de responder a 

estímulos compressivos e remodelar as fibras colágenas do ligamento periodontal30, 

assim como mediar à remodelação óssea alveolar através da liberação de 

citocinas6,14. Essas citocinas são capazes de estimular a migração de células 

progenitoras de osteoclastos da circulação sanguínea para o espaço periodontal, 

onde estas podem sofrer processo de diferenciação para osteoclastos maduros, os 

quais são responsáveis pela reabsorção do osso alveolar26. 

A aplicação da força ortodôntica desencadeia reações teciduais as quais não 

estão somente associadas com fatores locais relacionados com os dentes e a oclusão, 

mas também com fatores sistêmicos relacionados com o metabolismo geral do 

osso7,8,17,31 como cálcio e fósforo19. A deficiência sistêmica destes íons ocasiona 

aumento da movimentação dentária, comprovada em trabalhos realizados com 

animais hipoparatiroideos11,18,32.  

As modificações celulares durante a remodelação óssea resultam do 

equilíbrio entre a reabsorção óssea por osteoclastos e a deposição óssea por 

osteoblastos. Este processo é influenciado por forças que agem sobre o tecido. Sabe-

se que forças de tração provocam formação óssea enquanto forças de pressão 

causam reabsorção do osso. O grau de reabsorção ou formação de osso alveolar é 

influenciado pelas resultantes de forças que agem em cada região do comprimento 

total do dente15.  

A análise da remodelação óssea, utilizando marcadores fluorescentes, e as 

alterações morfológicas do periodonto após o período de movimentação dentária 

experimental fornecerão informações essenciais para o entendimento dos 

mecanismos envolvidos neste processo.  

A eficácia destes experimentos foi verificada através do processo de 

mineralização óssea, utilizando marcações com fluorocromos, substâncias 

fluorescentes, que se apresentam como faixas representativas do tecido ósseo, 
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formado no dia que se realiza as injeções intramusculares, permitindo a determinação 

de algumas características estruturais e funcionais de partículas biológicas e 

deposição de cálcio.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
O ato de alterar a posição de um dente ocasiona uma reação em cascata no 

ligamento periodontal, e esta alteração leva a uma alteração molecular, celular, tecidual e 

sistêmica12. Uma revisão aos aspectos histológicos é muito importante para delinear os 

estudos deste trabalho e assim poder discutir o assunto proposto. 

A idéia de que o movimento ortodôntico é dependente da reabsorção e da 

aposição do alvéolo é bem antiga10, entretanto, os fundamentos sobre estes 

conhecimentos, somente foram confirmados no inicio do século XX começando com os 

estudos histológicos de Sandstedt15. 

Meikle em 200615 fez uma revisão na literatura, mostrando o progresso dos 

estudos quando relacionamos: movimentação ortodôntica, compreensão de tecidos, 

células, e mecanismos celulares.  

O esqueleto é remodelado continuamente durante a vida por células, osteoclastos 

e osteoblastos, que dão forma ao novo osso. Esse processo envolve uma rede complexa 

de células e interações com a matriz que interagem com hormônios sistêmicos, citocinas 

locais, fatores de crescimento e outros fatores que estão sendo estudados15. 

A teoria e a prática ortodôntica e ortopédica utilizam muito deste conhecimento, já 

que envolvem remodelação das estruturas adjacentes do osso, o que necessita de uma 

compreensão complexa da biologia óssea, particularmente o relacionamento entre 

estresse mecânico e as várias células que estão presentes neste osso15. 

Durante o movimento ortodôntico, o ligamento periodontal sofre hialinização29, 

termo que significa a perda de células de uma área do ligamento devido à necrose27. Este 

dano tecidual impede o dente de avançar até o osso adjacente bem como o tecido 

necrótico ser removido por osteoclastos. Como resultado, o movimento atinge um platô 

que dura cerca de 10 a 20 dias em humano. Durante muitos anos, os ortodontistas e 

biólogos tentaram compreender melhor este processo para melhorar o tratamento 

ortodôntico. A solução seria prevenir a formação de tecido hialinizado ou acelerar a sua 

remoção por osteoclastos. A primeira solução pode ser difícil de alcançar clinicamente, 

pois exigiria uma força muito baixa (ou seja, força insuficiente para causar um colapso nas 

arteríolas) e um controle mais preciso de compressão nas áreas. Por outro lado, a 

segunda solução, poderia ter um profundo impacto sobre a eficiência da ortodontia, pois 
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resultaria em um movimento mais rápido e apurado nas áreas hialinizadas, embora ainda 

seja necessária uma melhor compreensão sobre o recrutamento de osteoclastos na área 

de compressão27. 

Waldo e Rothblatt em 195433 foram autores de um dos primeiros trabalhos 

histológicos realizados em ratos, a fim de estudar a movimentação dentária experimental. 

Em seu estudo os autores propuseram por meio de inserção de uma ligadura elástica 

entre o primeiro e segundo molar superior do rato, promover a movimentação dentária. 

Posteriormente, outros autores2,34 também seguiram o mesmo protocolo estudando as 

respostas teciduais em diferentes tempos após a inserção de ligadura elástica.  

As reações no lado de compressão podem ser sintetizadas da seguinte forma: 

Após 6 horas, houve uma predominância das fibras do ligamento periodontal 

comprimidas, sem aparentar limite definido no terço médio da raiz34, com poucos 

capilares, poucos núcleos celulares, sendo os núcleos picnóticos pertencentes aos 

fibroblastos. Observaram-se ainda alguns osteoblastos nas áreas adjacentes2. Em muitos 

cortes houve indicativo do inicio da hialinização34. 

Após 12 horas observou-se, desorganização das fibras, alguns fibroblastos com 

núcleos picnóticos formaram incluídos para formar a área hialinizada, podendo ser 

visualizados na superfície do osso alveolar adjacente a estas áreas como osteoclastos no 

espaço medulares2. Notou-se também a presença de numerosos osteoblastos no espaço 

medular adjacente a área de reabsorção óssea, no lado oposto da superfície do osso 

alveolar34. 

Passadas 24 horas, houve estreitamento agravado do espaço periodontal e 

vasoconstrição localizada ou até desaparecimento dos capilares, apresentando áreas de 

hialinização com várias extensões e localidades2,33,34. Foi observado também presença de 

reabsorção indireta adjacente às áreas hialinizadas, com cavidades cobertas pelos 

osteoclastos2. Após 48 horas, persistiram áreas hialinizadas e uma reabsorção óssea 

avançada. Aos 3 dias, ocorreu um aumento na intensidade de reabsorção óssea, 

observando também hemorragias intensas, e ao mesmo tempo proliferação celular. Após 

5 dias, a maior parte das áreas de hialinização foram substituídas por tecido de 

granulação2. Observou-se também que não somente o quadrante do dente experimental 
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apresentou resposta, mas o hemi-arco antagonista também, indícios de adaptações 

oclusais frente à presença da ligadura elástica33. 

Decorridos 7 dias, haviam somente pequenas ilhotas de hialinização, sem 

apresentar contato com o osso alveolar e poucos osteoclastos eram vistos na crista 

alveolar. Já aos 14 dias, toda a área hialinizada foi substituída pelos tecidos de granulação 

com fibras pré-colágenas com poucos osteoclastos presentes. Aos 21 dias, observou 

osteoblastos, osteóide e aposição óssea na porção mesial das raízes do primeiro molar, e 

osteoclastos e reabsorção óssea na porção distal em alguns cortes2. 

De acordo com Kvam13, no lado de compressão, a quantidade de cementoblastos 

diminuiu em relação ao lado controle. Enquanto que os osteoclastos ficaram mais 

numerosos em relação ao controle, estes indícios prenunciavam os comportamentos 

diferentes dessas células frente a um estímulo mecânico. 

Com relação ao lado de tensão, após 6 horas, houve estiramento das fibras 

periodontais, diminuição de osteoclastos, estiramento e diminuição em espessura das 

fibras transeptais gengivais2,34. Um achado comum dos fibroblastos foi o alongamento de 

seus núcleos na direção do estiramento das fibras periodontais34. 

Após 12 horas, as fibras periodontais e gengivais mantiveram estiradas e houve 

proliferação dos fibroblastos e desaparecimento dos osteoclastos2. Depois de 24horas, o 

quadro histopatológico manifestou de forma similar, porém com uma intensidade de 

proliferação celular maior, podendo ser observado esporadicamente camada de tecidos 

osteóides e aparecimento de osteoblastos nas superfícies ósseas2,34.  

Após 48 horas, observou osteoblastos e cementoblastos, a aposição óssea tinha 

avançado progressivamente e algumas trabéculas foram formadas ao logo das fibras 

estiradas na área da crista do septo alveolar. Aos 3 dias, mais trabéculas ósseas podiam 

ser encontradas ao longo das fibras estiradas e os feixes das fibras mostraram padrões 

similares ao lado controle, profundamente incluídas no osso alveolar. Após 5 e 7 dias, 

uma nova camada de osso se tornava mais espessa e o tamanho das trabéculas ósseas 

aumentavam, observando poucos osteoblastos, os quais eram bastante numerosos até o 

quinto dia2,34.  
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Com 14 dias, os osteoblastos ficaram difíceis para serem distinguidos, mas 

aumentava a camada de novo osso formado. Enquanto que depois de 21 dias, o lado de 

tensão se tornou semelhante ao do lado de compressão2. 

Entretanto, o movimento do dente é um processo complexo que requer 

conhecimento nas mudanças no ligamento periodontal, áreas com diferentes células no 

tecido suporte, osso alveolar e remodelação característica local. Sabendo da 

complexidade é necessário utilizar várias técnicas para a obtenção de conhecimento 

maior deste processo. 

A injeção de fluorocromos é uma metodologia que está sendo bastante utilizada 

em Odontologia, especialmente, na área de Implantodontia, pois permite a visualização da 

dinâmica da osseointegração. 

Ottoni e Chopard (2004)24 avaliaram a quantidade de osso neoformado em fêmur 

de ratos diabéticos, utilizando os fluorocromos calceína, alizarina e oxitetraciclina. 

Papalexiou e colaboradores (2004)25 observaram a influência da microestrutura do 

implante na dinâmica do processo de reparo ósseo ao redor de implantes imediatos 

inseridos em sítios periodontalmente infectados. Foram utilizados como fluorocromos a 

calceína, a alizarina e a tetraciclina e a visualização dos cortes foi feita em microscópio 

confocal. Mas na ortodontia esta técnica não foi utilizada e pode nos trazer uma 

complementação do conhecimento já adquirido na literatura. 

Para um entendimento maior da movimentação dentária, não podemos ficar 

restritos apenas ao conhecimento do que ocorre no local, pois a aplicação de uma 

ortodontia gera reações nos tecidos, as quais não estão apenas associadas a fatores 

locais relacionados com a dentição e oclusão, mas também com fatores sistêmicos do 

metabolismo ósseo7,8,17,32. 

Estudos mostram que a remodelação óssea é muito influenciada por hormônios 

sistêmicos (paratormônio) e vitamina D que regulam a concentração de íons como 

cálcio e fósforo7,8,17,19,31,32. A deficiência sistêmica destes íons ocasiona aumento da 

movimentação dentária, comprovada em trabalhos realizados com animais 

hipoparatiroideos17,18,32. 

Mesmo com o controle da liberação do cálcio existe uma alteração durante 

vários períodos do dia. Além disso, Nakamura e colaboradores (2003)22 analisaram 
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regiões calcificadas após a movimentação dentária e constataram a ocorrência de 

tecido parecido com calcificação distrófica, sendo a neoformação óssea composta de 

fosfato de cálcio e não de hidroxiapatita. 

Sendo assim vimos o quanto é importante não só conhecer o que ocorre no 

ligamento periodontal e ao seu redor, mas também o que ocorre sistemicamente, para 

que possamos entender melhor a movimentação dentária. 
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3. PROPOSIÇÃO 
Nosso trabalho propôs:  

3.1- Identificar através de marcadores fluorescentes a deposição de cálcio no 

ligamento periodontal, antes e após a movimentação dentária experimental. 

3.2- Analisar a concentração plasmática de cálcio, fósforo e fosfatase alcalina, 

antes e após a movimentação dentária experimental. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Animais 

Foram utilizados 40 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, adulto-jovens 

(250g/p.c.) provenientes do Biotério Central de Araçatuba - Universidade Estadual 

Paulista (UNESP). Os animais, durante os procedimentos experimentais, foram 

mantidos em ambiente com período cíclico de claro e escuro (12/12 horas), 

temperatura ambiente de 22�C (�  20C), em gaiolas apropriadas com fornecimento de 

ração sólida e água ad libitum. Os procedimentos de manutenção e manipulação 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 Comitê de Ética Experimental da Faculdade de 

Odontologia do Campus de Araçatuba – FOA – UNESP número 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, Saúde Animal Ltda.), na dosagem de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

 

4.2. Movimentação ortodôntica 

O método para a instalação do aparelho seguiu o protocolo descrito por 

Verna, Dalstra e Melsen (2000)31 com algumas modificações para aumentar a 

retenção do aparelho. Antes da instalação do aparelho, os incisivos centrais 

superiores foram sulcados na região cervical por meio de uma broca diamantada 

cônica longa no 3200 (KG Sorensen) com a finalidade de aumentar a retenção do fio 

de amarrilho.  

Para a instalação, um fio de amarrilho de diâmetro transversal 0,20mm 

(Morelli, Brasil, cód. 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. Após 

ultrapassagem, o mesmo fio contorna toda parte cervical do primeiro molar amarrando 

simultaneamente uma mola de secção fechada de 25cN, de diâmetro transversal 0,22 

mm, cuja luz tem um diâmetro de 0,56mm (Sentalloy®, GAC, Nova York, USA). O fio 
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de amarrilho foi fixado na cervical do dente, para que não ocorresse alteração na 

forma de movimentação (Fig. 1). Utilizando-se o mesmo tipo de amarrilho, o aparelho 

foi fixado nos dois incisivos superiores ao nível do sulco de retenção previamente 

determinado. Após a fixação, foi acrescida pela face vestibular dos incisivos uma 

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

 

 

 

 

 

 

 

A movimentação do primeiro molar superior esquerdo foi promovida pela 

ativação da mola durante a amarração, calibrando-se para ativação de 3,0 ± 0,5 mm, 

equivalente a força de 25,0 ± 5,0cN, e esta força foi capaz de ser mantida constante 

no intervalo de comprimento ativado durante todo período experimental. Para evitar 

maiores variações, o 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 não foi aplicada nenhuma força ortodôntica. 

 

4.3. Injeção de Fluorocromo: 

Todos os animais receberam injeções dos fluorocromos (20 mg/Kg de peso 

corporal), via intramuscular, para análise posterior em microscopia de fluorescência 

das camadas de tecido ósseo. A primeira substância injetada foi a calceína (Sigma 

Chemical St. Louis, MO, USQ), sete dias após, foi injetada a alizarina (Sigma 

Chemical St. Louis, MO, USA) e após catorze dias da primeira injeção a oxytetraciclina 

(Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). Os ratos sofreram eutanásia 7 dias após a 

última injeção de fluorocromo. 

Fig. 1 – Foto ilustrativa do aparelho 
ortodôntico instalado. 
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Tabela 1: Grupos separados de acordo com a aplicação das substâncias em relação 

ao dia que foi instalado o aparelho: 

Grupos Calceína Alizarina Oxitetraciclina Eutanásia 
G1 -4 3 10 17 
G2 7 14 21 28 
G3 14 21 28 35 

 
Os períodos de sacrifício foram sempre 21 dias após a aplicação de calceína, 

sendo os grupos separados da seguinte forma: Grupo 1, aplicação de calceína quatro 

dias antes da instalação do aparelho, Grupo 2 aplicação de calceína sete dias após a 

instalação do aparelho, Grupo 3 aplicação de calceína catorze dias após a instalação 

do aparelho.  

 
4.4. Coleta e Análise: 

Sete dias após a última injeção, os animais foram anestesiados para a coleta 

de sangue. Este material foi heparinizado e centrifugado (2500 rpm /2̊C /15 min., 

Beckman J-6M, Beckman Instruments, INC, Califórnia, USA), o plasma submetido à 

análise para determinação de cálcio (kit Labtest; cat. 90), fósforo (kit Labtest; cat. 12) 

e fosfatase alcalina (kit Labtest; cat. 40). As leituras foram realizadas em 

espectofotômetro utilizando placas para microvolume (Bio-Tek® Instruments, INC, 

Highland Park, Vermont, USA) com auxílio do software KC Júnior™.  
Após a coleta sangüínea foi realizada a eutanásia nos animais para a retirada 

das maxilas que foram fixadas em solução de formalina tamponada a 10% (Reagentes 

Analíticos – Dinâmica) durante 48 h, em temperatura ambiente. Em seguida foram 

lavadas em água corrente, por 24 h e desidratadas por seqüência crescente de álcoois 

(70, 80, 90, 95, 100I 100II e 100III), com troca de solução a cada 24 h, não sendo 

agitadas. 

Ao término da desidratação, as peças foram imersas em acetona (Synth) por 24h, 

seguidos de dois banhos em acetona + monômero metil metacrilato 50% (I e II) (JET – 

Artigos Odontológicos Clássico ltda., Indústria Brasileira), com duração de 24 h cada. 

O procedimento foi repetido com dois banhos de monômero metil metacrilato (I e II) 
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durante 24h cada banho. Para a realização do terceiro banho, foi acrescentado ao 

monômero, o catalisador peróxido de benzoíla (Riedel – De Haen AG, Seelze – 

Hannover) na concentração de 1%. 

Em seguida as peças foram colocadas individualmente em tubos de ensaio com 

tampa e permaneceram imersas neste terceiro banho até que o monômero 

polimerizasse. Após a polimerização, os blocos com as peças foram desgastados em 

esmeril e com lixas d’água até a espessura de 100 �m. Os cortes obtidos foram 

sobrepostos em lâminas de vidro e as lamínulas colocadas utilizando-se óleo mineral 

(nujol/Schering – Plough). Após a fixação das lamínulas, as bordas foram isoladas 

com esmalte cosmético (COLORAMA) para evitar o ressecamento dos cortes. 

Para a análise das laminas foi utilizado microscópio de epifluorescência 

(AXIOPHOT, Cal Zeiss, Oberkochn, Germany), com filtros específicos para cada 

fluorocromo, ou seja, filtro com fotomultiplicador no valor de 488 para a calceína, 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 câmera digital foi acoplada ao 

microscópio de epifluorescência (Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) e 

conectada a um computador. Estas imagens foram analisadas quantitativa e 

qualitativamente, por um único examinador calibrado. Para padronização das análises, 

capturou-se a região radicular dos primeiros molares de ambos os lados. 

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

 

4.5. Análise Estatística: 

O software GraphPad Prism, versão 5 foi utilizado para a análise estatística do 

plasma. Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e em 

seguida foi aplicado o pós-teste de Tukey para verificar se houve diferença significativa 

entre os períodos analisados. O nível médio de significância foi estabelecido em 5%.  
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5. RESULTADOS 
Os resultados obtidos nos cortes por desgaste são: 
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Fig. 2 – Imagem no microscópio 
de epifluorescência, com 
sobreposição dos filtros. Lado 
tratado. 

Fig. 3 – Imagem no microscópio de 
epifluorescência, com 
sobreposição dos filtros. Lado 
controle. 

A A 
 

A 

 
C 

 
B 

Fig. 4 – Imagem no microscópio 
de epifluorescência, com 
sobreposição dos filtros. Lado 
tratado. Sendo divididos em: 
A)G1, B)G2 e C)G3. 

 
 

RAIZ 
ALVEOLO MARCAÇÕES 

FLUORESCENTES 
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Os cortes maxilares com fluorocromos, na análise qualitativa, mostraram que no 

lado controle ocorreu marcação fluorescente próximo a raiz dentária de forma organizada, 

enquanto no lado tratado esta marcação apresentou-se difusa no alvéolo (FIGURAS 2 e 

3). Mas na análise quantitativa, não se notou alteração significante entre os lados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Avaliação quantitativa medida em pixel2 do 

grupo I: lado controle e lado tratado não significante 

para P<0,05  

  
Figura 6: Avaliação quantitativa medida em pixel2 do 

grupo II: lado controle e lado tratado não significante 

para P<0,05  

 

Figura 7: Avaliação quantitativa medida em pixel2 do 

grupo III: lado controle e lado tratado não significante 

para P<0,05 
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 Os gráficos representam as médias e o erro padrão da média (EPM) das 

concentrações plasmáticas de cálcio, fósforo e fosfatase alcalina (figs. 8, 9 e 10) obtidas 

após as leituras espectofotométricas nas dosagens do plasma dos animais. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Os resultados obtidos, no plasma mostraram que a concentração plasmática de 

cálcio não alterou significativamente após 17, 28 ou 35 dias de movimentação dentária 

experimental nos animais (fig. 8) quando comparado com o grupo controle. 
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Figura 10: Concentração plasmática de fosfatase 

alcalina total (3), nos grupos de animais controle (C) e 

após 17 (G1), 28 (G2) ou 35 (G3) dias de 

movimentação dentária experimental n=8 *P<0,05 vs 

C; +P<0,05 vs G1. 

Figura 8: Concentração plasmática de cálcio (1) nos 

grupos de animais controle (C) e após 17 (G1), 28 

(G2) ou 35 (G3) dias de movimentação dentária 

experimental n=10  

Figura 9: Concentração plasmática de fósforo (2) nos 

grupos de animais controle (C) e após 17 (G1), 28 

(G2) ou 35 (G3) dias de movimentação dentária 

experimental n=10 *P<0,05 vs C;  
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A concentração plasmática de fósforo (fig. 9) foi maior nos grupos que tiveram 

movimentação experimental podendo ser verificado co-relação com a secreção plasmática 

de fósforo e o tempo de movimentação dentária. 

Quando comparado à concentração de fosfatase alcalina no plasma (fig. 10), os 

animais do grupo G1 apresentaram menor concentração significante em relação aos 

outros grupos. Nos animais com 28 (G2) e 35 (G3) dias a concentração plasmática de 

fosfatase alcalina não foi diferente do grupo controle, mas foi significativamente maior que 

dos animais com 17 dias (G1) de movimentação dentária. 
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6. DISCUSSÃO 
As concentrações de cálcio e fósforo são constantes no plasma devido às 

funções importantes do organismo das quais eles participam. Estes minerais são 

sempre avaliados juntos nas situações clínicas de rotina. O produto matemático entre 

as concentrações de cálcio e fósforo no plasma, em situações de normalidade, 

corresponde a uma constante fixa28. Esta relação iônica determina que o declínio do 

primeiro deve ser seguido do aumento do segundo, em situações fisiológicas como 

verificado no plasma dos animais do grupo controle (Fig. 8 e 9).  

A análise dos resultados deste trabalho após dosagem plasmática de cálcio dos 

animais submetidos à movimentação dentária (fig. 8) sugere a ocorrência de 

calcificação dos produtos da degeneração tecidual. Isso é identificado na análise dos 

cortes com fluorocromos (figuras 2 e 3) e que vai de encontro à literatura 

pertinente2,11,20, que mostra na análise histológica a ocorrência da degeneração 

periodontal algumas horas após o início da movimentação dentária e permanecendo 

no ligamento periodontal até a eliminação pelas células decompositoras, tais como as 

células gigantes multinucleadas23. Estudo realizado no início do século XXl22 também 

evidenciou a ocorrência de calcificação dos tecidos que passam por processo de 

degeneração a partir do primeiro dia de movimentação dentária permanecendo até 

serem eliminadas por células multinucleadas. Isso é evidenciado nos nossos 

resultados quando mostra a diferença não significante na análise quantitativa devido 

em ambos os lados ocorrer deposição de cálcio, mas qualitativamente verificamos que 

a deposição que ocorreu foi de forma diferente, no lado tratado além da pequena 

marcação fluorescente ao redor da raiz, há grande quantidade difusa dentro do 

alvéolo, mostrando a movimentação a distância2,21,33,34. Enquanto no lado controle 

verificou que somente ocorreu marcação fluorescente no tecido ósseo próximo a raiz, 

justificando assim a remodelação óssea constante que existe neste tecido15.  

Nakamura e colaboradores19 sugerem que a calcificação do tecido degenerado 

não é fenômeno incomum durante a movimentação dentária, sendo inseparável 

durante o processo de degeneração tecidual no ligamento periodontal quando força 

contínua é aplicada ao dente, como demonstrado neste trabalho. 
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O mecanismo básico da calcificação do material dos tecidos degenerados pode 

ser relacionado com a precipitação de proteína plasmática, como a tromboplastina, a 

qual tem alta afinidade ao cálcio e então pode desencadear a calcificação. Esta 

calcificação é considerada reação de defesa, pois impede o contato direto entre o osso 

alveolar e a raiz dentária, prevenindo assim a hiperformação local do osso no 

processo de reparo alveolar, prevenindo a anquilose óssea16.  

Neste trabalho, os animais ficaram 17 (G1), 28 (G2) ou 35 (G3) dias submetidos 

à movimentação dentária experimental com força constante (25,0 ± 5,0cN), o que, 

provavelmente, induziu a calcificação dos tecidos que passaram por degeneração. 

Conseqüentemente, a concentração de cálcio na corrente sangüínea 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 concentração plasmática do fósforo nos animais com movimentação dentária 

experimental foi significativamente maior que a detectada no grupo controle (fig. 9). Os 

resultados evidenciaram co-relação entre a concentração plasmática e o período de tempo 

que os animais permaneceram com o aparelho. Os resultados obtidos sugerem que a 

ocorrência de reabsorção óssea liberou fósforo e resultou no aumento da concentração 

plasmática deste íon (fig. 9). Além disso, provavelmente, a concentração plasmática de 

paratormônio está baixa e, portanto não estimula excreção renal maior do íon, o qual é 

reabsorvido de 80 a 90 % da carga de fosfato filtrado, normalmente4. 

As funções importantes do fósforo na fisiologia celular requerem mecanismos 

elaborados e designados para a manutenção do balanço deste íon. A manutenção do 

fósforo no plasma e líquido extracelular dentro de limites relativos depende 

primariamente da absorção gastrointestinal e excreção renal, como os mecanismos 

que controlam a homeostasia do íon. Embora existam vários hormônios que 

influenciam nesses processos, a compreensão e conhecimento dos mecanismos 

básicos que regulam o balanço de fósforo permanecem incompletos5. 

A origem da fosfatase alcalina total pode ser dos ossos, fígado, rins e intestino. 

No ligamento periodontal há grande atividade da fosfatase alcalina3,9, pois é 

importante para a aposição do cemento acelular. No molar do rato, por exemplo, a 
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relação tem sido demonstrada entre a espessura do cemento acelular e a atividade da 

fosfatase alcalina9. 

A diminuição da concentração plasmática de fosfatase alcalina após 17 dias de 

movimentação dentária (Fig. 10) sugere diminuição da passagem para a circulação 

geral ou diminuição de síntese local da enzima. Entretanto, não pode ser excluída a 

possibilidade de diferença no catabolismo da fosfatase, pois esta resulta do balanço 

entre a quantidade liberada pelos osteoblastos e a quantidade degradada pelo fígado1. 

Portanto, verificamos a existência de relação entre a alteração provocada pela 

movimentação dentária experimental e a fosfatase alcalina plasmática, principalmente 

após 17 dias (G1). 
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7. CONCLUSÕES:  
o Os cortes por desgastes marcados com fluorocromos mostraram que houve 

diferença qualitativa na marcação fluorescente de cálcio, onde o lado controle 

apresentou uma marcação organizada próxima a raiz dentária, e o lado tratado uma 

marcação fluorescente difusa pelo alvéolo. 
o Não houve diferença estatisticamente significante na análise quantitativa entre os 

lados, quando comparado a quantidade de marcações. 
o A movimentação dentária experimental em ratos desencadeou alteração na 

secreção plasmática de fósforo e fosfate alcalina, mas não a de cálcio. 

o Há relação entre a alteração provocada pela movimentação dentária 

experimental e a concentração plasmática da fosfatase alcalina. 
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9. ANEXOS 
 
9.1. CERTIFICADO DA COMISSÃO DE ÉTICA NA EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL 
(CEEA) 
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9.2. NORMAS DA REVISTA DENTAL PRESS 
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9.3. IMAGENS DOS CORTES POR DESGASTE NO MICROSCÓPIO DE 
EPIFLUORESCÊNCIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

Fig. 11 – Imagem no microscópio 
de epifluorescência, utilizando filtro 
com fotomultiplicador no valor de 
368 para a oxitetraciclina 

Fig. 13 – Imagem no microscópio de 
epifluorescência, utilizando filtro com 
fotomultiplicador no valor de 594 
para a alizarina  

Fig. 12 – Imagem no microscópio 
de epifluorescência, utilizando filtro 
com fotomultiplicador no valor de 
488 para a calceína 
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