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RESUMO

PAIVA, Débora Cristina Batista de. Influéncia clinica e tecidual do
diazepam no periodonto de sustentacdo durante o movimento
ortodoéntico. Orientadora: Prof?. Dr. Ana Maria Bolognese. Rio de
Janeiro, UFRJ, Faculdade de Odontologia, 2001, 209p., Tese

(Mestrado em Ortodontia).

Foram avaliados os efeitos do diazepam, potente inibidor da
hidrélise do AMP ciclico (AMPc), nas reagdes teciduais associadas ao
movimento dentario ortodéntico. Existem evidéncias de que o AMPc
exerce importante papel como mediador intracelular do remodelamento
6sseo induzido pela pressdo mecéanica. A amostra consistiu de 36
cobaias (Cavia porcellus), com 9 semanas de vida, pesando entre 400 a
450g e divididos em grupo controle, placebo e experimental. Foram
injetados 2,5mg/Kg de diazepam pela via intraperitonial, a cada 12
horas, nos animais do grupo experimental. Os animais dos grupos

placebo e experimental, submetidos a movimentagdo ortoddntica,



viii
foram sacrificados 3, 7 e 14 dias apos a aplicacao da forca. O dispositivo
ortodéntico foi confeccionado com fio da liga titdnio molibdénio com
0.016” de diametro, no qual foi incorporado mola helicoidal liberando
25g/f. Verificou-se que o diazepam afetou o remodelamento o6sseo,
aumentando em 70% a extensao do movimento dentario, porém com
absorcao radicular. Expressivas alteracoes teciduais caracterizadas pelo
aumento no tamanho dos osteoclastos, infiltracdo de macréfagos, danos
as demais ceélulas do periodonto e desorganizacao das fibras do

ligamento também foram vistas no grupo experimental.



SUMMARY

PAIVA, Débora Cristina Batista de. Influéncia clinica e tecidual do
diazepam no periodonto de sustentagao durante o movimento
ortodéntico. Orientadora: Prof?. Dr®. Ana Maria Bolognese. Rio de
Janeiro, UFRJ, Faculdade de Odontologia, 2001, 209p., Tese

(Mestrado em Ortodontia).

There were evaluated the effect of diazepam, a potent inhibitor of
the cyclic AMP (cAMP) hydrolysis, on the tissue reactions related to
orthodontic tooth movement. There is evidence suggesting that cAMP
plays an important role as intracellular mediator of bone remodeling
induced by mechanical stress. The sample consisted of thirty-six guinea
pigs (Cavia porcellus), 9 weeks of age, ranging in weight from 400 to
450g, divided into control group, placebo group and experimental
group. In the concentration of 25mg/Kg, diazepam was injected
intraperitoneally every 12 hours to the experimental group. The animals

of the placebo and experimental groups, submitted to orthodontic



movement, were sacrified at 3, 7 and 14 days after the application of
orthodontic force. The appliance was made with a 0.016” titanium
molybdenum alloy wire formed into helical springs delivering 25g/f. It was
verified that diazepam affected bone remodeling, increasing in 70% the
extension of the dental movement, but with root resorption. Marked
tissue alterations characterized by large osteoclasts, macrophagic
infiltration, damage to the other periodontal cells and disorganization of

the ligament fibers were also seen in the experimental group.
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1 INTRODUCAO

A esséncia do tratamento ortodontico &€ a resposta tecidual do
periodonto de sustentacdo a aplicacdo de forga, resultando no movimento
dentario.

Desde a classica descricao das mudanc¢as histologicas associadas a
forca ortoddntica feita por Sandstedt (MACAPANPAN, WEINMANN e BRODIE,
1954; DEANGELIS, 1970), onde o osso alveolar & absorvido no lado de
pressao pelos osteoclastos, enquanto os osteoblastos depositam novo osso
nas zonas de tracdo, os eventos que levam a esse fendmeno tém sido
extensivamente estudados. Houve o surgimento de varios modelos hipotéticos
para 0 mecanismo do movimento dentario, inclusive com recentes e
promissores avancos na area da biologia molecular, favorecendo o
conhecimento das provaveis interagcdes fisicas e bioquimicas geradas pela
forca mecénica aplicada sobre o periodonto (LILJA, LINDSKOG e
HAMMARSTROM, 1983; SANDY, FARNDALE e MEIKLE, 1993, NOREVALL,

FORSGREN e MATSSON, 1995; MUNDY, 1999).



Embora longe de completa resolucdo, sabe-se atualmente que o
remodelamento 6sseo € controlado por ampla variedade de fatores sistémicos
e humorais, além da forca mecénica. Varios trabalhos, por exemplo, tém
demonstrado que o nucleotideo ciclico adenosina 3’ 5> monofosfato (AMPc) &
importante mediador na transducao do estimulo mecanico em resposta
biolégica pelas células osseas (YAMASAKI, 1983; SHANFELD, JONES,
LASTER et al.,, 1986; DAVIDOVITCH, NICOLAY, NGAN et al., 1988).

Condicoes sistémicas e agentes farmacoldgicos usados na Medicina
podem interferir no mecanismo de acdo dessas substancias reguladoras do
metabolismo  dsseo, seja inibindo ou potencializando, afetando
conseqlentemente, o remodelamento dos tecidos de sustentacdo dos dentes
durante o movimento dentario ortodéntico.

O diazepam é classificado como umas das drogas sedativas mais
comumente prescritas para pacientes de todas as idades, com grande
variedade de indicacdes clinicas como para o tratamento da ansiedade, como
relaxante muscular, medicamento anticonvulsivante e em condicoes prée-
operatoérias (DIVOLL, GREENBLATT, OCHS et al., 1983; WAN, XIA e HE et al.,
1996). A literatura relata que esse medicamento aumenta a concentracao de
AMPc em varias células, por sua acao inibitoria sobre a enzima
fosfodiesterase, responsavel pelo controle da concentracdo intracelular desse
nucleotideo, ao promover sua hidrolise para AMP (BARDIN, DORWARD,

LAMPE et al., 1998).



E importante frisar que os experimentos in vivo realizados em modelos
animais sao fundamentais para a Odontologia. As informac¢des clinicas e
histolégicas utilizadas de modo criterioso constituem importante instrumento
qgquando comparadas aos resultados em humanos, no diagndstico e na analise
dos resultados clinicos. Este estudo foi, portanto, realizado com o objetivo de
avaliar as alteragbes clinicas e teciduais decorrentes da administracao do

diazepam em cobaias durante o movimento dentario ortodéntico.



2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 PERIODONTO

O periodonto € estrutura de vital importancia para o ortodontista,
influenciando diretamente sua atividade profissional. Ele abrange a gengiva, o
cemento radicular, o osso alveolar e o ligamento periodontal, tecidos que se
desenvolvem e funcionam como uma unidade (FURSTMAN e BERNICK,
1972), sendo que essas trés ultimas estruturas compdem especificamente o
periodonto de sustentacdo ou suporte dos dentes (BHASKAR, 1989; TEN
CATE, 1994).

Durante o tratamento ortoddntico, todo o processo de remodelamento
0sseo e fibroso passa a ser coordenado e manipulado pela introdugcdo de um
agente clinico que interfere com o controle intrinseco da movimentacao
dentaria. O estudo da morfologia, da fisiologia das estruturas de suporte dos
dentes e das reacdes celulares e bioguimicas que ocorrem nesse sistema

passa a ser fundamental para a realizacdo de um tratamento ortoddntico



racional, aumentando as chances de sucesso, com o minimo de recidiva

(ROBERTS, GOODWIN e HEINER, 1981; ENLOW, 1993; ROBERTS, 1996).

2.1.1 LIGAMENTO PERIODONTAL

O ligamento periodontal € um tecido conjuntivo frouxo extremamente
singular, com importante funcao de ancoragem dos dentes e manutencao da
integridade dos tecidos mineralizados adjacentes, ou seja, o osso alveolar e o
cemento dentario (MATSUDA, KUMAR, RAMAKRISHNAN et al, 1993;
BASDRA e KOMPOSCH, 1997; LINDHE, KARRING e LANG, 1999).

Sob acao de forcas ortodénticas, o ligamento periodontal oferece
oportunidade unica para o estudo da cinética celular relacionada com o
remodelamento 0sseo, visto que os mecanismos osteogénicos nele definidos
sao aplicaveis a outras estruturas osseas do organismo, e sua grande
vantagem reside no fato de poder ser analisado atraves de manipulacao
experimental razoavelmente simples (ROBERTS, MOZSARY e KLINGLER,
1982; ROBERTS e FERGUSON, 1989). O rapido remodelamento da matriz
extracelular é base para sua utilizacao como modelo no estudo da homeostase
e do remodelamento do tecido conjuntivo (McCULLOCH, LEKIC e McKEE,
2000).

A presenca de rico suprimento vascular e a alta celularidade marca a
diferenca entre o ligamento periodontal e os demais ligamentos e tendoes, e
embora fisicamente pequeno (sua largura em humanos varia, em média, de
0,1mm a 0,4mm), ele é essencial nao s6 para o suporte dos dentes, como para

a regulacao do metabolismo 6sseo e para o proprio desenvolvimento dentario



(GIANELLY e GOLDMAN, 1971; FURSETH, SELVIG e MJOR, 1990; TEN
CATE, 1994; BASDRA e KOMPOSCH, 1997; McCULLOCH, LEKIC e McKEE,
2000).

Por receber as forcas da mastigacao e da oclusao, o ligamento
periodontal possui mecanoreceptores envolvidos com a abertura da boca, com
os reflexos de fechamento e com o movimento dos dentes, além das
terminacoes nervosas nociceptivas (MAEDA, SATO, KOBAYASHI et al.,, 1989),
onde as unidades sensoriais transmitem os sinais mecanicos e dolorosos ao
nucleo mesencefalico e ao géanglio trigeminal (BERKOVITZ e SHORE, 1978;
FUKUDA e TAZAKI, 1994). As fibras nervosas do ligamento apresentam
variagcdes tanto no arranjo das fibras como na sua morfologia, podendo ser
encontradas fibras mielinizadas associadas a células de Schwann, fibras
mistas (mielinizadas e nao-mielinizadas), e fibras nao-mielinizadas em estreita
relacdo com os vasos sanglineos (BEVELANDER e NAKAHARA, 1968).
Embora BERNICK (1959) nao tenha observado a presenca de estruturas
encapsuladas terminais especializadas, MAEDA e colaboradores (1989)
relataram a existéncia, em ratos, de terminacdes do tipo Ruffini, que sao
receptores associados com a tracao do ligamento. FUKUDA e TAZAKI (1994),
por sua vez, também encontraram corpusculos encapsulados no ligamento
periodontal humano.

Como em todo tecido conjuntivo, o ligamento possui, além das fibras, a
substancia fundamental amorfa, assim chamada pela auséncia de estruturas
histologicas (BEVELANDER e NAKAHARA, 1968; SOMERMAN, YOUNG,
MOEHRING et al., 1990), sendo constituida basicamente de proteoglicanas

(fibronectina e laminina) e glicosaminoglicanas (polissacarideos), além de



grande concentracao de agua, fornecendo substrato adequado para o
crescimento e diferenciacao das células (ROSS e ROMRELL, 1993; REITAN e
RYGH, 1996). Essa composicdao quimica pode estar relacionada a capacidade
dos dentes de resistir as cargas mecanicas, visto que as proteoglicanas sao
importantes na determinacao das propriedades viscoelasticas das articulacdes
e de outras estruturas sujeitas a deformacdo mecéanica (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1991; STRYER, 1992).

O estudo das interagcdes entre as células e a matriz extracelular é
recente e tem evoluido gracas ao isolamento quimico dos componentes da
propria matriz, através de métodos imunohistoquimicos e por caracterizacao
dos receptores celulares (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1991; ALBERTS; BRAY,
LEWIS et al., 1997). As fibronectinas, por exemplo, sao glicoproteinas adesivas
extracelulares que contém em sua molécula sitios que as prendem tanto aos
receptores de superficie das células, genericamente chamados de integrinas,
como aos componentes da matriz, ficando desse modo, estabelecida a
comunicacao da matriz extracelular com as células, o que possivelmente
explicaria o papel exercido pela matriz no citoesqueleto celular (HYNES, 1987;
BERTOLAMI e BRONSON,.1989).

As fibras colagenas densas s&o predominantes, mas além desse grupo,
fibras elasticas reticulares e oxitalanicas também s&o encontradas em
pequenas quantidades (REITAN e RYGH, 1996). As fibrilas colagenas do
ligamento periodontal s&o vistas reunidas, formando fibras quando examinadas
ao microscopio eletrénico de transmissao, mas sob microscopia de luz (ML)
elas estao agrupadas nos feixes das fibras principais. De acordo com seu

arranjo, as fibras colagenas sao classificadas como crista-alveolares,



horizontais, apicais, e obliquas. Alguns autores ainda incluem o grupo das
interradiculares (CIANCO, NEIDERS e HAZEN, 1967; TEN CATE, 1994;
LINDHE, KARRING e LANG, 1999; McCULLOCH, LEKIC e McKEE, 2000).

As fibras de Sharpey sao fibras embebidas no osso alveolar e cemento.
Elas estdo associadas a outras fibras ndo-colagenosas, como a osteopontina e
a sialoproteina, também identificadas no cemento radicular, contribuindo com a
regulacdo da mineralizacdo e coesdo tecidual nos sitios de estresse
biomecanico (McCULLOCH, LEKIC e McKEE, 2000). Por outro lado, as fibras
elasticas parecem estar restritas as paredes dos vasos sanguineos. Essas
fibras sao tipicamente mais delgadas que as colagenas, sendo dificil fazer a
distincao entre elas nos preparados corados rotineiramente com hematoxilina e
eosina (HE). A funcao das fibras oxitaldnicas ainda é desconhecida, porém tem
sido sugerido que possam ser fibras elasticas imaturas que atuam colaborando
na sustentacdo dos vasos sanguineos do ligamento periodontal, estando
localizadas mais proximo ao dente do que ao osso alveolar, frequentemente
inseridas no cemento (BHASKAR, 1989; FURSETH, SELVIG e MJOR, 1990;
REITAN e RYGH, 1996; LINDHE, KARRING e LANG, 1999).

As fibras principais atravessam o espac¢o do ligamento periodontal em
disposicao ondulada, permitindo ao dente mobilidade fisioldgica, a despeito da
natureza inelastica das fibras colagenas (BEVELANDER e NAKAHARA, 1968;
LINDHE, KARRING e LANG, 1999). De acordo com SICHER e DUBRUL
(1977), as fibras dos feixes nao se estendem ininterruptamente através de toda
a largura do espaco periodontal, do osso ao cemento, havendo na regiao
central do ligamento um plexo, ao qual denominou de intermediario, zona nao

muito larga de fibras argirdfilas dispostas irregularmente, onde deve ocorrer a



uniao e o entrelacamento das fibras inseridas no osso e cemento. Desse modo,
as fibras terminariam ou iniciariam em algum lugar da zona meédia do ligamento
periodontal e a dissolucao das conexdes entre elas aconteceria nesta zona,
com producado de novas fibras e formacdo de novas conexdes, adaptadas
funcionalmente, permitindo o rapido remodelamento das fibras e os ajustes
necessarios no ligamento para conciliar com os movimentos dos dentes.

KRAW e ENLOW (1967), em estudo histoquimico, aplicaram o conceito
do plexo intermediario com algumas modificacoes. Para esses autores, como o
colageno nessa regi@o €& menos maduro, sugeriu-se que essa zona
funcionasse para ajustar o comprimento das fibras principais, através da uniao
das fibras mais maduras provenientes dos tecidos mineralizados do osso e
cemento, com aquelas recém formadas nessa regido.

Entretanto, a existéncia do plexo intermediario foi questionada e criticada
por varios pesquisadores, que a partir das evidéncias oriundas da microscopia
eletrénica, auto-radiografia e experimentos cirurgicos com dentes de erupgcao
limitada nao acharam suporte para esse conceito, sendo este, na verdade, um
artefato originado do plano de seccao tecidual (ZWARYCH, 1965; CIANCO,
NEIDERS e HAZEN, 1967, BEVELANDER e NAKAHARA, 1968; DIAZ, 1978).
Provavelmente algum mecanismo deve existir para o ajuste do ligamento, visto
que o colageno é continuamente remodelado, de tal forma que fibrilas antigas
sdo removidas e novo colageno € acrescentado ininterruptamente.

Uma abordagem mais atual para o conceito do plexo intermediario foi
proposta por ENLOW (1993). De acordo com esse autor, assim como o
periosteo e as suturas, o ligamento periodontal possui trés camadas basicas,

uma associada ao 0sso, outra ao cemento, ambas caracterizadas por densos e
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organizados feixes de fibras emergentes, e uma camada média, razado da
controvérsia, entdo chamada de plexo intermediario, composta por fibrilas preé-
colagenosas de unidao, que proporcionariam conexdoes e reconexoes
sequénciais, entre as camadas fibrosas densas mais internas e as mais
externas, com a funcdo de ajustar os movimentos envolvidos com o
remodelamento alveolar.

Para GIANELLY e GOLDMAN (1971) o intercambio e a producao de
colageno com maior intensidade nao precisa estar localizado especificamente
no centro do ligamento periodontal. KOUMAS e MATHEWS (1969)
demonstraram que a porgcao alveolar do ligamento periodontal apresenta
marcante atividade de sintese de fibras colagenas, tanto no lado de pressao
como de tracdo. McCULLOCH e MELCHER (1983) observaram que a
densidade e a proliferacao celular ocorriam com maior intensidade nas areas
adjacentes ao 0sso0, aos vasos sanguineos do que na area central do ligamento
periodontal, porém com menor intensidade na zona proxima a superficie
radicular.

Outro fato que destaca a importancia funcional do ligamento periodontal
€ sua capacidade de agir como amortecedor hidraulico as forcas da ocluséo.
Essa propriedade, denominada de viscoelasticidade, permite que as fibras do
ligamento ndo se comportem simplesmente como tiras que transmitem tensao
a parede do alvéolo, mas na verdade, todos os componentes do ligamento, do
protoplasma celular a rede vascular e a substédncia fundamental, atuam
absorvendo.o choque mecénico (BIEN, 1966; TEN CATE, 1994).

Esses componentes, agindo como sistema metabdlico associado ao

apropriado desenho arquitetdnico tecidual, facilitam as fun¢des do ligamento, o
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que é imprescindivel para qualquer sistema biolégico que receba diariamente
cargas biomecanicas repetidas (CHO e GARANT, 2000). Como os fluidos
tissulares sob pressdao sao incompressiveis, foi sugerido que quando forca
mecanica e aplicada aos dentes, os fluidos escoariam pelos forames do osso
alveolar, com a forca sendo, entdo, transmitida ao osso alveolar que se
curvaria em resposta (ROBERTS, GOODWIN e HEINER, 1981; PROFFIT,
1995; REITAN e RYGH, 1996).

Durante o movimento dentario, os feixes de fibras colagenas sao
alongados e comprimidos (REITAN e RYGH, 1996), e seja sob condi¢des
fisiolégicas ou terapéuticas, no caso da movimentacao ortoddntica, o ligamento
tem a inerente habilidade de manter sua largura, tanto pelo seu proéprio
remodelamento, como do osso alveolar. Esse fendmeno permite ao dente se
mover para uma nova posicao no processo alveolar dos ossos maxilares,
mantendo a arquitetura e a funcado do proprio ligamento nesta nova posicao

(ROBERTS, GOODWIN e HEINER, 1981).

2.1.1.1 Os fibroblastos e a sintese de colageno

Os fibroblastos sao as células predominantes do ligamento periodontal,
responsaveis pelo metabolismo dos componentes da matriz extracelular,
atuando na formacao das fibras extracelulares do tecido conjuntivo, na
producao de substancia fundamental amorfa na qual as fibras estdo embebidas
e entrelacadas, e no desenvolvimento, estrutura e suporte dos dentes (CHO e

GARANT, 2000). Além dessas funcoes, o fibroblasto exibe a habilidade de
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contratibilidade e motilidade, importante para a organizacdao estrutural dos
tecidos conjuntivos (ROSS, 1968; BHASKAR, 1989; TEN CATE, 1994).

Apesar dos fibroblastos se assemelharem microscopicamente, os
tecidos podem conter populacoes fenotipicamente diferentes de células, que
variam em funcao da sintese de produtos, velocidade de sintese, resposta
molecular regulatdria e do proprio metabolismo da célula em geral (PROCKOP,
KIVIRIKKO, TUDERMAN et al., 1979; McCULLOCH e BORDIN, 1991). Os
fibroblastos podem ser considerados células multipotentes, com capacidade de
se diferenciarem tanto em osteoblastos como em cementoblastos dependendo
da necessidade ou das condicoes ambientais (MATSUDA, KUMAR,
RAMAKRISHNAN et al, 1993; LIN e GRINNEL, 1993; MATSUDA,
YOKOYAMA, TAKESHITA et al., 1998).

Nas preparacdes de rotina em parafina e coradas com HE, esta célula é
reconhecida pela sua associagcao com as fibras colagenas. Numa amostra de
tecido conjuntivo adulto, a estrutura da célula é caracteristica, apresentando
nucleo alongado, densamente corado e pouco citoplasma levemente eosindfilo,
sendo dificil fazer sua distincao das fibras intercelulares, que também se coram
com eosina. Em tais situagcdes, o nucleo da célula costuma ficar mais evidente.
Além disso, o fibroblasto possui longos e delgados prolongamentos
citoplasmaticos que nao podem ser distinguidos das fibras intercelulares nos
preparados com coloracao em HE (ROSS e ROMRELL, 1993; TEN CATE,
1994).

Na microscopia eletrbnica de transmissdao (MET), a célula ativa
apresenta nucleo de face aberta, pouco impregnado, com citoplasma

abundante, sendo as organelas mais notaveis o reticulo endoplasmatico
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rugoso, as mitocéndrias, o complexo de Golgi e as vesiculas de secrecao, o
que indica atividade sintética e secretora. Através de coloracbes especiais
(anticorpos especificos para proteinas) pode-se evidenciar o sistema tubular e
filamentoso, responsavel pela habilidade contratil da célula, pela manutencao
da sua forma e pelo posicionamento das suas estruturas celulares
(citoesqueleto). Raramente os fibroblastos sao vistos, in vivo, em contato um
com o outro, e sim isolados e aderidos ao substrato colagenoso da matriz, mas
eventualmente quando entram em contato, suas membranas citoplasmaticas
podem desenvolver complexos juncionais (ROSS, 1968; ROSS e ROMRELL,
1993).

A maioria dos fibroblastos do ligamento periodontal apresenta
configuracdo intracelular polarizada, principalmente nas areas de intensa
formacao de fibras. O nucleo fica num extremo da célula, o complexo de Golgi
ao centro e o reticulo endoplasmatico na extremidade oposta da célula,
proximo a superficie alveolar (GARANT e CHO, 1979 a, b).

Foi proposto que a fonte real da forca mecéanica propulsiva que
possibilita os movimentos dos dentes deve-se aos miofibroblastos presentes
nas faces de absorcao do alvéolo. Essas células apresentam propriedades dos
fibroblastos e das células musculares lisas. Os perfis de reticulo
endoplasmatico rugoso e do complexo de Golgi presentes sao caracteristicos
dos fibroblastos, ja os feixes relativamente grandes de miofilamentos, sao
tipicos das celulares musculares lisas. A contracdo dessas células especiais
poderia exercer efeito de tracao sobre as fibras colagenas do interior do

ligamento periodontal, e consequentemente sobre o dente, promovendo sua
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movimentacdo na direcao da area de absorcao (ENLOW, 1993; ROSS e
ROMRELL, 1993; TEN CATE, 1994).

Ainda nao esta totalmente esclarecida a relagéo entre a motilidade dos
fibroblastos, sua capacidade de interagir com o meio ao seu redor, a sintese de
fibras colagenas e o movimento dentario ortodéntico. Sabe-se que os
fibroblastos respondem aos sinais externos através dos receptores presentes
na sua membrana citoplasmatica, com aumento ou diminuicdo da divisao
celular, migragcao e secre¢cado de matriz, e em virtude dessas respostas ocorre o
remodelamento dos tecidos conjuntivos. O conhecimento dos sinais que os
fibroblastos recebem e como respondem pode fornecer informacoes
fundamentais para a biologia do movimento dentario (BERTOLAMI e
BRONSON, 1989; GARANT e CHO, 1989).

Os fibroblastos mantém-se aderidos ao substrato da matriz extracelular
através de receptores de superficie para o colageno e para fibronectina, assim
como as demais células do ligamento. Esta adesao é essencial para a
migracao celular e para organizacao da matriz extracelular (CHO e GARANT,
2000). O arranjo linear dos sitios de fibronectina, cada um capaz de se ligar
especificamente aos receptores de superficie das células, estabelece o
mecanismo pelo qual a matriz poderia exercer efeito tanto na forma como no
comportamento da célula e vice-versa (YAMAGUCHI, SHIMIZU, GOSEKI et al,
1994; CHO e GARANT, 2000).

Os fibroblastos sao responsaveis pela sintese de colageno, a maior
proteina estrutural extracelular dos organismos multicelulares, e provavelmente
a mais importante pelas suas qualidades de estabilidade e for¢ca ténsil

(PROCKOP, KIVIRIKKO, TUDERMAN et al., 1979). Sob ML, o colageno revela-
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se como fibras de espessura e orientacdo variadas entre as células do tecido
conjuntivo, e com comprimento indeterminado no espaco extracelular. Ja ao
nivel da MET € possivel detalhar sua estrutura, sendo a fibrila a menor
estrutura reconhecivel, apresentando padrao caracteristico de estrias
periodicas que se repetem a cada 64 nm ao longo do comprimento da fibrila
(3000A), cujo diametro varia de 150 a 300 nm. Quando as fibrilas agregadas
ultrapassam a espessura de 0,2 um € que se tornam visiveis ao microscopio de
luz, sendo chamadas de fibras colagenas (ROSS, 1968; ROSS e ROMRELL,
1993).

Cada molécula de colageno consiste numa hélice composta de trés
cad€ias polipeptidicas, entrelacadas em configuracao helicoidal ou espiral,
chamadas cadeias a. Cada cadeia o contém pelo menos 1.000 aminoacidos, e
embora cerca de 20 aminoacidos sejam encontrados no colageno, quatro
(glicina, alanina, prolina, hidroxiprolina) compdem dois-tercos da molécula.
Com excecao das curtas sequéncias terminais, cada terceiro aminoacido em
cada cadeia € a glicina. Desse modo, a formula molecular de uma cadeia o é
aproximadamente a seguinte sequéncia X-Y-Gli, onde x e y representam
qualquer outro tipo de aminoacido, mas principalmente a prolina e a
hidroxiprolina (PROCKOP, KIVIRIKKO, TUDERMAN et al., 1979; STRYER,
1992). O colageno também contém pequenas quantidades de glicose e
galactose (menos de 1% do peso), por isso é uma glicoproteina. E importante
salientar que o colageno sempre contém hidroxiprolina, e € a Unica proteina

que contém hidroxilisina (TEN CATE, 1994).
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A sequéncia de aminodcidos e a sua composi¢cao peculiar parecem ter
papel estratégico na estrutura da molécula de colageno. A presenca da glicina,
0 menor aminodcido na terceira posicado parece ser crucial, pois permite a
rotacéo das trés hélices entre si (PIEZ, 1968; GIANELLY e GOLDMAN, 1971).
A presenca da prolina e da hidroxiprolina contribui para a estabilidade da
molécula, e os demais aminoacidos que ocupam as posi¢coes X e Y, incluindo a
propria prolina e a hidroxiprolina, determinam como as moléculas de colageno
irao se associar (PIEZ, 1968; PROCKOP, KIVIRIKKO, TUDERMAN et al,
1979).

A anélise quimica detalhada tem demonstrado existir no homem grande
variedade de tipos de colageno, que diferem quanto a posicdo ou sequéncia
dos aminodacidos nas posi¢cdoes X e Y, de modo que as cadeias o podem ser do
tipo 1, 2, 3. Essa diversidade nos tipos de colageno é explicada pelos multiplos
papeéis estruturais que essa proteina desempenha (PIEZ, 1968; PROCKOP,
KIVIRIKKO, TUDERMAN et al., 1979). As trés cadeias também podem
associar-se entre si formando graus crescentes de polimerizagao e, embora ja
tenham sido identificados e classificados 19 tipos de colageno de acordo com
sua estrutura molecular, os-4 mais conhecidos séo o tipo I, II, lll e IV (TANZER,
1989; BUMANN, CARVALHO, SCHWARZER et al., 1997).

Nos tipos I, Il e Il as moléculas de colageno se associam paralelamente,
formando fibrilas visiveis s6 ao MET, com diametro oscilando entre 20 a
300nm. No colageno tipo Il, a polimerizacao estaciona na fase de fibrila, como
se observa nas cartilagens. Nos colagenos | e lll, o processo de polimerizacao
se acentua, sendo que no colageno tipo lll estas fibrilas se agrupam formando

delgadas fibras chamadas de fibras reticulares do conjuntivo. No colageno tipo
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|, o processo prossegue com fibras mais espessas e frequentemente
associadas, formando feixes com até 20 um de didmetro, constituindo o que
normalmente se chama de fibras de colageno do tecido conjuntivo. No
colageno tipo |V, as moléculas se associam pelas extremidades, formando uma
rede com aspecto de tela de arame (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1991;
STRYER, 1992; TEN CATE, 1994).

Embora o mecanismo celular para o metabolismo do colageno ja tenha
sido descrito na literatura cientifica, a distribuicao quantitativa dos distintos
tipos presentes no ligamento periodontal ainda nao foi detalhada. Colageno do
tipo I, V, VI, Xl e XIV ja foram encontrados no ligamento periodontal
(BUMANN, CARVALHO, SCHWARZER et al.,, 1997), mas a predominancia é
para o colageno tipo | (BHASKAR, 1989). Este tipo de colageno consiste de
solidas fibras ancoradas entre o osso alveolar e o cemento, fornecendo forca
ténsil suficiente e capacidade de resistir as forcas mastigatorias. O colageno
tipo Il forma fibrilas mais delicadas, contribuindo para certa elasticidade do
ligamento. O colageno tipo V é encontrado recobrindo as fibras dos tipos | e Ill,
talvez favorecendo a adesao celular, assim como a migracdo das ceélulas
(GROTENDORST, SEPPA, KLEINMANN et al, 1981; MARTINEZ-
HERNANDEZ, GAY, MILLER, 1982). As curtas microfibrilas do colageno tipo VI
realizam a unido das fibras do tipo | e Ill, e por fim, o colageno tipo Xl tem
como funca@o, & conexao das fibras colagenas com outros componentes da
matriz extracelular (BUMANN, CARVALHO, SCHWARZER et al., 1997).

A producao de fibras colagenas implica numa série de eventos,
ocorrendo no citoplasma do fibroblasto, especificamente no interior das

cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso e do complexo de Golgi, e também
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no exterior da célula. A sequéncia pode ser descrita, sumariamente, do
seguinte modo: sao produzidas cadeias polipeptidicas pelos polirribossomos do
reticulo endoplasmatico rugoso, a partir da informacao fornecida pelo RNAm
(transducga@o); em seguida, ocorre a hidroxilagdo dos aminoacidos prolina e
lisina, enquanto que os polipeptidios permanecem como cadeias individuais,
ainda sem conformacéao helicoidal. O acido ascoérbico € importante fator para
que essa hidroxilagao ocorra, atuando como agente redutor (PETERKOFSKY,
1972; BRONCKERS, 1983).

Segue a formacgao da triplice hélice pelas trés cadeias polipeptidicas,
exceto nos terminais (regiao telopeptidica), onde as cadeias continuam nao
enroladas. As moléculas de procolageno formadas passam, via cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso, para a regiao do Golgi, para adicao de grupos
de acucares (glicosilacédo) no grupamento hidroxila da hidroxilisina. Ocorre
também a formacéo de ligacdes dissulfeto entre as cadeias e no seu interior
que influenciam a forma da molécula e estabilizam as intera¢des polipeptidicas.
Outras ligacdes ou pontes de hidrogénio entre as cadeias, ou forcas
eletrostaticas também contribuem para a estabilizacdo da molécula, a qual
apo6s todo esse processo se move para o exterior da célula, em vesiculas ou
granulos de secrecao (PROCKOP, KIVIRIKKO, TUDERMAN et al., 1979;
MURAD, GROVE, LINDBERG et al., 1981).

Depois que o procolageno é secretado para o espaco extracelular, a
enzima procolageno peptidase cliva a por¢cao terminal da molécula, dando
origem a molécula de tropocolageno, que se agrega para formar a fibrila. Como
as moléculas de colageno se associam paralelamente e de modo escalonado,

formam fibrilas que exibem ao MET, estrias transversais a cada 680A,
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alternando regides claras e escuras num padrao de repeticao periddica, ou de
arranjo escalonado. Acredita-se que essa periodicidade de bandas claras e
escuras esteja relacionada as diferentes densidades das fibrilas. A zona clara
corresponde a sobreposicao das fibrilas, por isso € mais densa, j@ a zona
escura (400A) representa a zona lacunar onde a calcificagdo parece ocorrer,
através da deposicao de cristais de fosfato e calcio (GIANELLY e GOLDMAN,
1971; YAMAUCHI, KATZ e MECHANIC, 1986; TEN CATE, 1994). As fibrilas
agregadas fazem ligacdes cruzadas covalentes entre os residuos de lisina e
hidroxilisina para garantir a estabilidade da molécula e fornecer forca mecéanica
(TANZER, CHURCH, YAEGER et al, 1974, PROCKOP, KIVIRIKKO,
TUDERMAN et al, 1979). Trabalhos com auto-radiografias e estudos
bioquimicos mostraram que em 10 minutos, moléculas de colageno recém-
sintetizadas ja estdo presentes nas vesiculas do complexo de Golgi, e em 20
minutos estdo prontas para secrecdo em granulos associados aos
microtubulos. Apds 30 minutos, as novas fibrilas se encontram no meio externo
associadas aos fibroblastos (CHO e GARANT, 1981).

O remodelamento desta macromolécula indica a substituicao das
unidades velhas da proteina por novas, porém esse processo apresenta
caracteristicas proprias. A funcédo primaria de um tecido conjuntivo é fornecer
estrutura que suporte e conecte os varios tecidos, o que sugere certa
estabilidade. Entretanto, o remodelamento e a substituicAio de seus
componentes ocorrem continuamente, mas a velocidade desse processo varia
nos diferentes tecidos. Técnicas auto-radiograficas e imunohistoquimicas

confrmam a rapida e eficiente maturacdo do colageno no ligamento



periodontal, maior que na gengiva, pele e osso (CARNEIRO e MORAES, 1965;
KOUMAS e MATHEWS, 1969; ORLOWSKI, 1978; SODEK, 1989).

O rapido remodelamento do colageno nos tecidos periodontais pode ser
evidenciado nos casos de deficiéncia de vitamina C, onde devido a caréncia de
acido ascorbico o metabolismo da macromolécula € severamente prejudicado
(HUNT e PAYNTER, 1959; LITTON, 1974; MURAD, GROVE, LINDBERG et al,
1981). A meia-vida do colageno no ligamento periodontal do incisivo do rato foi
calculada em 9,5 dias por ORLOWSKI (1978) e em 8 dias por TAVERNE e
colaboradores (1986). A meia-vida do colageno no ligamento que apresenta
erupc¢ao continua de molares em cobaias também foi estimada em 8 dias. Por
outro lado, os tecidos gengivais apresentam metabolismo lento do colageno,
em meédia de 18 dias (ORLLOWSKI, 1978). Essa diferenca pode ser devido ao
fato das fibras gengivais nao estarem inseridas no osso alveolar e, por isso,
nao contam com o processo de remodelamento 6sseo, como ocorre com as
fibras periodontais (EDWARDS, 1968).

Uma relacédo definida entre o metabolismo do colageno e a funcédo do
ligamento periodontal nao foi ainda estabelecida, restando duvidas a respeito
do mecanismo pelo qual .0 ligamento se remodela e mantém constante a
posicdo e suporte dos dentes (DIAZ, 1978). Acredita-se que a integridade do
ligamento depende das forcas funcionais associadas ao movimento fisiologico
dos dentes, com sua erupc¢ao continua para manter a relagao funcional durante
o crescimento dos ossos maxilares e também com as forcas derivadas da
musculatura perioral. Essas mudancas de posicao, mesmo que pequenas

necessitam da reorganizacao das fibras do ligamento, e é por essa razao que



os dentes podem, com relativa facilidade, ser reposicionados durante a
correcao de uma maloclusao (SODEK, 1989).

Além dos fibroblastos, as células mesenquimais, os miofibroblastos, as
células perineurais, os cementoblastos, os odontoblastos, os osteoblastos, as
células cartilaginosas, entre outras também sintetizam colageno (ROSS e
ROMRELL, 1993).

A maneira pela qual o colageno € degradado nao estad tao bem
estabelecida quando comparada a sua sintese. Sabe-se que a degradacao é
realizada pelos fibroblastos, num mecanismo que permite o remodelamento do
tecido sem prejudicar sua funcao. Os fibroblastos sintetizam grande variedade
de metaloproteinases capazes de degradar fibras colagenas, proteoglicanas e
outros componentes da matriz. Esta degradacédo provavelmente ocorre por
hidrélise das cadeias peptidicas das macromoléculas de colageno por essa
classe de enzimas, reduzindo-as a pequenos fragmentos no ambiente
extracelular (McCULLOCH, LEKIC e McKEE, 2000).

Os fragmentos sao fagocitados pelos proprios fibroblastos que exibem
lisossomas para promover a digestao intracelular, principalmente por cisteina-
proteinases. Com o advento da MET foi possivel detectar a presenca de
fragmentos de colageno no interior de vesiculas contendo fosfatase &acida,
comprovando a degradacao do colageno em duas etapas (DEPORTER e TEN
CATE, 1973). Sendo assim, o remodelamento da fibra colagena pode ocorrer
em sitios especificos, como, por exemplo, na remocao de fragmentos de fibras
nao ancoradas (PARAKKAL, 1964; TEN CATE e DEPORTER, 1975; TEN

CATE, 1994).
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2.1.1.2 Células progenitoras mesenquimais

Todo o tecido conjuntivo, incluindo o ligamento periodontal, contém
células progenitoras de origem ectomesenquimal, com a capacidade de sofrer
divisdbes mitdticas e diferenciacdo celular em fibroblastos, osteoblastos ou
cementoblastos (GOULD, 1983; McCULLOCH e MELCHER, 1983; ROSS e
ROMRELL, 1993). As ceélulas progenitoras sao células pequenas, com
escassas organelas intracelulares, e alta proporcao na relacdo nucleo-
citoplasma. A localizagcao é predominantemente perivascular, externamente a
lAmina basal e nos espagos endosteais adjacentes (GOULD, 1983; BHASKAR,
1989; TEN CATE, 1994).

Trabalhos com cinética celular usando marcadores demonstraram que
populacoes de células indiferenciadas migram para longe dos vasos, sofrem
mitoses e passam a ser fonte de novas células (GOULD, 1983). Entretanto,
também existem células progenitoras perivasculares no ligamento periodontal,
com algum grau de diferenciagcdo, mas ainda com capacidade de sintese de
acido desoxirribonucleico (DNA) e de atividade mitética, o que mostra que
essas ceélulas constituem .populacao de dificil identificagdo, sendo bastante
heterogénea e complexa (SCOTT, 1967; HALL, 1970; GOULD, 1983).

Existem duvidas se as células progenitoras do ligamento periodontal
constituem, por exemplo, uma unica linhagem pluripotente, responsavel pela
origem de todas as células diferenciadas, ou se existem varias populagoes,
cada uma dando origem a uma especifica célula especializada (GOULD,
MELCHER e BRUNETTE, 1977; McCULLOCH e MELCHER, 1983; BHASKAR,

1989).
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Entretanto, quais fatores determinam a direcao de diferenciacao das
células progenitoras, ou qual o mecanismo pelo qual as células se diferenciam
especificamente em células formadoras de osso sao questdes ainda sem
resposta (HALL, 1970; GOULD, 1983).

E importante citar que regulacbes paracrinas e autocrinas do
metabolismo celular do ligamento periodontal sdo importantes na diferenciacao
induzida, inclusive pelo estresse mecanico aplicado nas células do ligamento.
O proprio papel dos fatores de crescimento ectodérmicos tem sido avaliado
como regulador da diferenciacdo osteoblastica e cementoblastica, inclusive a
partir de células como os fibroblastos. (ROBERTS e FERGUNSON, 1989;
MATSUDA, KUMAR, RAMAKRISHNAN et al., 1993; MATSUDA, YOKOYAMA,

TAKESHITA et al., 1998).

2.1.1.3 Células dsseas e cementarias

As células do osso, osteoblastos e osteoclastos, e as células do
cemento, cementoblastos e cementoclastos apesar de estarem propriamente
associadas aos tecidos duros dos dentes, estdo tecnicamente situadas no
ligamento periodontal (GIANELLY e GOLDMAN, 1971; TEN CATE, 1994). A
distribuicao das células formadoras de osso ao longo da parede do alveolo, os
osteoblastos, e das células responsaveis pela sua absorcao, os osteoclastos,

depende do estado funcional do ligamento periodontal (TEN CATE, 1994).
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2.1.1.4 Demais células

Embora os fibroblastos ocupem 30% em média do volume do ligamento
periodontal, existe a presenca de populacoes de células distintas aos proprios
fibroblastos, osteoblastos e cementoblastos (McCULLOCH, LEKIC e McKEE,
2000). Células epiteliais localizadas no ligamento, proximas ao cemento, séo
remanescentes da bainha epitelial de Hertwig. Essas células aparecem como
uma rede, ou corddes, ou ainda como ilhas junto a superficie da raiz,
aparentemente sem exercerem qualquer tipo de papel fisiolégico, embora sob
certas condi¢cdes patoldogicas, como infeccao periapical, as células dos restos
epiteliais podem proliferar e dar origem a cistos e tumores (BHASKAR, 1989;
TEN CATE, 1994). McCULLOCH e colaboradores (2000) relataram que
recentes estudos observaram que as células epiteliais do ligamento podem
sofrer transicao epitélio-mesenquimal para fibroblastos e cementoblastos, os
quais passam a depositar respectivamente, cemento acelular e celular.

Células inflamatorias como mastocitos, macrofagos e linfécitos também
podem ser vistos no ligamento periodontal (YAMASAKI, SHIBASAKI e
FUKUHARA, 1982; RYGH, 1989). Os mastocitos sao células que contém
heparina e histamina, mediadores quimicos do processo inflamatério
(YAMASAKI, SHIBASAKI e FUKUHARA, 1982; BHASKAR, 1989; ROSS e
ROMRELL, 1993).

Os macroéfagos do tecido conjuntivo também podem estar presentes no
ligamento periodontal (KAWAHARA e TAKANO, 1995). Os precursores dos
macrofagos sofrem varios ciclos de proliferacao e diferenciacdo na medula

Ossea (8-10 dias), circulam como monocitos no sangue por 3 a 6 dias,
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migrando entao para os tecidos, e diferenciando-se em macrofagos (SUTTON
e WEISS, 1966; GORDON, 1986). Se fixos, estao unidos as fibras colagenas,
mas se estimulados, podem migrar para sitios especificos (GORDON, 1986;
SHEWEMI, SHAMMARY, ZAMEL et al., 1996).

A diferenciacdo entre macrofagos e fibroblastos é dificil através da ML,
visto que ambas as células apresentam material fagocitado no citoplasma,
embora a forma dos macrofagos varie de esférica a estrelar ou irregular,
dependendo do estado funcional e de sua localizagcdo. Uma caracteristica nem
sempre evidente dos macréfagos € a aparéncia denteada do seu nucleo
(ROSS e ROMRELL, 1993). Entretanto, a diferenca mais marcante entre as
duas células &€ a grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso
presente no citoplasma dos. fibroblastos, enquanto que nos macrofagos essas
organelas sao esparsas. Todavia, quando ativamente envolvida com
fagocitose, a densidade do reticulo endoplasmatico rugoso aumenta, devido a
elaboracao de enzimas hidroliticas (PARAKKAL, 1964; SCHEWEMI,
SHAMMARY, ZAMEL et al., 1996).

No citoplasma dos macrofagos sao relativamente abundantes estruturas
como complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico liso, mitocondrias, muitos
vacuolos e lisossomas que contém varias enzimas proteoliticas, indicando a
atividade especifica de fagocitose. Os produtos de secrecao liberados pelos
macréfagos compreendem grande variedade de substancias relacionadas com
a resposta imunoldgica e inflamatéria (ROSS, 1968, GORDON, 1986). Os
macrofagos . liberam potentes reguladores da atividade celular, como as
interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que

provavelmente contribuem para a regulacdo homeostatica do ligamento
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periodontal (SCHEWEMI, SHAMMARY, ZAMEL et al, 1996). Os fatores
estimuladores de colénias (CSF), como o macréfago-CSF e o granuldcito-
macréfago-CSF produzidos pelos osteoblastos, fibroblastos, células endoteliais
e pelos macrofagos tém como efeito principal estimulagdo dos progenitores
hematopoiéticos, destinados a se diferenciarem nos proprios macrofagos
(NAITO, 1993).

Mondcitos e macréfagos sao freqlentemente vistos associados as
superficies 6sseas de absorcdo, em pacientes com doencas inflamatdrias
crénicas como artrite reumatodide, doenca periodontal e em tumores 6sseos
metastaticos, como também na superficie Ossea endosteal. Apesar das
evidéncias da origem a partir de um precursor comum, ainda nao foi provado
gque os monocitos tenham_ capacidade de absorcdo 6ssea, embora, in vitro,
esse fendmeno ja tenha sido demonstrado (MUNDY, ALTMAN, GONDEK et al.,
1977; RIFKIN e HEIJL, 1979). No ligamento periodontal, os macroéfagos
removem o tecido necrdtico e o colageno das zonas hialinizadas (MUNDY,
ALTMAN, GONDEK et al, 1977, BRUDVIK e RYGH, 1993 a).

De acordo com SILVER e colaboradores (1988), os osteoclastos e os
macrofagos embora compartihem certas similaridades possuem diferentes
papeéis biologicos. Os macrofagos, ao contrario dos osteoclastos associados
exclusivamente ao 0sso, sao encontrados de preferéncia nos tecidos moles
normais e em sitios de inflamac&o ou infeccao tecidual. E importante citar que
os histiécitos nao derivam dos mondcitos. Sao macrofagos do tecido conjuntivo
propriamente dito, derivados das células mesenquimais indiferenciadas

(SIQUEIRA e DANTAS, 1996).
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2.1.2 CEMENTO

E o tecido dentdrio mineralizado que recobre as raizes dos dentes e,
ocasionalmente pequenas porgoes das coroas. Assim como o 0sso alveolar, o
cemento prové meio de ancoragem das fibras colagenas do ligamento
periodontal, e embora possua muitas caracteristicas em comum com o tecido
o0sseo, o cemento difere essencialmente deste por ser avascular, nao possuir
elementos neurais e nao sofrer o processo de renovagao tecidual fisiologica
(BHASKAR, 1989; FURSETH, SELVIG e MJOR, 1990).

Logo apds a desintegracao da bainha reticular de Hertwig, os
fibroblastos do foliculo dental contactam a matriz da pré-dentina e passam a
secretar fibras colagenas cementarias, adjacentes a raiz em crescimento, e
componentes da substancia fundamental (proteinas e complexos a base de
proteinas e polissacarideos), seguindo sentido unipolar e se afastando da
matriz (GARANT e CHO, 1989). As fibras colagenas formadas ligam-se a essa
matriz na proximidade da jungao cemento-dentinaria (CHO e GARANT, 2000;.
A matriz organica ou cementoide é depositada ritmicamente e conforme nova
camada é formada, a anterior se mineraliza pelo crescimento de cristalitos de
hidroxiapatita, sem a formacao de vesiculas da matriz, sendo que delgada
camada de cementoide forrada por cementoblastos € sempre vista na
superficie cementaria (SELVIG, 1965; BHASKAR, 1989; TEN CATE, 1994).

Os cementoblastos mostram-se como células ovais ao longo da
superficie cementaria e como todas as células que produzem proteinas e
polissacarideos, possuem inumeras mitocondrias, desenvolvido aparelho de

Golgi e grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, o que garante a
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basofilia do citoplasma (SELVIG, 1964; BEVELANDER e NAKAHARA, 1968;
FURSETH, SELVIG e MJOR, 1990). Os cementoblastos sdo descritos como
celulas que apresentam caracteristicas histologicas semelhantes as dos
osteoblastos, talvez pela origem a partir da mesma célula progenitora
(PAYNTER e PUDY, 1958).

Dos trés tecidos dentarios mineralizados, cemento € o menos duro e o
menos mineralizado. O conteudo mineral do cemento de um dente adulto
contém por volta de 45% a 50% de substancia inorganica, principalmente calcio
e fosfato, sob forma de hidroxiapatita, e 50% a 55% de matéria organica e
agua. A matéria orgénica consiste primariamente de colageno tipo | e
polissacarideos protéicos, além de substancia fundamental amorfa (BHASKAR,
1989; SELVIG, 1964; FURSETH, SELVIG e MJOR, 1990). Os cristais de
hidroxiapatita sdo depositados paralelos aos feixes de fibras colagenas da
matriz organica, de modo semelhante ao osso e a dentina (SELVIG, 1965).

O cemento, normalmente, inicia-se como uma camada muito fina na
regiao cervical da raiz e aumenta progressivamente em espessura em direcao
apical. Nos cortes histologicos pode-se distinguir dois tipos de cemento, o
acelular, ou primario, e. o celular, também chamado de secundario
(CARRANZA, 1983; BHASKAR, 1989; FURSETH, SELVIG e MJOR, 1990). O
cemento acelular esta unido a dentina, cobrindo a raiz desde a margem
cervical até o apice. Esse tipo de cemento é por vezes recoberto por cemento
celular, associado com a época de erupcdo dos dentes, onde os
cementoblastos ficam aprisionados em lacunas de sua propria matriz,

passando a ser chamados de cementdcitos, que aparentemente nao
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apresentam a mesma atividade dos ostedcitos (PAYNTER e PUDY, 1958;
ROBERTS e FERGUSON, 1989; TEN CATE, 1994).

O cemento acelular sob observacao na MET apresenta constituicao
bastante regular, com espessos feixes de fibras colagenas penetrando para
dentro da estrutura mais ou menos em angulo reto (SELVIG, 1965). Nao ha
distribuicao restrita desses dois tipos de cemento sobre a raiz, mas o cemento
celular predomina na metade apical da raiz, embora camadas alternadas
desses dois tipos de cemento possam ocorrer (BHASKAR, 1983; CARRANZA,
1983). O cemento acelular € mais radiopaco do que o celular e ocupa de 40% a
70% da superficie radicular (SELVIG, 1965).

SELVIG (1964, 1965) demonstrou que as fibras colagenas, também
chamadas de extrinsecas, vindas do ligamento periodontal e produzidas pelos
fibroblastos, penetram profundamente nas camadas onde estava havendo
deposicdo de cemento, sendo a superficie caracterizada por projecoes
calcificadas que correspondiam exatamente a insercdo de cada feixe de fibra
colagena. Segundo esse mesmo autor, existem também fibras colagenas,
produzidas pelos cementoblastos, mas que nao fazem parte do sistema de
suporte dos dentes, estando dispostas ao longo da superficie radicular,
circunscrevendo-a, participando do sistema intrinseco de fibras.

As fibras embebidas no cemento acelular estao total ou parcialmente
calcificadas, e esse fato constitui explicacdo plausivel para o baixo
metabolismo do colageno nessa regiao e, se algum metabolismo significativo
existe nesse tecido, pode estar relacionado com o rearranjo molecular, mais do

que com a formacgao de novas fibras (SELVIG, 1965).
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Tanto o cemento acelular como o celular € demarcado por linhas
incrementais, as linhas de Salter, de coloracdo basdfila, que indicam os
periodos alternados de formacéao e de auséncia de atividade. Essas linhas sao
facilmente identificadas em espécimes descalcificadas, preparadas para
observacao ao nivel de microscopia de luz, sendo dificil a observacao em nivel
ultraestrutural (SELVIG, 1965; BHASKAR, 1983).

A deposicao continua de cemento tem grande importéncia funcional,
pois como nao € absorvido, ha necessidade de aposicao repetida de camadas
para conservar intacto o sistema de ancoramento, e na medida em que o
cemento aumenta em espessura, as fibras de Sharpey, que representam a
porcdo terminal das fibras periodontais, sdo incorporadas as novas camadas
depositadas (FURSETH, SELVIG e MJOR, 1990; CHO e GARANT, 2000).
Outro efeito da deposicao continua de cemento, especialmente em torno do
apice da raiz é a manutencao do comprimento total do dente, apesar da perda

de esmalte provocada pelo desgaste oclusal (TEN CATE, 1994).

2.1.3 OSSO ALVEOLAR

O osso é uma forma especializada e complexa de tecido conjuntivo e,
como os demais, composto por células e matriz extracelular. O que o distingue
€& seu complexo sistema bioldgico associado a constituicao quimica e fisica
diferenciada (GIANELLY e GOLDMAN, 1971; ROSS e ROMRELL, 1993).

O osso é formado em trés fases, a matriz orgénica (33% a 35%), a fase
mineral (65% a 67%) e a por¢cao remanescente composta por agua. A matriz é

constituida na sua maior parte por fibras colagenas (colageno tipo I) e
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substancia fundamental, formada principalmente por proteoglicanas e
glicoproteinas, além de proteinas nao-colagenosas. Existe também a presenca
de fibras reticulares. No interior da matriz dssea existem espa¢os chamados de
lacunas que abrigam as células 6sseas. O material inorgénico & constituido
quase que exclusivamente por calcio e ortofosfato inorganico na forma de
cristais de hidroxiapatita [Ca10(PQO4)s(OH)2], que se depositam sobre e entre as
moléculas de colageno e no material organico ndo-colagenoso, mas existem
também outros sais minerais. A agua compde a menor fracao do 0sso,
variando de 2% a 10%. Antes da mineralizacdo da matriz, ha cerca de 90% de
agua no tecido, mas durante a mineralizagdo praticamente 80% da agua é
perdda (BHASKAR, 1989; GIANELLY e GOLDMAN, 1971; ROSS e
ROMRELL, 1993; TEN CATE, 1994; SODEK e McKEE, 2000).

Entre as proteinas nao-colagenosas, a osteocalcina e sialoproteina
Ossea sao exclusivas dos tecidos mineralizados, ja a osteonectina e a
osteopontina apresentam distribuicao mais generalizada, exercendo
provavelmente importante papel no remodelamento 6sseo (SODEK e McKEE,
2000). A osteocalcina, também chamada de proteina 6ssea Gla (acido y-
carboxiglutdmico) vitamina K-dependente é a proteina de ligacao com o calcio
e que acelera, em especial, a maturacao e a quimiotaxia dos osteoclastos
(TANAKA, HAJI, TAKAYANAGI et al., 1996; BASDRA e KOMPOSCH, 1997,
KOBAYASHI, TAKAGI, SAKAI et al, 1998; MORISHITA, YAMAMURA,
BACHCHU et al.,, 1998, MUNDY, 1999). A osteocalcina pode ser detectada
inclusive nas células ao longo da superficie radicular, incluindo a dentina, e
embora as células do ligamento periodontal humano mostrem forte reacao para

osteocalcina, apos estimulo com 1,25-diidroxicolecalciferol (1,25 DHCC),



dexametasona e estrogenos, os fibroblastos nao respondem do mesmo modo
(BERESFORD, JOYNER, DEVLIN et al., 1994; BASDRA e KOMPOSCH, 1997,
MORISHITA, YAMAMURA, BACHCHU et al., 1998). O mecanismo de acao da
osteocalcina parece ser mediado através do aumento dos niveis de calcio no
ambiente intracelular, mas faltam informacdes sobre seu preciso papel no
processo de remodelamento 6sseo (KOBAYASHI, TAKAGI, SAKAI et al.,
1998).

Tanto a osteopontina como a sialoproteina 6ssea sao moléculas
quimicamente similares que apresentam papel regulador da calcificacdo da
matriz 6ssea e também tém sido associadas com adesao celular, inclusive dos
osteoclastos (KOBAYASHI, TAKAGI, SAKAI et al,, 1998). A osteonectina é
uma glicoproteina ligada predominantemente a fase mineral do osso, sendo
que estudos in vitro sugerem seu papel na regulacao da adesao e proliferacao
celular, como também na modulacdo da atividade das citocinas. Outras
proteinas também encontradas no osso sao, principalmente, os peptideos pro-
colagenos, a fibronectina e a enzima fosfatase alcalina, importante para que
ocorra a mineralizagcao (SODEK e McKEE, 2000).

O osso desempenha importantes funcoes de sustentacao, protecao e
locomocé&o, mas também é o reservatorio primario de 99% do calcio e 80% do
fosfato do organismo, além de armazenar magnésio, sodio e carbonato,
mobilizados e captados pelo sangue para manter niveis apropriados nos os
tecidos do corpo, se necessario (TEN CATE, 1994; ROBERTS, 1996; MUNDY,
1999).

O processo alveolar, idéntico ao osso de qualquer outra regido do

organismo, pode ser definido como a parte da maxila ou da mandibula que
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forma e suporta os alvéolos, os quais abrigam os dentes. Como todo tecido
O0sseo, o0 processo alveolar estd em constante renovacao, e embora seja um
dos tecidos mais duros do organismo humano, € ao mesmo tempo altamente
plastico, permitindo a movimentacao dos dentes sem que estes rompam sua
relacao com o osso alveolar (BHASKAR, 1989, TEN CATE, 1994).

O osso alveolar também pode ser chamado de placa crivosa, mas €&
especificamente chamado de osso fasciculado porque proporciona a insercao
dos feixes de fibras do ligamento. As placas corticais apresentam camadas
superficiais de osso lamelar, suportado por osso compacto, resistente,
organizado e bem mineralizado, e 0sso esponjoso ou trabecular preenche o
espaco entre as placas. A comunicacdo do ligamento periodontal com os
espacos medulares do osso alveolar se da através de inumeros canais
vasculares, os canais de Volkmann (GIANELLY e GOLDMAN, 1971;
BHASKAR, 1989; ROSS e ROMRELL, 1993; TEN CATE, 1994; ROBERTS,
1996).

A estrutura histolégica do osso fasciculado € descrita como consistindo
de feixes de fibras grosseiras entrelacadas, dispostas paralelamente a
superficie do alvéolo, formando lamelas, sendo que mergulhadas neste osso
estao os feixes de fibras do ligamento, as fibras de Sharpey. Como esse tipo de
0sso contém menos fibrilas do que o osso lamelar aparece mais escuro nos
preparos com HE (BHASKAR, 1989; TEN CATE, 1994; ROBERTS, 1996.). A
organizacédo estrutural e o padrao de remodelamento do osso alveolar sao
complexos,.devido a presenca dos dentes e pela propria resposta desse tecido
as forcas mastigatoérias, o que também exige continua reestruturacao das fibras

de Sharpey (SODEK e McKEE, 2000).



34

As células associadas ao tecido Osseo sao os osteoblastos, os
ostedcitos e os osteoclastos, sendo que os principais estudos de fisiologia e
endocrinologia do metabolismo 6sseo estao concentrados nas mudancgas de
atividade das células de formacao e de absorcdo 6ssea, sujeitas a agao de
horménios calciotropicos, drogas ou forcas mecéanicas que rompem o delicado
equilibrio entre elas, acarretando efeitos indiretos no metabolismo dsseo, e
consequentemente, no crescimento e no remodelamento do osso (NIJWEIDE,

BURGER e FEYEN, 1986; ROSS e ROMRELL, 1993).

2.1.3.1 Células da linhagem osteoblastica

No arcabougo craniofacial, tanto os ossos de origem endocondral ou
intramembranosa sao formados a partir das células da crista neural. Os
osteoblastos representam familia heterogénea de células derivadas
diretamente do ectomesenquima, do qual fazem parte as células da crista
neural. Tem sido sugerido que as células formadoras de osso sao oriundas da
maturacdo das células precursoras indiferenciadas em pre-osteoblastos e,
finalmente em osteoblastos (ROBERTS e FERGUSON, 1989; BURR e
MARTIN, 1989; BASDRA e KOMPOSCH, 1997, MATSUDA, YOKOYAMA,
TAKESHITA et al., 1998).

As células ectomesenquimais indiferenciadas dao origem a uma série de
células: reticulares, fibroblastos, adipécitos e células osteogénicas (NIJWEIDE,
BURGER e FEYEN, 1986). As células da linhagem osteogénica compreendem,
os osteoblastos, condroblastos, provavelmente fibroblastos do peridosteo e

pericéndrio (GOULD, MELCHER e BRUNETTE, 1977; McCULLOCH e
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MELCHER, 1983; GOULD, 1983). As células da linhagem osteoblastica
incluem especificamente os osteoblastos maduros, os ostedcitos e as células
de revestimento das superficies osseas (MUNDY, 1999). As células
osteoprogenitoras compoem a populagcao celular presente na camada mais
interna do periosteo, as ceélulas endosteas de revestimento dos canais
medulares (ROSS e ROMRELL, 1993).

Entre os varios e possiveis fatores envolvidos no controle da
diferenciacao das células dessa linhagem, recentemente demonstrou-se que o
fator de crescimento ectodérmico (EGF) e seu sistema receptor exercem efeito
bloqueador ou regulador na diferenciacdo osteoblastica (MATSUDA,
YOKOYAMA, TAKESHITA et al., 1998). Existem também evidéncias de que as
células mesenquimais indiferenciadas perivasculares e os fibroblastos
presentes no ligamento periodontal possam, por exemplo, se diferenciar em
células formadoras de tecido duro, como o osteoblasto e o cementoblasto, mas
os fatores que influenciam esse processo ainda s&o desconhecidos
(McCULLOCH e MELCHER, 1983).

Sumariamente, sdo quatro os distintos estagios de diferenciacdo dos
osteoblastos: pré-osteoblastos, os precursores diretos dos osteoblastos;
osteoblastos adultos ou maduros; células de revestimento encontradas nas
superficies dos ossos adultos; e os ostedcitos, estagio final de diferenciacao
dos osteoblastos formados na medida que alguns osteoblastos séao
incorporados a matriz 0ssea ainda nao-calcificada (NIUWEIDE, BURGER e

FEYEN, 1986; SODEK e McKEE, 2000).



As células de revestimento compdem a populacédo celular presente na
camada mais interna do periosteo, as células enddsteas de revestimento das
cavidades medulares e as células de revestimento dos canais de Havers e de
Volkmann. A transicao de um osteoblasto para uma célula de revestimento
envolve mudangas morfolégicas e funcionais que culminam com o decréscimo
de secrecao protéica (MILLER, BOWMAN, SMITH et al., 1980). Acredita-se
que essas células funcionem na manutencédo e no suporte nutricional dos
ostedcitos, podendo influenciar no metabolismo do fosfato e do calcio e no
remodelamento Osseo. As células de revestimento separam o fluido
extracelular do fluido 6sseo especifico que circula através do sistema
canalicular e que banha a superficie 6ssea, agindo como sistema tampao para
as ligeiras flutuacdes da, concentracao de calcio no fluido extracelular
(PARFITT, 1987).

O ostedcito, célula 6ssea madura que se encontra incluida na matriz
Ossea depositada previamente quando era osteoblasto, ocupa uma lacuna que
se amolda a sua forma lenticular e que possui extensdes por onde os
prolongamentos citoplasmaticos fazem comunicacdo de uma célula com a
outra, e com a superficie 6ssea, garantindo sua nutricao. Nos cortes corados
com HE, os canaliculos e prolongamentos nao sao discerniveis e muitas vezes
a célula fica distorcida devido a retracao e aos outros artefatos resultantes da
descalcificacdo da matriz éssea, sendo O nucleo a unica caracteristica
proeminente. Supunha-se que o ostedcito seria capaz de modificar a matriz
Ossea circundante de acordo com as demandas metabdlicas, contribuindo
principalmente para a homeostase do calcio sangliineo (ROSS e ROMRELL,

1993). Entretanto, observacdoes detalhadas com microscopia eletrénica de



varredura tém demonstrado que tal efeito nao passa de artefato (MUNDY,
1999).

O osteoblasto é a célula responsavel pela producao da matriz 6ssea nao
mineralizada ou ostedide, estando diretamente relacionado com a secrecao
das proteinas da matriz como colageno tipo |, osteocalcina, osteopontina,
sialoproteina 6ssea e a osteonectina. Os osteoblastos também mineralizam a
recém-formada matriz 0ssea, com a participacdo de particulas subcelulares
conhecidas como vesiculas da matriz geradas no citoplasma da propria célula
(MUNDY, 1999).

O potencial osteogénico dessas células pode ser identificado pelos altos
niveis de fosfatase alcalina, cuja indugcao responde a fatores como o metabdlito
ativo da vitamina D (1,25 DHCC), o horménio da paratiredide (PTH) e também
as proteinas ndo-colagenosas da matriz. E importante citar que o termo
fostatase alcalina designa um grupo de enzimas capaz de remover fosfato do
substrato organico, num pH alcalino, pela hidrolise dos ésteres de monofosfato,
levando a supersaturacdo e precipitacado dos sais de fosfato de calcio no
substrato colagenoso (YAMASHITA, SATO e NOGUCHI, 1987; MEGHJI, 1992;
TEN CATE, 1994; BASDRA e KOMPOSCH, 1997).

Os osteoblastos também secretam fatores de crescimento armazenados
na matriz, como fator transformante de crescimento-p (TGF-B), proteinas
osseas morfogenéticas, fator de crescimento derivado das plaquetas e fatores
de crescimento semelhantes a insulina, entre outros. Os fatores de crescimento
podem, por exemplo, causar tanto a inibicio como a estimulacdo da
proliferacao e diferenciacao das células 6sseas (MEGHJI, 1992; YAMAGUCHI,

SHIMIZU, GOSEKI, et al., 1994, SODEK e McKEE, 2000).
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O papel das forcas mecénicas no mecanismo de diferenciacao celular
também deve ser analisado, pois fisiologicamente o ligamento periodontal &
submetido de modo continuo ao estresse mecénico provocado pelas forcas
oclusais, além disso, o remodelamento do ligamento e osso alveolar ocorre em
resposta as forcas ortodénticas (BASDRA e KOMPOSCH, 1997). De fato, ja foi
demonstrado que as ceélulas respondem ao estresse mecénico, com alteracdes
significantes em sua estrutura e funcdo, através da secrecao de fatores
soluveis capazes de regular a fungcao das células por via autdcrina e paracrina
(YAMAGUCHI, SHIMIZU, GOSEKI et al, 1994; YAMAGUCHI, SHIMIZU,
SHIBATA et al., 1996; MATSUDA, YOKOYAMA, TAKESHITA et al., 1998).

Os osteoblastos maduros, na ML, apresentam-se como estruturas
cubicas ou poligonais, de abundante citoplasma basoéfilo, agregadas a
superficie 6ssea em formacgédo, embora pareca haver uma faixa clara entre a
célula e o osso. Na verdade, trata-se da matriz recém formada, chamada de
ostedide, que se cora fracamente, em contraste com a matriz mineralizada que
se cora intensamente com eosina. Ao nivel da MET, o osteoblasto é
caracterizado pela grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso
presente e de ribossomas. livres, dai a alta basofilia observada na ML. O
complexo de Golgi também é abundante, contendo numerosas vesiculas,
possivelmente os precursores da matriz. Sdo vistos também delgados
prolongamentos citoplasmaticos que penetram no ostedide recém-produzido,
unindo-se através de jungdes comunicantes com as celulas vizinhas
(BHASKAR, 1989; ROSS e ROMRELL, 1993; TEN CATE, 1994).

Quanto aos eventos celulares envolvidos na formacado Ossea, estes

incluem a quimiotaxia de osteoblastos precursores ao local previamente
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absorvido pelos osteoclastos, a estimulacao de sua proliferacao, seguida de
sua diferenciacdo em osteoblastos maduros, capazes de sintetizar proteinas
Osseas, e outros fatores estruturais componentes da matriz 6ssea, além de
promoverem a mineralizacao dessa matriz organica recém formada (MUNDY,
1991). A formacéao da fibrila colagena no osso € iniciada quando os filamentos
de colageno secretados pelos osteoblastos se agrupam em fibrilas estriadas,
formando o ostedide, com nucleos de calcificacdo podendo ser observados no
interior desse substrato (SODEK e McKEE, 2000).

De acordo com ROBERTS e JEE (1974), a sequéncia cinética celular de
nova formacao éssea envolvida com a estimulagdo ortodéntica mostra um pico
de novos pré-osteoblastos em 8 horas a partir de células indiferenciadas. Em
20 horas ocorre o maximo_ de sintese de DNA, o que representa a alteracéo
gendémica, e em 30 horas ocorre intensa atividade mitotica. A formacao ossea
inicia-se, entdo em cerca de 40 a 48 horas apos a aplicacdo de forca
ortodéntica.

A funcao osteogénica dos osteoblastos é apenas uma das facetas de
uma célula idealmente posicionada para funcionar como mediadora na
regulacdo do metabolismo.dsseo. Existem crescentes evidéncias mostrando
que a acado dos hormdnios com tropismo O6sseo, das citocinas e das
prostaglandinas, além da prépria ativacdo osteoclastica, € mediada através dos
osteoblastos, devido a presenca de receptores especificos para varios agentes

quimicos em sua superficie celular (RODAN e MARTIN, 1981, MUNDY, 1991).
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2.1.3.2 Os osteoclastos e 0 mecanismo molecular da absorcao 6ssea

Os osteoclastos sao células multinucleares gigantes responsaveis pela
absorcao 6ssea, que nao se replicam por divisdo celular, mas aumentam de
tamanho pela fusao e incorporacao de outras células da mesma linhagem, os
osteoclastos precursores (BARON, NEFF, LOUVARD et al., 1985; LORENZO,
SOUZA, FONSECA et al., 1987).

Na ML, os osteoclastos sao vistos como células grandes (50-100 um),
facilmente identificaveis pela presenca de varios nucleos e pela notavel
eosinofilia, podendo ser encontrados solitarios ou em pequenos grupos de
células nas superficies Osseas endosteais, nos sistemas harvesianos e
ocasionalmente nas superficies periosteais. Com a utilizacao de técnicas
histoquimicas, a célula apresenta forte reacdo para fosfatase acida, devido a
grande quantidade de lisossomas, razdao da acidofilia do citoplasma
(HOLTROP, RAISZ e SIMMONS, 1974; ROSS e ROMRELL, 1983; BARON,
1989). Ao nivel ultraestrutural, os osteoclastos contém varias mitocéndrias,
desenvolvido complexo de Golgi, multiplos lisossomas, reticulo endoplasmatico
rugoso localizado na periferia dos nucleos e, como sao células polarizadas, a
regiao nuclear fica localizada na porcao mais distante da superficie 6ssea
(KALLIO, GARANT e MINKIN, 1972; HOLTROP, RAISZ e SIMMONS, 1974,
MUNDY, 1999).

A caracteristica mais marcante dessa célula quando ativa é a presenca
da borda em escova ou borda pregueada, ou ainda franjada, porcao
especializada da membrana plasmatica adjacente a area de absorcéao ossea. A

borda em escova consiste, na verdade de varias dobras ou invaginacoes da
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membrana plasmatica, aumentando consideravelmente sua superficie de
absorcao (KROON, 1954; BARON, 1989; ROSS e ROMRELL, 1993).

Adjacente a borda em escova, ou melhor, delimitando essa area
particular, esta a zona clara. Essa zona, completamente desprovida de
organelas celulares, mas rica em proteinas contrateis (estruturas
citoesqueléticas), é responsavel pela firme adesao dos osteoclastos ao sitio de
absorcao e, consequentemente pela criacdo do espaco extracelular segregado
que engloba a borda em escova e o substrato 6sseo, sendo denominado de
lacuna de Howship. Essa ligacdo, ou mais apropriadamente, essa vedacao,
parece ser realizada por proteinas 0sseas nao-colagenosas especificas como a
osteopontina, que contém a seqiéncia unica de arginina-glicina-acido aspartico
(RGD) para permitir a adesao celular (HOLTROP, RAISZ e SIMMONS, 1974,
KING e HOLTROP, 1975; REINHOLT, HULTENBY, OLDBERG et al., 1990).
Além desses fatores, proteinas da matriz 6ssea como a fibronectina, a
osteopontina, a sialoproteina 6ssea e o proprio colageno auxiliam na adesao
do osteoclasto a superficie éssea (MIYAUCHI, ALVAREZ, GREENFIELD et al.,
1991; GRONOWICZ e McCARTHY, 1995; KOBAYASHI, TAKAGI, SAKAI et al.,
1998).

Desde a sua descoberta como célula responsavel pela absorcao dssea
por Kollinger em 1873, a origem dos osteoclastos permaneceu indefinida
(KROON, 1954), até meados dos anos 70, quando se passou a considerar a
origem hematopoiética a partir da fuséao de precursores mononucleares
(FISCHMAN. e HAY, 1962; BURGER, VAN DER MEER, VAN DER GEVEL et
al., 1982; NIUWEIDE, BURGER e FEYEN, 1986). Embora a natureza precisa

do processo de diferenciacao dos osteoclastos nao tenha sido completamente
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esclarecida, acredita-se que a pressao fisiolégica sobre o tecido 0Osseo
possivelmente estimule o processo (BARON, NEFF, TRAN VAN et al., 1986).

Algumas pesquisas propdéem que os osteoclastos advém de um
progenitor hematopoiético que origina a colénia monocitica-macrofagica
estimulado por uma classe de fatores de crescimento, sendo que
provavelmente a partir de um progenitor mieldide oriundo da colbénia, ocorre a
diferenciacao para a linhagem dos osteoclastos, independente da formacao
dos macrofagos e mondocitos (FISCHMAN e HAY, 1962; NIUWEIDE, BURGER
e FEYEN, 1986; KURIHARA, SUDA, MIURA et al., 1989; JIMI, SHUTO e
KOGA, 1995).

Os agentes que regulam a replicacao e a diferenciacédo dos precursores
mieldides (colbnia monocitica-macrofagica) sao definidos como fatores
estimuladores de colonia (CSFs) que provavelmente também atuam na
comunicagao do sinal absortivo do osteoblasto para o osteoclasto. Quatro
fatores principais relacionados com os tecidos hematopoiéticos foram descritos,
a interleucina-3 (IL-3 ou multi-CSF), o fator estimulador de colénia monocitica-
macrofagica (GM-CSF), o fator-1 ou estimulador de colonia de macréfagos (M-
CSF) e o fator estimulador.de colbénia granulocitica (G-CSF). Acredita-se que
particularmente o GM-CSF e a IL-3 possam regular o desenvolvimento dos
osteoclastos a partir de precursores na medula ossea, sem afetar a célula
madura (LORENZO, SOUZA, FONSECA et al., 1987; JIMI, SHUTO e KOGA,
1995).

Os fatores estimuladores de colbénias, essenciais para a diferenciacao
celular, sao sintetizados por uma variedade de células. A GM-CSF, por

exemplo, € uma glicoproteina sintetizada por células T, macrdéfagos, células
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endoteliais, osteoblastos e fibroblastos e sua produ¢é&o pode ser induzida por
hormdnios como o PTH e lipopolissacarideos bacterianos. Alguns fatores como
M-CSF ou o G-CSF regulam nao somente a proliferacao e diferenciacao dos
progenitores hematopoiéticos, mas também a funcdo de granuldcitos e
macrofagos (JIMI, SHUTO e KOGA, 1995).

A formacao dos osteoclastos funcionalmente ativos € um processo que
basicamente inclui proliferacao, diferenciacdo e fusédo celular a partir de pré-
osteoclastos iniciais, células proliferativas circulantes no sangue, sensiveis a
radiacdo, sem atividade de fosfatase acida e dificil de serem reconhecidas
morfologicamente por técnicas tradicionais. Essas células dao origem, por sua
vez, aos pré-osteoclastos tardios que sao células pés-mitoses, representantes
do ultimo estagio na formacao dos osteoclastos, que entao, passam a se alojar
no 0sso, a apresentar antigenos de superficie caracteristicos e a se tornar uma
célula multinucleada. Entretanto, a capacidade de absorcdo Ossea sO se
manifesta com o desenvolvimento da borda em escova (NIUJWEIDE, BURGER
e FEYEN, 1986; YOKOYA, SASAKI, SHIBASAKI et al, 1997). As células
chamadas de pos-osteoclastos, sdo células mononucleares resultantes da
desintegracao dos osteoclastos, sendo que permanece sem resposta a
possibilidade dessas células poderem reiniciar novo ciclo de atividade, pela
fusdo, apos o estimulo apropriado (NIJWEIDE, BURGER e FEYEN, 1986;
MUNDY, 1999).

Como célula adulta e madura, a principal funcdo do osteoclasto € a
absorcao da matriz dssea extracelular calcificada, promovendo a dissolucao
mineral e a degradacao final das moléculas da matriz, através da acao das

enzimas lisossomiais liberadas na borda em escova (VIGNERY e BARON,



1980; TRAN VAN, VIGNERY e BARON, 1982; BARON 1989; MAJESKA,
RYABY e EINHORN, 1994).

A absorcao ossea € um intricado processo que implica no recrutamento
de osteoclastos precursores para o sitio de absorcdo local, para sua
diferenciacdo em células multinucleares, com o desenvolvimento de duas
estruturas importantes, a zona clara que permite a adesao da célula a
superficie 6ssea e a borda em escova, sitio ativo de absorcao (HOLTROP,
RAISZ e SIMMONS, 1974; BARON, 1989; MUNDY, 1991). Seguem-se acdes
controladas e sequenciais de solubilizacao da por¢cao mineral do osso e
hidrolise das fibras colagenas. Mas ainda restam duvidas a respeito do
processo de absorcao ossea, principalmente de como ocorre a degradacao da
matriz colagenosa (BARON, NEFF, LOUVARD et al, 1985; BLAIR, KAHN,
CROUCH et al. 1986; BARON, 1989).

Para que ocorra a dissolugcdo mineral, ha necessidade do transporte
ativo de ions hidrogénio (H*) para do compartimento criado apds a adeséo da
zona clara ao osso, fenbmeno que envolve a participagao de um tipo especifico
de bomba de prétons ATP-dependente. Esse sistema de transporte ativo de
ions H* é movido através da energia obtida com a hidrolise do ATP (trifosfato
de adenosina) em ADP (adenosina difosfato) (VAANANEN, KARHUKORPI,
SUNDQUIST et al., 1990; YOKOYA, SASAKI, SHIBASAKI, 1997). Embora
acidos organicos, como o latico e o citrico, sejam referidos como importantes
nesse evento, a producdao de acido carbdnico destaca-se (BARON, NEFF,
LOUVARD et al., 1985; SIQUEIRA e DANTAS, 1996). O didoxido de carbono
(CO2) no interior da célula, sob a influéncia da enzima anidrase carbdnica,

combina-se com a agua para formar acido carbdénico, o qual se dissocia em
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fons bicarbonato, secretados pela membrana basolateral, e ions HT,
bombeados pela enzima ATPase (adenosina trifosfatase) para a o espaco
subosteoclastico, favorecendo o decréscimo do pH para 3.5 a 4.0 (BARON,
NEFF, LOUVARD et al., 1985; SILVER, MURRILLS e ETHERINGTON, 1988;
VAANANEN, KARHUKORPI, SUNDQUIST et al., 1990). Os ions calcio (Ca™)
liberados sao transferidos, por meios de bombas idnicas, do fluido ésseo para o
fluido extracelular (BARON, 1989; ROBERTS, 1996).

Com a dissolucao dos cristais de hidroxiapatita, a fase orgénica do osso
é exposta (BARON, NEFF, LOUVARD et al, 1985 VAANANEN,
KARHUKORPI, SUNDQUIST et al.,, 1990; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1991).
O colageno tipo | é possivelmente degradado por hidrolases acidas ou
colagenases (BLAIR, KAHN, CROUCH et al., 1986; GOTO, TSUKUBA,
AYASAKA et al., 1992). Os osteoclastos sao ricos em enzimas lisossomiais
contendo fosfatases acidas semelhantes as hidrolases acidas, como a
arilsulfatase, a beta-glicerofosfatase, a beta-glucuronidase e as catepsinas dos
tipos C, B, L, D e G, entretanto existem duvidas a respeito de sua atividade
colagenolitica (BARON, NEFF, BROWN et al., 1988; BARON, 1989; KEELING,
KING, McCOY et al., 1993; SASAKI| e MATSUDA, 1993).

Sabe-se que as metaloproteinases, que fazem parte de uma grande
familia de proteinases zinco-calcio dependentes, também s&o responsaveis
pelo remodelamento e degradag¢éao dos componentes da matriz organica, como
o proprio colageno e a fibronectina, entre outras proteoglicanas. A presenca de
colagenases no osso em absorcdo, mas nao dentro dos osteoclastos, ja foi
identificada, demostrando sua participagao na digestdo da matriz dOssea,

embora nao esteja claro se sua agao ocorre na area da borda em escova ou
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apenas na degradacao da camada ostedide ndao-mineralizada, para permitir a
atividade osteoclastica (EVERTS, DELAISSE, KORPER et al, 1992
DELAISSE, EECKHOUT, NEFF et al., 1993).

Segundo SILVER e colaboradores (1988), os osteoclastos séao
incapazes de sintetizar colagenases neutras, além disso, como essas enzimas
agem em pH neutro ndo seriam eficazes no local de absorcao 6ssea (BLAIR,
KAHN, CROUCH et al., 1986). DELAISSE e colaboradores (1993) usando
anticorpos demonstraram a presenca de procolagenase tanto nos osteoclastos
como na borda em escova, sugerindo que a ativagado dessa enzima ocorreria
durante ou apos a desmineralizagao da matriz. A partir desses dados,
considera-se a hipotese de que as enzimas lisossomiais poderiam agir em
conjunto com colagenases na remog¢ao da matriz 6ssea apos a solubilizacao da
porcao mineral, aumentando o espectro do pH no qual a degradagcao da matriz
poderia ocorrer (BLAIR, KAHN, CROUCH et al., 1986; SILVER, MURRILLS e
ETHERINGTON, 1988; EECKHOUT, 1990; EVERTS, DELAISSE, KORPER et
al, 1992). E importante citar que o aumento da concentracao dos ions Ca*
favorece a acado de colagenases neutras. Esse mecanismo sinérgico pode
explicar o acumulo de colageno sob os osteoclastos na presencga de inibidores
para colagenases e cisteina-proteinases (EVERTS, DELAISSE, KORPER et
al., 1992; DELAISSE, EECKHOUT, NEFF et al, 1993). Provavelmente, os
osteoblastos e fibroblastos, fontes de colagenases, podem agir de modo
integrado na degradacgao do colageno, explicando a continuidade da remocao
da matriz mesmo apds a saida dos osteoclastos (DELAISSE, EECKHOUT,

NEFF et al., 1993).
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A acao das colagenases manifesta-se também na degradacdo dos
feixes de fibras colagenas desmineralizados deixados pelos osteoclastos
quando estes abandonam o sitio de absorcao (DELAISSE, EECKHOUT, NEFF

etal.,, 1993).

2.1.3.3 Eventos sequenciais no remodelamento 0sseo

De acordo com TRAN VAN e colaboradores (1982), a cinética do
remodelamento 6sseo demonstra que apds a aplicacao de for¢ca, uma uUnica
onda de osteoclastos aparece em torno de 3 dias no sitio de absorcéo,
alcancando o pico entre 4 a 5 dias, sendo que em média a fase absortiva dura
cerca de 10 dias (TSAY, CHEN e OYEN, 1999). Os eventos especificos que se
seguem a essa fase sao o desmembramento dos osteoclastos em células
mononucleares e a atracdo dos osteoblastos, provavelmente mediada por
fatores locais produzidos durante a absorcao, para formac¢éo de novo osso e
reparo das lacunas de absor¢cédo (BARON, 1989; MUNDY, 1999).

O continuo remodelamento do osso alveolar promove temporaria perda
da adesdao em determinadas areas do ligamento periodontal, mas a rapida
sintese de fibras colagenas pelos fibroblastos e a producé&o de osso alveolar
pelos osteoblastos promovem a restituicdo da ligagdo nesses locais
(KURIHARA e ENLOW, 1980 b).

KURIHARA e ENLOW (1980 a), através de estudos de ME, citam que
existem diferentes tipos de adesdes entre as fibras periodontais e o 0sso
alveolar recém absorvido. O tipo de religacdo que melhor se correlaciona com

as classicas descricobes do mecanismo de reconstituicao do ligamento
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periodontal durante o movimento dentario € o continuo, quando apos a saida
do osteoclasto da lacuna de absorcéo, toda a matriz fibrosa foi absorvida, com
completa destruicdo e rompimento da ancoragem das fibras colagenas,
levando a perda da continuidade fibrilar. A religacdo das fibras é feita através
da substancia fundamental amorfa depositada por células semelhantes a
fibroblastos ou osteoblastos.

A medida que esse processo prossegue, as novas fibras formadas,
embebidas na matriz amorfa e as terminagbes das fibras dissociadas no
estroma do ligamento voltam a se religar. Esse tipo de conexao e reconexao
acompanha a frente de absorcao, com a substdncia amorfa tendo papel
especial na adesado das superficies dsseas absorvidas e como agente de
ligacdo das fibras (REITAN e RYGH, 1996). Em alguns casos, podem
permanecer prolongamentos intactos de fibras coldgenas que passam a fazer
parte do ligamento periodontal propriamente dito (KURIHARA e ENLOW, 1980
a). Entretanto, nao se conhece com detalhes o mecanismo envolvido na
manutencao da continuidade da adesao fibrosa entre o ligamento e a superficie
de absorg¢ao do osso alveolar, ou como ocorrem as sucessivas religagoes das
fibras colagenas nessa superficie (KURIHARA e ENLOW, 1980 a).

Na superficie 6ssea de deposicao, por outro lado, a camada de ostedide
depositada incorpora progressivamente as fibras periodontais ancoradas no
antigo osso alveolar, sem haver qualquer solucao de continuidade entre a
matriz fibrosa e o estroma do ligamento periodontal (KRAW e ENLOW, 1967).

Todo. esse processo parece depender da presencga de células do tecido
conjuntivo associadas aos osteoclastos. Essas células tém sido caracterizadas

como pré-osteoblastos ou fibroblastos, sendo denominadas de células
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companheiras. O especifico papel dessas células permanece indefinido,
podendo agir na digestao das fibras colagenas, ou na promog¢ao da adesao ou
da continuidade das reconexdes entre as novas fibrilas na superficie 0ssea
absorvida (GARANT, 1976; KURIHARA e ENLOW, 1980 a, b). Segundo
KURIHARA e ENLOW (1980 b), essa ceélula de formato alongado, nucleo oval,
reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi bem desenvolvidos, passa
a ocupar a lacuna de Howship imediatamente apos a saida do osteoclasto,
depositando substancia amorfa e secretando novas fibras embebidas nessa

substancia, estabelecendo a ancoragem fibrosa.

2.2 FATORES REGULADORES DO REMODELAMENTO OSSEO

Varios trabalhos ja demonstraram que as cargas mecanicas tém papel
importante no remodelamento 6sseo (SOMJEN, BINDERMAN, BERGER et al.
1980; HARTER, HRUSKA e DUCAN, 1995). O estimulo mecéanico é
considerado essencial para manutencdo do remodelamento 6sseo fisiologico
do osso alveolar, mas talvez pela dificuldade de se controlar os fatores
sistémicos que atuam sobre o metabolismo 6sseo, se comparados ao fator
mecanico, pouca atencao foi dada sobre sua influéncia na movimentagcao
dentaria (BAUMRIND, 1969; MIDGETT, SHAYE e FRUGE, 1981).

Entretanto, com o avang¢o das pesquisas utilizando culturas de células,
auto-radiografias com marcadores, imunocitoquimica com uso de anticorpos
para o estudo das células e enzimas usadas como reagentes de controle nos
meétodos histoquimicos, caracteristicas intrincadas do metabolismo 6sseo estao

sendo desvendadas e as respostas das células O0sseas aos mais variados
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agentes quimicos até entdo, obscuras, progressivamente, esclarecidas
(NIJWEIDE, BURGER e FEYEN, 1986; YAMAGUCHI, SHIMIZU, GOSEKI et
al., 1994, TAKAGAKI, SUZUKI, KAWASE et al, 1996; ALBERTS; BRAY,
LEWIS et al., 1997).

Nos ultimos anos, tem-se estudado extensivamente a participacao de
componentes intracelulares como o PTH, a calcitonina, o metabdlito 1,25
DHCC, as citocinas, as prostaglandinas (PGs), os corticoesterodides, a insulina
e os fatores de crescimento, na geracao e na atividade das células osseas
(BLAIR, KAHN, CROUCH et al., 1986; HOROWITZ, COLEMAN, FLOQOD et al.,
1989; LACEY, GROSSO, MOSER et al., 1993; ROBERTS, 1996).

Uma importante etapa na compreensao do metabolismo dsseo é a
descoberta dos elementos intracelulares que atuam na comunicagao e na
sinalizacao celular, a partir da acao primaria de uma substancia, geralmente
um horménio, ou pela aplicacdo de forcas mecénicas, resultando em resposta
biologica (MEGHJI, 1992, CARANO e SICILIANI, 1996; CARVALHO,
BUMANN, SCHWARZER et al., 1996).

Como modelo de sinalizacao celular, destaca-se o sistema de proteinas
receptoras presentes na membrana das ceélulas (HYNES, 1987; ALBERTS;
BRAY, LEWIS et al., 1997). Como a maioria das moléculas sinalizadoras
extracelulares € de natureza hidrofilica, a exemplo dos horménios peptideos
(PTH e calcitonina), das PGs, dos neurotransmissores e dos fatores humorais,
estas se ligam a receptores presentes na superficie das células, os quais
atuam como transdutores, transformando o sinal externo em resposta
intracelular. Ja os hormoénios esterdides (cortisol e hormdnios sexuais),

tireoidianos, retindides e a vitamina D sao moléculas pequenas e hidrofdbicas
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que atravessam facilmente a membrana plasmatica das células, podendo se
ligar aos receptores intracelulares que regulam a transcricao de genes
especificos (STRYER, 1992; REITAN e RYGH, 1996; ALBERTS, BRAY,
LEWIS, et al.,, 1997). Entretanto, tal situacado nao existe quando as células
Osseas sao submetidas a aplicagao de cargas mecanicas (MEGHJI, 1992),
permanecendo a questao de como ocorre 0 mecanismo para transdu¢ado do
estimulo mecéanico em reacao celular (SOMJEN, BINDERMAN, BERGER et al.
1980; ROBERTS, GOODWIN e HEINER, 1981).

Trés tipos principais de receptores celulares devem ser mencionados, 0s
receptores associados aos canais idnicos, os receptores associados as
enzimas e, principalmente, os receptores associados a proteina G,
denominacéao que se refere ao nucleotideo guanilico. Esses receptores, através
de reacbes em cascata, tém a capacidade de alterar a concentracao das
moléculas sinalizadoras, chamadas de mensageiros secundarios, sendo que
dois dos mais largamente conhecidos sdo o ion Ca®" e o nucleotideo
adenosina 3, 5° monofosfato ciclico (AMPc) (SHANFELD, JONES, LASTER et
al., 1986; STRYER, 1992; ALBERTS, BRAY, LEWIS et al, 1997). Esses
mensageiros se ligam a. proteinas especificas na célula, alterando sua
conformacédo e consequentemente sua atividade (WANNMACHER e
FERREIRA, 1999). Outros segundos mensageiros conhecidos sao o guanosina
3’, 5 monofosfato ciclico (GMPc), 1,2 diacilglicerol e o inositol 1, 4, 5-trifosfato
(ALBERTS, BRAY, LEWIS et al., 1997).

Uma.das hipéteses mais aceita é que as células respondem as forcas
mecénicas aplicadas através da distor¢cao da sua forma, ou indiretamente pela

interacao dos receptores transmembrana mencionados anteriormente, com as
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moléculas extracelulares e também pelo fluxo de ions, fazendo o elo de ligacéao
entre a deformacao da matriz extracelular na qual as células estao envolvidas e
a funcéo celular propriamente dita, mediada através da acao intracelular dos
nucleotideos ciclicos, principalmente o AMPc (ROBERTS, GOODWIN e
HEINER, 1981; LILJA, LINDSKOG e HAMMARSTROM, 1983; MEGHJI, 1992;
SANDY, FARNDALE e MEIKLE, 1993).

O conhecimento das fun¢cdées do AMPc como segundo mensageiro no
sistema de transmissdao celular estd bem ilustrado na literatura. Ele é
sintetizado a partir do ATP pela enzima adenil ciclase ligada a membrana
plasmatica através da proteina G, sendo rapido e continuamente destruido por
fosfodiesterases que o transformam em adenosina 5" monofosfato (5-AMP), o
que permite a regulacao de sua concentracdo intracelular. A cascata da
adenilciclase que inclui a formacao do AMPc, & grandemente responsavel pela
amplificacao dos sinais hormonais (CHEUNG, 1970; STRYER, 1992).

Os nucleotideos ciclicos apresentam varias funcdées como o controle da
abertura de canais idbnicos na membrana das células, a regulacao das reacoes
metabdlicas e dos processos de diferenciacao e divisao celular, consistindo
num dos mais versateis sistemas de transducao dos sinais externos em
reacoes intracelulares (STRYER, 1992; ALBERTS, BRAY, LEWIS et al., 1997).
O PTH e as prostaglandinas, por exemplo, estao particularmente associados a
acao do AMPc (KLEIN e RAISZ, 1971; RODAN, BOURRET, HARVEY et al.,
1975; YAMASAKI, 1983).

Atualmente, acredita-se que no processo de remodelamento 6sseo o
tecido atue como um agente estimulo-receptor, onde a distorcao da membrana

celular produzida por perturbagcdo mecéanica, elétrica ou quimica inicia eventos
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especificos através da modulacéo dos nucleotideos ciclicos que, entao, agem
como moléculas regulatodrias na citodiferenciacdo requerida para essa atividade
(RODAN, BOURRET, HARVEY et al., 1975; ROBERTS, GOODWIN e HEINER,
1981).

A flutuacdo dos niveis dos nucleotideos determina seus efeitos no
ambiente intracelular. Em cultura de células semelhantes a fibroblastos, a
reducao dos niveis do AMPc esta correlacionado ao estimulo no aumento do
numero de mitoses ou ao crescimento celular. Por outro lado, elevacdes na
taxa de AMPc em células dsseas e macrofagos séo precedidas de elevacdes
nas concentracdes de prostaglandinas, do PTH e da calcitonina (PECK,
CARPENTER e MESSINGER, 1974; SOMJEN, BINDERMAN, BERGER et al.,
1980; CHAMBERS, McSHEEHY, THOMPSON et al., 1985). Entretanto, um dos
principais problemas no estudo da influéncia metabdlica dos nucleotideos
ciclicos e a dificuldade na mensuracao da flutuacdo de seus niveis
(BROOKER, THOMAS e APPLEMAN, 1968; FROEHLICH e RACHMELER,
1972; SHANFELD, JONES, LASTER, et al., 1986; ASSENDER, SOUTHGATE,
HALLETT et al., 1992).

A atividade das células 6sseas seria, entao, regulada por agentes que
afetam as atividades de proliferacdo e diferenciacédo celular, seja estimulando
ou inibindo. Agentes primarios como o PTH, a vitamina D, a IL-1, a IL-6, e O
TNF-a atuam no estimulo a absorcao dssea, enquanto a calcitonina, o fator de
crescimento transformante-f3, o interferon gama (INF-y) e o estrogénio inibem a

atividade dos osteoclastos (MEGHJI, 1992).
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RODAN e MARTIN (1981) consideraram os osteoblastos células
essenciais no remodelamento, atuando tanto na preparacdo da superficie
Oossea para a absorcao, como regulando a funcao dos osteoclastos, através da
producao de mediadores quimicos requeridos para a ativacao dessas células.
Substancias como o PTH, a vitamina D e as PGs so6 afetam os osteoclastos
indiretamente, através de receptores presentes na linhagem das células
osteoblasticas, apesar das células clasticas possuirem receptores para a
calcitonina, para o estrogénio e para a maioria das citocinas (RODAN e
MARTIN, 1981; McSHEEHY e CHAMBERS, 1986; MEGHJI, 1992).

A Ortodontia e a Ortopedia Dento-Facial dividem grande interesse nos
aspectos biomecéanicos da fisiologia 6ssea, principalmente pelo fato de sua
abordagem terapéutica estar baseada na aplicagao de forcas mecénicas aos
dentes e ao esqueleto facial (CARANO e SICILIANI, 1996). As pesquisas
atuais tém demonstrado que a aplicagao de um sistema de forcas sobre os
dentes produz fendbmenos biofisicos e bioquimicos no periodonto e o0sso
alveolar, que combinados entre si caracterizam as complexas transformacoes
que controlam o remodelamento Osseo durante o movimento dentario
(ROBERTS, GOODWIN e HEINER, 1981; VAN DE VELDE, KUITERT, VAN
GINKEL et al., 1988). A interacao parece ocorrer entre a aplicagao do estimulo
mecanico sobre as células do periodonto e osso alveolar, com a producao de
fatores locais como PGs, leucotrienos (LTs), citocinas, fatores de crescimento
que ativam as células dsseas, resultando na absorcéo e na formacgao ossea
(SAITO, SAITO, NGAN et al, 1991; CARANO e SICILIANI, 1996;

SCHEIJMANS, DIEUDONNE, ANDERSEN et al., 1996).
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Em virtude do crescente conhecimento da atuacdo dos mediadores
quimicos, as pesquisas ortodonticas também se tém voltado para a
possibilidade do uso terapéutico de certas substancias durante o tratamento
ortodéntico (YAMASAKI, MIURA e SUDA, 1980; COLLINS e SINCLAIR, 1988;
GRIEVE, JOHNSON, MOORE et al, 1994).

O PTH tem sido um dos fatores mais estudados quanto aos seus efeitos
na formacado e acdo dos osteoclastos. O PTH é potente estimulador da
absorcao 6ssea tanto in vitro como in vivo. Seu efeito parece ser alcancado
pela ativacdo de osteoclastos ja existentes, aumentando a taxa de absorcao
Ossea e pelo estimulo ao desenvolvimento de novas células. Porém, o exato
mecanismo de acdo nao esta esclarecido, restando duvidas sobre sua
influéncia nas células progenitoras dos osteoclastos (GIANELLY e SCHNUR,
1969; KLEIN e RAISZ, 1970; McSHEEHY e CHAMBERS, 1986; NIJWEIDE,
BURGER e FEYEN, 1986).

De um modo geral, o PTH provoca alteracbes na morfologia dos
osteoclastos, aumentando o numero de proje¢cdes da borda em escova e,
assim, a eficiéncia na absorcao 6ssea (HOLTROP, RAISZ e SIMMONS, 1974).
A taxa de célcio sérico € elevada consideravelmente apds a aplicacao desse
horménio, efeito que parece ser mediado pela cascata da adenil ciclase e,
consequentemente através da participacao do AMPc, fato que pode ser
indiretamente evidenciado pela aplicacdo de inibidores efetivos da
fosfodiesterase, como a teofilina (KLEIN e RAISZ, 1971; JILKA e COHN, 1981).
Nesses estudos, a teofilina estimula a mobilizagdo do Ca®* mesmo numa baixa
concentracdo de PTH, ineficaz em condicdes fisiolégicas para provocar

absorcao ossea.
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A acao do PTH sobre os osteoblastos interfere marcadamente com a
atividade osteogénica ao inibir a sintese de colageno e a acao da fosfatase
alcalina (DIETRICH, CANALIS, MAINA et al, 1976; KREAM, ROWE, GWOREK
et al., 1980). Mas ele também pode agir estimulando a aposicdo O&ssea,
independentemente de sua acao absortiva (TAM, HEERSCHE, MURRAY et al.,
1982). As variadas respostas dos osteoblastos a acdo do PTH podem ser
devidas tanto a idade ou espécie animal utilizada no experimento, ou ainda
pela concentracdo e duracao de sua administracdo, como quanto ao estagio
celular de diferenciacédo da célula-alvo (NIUWEIDE, BURGER e FEYEN, 1986;
MEGHJI, 1992).

A forma ativa da vitamina D (colecalciferol), o esteroide 1,25 DHCC, é
um horménio de grande complexidade quanto a sintese e curso metabdlico,
sendo essencial para o crescimento 6sseo normal e para a mineralizagao, com
efeitos paradoxais no remodelamento Osseo, além de exercer papel
fundamental na regulacao da absorcado intestinal de calcio e fosforo e na
excrecao renal dessas substancias (NORMAN, 1968; ROBERTS, 1996).

Entre os efeitos do metabdlito 1,25 DHCC destaca-se sua agdo como
regulador da diferenciacéo .e fusdo das células progenitoras, favorecendo o
aumento do numero de osteoclastos no tecido 6sseo (NIJWEIDE, BURGER e
FEYEN, 1986; MEGHJI, 1992). Além dessas acdes, o 1,25 DHCC aumenta o
bombeamento de ions calcio para o fluido extracelular e, posteriormente, para
a corrente sanguinea, a partir das camadas de células dsseas, cujo transporte
inicial do fluido 6sseo foi realizado pelo PTH, possivelmente num mecanismo
sinérgico (ROBERTS, 1996). Sua acao sobre os osteoclastos tambem é

exercida de modo indireto, pelas células da linhagem osteoblastica, atraves de
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receptores protéicos intracelulares, no citosol e no nucleo dessas células
(NIUWEIDE, BURGER e FEYEN, 1986; McSHEEHY e CHAMBERS, 1986;
ALBERTS; BRAY, LEWIS et al., 1997).

Os efeitos da vitamina D sobre os osteoblastos ainda nao foram
totalmente definidos, havendo resultados conflitantes entre o estimulo e a
inibicdo. Um dos efeitos ja esclarecido € o aumento da sintese de osteocalcina
e osteopontina, embora a vitamina D suprima a sintese de colageno (SODEK e
McKEE, 2000). Segundo varios trabalhos cientificos esses efeitos parecem
depender do estagio de diferenciacao das células dsseas (NIJWEIDE,
BURGER e FEYEN, 1986; MEGHJI, 1992). De acordo com COLLINS e
SINCLAIR (1988), a aplicacao do metabdlito da vitamina D resulta em maior
movimentacao dentaria, porem sem efeito inibitério sobre os osteoblastos,
ocorrendo aposi¢cao ossea normal.

Os glicocorticoides sao hormonios sintéticos que mimetizam as a¢des do
cortisol endogeno secretado pela zona cortical da glandula adrenal, e seus
efeitos sobre o metabolismo 6sseo sdo complexos. Os glicocorticoides
exercem efeitos antagbénicos sobre a funcdo dos osteoblastos. Embora
inicialmente possam estimular a diferenciacdo dos osteoblastos, o tratamento
em longo prazo pode interferir com a sintese do colageno e de proteinas
osseas, como a osteocalcina e osteopontina, além de prejudicar a acdo enzima
fosfatase alcalina, alterando assim a biossintese da matriz 6ssea e diminuindo
a massa ossea (DIETRICH, CANALIS, MAINA et al., 1979; GRONOWICZ e
McCARTHY, 1995).

Um dos efeitos mais marcantes dos glicocorticéides na fungcdo e

formacao 6ssea é a inibicao da proliferacdo dos pré-osteoblastos, além da
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diminuicao do numero de osteoblastos dispostos sobre a superficie 0ssea, o
gue provavelmente contribui para a diminuicao da calcificacao (GRONOWICZ e
McCARTHY, 1995). Esse afastamento dos osteoblastos da superficie 6ssea
parece estar associado a alteracao na expressao das integrinas, proteinas
transmembrana fundamentais para a interacéo dos osteoblastos a matriz 6ssea
extracelular (HYNES, 1987; GRONOWICZ e McCARTHY, 1995).

Produtos  bacterianos como lipopolissacarideos, = componente
fundamental da membrana externa de bactérias Gram-negativas também
estimulam a absorcao 6ssea, estando implicados com a patogénese da doencga
periodontal pelo estimulo a expressao de fatores inflamatorios que promovem a
absorcao 6ssea, como as citocinas IL-1 e o TNF-a, e das PGs (MEGHJI, 1992;
UEDA, NISHIHARA, ISHIHARA et al,, 1995; KOIDE, OKAHASHI, TANAKA et
al., 1999).

Os estrogénios sao hormoénios sexuais de carater anabdlico,
particularmente indicados para reposicao hormonal em mulheres pos-
menopausa, com objetivo de diminuir a perda de massa ossea (MAJESKA,
RYABY e EINHORN, 1994; MORISHITA, YAMAMURA, BACHCHU et al.,
1998). Eles podem regular o metabolismo 6sseo por multiplas vias, como
através de sua interacdo com os osteoblastos (WILLMER, 1961; MORISHITA,
SHIMAZU e IWAMOTO, 1999), estimulando a atividade osteogénica, a
producao de colageno e de proteinas 6sseas, aumentando a sintese da enzima
fosfatase alcalina e do fator de crescimento semelhante a insulina, o qual por
sua vez, estimula a sintese de DNA nas células.

Outro modo de acao dos estrogenios seria através da diminuicdo da

absorcao Ossea, pelo sistema de sinalizagcao celular que existe entre os
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osteoblastos e os osteoclastos, ou possivelmente, através dos receptores
presentes nos osteoclastos (MAJESKA, RYABY e EINHORN, 1994;
MORISHITA, YAMAMURA, BACHCHU et al.,, 1998). Um efeito adicional dos
estrogénios €& a diminuicdo da responsividade das células Osseas aos
hormdnios que estimulam a absorcao éssea como o PTH e a Prostaglandina E;
(PGEy) através da inativacao seletiva da cascata da adenilciclase, efeito
também modulado pelo AMPc (KLEIN e RAISZ, 1971; TANAKA, HAJI,
TAKAYANAGI et al., 1996).

As citocinas ou moléculas sinalizadoras peptidicas, produzidas pelos
monocitos, células endoteliais, macréfagos, fibroblastos e osteoblastos,
também sao potentes mediadoras do metabolismo o6sseo (MUNDY, 1991,
MEGHJI, 1992). O fator ativador de osteoclastos (OAF) na verdade & uma
citocina que pode estimular a diferenciacdo dos precursores hematopoiéticos
dos osteoclastos em células funcionalmente ativas. As citocinas também agem
sobre os osteoblastos, fazendo com que estes liberem fatores soluveis
responsaveis pela diferenciacdo dos osteoclastos. As principais citocinas
envolvidas com a absorcao Ossea sao as interleucinas, os fatores de necrose
tumoral e os fatores estimuladores de coldnia. Algumas citocinas liberadas no
microambiente 6sseo, como o INF-y, a interleucina-4 (IL-4) e o antagonista de
receptor para IL-1 podem atuar diretamente no controle da absorcao dssea
(DAVIDOVITCH, NICOLAY, NGAN et al., 1988; HOROWITZ, COLEMAN,
FLOOD et al., 1989; SAITO, SAITO, NGAN et al,, 1991, LACEY, GROSSO,
MOSER et al., 1993; MEGHJI, 1992; UEMATSU, MOGI e DEGUCHI, 1996)

As PGs, lipidios acidos derivados da metabolizacao do acido aracddénico

pela enzima cicloxigenase, sdo um dos principais mediadores quimicos do
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remodelamento 0sseo, podendo interagir com as citocinas IL-1 e o TNF, para
aumentar inclusive sua proépria producao (YAMAGUCHI, SHIMIZU, GOSEKI et
al., 1994, UEMATSU, MOGI e DEGUCHI, 1996). Elas podem estimular tanto a
absorcao Ossea, nesse caso indiretamente, através dos osteoblastos, como
inibir a acao dos osteoclastos, favorecendo a formacao 6ssea (HARADA,
NAGY, SULLIVAN et al., 1994; FORWOOD, KELLY e WORTH, 1998). As PGs,
principalmente as da série E e F, sdo potentes estimuladoras da absorcao
O0ssea, como nos casos da doenca periodontal, trauma e doencas malignas
(MENDIETA, REEVE e ROMERO, 1985; SHANFELD, JONES, LASTER et al.,
1986).

As PGs nao sao os unicos metabdlitos do acido aracddnico que tem a
capacidade de estimular a absorcao 6ssea. Os leucotrienos (LTs), derivados da
via da enzima lipoxigenase, também estimulam a absorcéo ossea (in vitro), e
embora seu papel ainda seja desconhecido na absorcédo fisiolégica e
patologica, podem ser tao importantes como as PGs nas doencas inflamatdrias
crénicas envolvendo o tecido ésseo (MOHAMMED, TATAKIS e DZIAK, 1989;
MEGHJI, 1992; MUNDY, 1999).

YAMASAKI (1983, 1989) prop6s que apos o estresse mecanico do
ligamento periodontal ocorre a sintese de determinados mediadores quimicos,
principalmente das prostaglandinas, que induzem indiretamente, via
osteoblastos, a elevacao dos nucleotideos ciclicos e do ion Ca®* no ambiente
intercelular de precursores de osteoclastos ou de osteoclastos maduros, de
modo a modular e ativar a atividade osteoclastica resultando na absorcao

Ossea e, consequentemente no movimento dentario ortodéntico.
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Os efeitos das prostaglandinas sobre a movimentacao dentaria sao os
mais estudados. GOODSON e colaboradores (1974) mostraram que repetidas
injecdes de PGE; em ratos produziram marcadas mudan¢as na morfologia
O0ssea, com aumento das areas de absorcdo onde a droga foi infiltrada. A
grande desvantagem da aplicacao da prostaglandina é a dor associada com a
administracao local, aléem de seu rapido metabolismo (SHANFELD, JONES,
LASTER et al., 1986; YAMASAKI, 1989; LEE, 1990). O efeito acelerador das
PGs sobre o movimento dentario pode ser aferido também indiretamente pela
administracdo de drogas antiinflamatorias que diminuem consideravelmente a
taxa do movimento dentario (CHUMBLEY e TUNCAY, 1986; YAMASAKI, 1989;
GIUNTA, KELLER, NIELSEN et al, 1995). A administracdo local de
osteocalcina em dentes submetidos a movimentagao ortoddntica também pode
aumentar a absorcao ossea, pelo estimulo ao aparecimento de osteoclastos no
lado de pressao (KOBAYASHI, TAKAGI, SAKA! et al., 1998).

A calcitonina € um horménio peptideo sintetizado pelas células
parafoliculares da tiredide. Sua rapida acao hipocalcémica provoca redugcao no
numero dos osteoclastos, pela inibicao da proliferacao celular e através da
desintegracao das células, que voltam ao estagio mononuclear, abandonando
a superficie 6ssea, com inativacao e involugado da borda em escova (KALLIO,
GARANT e MINKIN, 1972; HOLTROP, RAISZ e SIMMONS, 1974; NIUWEIDE,
BURGER e FEYEN, 1986).

O mecanismo de acado da calcitonina parece envolver a ativacdo de
canais ibnicos ou mais provavelmente a cascata da adenilciclase, estimulando

o acumulo de AMPc, com objetivo de provocar sinais no citosol para a inibicao
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da absorcao o6ssea, mediante contracao da membrana dos osteoclastos
(RODAN e RODAN, 1974; ROBERTS, 1996).

A colchicina, alcaldide extraido da Colchicum autumnale, usada no
tratamento da gota desde o tempo dos antigos egipcios, também é efetivo
inibidor da absorcdo dssea in vitro, devido a sua acao direta sobre os
osteoclastos (INSEL, 1996; ALBERTS; BRAY, LEWIS et al., 1997). A colchicina
€ uma substancia antimitotica, que interfere com a formacao do fuso mitético, e
com o sistema de microtubulos das células, responsavel pela contracao e
deslocamentos celulares. Embora essa droga apresente efeitos semelhantes a
calcitonina, seu mecanismo de acao nao foi totalmente definido, podendo agir
tanto sobre a diferenciacéo dos osteoclastos progenitores, como também pode
afetar alguma funcédo da membrana celular (HOLTROP, RAISZ e SIMMONS,
1974; ALBERTS; BRAY, LEWIS et al., 1997)

As propriedades antimicrobianas das tetraciclinas tém enorme aplicacao
na Medicina e Odontologia, mas a parte desses efeitos, as tetraciclinas séo
potentes agentes anticolagenoliticos e anti-absortivos do tecido conjuntivo,
tornando sua indicacao bastante atraente para o tratamento de periodontites,
artrites e determinadas doencas Osseas caracterizadas por excessiva
degradacao das fibras colagenas. Os mecanismos pelos quais as tetraciclinas
e seus analogos quimicos modulam a absorcdao Ossea sdao complexos,
afetando varios par@metros da funcao osteoclastica e osteoblastica (VERNILLO
e RIFKIN, 1998). As tetraciclinas s&o capazes de inibir a absorcdo 6ssea ao
interferir com a sintese ou secrecao das metaloproteinases produzidas pelos
osteoblastos e das enzimas catepsinas produzidas pelos osteoclastos. Estudos

adicionais tém mostrado que as tetraciclinas e seus analogos quimicos afetam
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o0 mecanismo de adesao celular na zona clara, num mecanismo associado ao
aumento da concentracao do Ca?* intracelular (CHAMBERS e FULLER, 1985;
VERNILLO e RIFKIN, 1998). As tetraciclinas também reduzem o numero de
osteoclastos através da inducdo de apoptose ou morte celular programada
(VERNILLO e RIFKIN, 1998).

A apoptose dos osteoclastos também €& um efeito marcante dos
bifosfonados para a reducao da atividade absortiva dos mesmos, sendo por
isso, indicados para o tratamento de doencas que apresentam disturbio do
metabolismo o6sseo, como a doenca de Paget, a osteoporose e demais
patologias o6sseas que provocam hipercalcemia (MILLER e JEE, 1979;
VERNILLO e RIFKIN, 1998). Atualmente, estuda-se a possibilidade terapéutica
da aplicacdo desse medicamento para evitar a recidiva do movimento dentario
e a inibicao da absorcao radicular (IGARASHI, ADACHI, MITANI et al., 1996;
KIM, YOSHIDA, YOKOYA et al., 1999). Ao contrario das tetraciclinas que
alteram o numero de precursores osteoclasticos, os bifosfonados atuam
somente sobre os osteoclastos maduros e ativos para reduzir a absorcao
Ossea, sem interferir com a formacao e recrutamento de osteoclastos
precursores (VERNILLO e RIFKIN, 1998).

A vitamina K; tem sido particularmente indicada para o tratamento de
doencas Osseas que provocam extensa absorcdo Ossea, devido a sua agao
seletiva e inducdo direta da apoptose dos osteoclastos, inibindo assim a
atividade absortiva (KAMEDA, MIYAZAWA, MORI et al., 1996; OKAHASHI,

NAKAMURA, JIMI| et al., 1997).
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2.3 ABSORCAO RADICULAR ASSOCIADA AO TRATAMENTO

ORTODONTICO

Durante o movimento fisiolégico dos dentes, a largura do ligamento
periodontal € mantida as custas do rapido ciclo de remodelamento das fibras
colagenas, enquanto que camadas adicionais de cemento ajustam a orientacao
das fibras de Sharpey inseridas na raiz, sendo que raramente ocorre absorcao
cementaria (ROBERTS e FERGUSON, 1989; LASFARGUES e SAFFAR, 1993;
TEN CATE, 1994). Entretanto, a absorcao das raizes dos dentes que ocorre
como parte do processo natural de exfoliacao dos dentes deciduos, também
pode ocorrer em casos de traumas, ou durante o tratamento ortodéntico, ou
ainda sem causa aparente,. (RYGH, 1977, BARBER e SIMS, 1981; HARRY e
SIMS, 1982; BREZNIAK e WASSERTAIN, 1993 a, b; LUPI, HANDELMAN e
SADOWSKY, 1996).

Considera-se que a absorcao radicular é realizada pelos odontoclastos,
céelulas morfologicamente similares aos osteoclastos, mas apresentando
diferencas ultraestruturais e funcionais (LINDSKOG, BLOMLOF e
HAMMARSTROM, 1987 a; SASAKI, MOTEGI e SUZUKI, 1988; SAHARA,
ASHIZAWA, NAKAMURA et al., 1998). As caracteristicas ultraestruturais e
histoquimicas dos osteoclastos, compartilhadas pelos odontoclastos sao a
borda em escova, o fato de serem resistentes a incubacdo na presenca de
tartarato, a presenca de multiplos nucleos e de numerosas mitocéndrias,
lisossomas .e vacuolos citoplasmaticos (LASFARGUES e SAFFAR, 1993;

SAHARA, ASHIZAWA, NAKAMURA et al., 1998).
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Os odontoclastos, por outro lado, ndo demonstram possuir a zona clara,
seu aparecimento € mais tardio do que os osteoclastos e seu periodo de
permanéncia nas lacunas de absorcao radicular € menor (TANAKA, MORIOKA,
AYASAKA et al., 1990).

Apesar do grande numero de estudos sobre os possiveis fatores
causadores da absorcdo radicular durante o tratamento ortodéntico, como a
duracao da aplicacao da forca e sua magnitude, a severidade da maloclusao, o
tipo de movimento desejado, o uso de elasticos intermaxilares ou de forca
extra-oral, nenhum destes mostraram-se conclusivos. Do mesmo modo, a
idade, o sexo, as desordens endodcrinas e nutricionais que o0 paciente
apresente, assim como a estrutura radicular, a densidade do osso alveolar e a
idade relativa do inicio da formacao radicular na época do tratamento,
provavelmente ndo sao os determinantes do surgimento da absorcao radicular
(WAINRIGHT, 1973; REITAN, 1974; KALEY e PHILLIPS, 1991; BREZNIAK e
WASSERTAIN, 1993 a, b; LUPI, HANDELMAN e SADOWSKY, 1996; LEE,
ARTUN e ALONZO, 1999).

Sabe-se que o cemento € mais resistente a absorcéo do que osso, razao
pela qual o movimento dentario ortodéntico & possivel (BHASKAR, 1989). A
prépria presenca de fluor na constituicao do cemento contribui para sua dureza
(DOMON, SHIMOKAWA, MATSUMOTO et al., 1999). Mas a absorcao radicular
nao & uma sequela desconhecida do tratamento ortodéntico. WAINRIGHT
(1973) e REITAN (1974) sugeriram que o movimento descontrolado do dente
pode causar absorcdo radicular devido ao estresse gerado no ligamento
periodontal, principalmente no movimento do dente contra a cortical dssea

(HICKHAM, 1986). Nao sé a duracao da forca e sua magnitude sao
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importantes, mas o tipo de forca aplicada também deve ser considerado, pois
existem diferencas na resposta tecidual as forcas continuas e descontinuas
(HARRY e SIMS, 1982; REITAN e RYGH, 1996). Forcas continuas, mantendo
situacao de constante pressdo podem estar envolvidas com o mecanismo pelo
qual o cemento e a dentina diminuem sua capacidade de resistir a absorcao,
(RYGH, 1977; REITAN e RYGH, 1996).

Segundo ACAR e colaboradores (1999), os periodos de quiescéncia na
aplicacao de forcas descontinuas permitem reparo das lacunas de absorcao
formadas na superficie cementaria, provavelmente associadas as areas
hialinizadas, favorecendo a reconstituicao do suprimento vascular dos tecidos
de suporte periodontais e também, a proliferacao celular.

Normalmente, os tecidos cementoide e a propria pré-dentina, nao
calcificados, resistem a pressao continua. Entretanto, quando ocorre uma
fenda nessa camada formativa, as células clasticas sao atraidas e passam a
ter acesso a fase mineralizada da raiz, absorvendo a estrutura radicular
(BARBER e SIMS, 1981; LANGFORD e SIMS, 1982; BRUDVIK e RYGH, 1993
a). Geralmente as zonas hialinizadas precedem a absorcao radicular, onde
células semelhantes aos macréfagos fagocitam o tecido necrético hialinizado.
Em torno de 3 a 4 dias, a superficie radicular coberta por restos teciduais do
ligamento periodontal, sob necrose de coagulacao, sofre o ataque de
fibroblastos e cementoblastos que através de atividade fagocitica e
colagenolitica, rompem a barreira cementoide, e os odontoclastos, passam
entdao, a dissociar a fase mineral do cemento e dentina (RYGH, 1977;
BREZNIAK e WASSERTAIN, 1993 a; BRUDVIK e RYGH, 1993 b; BRUDVIK e

RYGH, 1994 a, b).
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De acordo com RYGH (1977), assim que a lacuna é definida, a absorcao
prossegue caso a aplicacdo da forca ortoddéntica seja mantida, mesmo se o
tecido hialinizado ja tiver sido eliminado. Por outro lado, se a forca ortodéntica
for interrompida, ou decrescer a nivel fisiologicamente aceitavel, as lacunas
sdo reparadas. Associada a absorcdo, pode ocorrer simultaneamente
aceleracao da formacao dentinaria, a fim de prevenir excessivo afinamento da
raiz. A obliteracdo pulpar pode ser uma sequela dessa acentuada deposicao
(DELIVANIS e SAUER, 1982).

ANDREASEN (1973) definiu trés tipos de absorcao radicular: a de
superficie, a inflamatéria e a de substituicdo. A absorcéao que acomete a raiz
pos-tratamento ortodontico é de superficie ou inflamatdria, de carater
transitério, onde geralmente o dano € minimo e por curto periodo de tempo.
Zonas estreitas e pouco profundas sao prontamente preenchidas por cemento
reparativo, frequentemente do tipo celular, proveniente do repovoamento local
por células semelhantes aos cementoblastos, cuja indugcao parece ocorrer a
partir da populacao de células semelhantes a fibroblastos presentes no
ligamento periodontal (ROBERTS e FERGUSON, 1989), havendo ao final do
processo a insercao das fibras colagenas na estrutura cementaria reconstituida
(SISMANIDOU, HILLIGES e LINDSKOG, 1996).

A mineralizacdo comeca ao redor das fibras inseridas nas lacunas e a
medida que o processo de reparo progride, as depressdes se tornam
totalmente mineralizadas com as fibras incorporadas a matriz de cemento
(BARBER e SIMS, 1981; LANGFORD e SIMS, 1982). O reparo pode durar de
35 a 70 dias apdés a aplicacao da forca ortodéntica (BREZNIAK e

WASSERTAIN, 1993 a). Se as depressdes sao profundas, o contorno
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anatémico original da raiz é prejudicado. A remog¢ao maior que um quarto do
apice radicular, muito comum nos incisivos superiores, € denominada absor¢cao
radicular externa (BREZNIAK e WASSERTAIN, 1993 a; McNAB,
BATTISTTUTTA, TAVERNE et al, 1999). Subsequente a cicatrizacdo da
lacuna, ocorre o restabelecimento dos tecidos nervosos e vasculares
(SISMANIDOU, HILLIGES e LINDSKOG, 1996).

SASAKI e colaboradores (1988) sugeriram que a absorcao radicular
acontece de modo semelhante a 6ssea. DOMON e colaboradores (1999)
mostraram que as metaloproteinases estdo presentes nos cementoblastos,
cementocitos e fibroblastos adjacentes a superficie radicular, enquanto que
proteinases lisossémicas cisteinicas também estdao expressas no acido
ribonucléico mensageiro dos osteoclastos e odontoclastos nas areas de
absorcao radicular, definindo elos de ligagao das células formativas e
absortivas 6sseas e cementarias.

Apesar das semelhancas, os osteoclastos e odontoclastos nao
respondem aos mesmos mecanismos de diferenciacdo e ativacao, visto que
diferente dos osteoclastos, o PTH nao modifica a morfologia dos odontoclastos
durante a absorcao fisioldgica da raiz dos dentes deciduos (FREILICH, 1971) e
a absorcao radicular ndo aumenta nos casos de hiperparatireoidismo
(LASFARGUES e SAFFAR, 1993). LINDSKOG e colaboradores (1987b)
demonstraram nao existir efeito na morfologia dos cementoblastos, com a
administracao de PTH, ao passo que os osteoblastos apresentaram espacos
intercelulares bastante aumentados. Isto sugere que os cementoblastos nao
expressam receptores funcionais para o PTH, ao contrario dos osteoblastos

(McSHEEHY e CHAMBERS, 1986), embora a presenca da PGE, contribua
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para a absorcao radicular (YAMASAKI, SHIBATA, IMAI et al, 1984; BRUDVIK e
RYGH, 1991; BOEKENOOGEN, SINHA, NANDA et al., 1996).

De acordo com SASAKI e colaboradores (1988), os cementoblastos
controlam as modificacdes da superficie radicular que levam a absorcao,
porém sao insensiveis aos sistemas indutores do remodelamento &sseo,
explicando o porqué dos tecidos radiculares escaparem a acao dos
reguladores sistémicos do calcio. Os receptores para o EGF, presentes nos
cementoblastos, podem estar envolvidos com a formagcao do cemento
reparador das areas absorvidas (SISMANIDOU, HILLIGES e LINDSKOG,
1996).

Permanece como desafio a identificacao dos fatores bioldgicos e
mecéanicos responsaveis pelo estimulo e inibicdo do reparo da superficie
radicular, especialmente nos casos de absor¢cdes causadas pelo movimento
dentario ortodéntico. A elucidacdo desse mecanismo certamente tornaria o
tratamento ortodéntico mais seguro (McNAB, BATTISTTUTA, TAVERNE et al.,
1999). Nos ultimos anos, o papel especifico do sistema imune nas absorcoes
radiculares mediada pela producdo de anticorpos e a propria regulacao
humoral da absorcao tém sido investigados, diante da suspeita de que esse
tipo de absorcédo esteja associado a algum mecanismo auto-imune (KING e

COURTS, 1989, 1990).
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2.4 0S BENZODIAZEPINICOS E O MOVIMENTO ORTODONTICO

O homem tem procurado, através de toda a histéria, agentes quimicos
capazes de modificar os efeitos do estresse e das sensacdes de desconforto,
tensdo, ansiedade e disforia. Muitos desses esforcos levaram ao
desenvolvimento de agentes farmacoldgicos, geralmente, classificados como
sedativos. E importante frisar que a ansiedade ndo é primariamente doenca ou
sintoma de doenca, mas sim uma emocao basica, essencial ao desempenho
adequado do homem. Se muito intensa ou duradoura, prejudica esse mesmo
desempenho e exige intervencao terapéutica (HAFFNER, MORLAND,
SETEKLEIV et al, 1973, BALDESSARINI, 1996; WANNMACHER e
FERREIRA, 1999).

A ansiedade nao pode ser explicada facilmente em termos bioldgicos e
psicolégicos. Varias hipoteses sugerem hiperatividade dos sistemas
adrenérgicos no sistema nervoso central (SNC). Seus sintomas mais graves
abrangem quadro psiquiatrico mais amplo que inclui depressao, disturbios do
humor, disturbios de personalidade, fobias generalizadas e tendéncias a
somatizacao. Nessas circunstancias, os ansioliticos, também chamados
genericamente de sedativos, sao frequentes e adequadamente prescritos
(BALDESSARINI, 1996; RALL, 1996).

Os sedativos com efeitos ansioliticos estdo constantemente entre os
farmacos mais prescritos. Inumeros desses sedativos-hipnéticos agem sobre o
SNC produzindo calma, tranquilidade ou sonoléncia (sedagao), sono (hipnose
farmacoldgica), inconsciéncia, anestesia cirdrgica, coma e depressao

respiratoria e cardiovascular. Essas propriedades sao compartilhadas por
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agentes quimicos como os barbituricos, sedativos tradicionais, e mais
atualmente, os benzodiazepinicos. Os barbituricos deixaram de ser usados na
pratica psiquiatrica moderna, principalmente, por sua tendéncia de provocar
sedacao exagerada, intoxicacao, tolerancia e dependéncia fisica (HAFFNER,
MORLAND, SETEKLEIV et al., 1973; BALDESSARINI, 1996; RALL, 1996).

Outros agentes utilizados no manejo da ansiedade sao os beta-
bloqueadores adrenérgicos, sendo o propanolal o protétipo do grupo, os anti-
histaminicos classicos do tipo Hi, como a prometazina, por sua acao central, e
o hidrato de cloral (BALDESSARINI, 1996; WANNMACHER e FERREIRA,
1999)

O papel da sedacao diaria para acalmar pacientes ansiosos, aliviando o
estresse, atualmente € bastante restrito aos benzodiazepinicos, menos
perigosos por sua incapacidade de deprimir o SNC. A introducao na clinica
meédica, em 1961, do clordiazepoxido inaugurou a era dos benzodiazepinicos,
com cerca de 35 agentes estando em uso clinico em varias partes do mundo,
pois além de suas propriedades sedativas, os benzodiazepinicos sao eficazes
no relaxamento muscular, o que contribui para o efeito tranquilizador
(HAFFNER, MORLAND, SETEKLEIV et al., 1973; RALL, 1996).

Dentre os benzodiazepinicos, o diazepam €& o medicamento mais
prescrito para o tratamento da ansiedade e insénia em adultos, sendo 6tima
opgao para pacientes pediatricos (HAFFNER, MORLAND, SETEKLEIV et al.,
1973, RAY, GRIFFIN e DOWNEY, 1989; BALDESSARINI, 1996;

WANNMACHER e FERREIRA, 1999) (Quadro 1, pagina 72).
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Quadro 1 Principais benzodiazepinicos de aplicacao clinica

Nome geneérico Exemplo de nome comercial
Bromazepam Lexotan
Clonazepam Rivotril
Clorazepato Tranxene

Clordiazepoxido Librium

Diazepam Valium
Flurazepam Dalmane
Lorazepam Lorax

A estrutura quimica dos benzodiazepinicos consiste de um anel benzeno
fundido a um anel diazepinico de sete atomos e um anel 5-arilico, sendo
possivel varias modificacdes na estrutura dos sistemas de anéis, produzindo
compostos com atividades semelhantes (RALL, 1996). Os efeitos dos
benzodiazepinicos resultam da acdo sobre o SNC, provocando sedacao,
hipnose, sensacao de sono profundo e repousante (sem perda do estado de
vigilia), diminuicao da ansiedade, relaxamento muscular, amnésia para eventos
subseqlientes a administracdo da droga, além da atividade anticonvulsivante
(BALDESSARINI, 1996).

O sistema limbico recebe as informacdes sensoriais, analisa sua
significAncia biologica, criando estados motivacionais que impulsionam
comportamentos (BARNHILL, CIRAULO, GREENBLATT et al, 1991;
ANDRADE, 1999). O controle das reagdes somaticas e psiquicas aos
estimulos geradores de estresse € mediado naturalmente pelo acido gama-

aminobutirico (GABA), neurotransmissor endogeno especifico, que aumenta a
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frequéncia dos momentos de abertura dos canais de cloro e ampliando sua
condutancia, promovendo a inibicado neural desses estados. Os
benzodiazepinicos exercem sua acao ansiolitica potencializando a acao do
GABA. Outros supostos mecanismos de diminuicao da excitabilidade neural
produzida pelos benzodiazepinicos sdo o aumento da condutancia do ion K*
dependente do Ca®" e do acimulo de adenosina (BALDESSARINI, 1996).

Isto explica uma das razdes para a grande margem de seguranca clinica
no emprego dos benzodiazepinicos, pois necessitam da expressao de uma
substancia produzida pelo proprio organismo para manifestacao de seus
efeitos terapéuticos. Tomando-se como exemplo o diazepam, sua dose toxica
em humanos (250-400mg) & extremamente maior que a dose terapéutica (5-
10mg) (HAFFNER, MORLAND, SETEKLEIV et al,, 1973; WAN, XIA, HE et al,,
1996; ANDRADE, 1999).

Os varios benzodiazepinicos apresentam o mesmo mecanismo de acéo,
diferindo apenas em relacdo as propriedades farmacocinéticas (inicio e
duracao da acao ansiolitica). Todos os benzodiazepinicos sdo absorvidos de
modo completo pela via oral ou administracdo intravenosa, sendo
metabolizados pelos varios, sistemas enzimaticos microssémicos no figado,
gerando metabdlitos ativos, com altos coeficientes de lipofilidade, por outro
lado, a administracdo intramuscular nao € muito efetiva (HILLESTAD,
HANSEN, MELSON et al., 1974; DIVOLL, GREENBLATT, OCHS et al., 1983;
RALL, 1996).

Como droga ansiolitica, o diazepam €& comumente prescrito para
administracao oral, via pela qual é rapidamente absorvido, atingindo

concentracbes maximas em cerca de 1 hora em adultos e até em 15 a 30
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minutos em criancas. Os demais benzodiazepinicos apresentam absor¢céo que
varia de lenta a intermediaria. Os benzodiazepinicos e seus metabdlitos ativos
ligam-se as proteinas plasmaticas (85 a 95%), ocorrendo rapida captagao
desses agentes no cérebro, e em seguida havendo redistribuicdo para outros
tecidos como os musculos e a gordura que sao menos perfundidos.
(BALDESSARINI, 1996).

A administragao oral continua de diazepam, mesmo em doses sedativas,
causa progressivo acumulo da droga, principalmente durante a primeira
semana de tratamento, periodo apds o qual, o equilibrio entre 0 acumulo e a
eliminacao pela urina é atingido, sendo que o mesmo se aplica aos seus
metabolitos, embora esses necessitem o dobro de tempo para serem
eliminados (HILLESTAD, HANSEN, MELSON et al., 1974).

Como os metabdlitos ativos sao mais lentamente processados que os
compostos originais, a duracdo de acao de muitos benzodiazepinicos
apresenta pouca relagao com o tempo de meia-vida de eliminacao da droga
administrada. Por exemplo, a meia-vida plasmatica do diazepam variade 1 a2
dias, mas pelo fato de ser uma droga de meia-vida longa, ja foram descritas
concentragcoes plasmaticas, maximas secundarias de 6 a 12 horas apos uma
unica dose oral. A meia-vida de seus metabdlitos ativos pode ser maior do que
20 horas, como no caso do desmetildiazepam que chega a ser de 60 horas.
Esses parametros farmacocinéticos podem modificar de forma acentuada a
duracdo dos efeitos das drogas, muito embora em relacédo ao diazepam, os
efeitos de seus metabdlitos sao de menor intensidade (BALDESSARINI, 1996;

HERMAN e WILKINSON, 1996).
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Os benzodiazepinicos, mesmo em menor nivel do que outras drogas
psicotropicas, podem provocar tanto tolerancia, como crises de abstinéncia
com a interrupgcao abrupta do farmaco (RAY, GRIFFIN e DOWNWY, 1989;
HERMAN e WILKINSON, 1996; STEVENINCK, WALLNOFER, SCHOEMAKER
et al., 1997).

Embora sejam empregados primariamente na clinica como drogas
sedativo-ansioliticas, os benzodiazepinicos também sao utilizados no
tratamento das epilepsias. A visdo atual & de que as a¢des anticonvulsivantes
dos benzodiazepinicos, bem como outros efeitos que ocorrem com doses nao-
sedativas, resultam em grande parte de sua capacidade em ampliar os efeitos
induzidos pelo neurotransmissor GABA, e pela sua capacidade de promover o
acumulo de adenosina, diminuindo assim a excitabilidade neuronal (RALL e
SCHLEIFER, 1996).

Muito dos efeitos dos horménios e substancias neurotransmissoras no
cérebro € mediado pelo sistema do AMPc, visto que este nucleotideo e as
enzimas adenil ciclase e fosfodiesterase sdo encontradas em grande
abundancia no SNC, mais do em qualquer outro tecido (THOMPSON e
APPLEMAN, 1971; BEER, CHASIN, CLODY et al., 1972).

As drogas psicotropicas também parecem afetar os niveis dos
nucleotideos ciclicos. Drogas como os benzodiazepinicos, as fenotiazinas, a
reserpina inibem a acao da fosfodiesterase, a enzima responsavel pela
degradacao do AMPc (RALL, 1996). Trabalhos anteriores mostraram aumento
na concentracao dos niveis de AMPc em pacientes tratados com drogas
psicotropicas, demonstrando que os efeitos obtidos por essas drogas no SNC é

mediado por este nucleotideo (BEER, CHASIN, CLODY et al., 1972, RALL,
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1996). O diazepam é potente inibidor das fosfodiesterases dos nucleotideos
ciclicos, seja do AMPc ou do GMPc, em varios modelos animais experimentais,
com acao comparavel a dos inibidores mais ativos, como a papaverina, a
dipiridamole, sobrepujando inclusive a agao da teofilina, um dos inibidores da
fosfodiesterase mais usados em pesquisas cientificas (CHEUNG, 1970;
DALTON, CROWLEY, SHEPPARD et al., 1974; YAMASAKI, 1983).

O tratamento com drogas de acao ansiolitica e anticonvulsivante
em pacientes ambulatoriais (nao apenas durante o estado epilético)
pode afetar a acdo de varios horménios, como a inibicdo da secrecédo do
horménio antidiurético, da calcitonina, da insulina, do hormoénio
adrenocorticotropico e do PTH. Um dos efeitos colaterais mais
marcantes na terapia com essa classe de farmacos é a alteracdo do
metabolismo do calcio, que resulta na deplecao do nivel sérico, além de
induzir a um quadro de osteomalacia ou raquitismo (HAHN, BIRGE,
SCHARRP et al., 1972; PENTO, GLICK e KAGAN, 1973).

Acredita-se que essas drogas interfiram no metabolismo da
vitamina D pelas enzimas hepaticas microssomiais, acelerando-o, além
prejudicarem diretamente .0 metabolismo ésseo pela inibicao da enzima
fosfatase alcalina e pela diminuicao da quantidade disponivel de mineral
para a formacéao 6ssea. Assim, devido a deficiéncia da vitamina D e pelo
prejuizo a osteogénese, ocorre deplecdo dos niveis plasmaticos de
calcio e diminuicao da massa oOssea (RICHENS e ROWE, 1970;
LIVINGSTON, BERMAN e PAULI, 1973). Sugere-se também que as
drogas ansioliticas e anticonvulsivantes possam exercer efeito duplo

sobre o metabolismo do osso e do calcio, afetando nao apenas o
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metabolismo da vitamina D, como também a acao do hormdénio da
paratiredide, indispensavel para o remodelamento o6sseo e para o
desenvolvimento dentario. Esses efeitos dependem da dose e do tempo
de uso desses medicamentos (ROBINSON, ROWE e HARRIS, 1978). A
1,25-dihidroxivitamina D3z, embora nao altere diretamente a os niveis de
AMPc, afeta a proteina quinase AMPc-dependente. A ativacdo dessas
proteinas quinase sao responsaveis pelos efeitos conhecidos do AMPc
nas células eucaridticas (AUBIN, 1989; STRYER, 1992).

Muitos estudos ja indicaram que o controle da hidrolise do AMPc
realizada pela fosfodiesterase é determinante na sua concentracao celular,
tornando-se importante mecanismo na regulacdo de varias atividades
metabdlicas das células. Os nucleotideos ciclicos sao funcionalmente ativos
nas células inflamatodrias, como macrofagos e leucécitos, sendo que os eventos
celulares e moleculares envolvidos com o remodelamento 6sseo associado ao
tratamento ortodontico tém estreita semelhangca em muitos aspectos com o
processo de inflamacao e reparo (HAHN, HENDIN, SCHARP et al., 1975;
ROBINSON, ROWE e HARRIS, 1978; DAVIDOVITCH, FINKELSON,
STEIGMAN et al, 1980; YAMASAKI, 1983; BARDIN, DORWARD, LAMPE et
al., 1998; SODEK e McKEE, 2000).

Uma vez que farmacos ansioliticos e anticonvulsivantes afetam o
remodelamento Osseo, estes também poderiam afetar os procedimentos
ortodonticos devido a alteracao da reacao tissular e, consequentemente, o
movimento dentario (CHEUNG, 1970; KLEIN e RAISZ, 1971; THOMPSON e
APPLEMAN, 1971; RODAN, BOURRET, HARVEY et al., 1975; YAMASAKI,

1983; DAVIDOVITCH, FINKELSON, STEIGMAN et al, 1980; SHANFELD,
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JONES, LASTER et al., 1986). Sendo assim, existe grande interesse no
potencial uso de inibidores seletivos da fosfodiesterase dos nucleotideos
ciclicos devido a elevacédo nos niveis do AMPc estar intimamente associada

aos eventos do remodelamento dsseo.
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3 PROPOSICAO

Analisar a influéncia do diazepam no movimento ortodéntico quanto:

3.1 ataxa de movimento dentario;

3.2 as alteracdes teciduais ocorridas no ligamento periodontal e osso
alveolar adjacente a éarea de pressao e tracdo dos dentes submetidos a
movimentacao ortoddntica, através da ML e da MET;

3.3 ao aspecto ultraestrutural das superficies radiculares distais dos

incisivos superiores no lado de pressao, atraves da MEV.
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4 MATERIAL E METODO

Nesta pesquisa foram utilizadas trinta e seis cobaias (Cavia,
porcellus), adultas, pesando entre 400 a 450g, com idade aproximada de
sessenta dias (Figura 1, pagina 81), cedidas pelo Biotério do Centro de
Producao de Animais de Laboratodrio do Instituto Vital Brazil.

O metodo experimental in vivo aplicado obedeceu as
recomendacoes e orientagcdbes éticas do CANADIAN COUNCIL ON
ANIMAL CARE (1984); as recomendacoes legais conforme Lei n°® 6.638,
de 08/05/79, publicada no Diario Oficial da Uniao, e as de biosseguranca
(SILVA, 1998) especificadas para a experimentacao animal. Animais
machos foram usados, para eliminar qualquer variabilidade hormonal
devido ao ciclo reprodutivo feminino. O periodo de aclimatagao nao foi
necessario devido ao nascimento e ao experimento terem sido

realizados no mesmo ambiente.
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Figura 1 Fotografia do modelo animal utilizado na pesquisa.

4.1 CONDICOES AMBIENTAIS

Para evitar mordeduras e brigas, as cobaias foram alojadas
individualmente em gaiolas (CECAL, 1998). A gaiola-viveiro era
constituida por caixa de propileno semi-fosco, com locais especificos
para colocacao de alimento e agua. Durante todo o experimento, as
gaiolas permaneceram forradas com raspas de madeira (maravalha de
pinus), com a finalidade de absorver a urina dos animais e a agua
derramada no seu interior, mantendo o fundo sempre seco, e servindo
também como isolante térmico, a fim de reduzir a condugcao de calor do
corpo dos animais.

A maravalha era substituida diariamente por novas porgdes, para
evitar o acumulo de gases toxicos (aménia e sulfito de hidrogénio)

resultantes da degradagao oxidativa e bacteriana dos excrementos,
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oferecendo assim, condi¢des favoraveis de higiene, conforto e bem estar
(BAKER, LINDSEY e WEISBROTH, 1979).

Foram utilizados dispensadores de vidro para agua, com bico de
aco inoxidavel, com capacidade para 500ml (Elo’s), disponiveis
permanentemente na gaiola para garantir suprimento constante de agua
mineral aos animais (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1984).
Pela incapacidade das cobaias em sintetizar acido ascoérbico foi
realizada a adicao 20mg de vitamina C a agua mineral dos
dispensadores de vidro, sendo que a solugcao era preparada diariamente,
pelo fato do acido ascoérbico ser termo-labil, com perda de 50% de seu
valor no periodo de 24 horas (KRAMER, FILLIOS e BOWLER, 1979;
JOHNSTON e HUANG, 1991). Com esta suplementacao vitaminica,
evitou-se o aparecimento de sinais e sintomas caracteristicos da
deficiéncia da vitamina C, que correspondem a reducdo no consumo de
racao e perda de peso, seguida por anemia e hemorragia generalizada,
podendo levar a morte em 3 a 4 semanas ou infeccdes secundarias
(HUNT e PAYNTER, 1959; LITTON, 1974; OGAWARA, AOKI, OKIJI et
al., 1997).

Os animais foram alimentados com racao comercial apropriada,
peletizada (Nuvilab Cobaias, Nuvital Nutrientes) com 4mm de diametro e
6mm de comprimento, sendo que o consumo meédio diario foi de 40g.
Com a finalidade de evitar formacao e proliferacao de fungos, por
exposicao prolongada do alimento, efetuou-se troca diaria da racdo. O
uso de substancias desodorizantes ou desinfetantes foi evitado, para

nao causar qualquer interferéncia no experimento (BAKER, LINDSEY e
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WEISBROTH, 1979).

A temperatura ambiente manteve-se entre 16° e 20°C, ideal para o
crescimento das cobaias (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE,
1984). Foi feito controle de fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro para evitar alteracdes no ciclo metabdlico (YAMAUCHI, FUJITA,
OBARA et al., 1981). Com o objetivo de observar alteracdes de peso e
para o calculo e ajustes das dosagens da medicacao a ser administrada,
as cobaias foram pesadas no inicio da pesquisa e diariamente, até a sua
conclusdo com auxilio de balanca eletrénica de precisédo (Gehaka — BG

4001).

4.2 AMOSTRA

Os animais foram escolhidos e divididos aleatoriamente em trés
grupos:

a) controle, constituido de quatro animais que nao foram
submetidos a qualquer tipo de procedimento clinico;

b) placebo, com dezesseis animais submetidos a movimentacao
dentaria e a administracao de 0,5ml/kg de solucao salina a 0,9%, de 12
em 12 horas, e

c) experimental, também composto de dezesseis animais
submetidos aos mesmos procedimentos do grupo anterior, apenas
substituindo a agua pela administracao de 2,5mg/kg de diazepam, a

cada 12 horas.
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O experimento teve duracao de 14 dias, porém de acordo com o

grupo ao qual cada animal pertencia, houve diferentes dias de sacrificio

conforme Quadro 2 abaixo.

Quadro 2 Quantidade de animais utilizados por grupo, aplicagdo do medicamento e
tempo de sacrificio.

Dias de sacrificio CONTROLE PLACEBO EXPERIMENTAL
0 4
4 4
4
14 8 8
Medicacao isento solucao salina diazepam

4.3 DOSAGEM E APLICACAO DA MEDICACAO

A dosagem de 2,5mg/kg de diazepam a cada 12 horas produziu efeito
tranquilizante nas cobaias (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1984)
(Figura 2, pagina 85). A apresentacdo comercial do medicamento doado pelo
Laboratério do Instituto Vital Brazil foi na forma de ampolas de 5mg/ml. Tanto a
solucéo salina, como o diazepam foram administrados por via intra-peritoneal,
sendo que a primeira administragao foi feita 1 hora antes da ativacao dos
dispositivos ortodénticos (SCHWARTZ, KOECHLIN, POSTMA et al., 1965;

YAMASAKI, 1983).
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Figura 2 Fotografia de um animal do grupo experimental sob efeito do diazepam.

4.4 ANESTESIA E SEDACAO

A administracao de cloridrato de quetamina (Francotar) por via
intramuscular foi realizada nos seguintes momentos:

a) antes das tomadas radiograficas e dos registros da
movimentacao dentaria aferidos no decorrer do experimento, na
concentracao de 15mg/Kg, como tranquilizante, por curto periodo de
tempo, o suficiente para se obter a imobilizacdo necessaria para tais
procedimentos, e

b) antes dos procedimentos de posicionamento e colagem dos
dispositivos na concentracao de 22mg/kg, com finalidade anestésica

(CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1984; MASSONE, 1988).
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4.5 CONFECCAO DO DISPOSITIVO ORTODONTICO

O dispositivo ortoddntico intra-oral, desenhado com o objetivo de
promover separagdo dos incisivos superiores das cobaias, foi
confeccionado com fio de liga titdnio-molibdénio (TMA, Ormco Corp.) de
seccao circular e de diametro 0.016" (Figura 3, pagina 87), no qual foi
incorporado mola helicoidal com 4 voltas de 2mm de didmetro e hastes
de 15mm de comprimento (BOTTING e STOREY, 1973; KEHOE,
COHEN, ZARRINIA et al., 1996) (Figura 4 B, pagina 87).

Uma dobra vertical foi realizada em uma das hastes a 1mm a
frente da mola, para permitir que ambas ficassem no mesmo plano e, em
cada extremidade da haste foi feita uma dobra horizontal com 1,5mm de
extensdo. Em direcao a face palatina, foi confeccionada nova dobra com
1mm de extensdo para auxiliar na estabilizacao vertical do dispositivo
(Figura 4 B, pagina 87).

A forga inicial exercida pelo dispositivo ortodéntico foi determinada
antes da insercao, com auxilio de dinamémetro (Dentaurum 040-711).
Com as faces mesiais das hastes do dispositivo ortoddntico se tocando,
a mola foi capaz de exercer forca reciproca lateral de 25g. O uso do
paquimetro digital de precisao (MCA) permitiu a padronizacao em 18 mm
da separacao entre as hastes, a partir de suas extremidades (Figura 4 A,
pagina 87).

O posicionamento do dispositivo permitiu que a mola, quando
acionada, promovesse tracdo no ligamento periodontal do lado mesial e

compressao no lado distal.
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Todos os dispositivos foram confeccionados pelo mesmo
operador, sendo utilizados alicates do tipo “bird-beak” (Orthopli: n° 0.30)

e Tweed (Orthopli: n° 0.60).

Figura 3 Fotografia da embalagem comercial da liga de titanio-molibdénio utilizada
na confecgao do dispositivo ortoddntico.

Figura 4 llustragdes fotograficas do dispositivo ortoddntico apds confecgao:
A) padronizagdo da abertura entre as hastes em 18mm, com auxilio do
paquimetro digital de precisao;
B) mola helicoidal e dobras realizadas em detalhe.

4.6 PREPARO DOS DENTES E COLAGEM DO DISPOSITIVO

O preparo dos incisivos superiores (Figura 5 B e C, pagina 90) consistiu

na confecgcdo de sulcos interproximais (nas faces mesiais) com broca
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adiamantada esférica de 1/2mm de diametro (Intensiv) (Figura 5 B, pagina 90).
Com broca adiamantada cilindrica (n® 1090, KG Sorensen) foram feitas
canaletas nas faces vestibulares, perpendiculares aos sulcos interproximais, na
altura do vértice da papila gengival interdentaria (Figura 5 C, pagina 90). Para
sua utilizacao, as brocas foram adaptadas em caneta de alta rotagcao
(Kavo). A funcao das canaletas era permitir a estabilizacdo do
dispositivo durante o procedimento de colagem e resisténcia ao
deslocamento ocluso-gengival.

Para prevenir interferéncias oclusais com o dispositivo, as bordas dos
incisivos inferiores foram reduzidas utilizando-se broca adiamantada cilindrica
(KEHOE, COHEN, ZARRINIA et al., 1996). Suave bisel foi realizado na
superficie vestibular dos incisivos superiores, com broca adiamantada conica
plana (n® 3070, KG Sorensen), a fim de aumentar a adesao da resina composta
(Figura 5 D, pagina 90).

Apos a profilaxia do esmalte dentario, realizada com pedra-pomes
ultrafina misturada com agua e taca de borracha (Viking) adaptada em contra-
angulo (Kavo), a superficie foi lavada e seca, mantendo-se o isolamento
relativo do campo operatorio com rolos de algodao (Franso). O esmalte foi
condicionado com acido orto-fosforico a 37% em gel (Email Gel Blue-S,
Vivadent) por 15 segundos, em seguida a superficie foi lavada com agua por
15 segundos e seca (Figura 5 E, pagina 90). O agente de uniao (Prime e Bond
2.0 — Dentsply) foi aplicado sobre a superficie condicionada do esmalte e
fotopolimerizado com luz halégena por 20 segundos com auxilio do aparelho

Ortholux XT (83M — Unitek).
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As dobras mesiais foram aproximadas até que se tocassem. Um
segmento de fio dental foi amarrado na altura da metade das hastes do
dispositivo, até que este fosse ativado. Pinca Mathieu (HSD — n® 005-14,
Hammacher) foi utilizada para facilitar posicionamento e colagem do dispositivo
(Figura 5 F, pagina 90). A mola helicoidal foi posicionada cerca de 1Tmm
distante do palato para evitar ulceracdo da mucosa palatina. As dobras mesiais
foram adaptadas nos sulcos interproximais. Procedeu-se entdo, a colagem do
dispositivo a superficie vestibular dos incisivos com resina fotopolimerizavel Z
100 (3M), utilizando-se o aparelho Ortholux XT por 40 segundos (Figura 5 G,
pagina 90) Varias camadas de resina foram colocadas e fotopolimerizadas,
para compensar o desgaste decorrente do continuo habito roedor das cobaias
(Figura 5 H, pagina 90). Antes da colocac¢ao do dispositivo ortoddntico, a maxila
de cada animal dos grupos placebo e experimental foi radiografada em filme
intra-oral periapical Ektaspeed Plus (Kodak), tempo de exposicao de 0,4
segundo, com aparelho de raios X (Funk Rx 10, 110 volts, 60 Kv, 10 mA)
posicionado perpendicularmente a pelicula, para verificar a continuidade da
sutura inter-pré-maxilar (KEHOE, COHEN, ZARRINIA et al, 1996). Este
procedimento foi repetido antes do sacrificio de cada animal. As peliculas
foram processadas pelo método visual a temperatura de 24°C, com lavagem
intermediaria em agua corrente por 20 segundos, fixacado por 10 minutos e
lavagem final durante 20 minutos (FREITAS, 1992).

O fio dental que mantinha as hastes do dispositivo unidas foi cortado
com tesoura reta (HSB 648-10, Hammacher) 1 hora apds a administracao de

diazepam (grupo experimental) e da solug¢ao salina (grupo placebo).
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4.7 CONTROLE CLINICO DA MOVIMENTAGCAO ORTODONTICA

Antes da colocacédo dos dispositivos, nenhum espa¢o mensuravel
havia entre os incisivos superiores (Figura 5 A, pagina 90). Apods a
colagem, mensuracoes lineares diretas da distdncia entre os incisivos
foram realizadas no 3¢, 7¢ e 142 dia do experimento (MORIMOTO,
YAMAGUCHI e TANNE, 1999), utilizando-se paquimetro digital de
precisao, tendo como referéncia a face interna da extremidade da haste

posicionada no sulco interproximal.

4.8 SACRIFICIO E PREPARO DAS PECAS ANATOMICAS

No 3¢, 7¢ e 14¢ dia do experimento os animais foram sacrificados por
asfixia com eéter etilico puro (Veter), numa campanula de vidro hermeticamente
fechada (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1984). Em seguida, os
animais foram decapitados, sendo realizada a dissec¢ado e osteotomia da
pré-maxila.

Para a disseccao ‘foi feita incisdo no tecido mucoso oral com
bisturi n® 3, ao qual se adaptou lamina n°® 11 (BD), expondo o tecido
0sseo. A area para a osteotomia foi demarcada através de orificios
sucessivos, com orientacao retilinea, feitos com broca esférica carbide
(n°® H1314021, Komet) montada em micromotor de baixa rotacédo (Kavo),
sob irrigacao constante e abundante com soro fisiologico para néao
causar o aquecimento da pec¢a. Os orificios foram unidos e aprofundados

até o ponto de se conseguir a sec¢dao do tecido 6sseo. Quando
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necessario, completou-se a separagdo das estruturas profundas com
cinzel. As pecas, ao final destes procedimentos, foram devidamente

identificadas e imersas em solucgdo fixadora.

4.9 PREPARO PARA ANALISE HISTOLOGICA

Os espécimens foram estudados através de microscopia de luz
(ML), microscopia eletrénica de transmissdao (MET) e microscopia
eletronica de varredura (MEV). As substancias utilizadas para a fixagéo
e descalcificagao das pecgas variaram conforme sua finalidade. As pecgas
destinadas a ML foram fixadas em solucdo de formol neutro a 10%
(Reagen) durante uma semana e submetidas ao processo de
descalcificaggdo em solugdo de EDTA (lsofar) a 14% (MORIMOTO,
YAMAGUCHI e TANNE, 1999).

As pecas destinadas a MET foram armazenadas em solugéo
fixadora contendo paraformaldeido (Isofar) a 4%, glutaraldeido (Bayer) a
2,5%, CaCl, (Bayer) a 5mM, tamponada com cacodilato (Bayer) a 0,1M
(solugdo de Karnovsky) a temperatura de 10°C (KARNOVSKY, 1965),
por trés semanas e descalcificadas em solucédo de EDTA (Isofar) a 10%
(KAMAKURA, SASANO, HOMMA-OHKI et al., 1997; KIM, YOSHIDA, YOKOYA
et al., 1999).

Durante a descalcificagcdo, as pecas foram armazenadas
individualmente, em frascos esterilizados, contendo quantidade de

solugdo descalcificadora correspondente a 20 vezes o seu volume,
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renovada a cada 72 horas. A confirmagao da completa remogao dos sais
minerais foi realizada através do teste de pungao com agulha (BD) no
tecido duro, considerando-se completa, quando as pegas nao
oferecessem resisténcia a penetragao nas estruturas 6ssea e dentaria.
Uma vez alcangcado o ponto ideal de descalcificagcdo, as pecgas foram
seccionadas no plano frontal na altura do forame incisivo, obtendo-se

cortes transversais (Figura 6).

Figura 6 llustragao fotografica dos planos de secgao das cabegas das cobaias:
A) vista oclusal destacando a porgao da pré-maxila destinada a
descalcificag@o([7]) e direga@o dos cortes histologicos (4);
B) vista lateral da localizagao da secgao (e ).

O preparo das pegas segmentadas para ML foi feito no
Departamento de Anatomia Patolégica da Santa Casa de Misericordia do
Rio de Janeiro. Seguindo os procedimentos descritos por MICHALANY
(1998), a técnica histologica envolveu, a partir dos tecidos fixados, a
lavagem das pecas em agua corrente durante 24 horas para remogao da

solugao acida na qual estiveram imersas. Em seguida, procedeu-se a
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desidratacdo através de porcentagens crescentes e sucessivas de
solugdes de alcool a 70%, 80%, 90% e 100% (Reagen), por 30 minutos
em cada concentragdo, para evitar trocas osmoéticas bruscas. Concluida
a desidratagcdo, as pecas foram submetidas a trés banhos de xilol
(Merck), miscivel tanto em alcool como em parafina, removendo todo o
alcool e tornando o tecido em condigcbes de ser impregnado pela
parafina. Apos a substituicdo completa do alcool pelo xilol, as pecgas
foram submersas em parafina fundida (Reagen) e levadas a uma estufa
de temperatura constante regulada para 58°C, durante varias horas, até
que o xilol fosse substituido pela parafina. Completada a infiltracéo, as
pecas foram posicionadas no centro de uma pequena caixa de papel
com dimensbes aproximadas de 30mm de extensdo por 15mm de
largura e profundidade. Antes da solidificagao, o fragmento foi orientado
em relagcdo a face anterior paralela ao sentido dos cortes desejados.
Deste modo, os cortes mais superficiais foram obtidos da superficie da
peca voltada em diregcdo paralela ao fundo da caixa de inclus&o, oposta
a face vestibular das coroas dos incisivos. Os blocos de parafina
solidificados foram identificados e colocados em agua gelada e depois
levados ao refrigerador para evitar sua cristalizaggdo. Estes foram
removidos da caixa de papel e aparados com navalhas adequadas, até
que permanecessem 5mm de parafina em cada um dos quatro lados, de
tal maneira que os mesmos ficassem paralelos.

Cortes seriados, com espessura aproximada de 6um, foram
feitos com micrétomo rotativo de precisdo (Spencer, modelo 820). As

fitas de interesse foram levadas ao cristalizador, sendo distendidas e
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montadas em laminas para microscopia (lnvicta). As laminas foram
colocadas em posicao vertical para escorrer, e posteriormente, levadas
a uma estufa regulada entre 46° e 50°C por 24 horas. Algodao embebido
em formol, cujos vapores insolubilizam a gelatina e previnem a poluicao
microbiana, foi colocado na estufa para evitar contaminacao dos cortes
por bacteérias.

Para que o corte pudesse entrar em contato com a solucao
corante, foi feita a desparafinizacdo. Para isso, procedeu-se primeiro a
eliminacdo da parafina dos cortes pelo xilol, e em seguida, a
alcoolizacao através de porcentagens decrescentes de solucdoes de
alcool etilico absoluto (Reagen) a 90%, 70% e 40%, destinadas a
eliminar o solvente e, finalmente, a hidratacao, substituindo o alcool pela
agua destilada. Esse procedimento teve como finalidade evitar
fenbmenos osmoticos bruscos, os quais motivariam retracdes e
deslocamento do material. Os cortes hidratados foram submetidos a
coloracao por hematoxilina por 10 minutos. Procedeu-se a lavagem das
ldaminas em agua corrente até assumirem tom azulado, sendo entao,
mergulhadas rapidamente em solucao de acido cloridrico a 1%, diluido
em alcool a 70%. Nova lavagem foi realizada em agua corrente por 5 a
10 minutos e alcool a 95%. A eosina foi aplicada (Merck) de 1 a 2
minutos, conferindo aos tecidos a coloracdo rosada. Foi feita nova
desidratacao através de porcentagens crescentes de alcool, até chegar
ao alcool absoluto, quando as laminas foram submetidas a trés banhos
de xilol (diafanizacao), apds o que as laminulas foram limpas com alcool

e dispostas numa folha de papel sobre uma mesa, para que se



realizasse a deposicao de uma ou mais gotas de balsamo do Canada
natural diluido (Reagen). Em seguida, o corte foi colocado com a |lamina
invertida sobre a laminula, fazendo delicada pressao com agulha
apropriada de histologia. As bolhas de ar, que porventura ficaram
retidas, desapareceram depois de algumas horas (MICHALANY, 1998).

Terminada a montagem, fez-se a rotulagem, onde os cortes foram
identificados, estando prontos para analise no microscopio de luz. A
leitura das estruturas histologicas foi realizada com o auxilio do microscopio
HM-LUX (Wild Leitz Periplan), com resolucoes de 10 NF x 3.2 para
visualizacdo panoramica do preparo histolégico, 10 NF x 20 para
individualizacdo e identificacdo morfolégica dos tecidos do periodonto de
sustentacdo e 10 NF x 40 para identificacdo das células e demais estruturas.
As areas de interesse foram fotomicrografadas com fiime (Kodacolor 100,
Kodak) em microscopio de luz apropriado (Axioplan, Zeiss).

As pecas destinadas a MET e a MEV foram manipuladas no laboratério
de Ultraestrutura Celular do Instituto de Biofisica do Centro de Ciéncias da
Saude da UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO.

A técnica histologica para MET envolveu, a partir de um dos segmentos
osteotomizados, a dissec¢cdo da peca anatdmica com o auxilio do microscopio
de inversao (Nikon), em placa de Petri contendo solucdo Karnovsky, para
obtencao de um bloco de aproximadamente 1mm?® da regido correspondente a
interface entre ligamento periodontal-osso alveolar e ligamento periodontal-
dente das superficies mesial e distal dos incisivos de um animal de cada grupo,
conforme os dias de sacrificio. Devidamente identificados, os fragmentos foram

transtferidos para pequenos tubos de vidro individuais (Hexagonos), para 4
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lavagens em tampao cacodilato a 0,1M (pH 7,2). Cada lavagem durou dez
minutos. Em seguida, estes foram pos-fixados em tetroxido de 6smio (OsO4) a
1%, tamponado com cacodilato a 0,1M (pH 7,2) durante 30 minutos, tomando-
se o cuidado de envolver todos os tubos de vidro em papel aluminio (Alumilar)
para protegé-los da luminosidade. Completado o periodo, o OsQO, foi removido
e os fragmentos foram novamente lavados por 4 vezes em tampao cacodilato a
0,1M (pH 7,2), durante 10 minutos cada lavagem. Procedeu-se a desidratacao
do material através de concentragdes crescentes de solugcdes de acetona
(Reagen) a 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, permanecendo o material durante
15 minutos em cada uma delas.

Os fragmentos desidratados foram colocados em solucdo de Epon
diluido em acetona na proporcéo de 1:1 por 12 horas, mantendo-se todos os
tubos hermeticamente fechados. Em seguida, foram realizadas 2 trocas da
solucao por Epon puro, previamente descongelado por 30 minutos, deixando-
se os tubos abertos para permitir a saida de qualquer remanescente de
acetona ainda presente no material. Foi feita outra troca e as pecas foram
colocadas em novo Epon, onde permaneceram por mais 4 horas, mantendo-se
os tubos também abertos. .

Com o auxilio de palito de madeira (Imperial), os fragmentos foram
retirados dos tubos e posicionados individualmente em cavidades de base de
borracha preenchidas com Epon, numeradas, identificadas e orientadas de
modo a permitir sec¢ao transversal das estruturas. Esse conjunto foi, entao,
polimerizado por 48 horas em estufa (Biomatic) sob temperatura constante

regulada em 60°C. Apos este periodo, a base foi retirada da estufa e os blocos
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de resina foram removidos. Para se obter espessura minima de resina em cada
um dos lados da peca, os blocos foram acabados com uma lima de ferro.

A proxima etapa consistiu na confeccado de uma pirdmide na
extremidade dos blocos com piramitome (Ultramicrotomy System, LKB
Produkter), de modo que o topo da mesma coincidisse com a regiao de maior
interesse. Os blocos foram levados ao ultramicrotomo (Super Nova, Reichert-
Jung) para realizacao de cortes com espessura em torno de 70nm, e os de
coloracao acinzentada foram selecionados no espelho dagua e
transferidos para grades de cobre de malha 200 (Ted Pella). As grades
foram colocadas sobre papel de filtro tipo 10 (Inlab) para secagem,
sendo contrastadas por 30 minutos com acetato de uranila a 5%. Para
proteger da luminosidade, as grades forma recobertas com filme de
plastico (Parafiim M, American National Can). Em seguida, foram
lavadas em agua destilada e colocadas em citrato de chumbo por 5
minutos.

Procedeu-se nova lavagem em agua destilada, sendo as grades
colocadas em papel de filtro, estando os cortes finalmente prontos para
serem examinados ao microscopio eletrénico de transmissao (CEM 902,
Zeiss), onde foram avaliados e eletromicrografados com filme Kodak
Eletron Image Film SO 163 (Sigma).

Os filmes foram revelados em camara escura, por 5 minutos,
utilizando-se, para cada unidade, 15,5ml de revelador (HC 110
Developer, Kodak), diluidos em 484,5ml| de agua destilada. Em seguida,
foram lavados 2 vezes em agua destilada e mergulhados por 15 minutos

no fixador (Kodak), sendo, entao colocados em agua corrente por 30
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minutos para a lavagem final. Os filmes foram deixados a temperatura
ambiente para secar.

As copias foram feitas em papel fotografico brilhante (Kodabrome
Print RC, Kodak), sensibilizado com ampliador (Repro Durst Laborator
54, Durst) durante 4 segundos. Procedeu-se a revelacao por 1 minuto, e
lavagem por 2 vezes em agua destilada e fixacao por 10 minutos. As
copias foram colocadas em agua corrente por 30 minutos para lavagem
final e deixadas a temperatura ambiente para secar.

O preparo das pecas para MEV foi realizado conforme
preconizado por NG e colaboradores (1990). Apos as osteotomias, as
pré-maxilas foram fixadas em formol neutro a 10% (Reagen) pelo
periodo de 48 horas, e em seguida, embebidas em solugcao de
hipoclorito de sdodio a 5,25% em temperatura ambiente até que os
incisivos pudessem ser removidos com facilidade. Este procedimento
permitiu a completa remo¢cédo dos fragmentos do ligamento periodontal
aderidos as raizes dentéarias, permitindo assim, observacao e registro
fotografico da topografia radicular.

Os incisivos intactos foram lavados em agua destilada e
desidratados em concentracdes crescentes de acetona (Reagen) de
75%, 95% e 100%. Os espécimens secos foram montados
individualmente, de modo adequado em suportes porta-amostras
(“stubs”), utilizando-se como adesivo cola de prata em pasta (Silver
Conductive Adhesive, Eletron Microscopy Sciences). As raizes foram
orientadas com a superficie distal para cima. As pecas foram levadas ao

evaporador convencional de alto vacuo (FL 9496, Balzers Union), sendo
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revestidas com fina camada de ouro de aproximadamente 20 a 30nm de
espessura, depositada sobre as reentrancias e proeminéncias, provendo
e aumentando a condutividade da superficie das amostras (HADDAD,
SESSO, ATTIAS et al., 1998).

A visualizacao da superficie topografica das raizes foi realizada
com microscopio eletrénico de varredura (JSM 840-A, Jeol), onde
também foram feitas as eletromicrografias com filme Neopan SS, ISO
120 (Fuji Photo Film Co.). Os filmes foram revelados e copiados em
papel brilhante (Kodacrome Print RC, Kodak), conforme descrito

anteriormente.

4.10 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os valores lineares obtidos dos registros da separacao dentaria
foram submetidos a analise descritiva e a testes nao-parameétricos.
Niveis de significancia (p-valor) menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Para a analise estatistica, os seguintes
testes foram realizados:

a) testes de Mann-Whitney para verificar se houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos com relagcédo ao peso e a
taxa de separacao dentaria;

b) coeficentes de correlacao de Spearman (r) para determinar se
as mudancas que ocorreram no peso interferiram na movimentacao

dentaria nos grupos placebo e experimental, e
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c) teste de Wilcoxon para determinar se houve diferenca entre o

peso e a quantidade de movimentacao dentaria em cada grupo.
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5 RESULTADO

5.1 ACHADOS RADIOGRAFICOS

O exame radiografico da regiao pré-maxilar antes da colocacao do
dispositivo e imediatamente antes de cada sacrificio dos animais dos
grupos placebo e experimental, revelou que a sutura inter pré-maxilar

manteve-se integra, nao havendo separacao ortopédica da mesma.

5.2 ACHADOS CLINICOS

5.2.1 PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Entre grupos placebo e experimental ndao houve diferenca
estatisticamente significante com relagdao ao peso dos animais aferido do
primeiro ao ultimo dia do experimento pela aplicacdo do teste de Mann-
Whitney (p<0,05). Os resultados estdo expressos na Tabela 1, pagina 103

e Tabela 2, pagina, 104.



103

£v'sa

00'+€9
99
SE€9
299
€9
LI9
665
109
ce9

§s'ze
§2'229
8€9
665
109
919
c8S
1S9
SE€9
099

I

as'Le

8E'C19
059
029
059
919
209
085
LS
29

se'6e

00'HH9
G529
98S
68S
c09
04S
cv9
619
SS9

[

Lv'|z
GZ'L6S
8€9
109
vE9
109
18S
v9S
c9S
L6S

AR
8€'66S
cl9
048
L9S
96S
LSS
€9
809
8v9

cl

I

80'82
00'+8S
Le9
LS
029
985
89S
0SS
s
08S

vS'ee

£9'78S
009
855
0SS
08S
ovs
ve9
S6S
0€9

I

Ly'ea
G2's9S
609
295
c09
LLS
0SS
9€S
0€s
c9S

ze'ee

£9'695
v8S
cvs
6€S
§G9S
LeS
€19
LLS
09

I

28'0e

Ge2'ess
009
855
06S
vSS
ces
61S
SIS
0SS

86'cE

00'€SS
695
ves
LeS
6vS
(0]3°]
66S
0SS
96S

GG'Le
£9'0€S
885
(34°]
€4S
8€S
VIS
00S
€05
9€s

S9've
0S'8€S
§SS
SIS
805
€S
(1914
685
9€s
185

[ =

[

VA4
Ge'ves
945
0es
GSS
815G
00S
88Y
(1914
0cs
8GS
(VA4
ces
¢SS

£6'0€

£€'225
ovs
€05
00S
ves
(VA4
945
916"
LLS
§89
SvS
18v
9IS

Z

I

L2'08
G/'80S
095
GLS
9€S
S0S
L8V
oLy
Ly
10S
6€S
29v
91§
L€S

€2'9€

80'HIS
Scs
88Y
%14
cls
12°1%
09s
00S
0SS
89S
0€s
€9y
00S

9

[

882
85'26Y
0SS
c0S
815
(0514
L9V
Svv
09y
96v
615
1444
00s
0cs

9E've

0S'26v
VIS
cLy
iy
00Ss
vy
(87%°}
98Y
0€s
0SS
ccs
osy
S8y

[

oedeniasqo ap seip sou (6) osaq

I

0e'ze

ST VA%
SES
68v
00S
cLy
[4°14
(3974
1444
(01514
00s
8cv
4214
c0s

€S'VE

85'e8Y
90S
6Sv
Sov
€8y
(3974
ves
(VA4
les
SES
S0S
°194
89

€508

v6'SSY
cls
(YA4
S8y
LSy
[14%
6Ly
(3974
[4°14
414
80V
6.V
(0514
51914
(YA4
[43%
194

bh'ze

Le'eoy
(0514
ovy
oSy
89
6Ly
0is
SSh
60S
0cs
€6V
LIy
514%
09y
1514%4
ey
csy

€

£8'62

6LEYY
L6V
o9y
cly
ovy
(%94
80V
ley
oSy
(VA4
S6€
0Ly
(01514
9cv
SSv
ooy
(5197

80'ce

Le'0SY
9Ly
oev
6EY
osy
Oty
96v
ovv
10S
€09
98vy
cov
194
1444
9EY
Sev
2314

Z

Ga'LE
90'vEY
€8y
4514
297
62y
sy
00v
SLy
444
Sov
08¢
09Y
LLY
Sty
(8727
26¢€
sov

zroe

vy'SEY
L9Y
6Ly
ley
oev
88¢
(519%
oev
a8y
cey
8Ly
96€
Ocvy
LEV
lev
6Ly
SEv

og‘oe

v6'9vy
L6V
€9v
LLY
Iy
6EY
oLy
(%44
85y
(744
cov
69v
(0514
Ley
09y
Sov
Ocvy

£8'0€

0025y
o8y
8cvy
ovy
Lyy
cov
06Y
(1474
66v
00S
L8V
90V
%974
[4°1%
1244
4374
osy

‘lewiue eped ered ojuswiiadxa op opojiad o ajuelnp (6) sewelb wa osad op oeiped OIASapP 8 BIpaW ‘SAIOJBA | Blage |

oe.ped-o0inseg
BIDSN

91

(=]}

vi

™
-

~—NmMTLwLoOND 2T YN

jejuawiiadxa

oe.ped-oirssg
BIpaN

9l

Gl

vi

€l

cl

Ll

~NMTOVLON®DO R

oqase|d

0odndo



104

Tabela 2 Teste de Mann-Whitney para comparagdo das médias de peso entre os grupos

placebo e experimental para cada dia do experimento

Dia | Z | P-valor
0 -0,528 0,598
1 -0,226 0,821
2 -0,603 0,546
3 -0,528 0,598
4 -0,578 0,563
5 -0,404 0,686
6 -0,029 0,977
7 -0,087 0,931
8 -0,053 0,958
9 -0,158 0,875
10 -0,525 0,599
11 -0,421 0,674
12 -0,210 0,834
13 -0,053 0,958
14 -0,474 0,636

Gréafico 1 Comparagao do peso médio em gramas (g) durante o periodo do

experimento, entre os grupos placebo e experimental.

650

—— Grupo experimental

——— Grupo placebo
600 4 — = | pop

550 4 -

500 4 — {

450I‘ A

400 $——p—ov—_———-——-————r——— Ji25
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Na analise comparativa de cada grupo observou-se um dia ap6s a

colocagcdo e ativagao do dispositivo ortoddntico, perda de peso
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estatisticamente significante (p<0,05), conforme resultados obtidos com a
aplicacédo do teste de Wilcoxon (Tabela 3, pagina 105). Ganhos sucessivos
de peso, entretanto, foram observados nos grupos placebo e experimental
nos demais dias de afericao. No 3¢ dia, o peso médio dos animais de
ambos os grupos superou ao aferido no dia 0 (Grafico 1, pagina 104).

Tabela 3 Teste de Wilcoxon para comparacao das médias de peso em gramas (g) e

diferengca do peso aferido (M) a cada dia, para os grupos placebo e

experimental.

Dia 4 P-valor Diferenga (M)
placebo
0/1 -3,520 0,000 -12,87
1/2 -3,5632 0,000 9,12
2/3 -3,523 0,000 12,75
3/4 -3,066 0,002 14,75
4/5 -3,077 0,002 16,33
5/6 -3,063 0,002 16,16
6/7 -3,068 0,002 15,50
7/8 -2,533 0,011 14,37
8/9 -2,5627 0,012 15,62
9/10 -2,627 0,012 13,00
10/11 -2,536 0,011 15,75
11/12 -2,527 0,012 16,25
12/13 -2,536 0,011 16,12
13/14 -2,527 0,012 17,62
experimental
0/1 -3,5620 0,000 -16,56
1/2 -3,532 0,001 14,87
2/3 -3,523 0,000 13,00
3/4 -3,066 0,002 15,33
4/5 -3,077 0,002 13,91
5/6 -3,063 0,002 13,58
6/7 -3,068 0,002 16,25
7/8 -2,533 0,012 13,37
8/9 -2,527 0,012 14,50
9/10 -2,527 0,012 16,62
10/11 -2,536 0,012 15,00
11/12 -2,5627 0,011 14,75
12/13 -2,536 0,012 11,62

13/14 -2,627 0,012 11,75
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5.2.2 SEPARACAO DENTARIA

As mudancas na separacao dentaria em cada grupo foram avaliadas
através do teste de Wilcoxon. Ocorreram incrementos estatisticamente
significantes a cada dia de registro da separacdo média entre os incisivos
superiores das cobaias (Tabela 4, pagina 107 e Tabela 5, pagina 108).

A aplicacao do teste de Mann-Whitney revelou elevada diferenca
estatistica em relacao as médias de separacao dentaria entre grupos
testados (Tabela 6, pagina 108). No 3¢ dia, o grupo experimental
apresentou consideravel quantidade de separac¢ao dentaria (2,38+0,12mm)
quando comparado ao grupo placebo (1,28+0,11mm).

A diferenca entre as médias de separacao dentaria aumentou
gradualmente até o término do experimento. No 14¢ dia, o grupo
experimental apresentou 2,31 mm a mais de separac¢do dentaria do que o
grupo placebo, representando aumento no movimento dentario de 70%
(Graficos 2 e 3, pagina 109).

Coeficientes de correlagdo de Spearman foram calculados para
verificar se ocorreu associacao positivamente significante entre peso e
separacao dentaria. Todas as correlagdes foram negativas para ambos os
grupos, revelando que diferencas no peso dos animais nao exerceram

influéncia na taxa do movimento dentario (Tabela 7, pagina 108).
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Tabela 4 Valores, média e desvio padrao da separagao dentaria em milimetros (mm) a cada

periodo de medigao para os grupos placebo e experimental.

GRUPO t

placebo

T3 0NN N

- = = ==
D 0N N

Media
Desvio-padrao

experimental

T30 ® N 0NN

- = = = o=
D N W N

Media
Desvio-padrao

Separagao dentadria (mm) nos dias de observagao

3

1,21
1,15
1,19
1,16
1,20
1,28
1,23
1,25
1,27
1,30
1,46
1,35
1,27
1,42
1,50
*1,16
1,28
0,11

2,45
2,40
2,25
2,37
2,65
2,21
2,25
2,44
2,33

.2,29
2,42
2,55
2,25
2,39
2,30
2,51
2,38
0,12

I

7

2,02
2,10
2,04
2,00
2,01
2,33
2,30
2,10
2,17
2,20
2,33
2,10
2,14
0,12

3,48
3,19
3,22
3,20
3,10
3,41
3,35
3,50
3,18
3,19
3,15
3,28
327
0,13

I

14

3,22
3,30
3,32
3,18
3,14
3,48
3,50
3,29
3,30
0,13

5,66
5,33
5,63
579
5,62
5,65
557
5,70
5,61
0,13
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Tabela 5 Teste de Wilcoxon para comparacao das meédias de separacao dentaria em milimetros

(mm) e diferenca da média (M) para os grupos placebo e experimental.

Dia I z I P-valor I Diferenga (M)
placebo
0/3 -3,517 0,000 1,28
3/7 -3,062 0,002 0,86
7/14 -2,524 0,012 1,16
experimental
0/3 -3,519 0,000 2,38
3/7 -3,061 0,002 0,89
/114 -2,524 0,012 2,34

Tabela 6 Teste de Mann-Whitney para comparagao das médias de separacao dentaria em
milimetros (mm) e diferenca da média (M) entre os grupos placebo e experimental

nos dias de afericao.

Dia V4 P-valor  |Diferenca (M)
3 -4,827 0,000 1,10
7 -4,162 0,000 1,12

14 -3,361 0,001 2,30

Tabela 7 Coeficiente linear de Spearman (r) entre peso e movimento dentario nos grupos placebo e

experimental.

Dia Coeficente de Correlacao de Spearman (r) N | P-valor
placebo
3 -0,350 16 0,897
7 -0,383 12 0,219
14 -0,095 8 0,823
experimental
3 -0,229 16 0,394
7 -0,189 12 0,556

14 -0,286 8 0,493
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Grafico 2 Representagao grafica da taxa de movimentagao dentaria em milimetros (mm) por dia

nos grupos placebo e experimental.

mm
5 —&— Grupo experimental
4 —{~ Grupo placebo
3
2

o
| —

dias

Grafico 3 Histograma demonstrativo do movimento dentdrio em milimetros (mm) por dia para os

grupos placebo e experimental.

mm
5 o B Grupo experimental
4
Grupo placebo
3 -
2
0 E B dias
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5.3 ACHADOS HISTOLOGICOS

5.3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

5.3.1.1 Grupo controle

O cemento acelular que recobria as superficies radiculares
referentes ao lado distal apresentava aspecto de lisura superficial. Em
aumentos maiores foram observadas depressdes circulares resultantes
da desagregacao das fibras de Sharpey por nao estarem totalmente
calcificadas. Ao redor dessas depressdes havia deposicao de material

mineral (Figura 7 A e B, pagina 112).

5.3.1.2 Grupo placebo

A analise topografica realizada na superficie radicular, trés dias
apo6s a aplicacao da forca, nao demonstrou alteracbes no cemento
acelular em comparagcao com o grupo controle (Figura 7 C e D, pagina
112).

Entretanto, os dentes dos animais sacrificados sete dias apos a
ativacao apresentaram em suas superficies radiculares, algumas areas
caracterizadas pela presenca de fendas largas, esparsas e de pouca
profundidade, sugerindo descalcificacao do cemento acelular (Figura 7 E

e F, pagina 112).



No 14¢ dia de observacdo puderam ser detectadas algumas
lesbes rasas de coloracao mais escura com aparéncia unilocular,
restritas ao cemento, demonstrando avanco da descalcificacao (Figura 7

G e H, pagina 112).

5.3.1.3 Grupo experimental

Alteracoes topograficas significativas foram observadas. Trés dias
apés a aplicacao da forca, verificou-se a presenca de lesdes de pouca
profundidade na superficie cementaria. A tonalidade mais escura das
lesoes, evidenciada nas eletromicrografias, revelou o processo de
descalcificacao da superficie radicular (Figura 8 A e B, pagina 113).

Na superficie das raizes dos animais sacrificados sete dias apos a
ativacado do aparelho, lacunas de absorcao com aspecto unilocular foram
identificadas. Areas de descalcificacdo cementaria ainda eram evidentes
entre as lesdes que apresentavam grau de profundidade significativo
atingindo a dentina mais externa (Figura 8 C e D, pagina 113).

No 142, a superficie radicular apresentava sitios ativos de
absorcao, com grande extensao e aparéncia multilocular. Bordas
ingremes de cemento com pouco suporte de dentina, por vezes, foram
identificadas. Em aumentos maiores, péde-se observar que o processo
de absorcao tinha se estendido apenas para as camadas mais
superficiais da dentina (Figura 8 E e F, pagina 113). Ocasionalmente,

pode-se identificar, no fundo da lesao, indicios de deposicao de tecido



Figura 7

112

do cemento acelular. Grupo
controle. A e B) depressdes circulares apdés remogdo das fibras de
Sharpey. Grupo placebo. 3¢ dia: C e D) auséncia de alteragdes
topograficas. 7¢ dia: E e F) lesbes superficiais restritas ao cemento. 14¢
dia: G e H) lesbes rasas uniloculares. Aumento: 500X (& esquerda), 3500X
(a direita).
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Figura 8 Eletromicrografias (MEV) das
superficies radiculares dos incisivos das
cobaias. Grupo experimental. 3¢ dia: A)
areas de descalcificagao (setas
brancas), 500X; B) maior aumento de A,
3500X. 7= dia: C) lacunas de absorgao
com aspecto unilocular, 500X; D) sitio

ativo de absorgao dentinaria, 3500X.
ERR IR T R N WA SR

14°dia: E) lacunas com aparéncia multilocular, 500X; F) processo de absorgao esta
limitado as camadas superficiais da dentina, 1500X; G) depdsito granular mineral (seta
azul), 3500X.
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com aparéncia granular, sugerindo inicio de reparacao mineral (Figura 8

G, pagina 113).

5.3.2 MICROSCOPIA DE LUZ

5.3.2.1 Grupo controle

O exame histolégico do periodonto de sustentacdao dos animais
gque nao foram submetidos a movimentacao dentaria ortodéntica mostrou
caracteristicas de normalidade (Figura 9, pagina 115). Grande
concentracdo celular pdde ser observada, principalmente nas
proximidades da superficie alveolar, com preponderancia de
fibroblastos. O cemento, do tipo acelular, adjacente a dentina,
apresentava-se em camada delgada e uniforme, revestida por
cementoblastos (células achatadas e com nucleo pouco evidente). Na
area intermediaria do ligamento periodontal, entre cemento e osso
alveolar, os feixes de fibras colagenas desenhavam trajeto ondulado.
Entre os cementoblastos passavam as fibras colagenas com insercao no
cemento, as fibras de Sharpey.

A cortical interna do alvéolo mostrava contorno relativamente liso
e regular, exceto por perfuracbes que podiam ser observadas na
superficie 0ssea, devido a irrigacao proveniente dos espacos medulares
subjacentes, penetrando no ligamento periodontal. O tecido Osseo
calcificado estava recoberto por camada de osso fasciculado (imaturo)

onde fibras de Sharpey se inseriam. Superficialmente a este, havia
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deposicdao de delgada camada de tecido ostedide recoberta por

osteoblastos alinhados ao longo da mesma.

Figura 9 Fotomicrografias (ML) de secg¢des transversais do tecido de sustentagao do

grupo controle: A) arranjo normal do ligamento periodontal e seu relacionamento com
o osso alveolar e cemento adjacentes. Rica vascularizagao nas proximidades do 0sso
alveolar (setas vazadas); B) numerosos fibroblastos com distribuicdo e orientagao
paralela aos feixes de fibras colagenas. Coloragao HE, d - dentina; ¢ - cemento; Ipd -
ligamento periodontal; oa - osso alveolar; fc - feixe de fibras colagenas; ob -
osteoblasto; cb - cementoblasto; f - fibroblasto; Ic - lamela concéntrica; o - ostedcito;

Ir - linha reversa; {t vaso sanguineo.

Outras células como osteoblastos e osteoclastos foram
identificadas nas proximidades do osso alveolar. Os fibroblastos
presentes apresentavam nucleos alongados e orientados na mesma
direcao das fibras colagenas. Rico suprimento vascular e feixes vasculo-

nervosos foram observados entre as fibras colagenas.
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A atividade ritmica de aposicao O0ssea era evidenciada por linhas
incrementais, de aspecto quase retilineo, separando as sucessivas
camadas Osseas depositadas. Linhas reversas (irregulares e de aspecto
sulcado) indicavam a existéncia de prévia absorcédo Ossea. Esses
aspectos indicavam o remodelamento fisiolégico da regido. Na regiao
central do processo alveolar o osso era constituido por finas trabéculas
Osseas, formadas por lamelas concéntricas, onde os osteocitos

distribuiam-se.

5.3.1.2 Grupo placebo

O periodonto de sustentacao dos animais pertencentes a esse
grupo, cujos dentes sofreram movimentacdo ortoddntica, porem sem
receberem qualquer medicacao, apresentou importantes diferencas na
comparacao dos preparos obtidos dos animais sacrificados no 3¢, 7¢ e

14° dia apos a aplicacao da forca.

a) animais sacrificados no 3° dia apos a ativacao

Apbés este periodo, verificou-se que no lado de pressao
correspondente a face distal dos incisivos, houve diminuicao na largura
do espaco do ligamento periodontal. Os feixes de fibras colagenas
encontravam-se comprimidos e com disposicao paralela a superficie
alveolar. A cortical interna do alvéolo apresentou areas tipicas de zonas

de pressao, com contorno irregular, de aspecto denteado, onde
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inumeras lacunas de Howship, que alojavam osteoclastos ativos, eram
bem evidentes, denotando absorcao 6ssea frontal. O calibre dos vasos
sanguineos, proximos a superficie Ossea, estava aumentado. Os
espacos medulares apresentavam-se normais indicando auséncia de
absorcao 6ssea solapante durante o movimento ortodéntico (Figura 10 A
e B, pagina 119).

No lado de tracdo, o espaco do ligamento periodontal estava
alargado. As fibras colagenas apresentavam-se levemente estiradas e
havia aumento tanto da irrigacdo como da densidade celular nas
proximidades do osso alveolar. Havia predominio de fibroblastos
alinhados na direcdo dos feixes de fibras colagenas. Osteoblastos foram

identificados junto a superficie 6ssea (Figura 10 C e D, pagina 119).

b) animais sacrificados no 7¢ dia ap6s a ativacao

No lado de pressdo do periodonto de sustentacao pbde-se
visualizar a acentuada celularidade do ligamento periodontal. A
proliferacao vascular era eminente, sendo observados vasos sanguineos
dilatados proximos & superficie éssea, conferindo boas condicdes de
suprimento vascular. Os feixes de fibras colagenas, entretanto, ainda
nao apresentavam orientacado definida (Figura 11 A e B, pagina 120).

O aspecto histolégico no lado de tracao mostrou reorganizacao
parcial do tecido periodontal e visivel processo de regeneracao ossea.
Os feixes de fibras colagenas mantinham-se moderadamente

distendidas. Foram observados muitos osteoblastos com nucleos
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volumosos e intensamente corados, indicando intensa formacé&o Ossea
junto a cortical interna do alvéolo. O padréao de deposicao e calcificagcado
do tecido Osseo era caracterizado por espiculas 0sseas com aspecto
irregular projetando-se para o interior do ligamento. Entre as espiculas
osseas havia feixes de fibras colagenas remanescentes, além de vasos
sanguineos e células como fibroblastos e osteoblastos. Nos locais onde
inexistia neoformacao oOssea, as fibras colagenas apresentavam-se

menos estiradas (Figura 11 C e D, pagina 120).

c) animais sacrificados no 14¢ dia apds a ativacao

No lado de presséao, o ligamento periodontal ainda sob compressao,
apresentava fibras colagenas com arranjo perpendicular ao 0sso,
indicando inicio do processo de reestruturacao. A vascularizacao
mostrava-se acentuada e os feixes vasculo-nervosos estavam mais
proximos a regiao central do ligamento periodontal. Nao foi constatada
evidéncia de atividade osteoclastica. No interior das areas socavadas
havia a presenca de varias células mononucleares e osteoblastos ativos,
o que sugere formagcdo de matriz éssea com projecao de espiculas para
dentro do ligamento (Figura 12 A e B, pagina 121).

No lado de tracao do ligamento, ocorreu consideravel aumento da
concentracdo celular, com inumeros fibroblastos, caracteristicamente
ativos, distribuidos ao longo dos feixes de fibras colagenas.
Osteoblastos recobriam a camada de ostedide depositada sobre o tecido

recém mineralizado, o qual formava espiculas 0sseas projetando-se em
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? 400 X

Figura 10 Fotomicrografias (ML) de sec¢des transversais do tecido de sustentagao do
grupo placebo no 3¢ dia apds aplicagdo da forga. Lado de pressao: A)
visao geral do ligamento periodontal demonstrando intensa absor¢gédo dssea
frontal e feixes de fibras coldgenas comprimidas entre o cemento e 0sso
alveolar; B) osteoclastos situados ao longo da superficie da cortical interna
do osso alveolar. Lado de tragdo: C) notavel estiramento dos feixes de
fibras do ligamento periodontal e rica vascularizagdo junto ao osso; D)
observar o aumento e dispersao das células novas, especialmente nas
areas proximas da superficie 0ssea e adjacente aos feixes de fibras
estiradas. Coloragao HE, d - dentina; ¢ - cemento;, Ipd - ligamento
periodontal; oa - osso alveolar; fc - feixe de fibras colagenas; ob -
osteoblasto; cb - cementoblasto; f - fibroblasto; po - perfuragdo 6ssea; o -

ostedcito; { vaso sangiineo; ? osteoclasto.
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400 X

11 Fotomicrografias (ML) de
secgdes transversais do tecido de
sustentagcdo do grupo placebo no

oa 7° dia ap6s aplicagdo da forga.

Lado de pressado: A) acentuada

angiogénese e extensa absorgdo Ossea frontal, B) osteoclastos no interior das
lacunas de Howship. Lado de tragao: C) notavel formagao 6ssea e alta celularidade
em toda extensdao do ligamento periodontal; D) cadeia de osteoblastos cobrindo a
camada dssea parcialmente calcificada. Coloragao HE, d - dentina; ¢ - cemento; Ipd -
ligamento periodontal; oa - osso alveolar; eo - espicula 6ssea; ob - osteoblasto; f -
fibroblasto; fc - feixe de fibras colagenas; o - ostedcito; #+ vaso sanglineo; 0s-

teoclasto.
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Fotomicrografias

preparos obtidos

placebo no 14:

apds aplicagao da

forgca. Lado de pressao: A)

inicio da  neoformacgao

B) osteoblastos

Lado de tragao: C)

formagao 6ssea; D)

aprisionamento de osteoblastos na matriz 6ssea. Coloragdo HE, d - dentina; ¢ -
cemento; Ipd - ligamento periodontal; oa - osso alveolar; on - osso neoformado; ob -
osteoblasto; f - fibroblasto; fc - feixe de fibras colagenas; o - ostedcito; ¢+ vaso

sanguineo; f osteoclasto.
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direcdo ao espaco periodontal. As trabéculas o&sseas formadas
agregavam-se uma as outras por justaposicdo, diminuindo a largura do
ligamento periodontal anteriormente distendido. Eventualmente
constatou-se a presenca de osteoclastos, caracterizando atividade de
remodelamento das novas trabéculas 6sseas formadas(Figura 12 C e D,

pagina 121).

5.3.1.3 Grupo experimental

O periodonto de sustentacdo dos animais submetidos a
administracdo de diazepam, cujos dentes também sofreram
movimentacdao ortoddntica, apresentou distintas e notaveis alteracdes

gquando comparadas aos demais grupos.

a) animais sacrificados 3¢ dia apos a ativacao

Ao contrario do que foi observado no grupo placebo, no lado de
pressdo ja havia significativo aumento na largura do espaco do
ligamento periodontal. Os feixes de fibras colagenas estavam
dissociados, principalmente na regiao central do ligamento, com poucos
fibroblastos identificados. A superficie periosteal da cortical alveolar
interna apresentou-se recoberta por osteoclastos ativos dispostos em
cadeia, caracterizando intensa atividade de absorcdo o6ssea frontal e
progressivo avanc¢o da frente absortiva. Proliferacao vascular associada

a vasodilatacdo tambeém foi identificada nas adjacéncias do o0sso
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alveolar e na regiao central do ligamento periodontal. Outros sinais de
hialinizacdo estavam ausentes (Figura 13 A e B, pagina 124).

No lado de tracdo, o ligamento periodontal mostrou-se
extremamente alargado, havendo espacos claros entre os feixes de
fibras colagenas estirados. Proximo ao osso alveolar havia escassez de
fibras de Sharpey. Dissociacao de fibras colagenas foram observadas na
regidao central do ligamento. Expressiva reducao na quantidade de
osteoblastos foi observada em relacdo ao grupo controle, no 3° dia de

experimento (Figura 13 C e D, pagina 124).

b) animais sacrificados 7¢ dia apds a ativacao

No lado de pressao, os vasos sanguineos ainda estavam
dilatados. Desorganizacao tecidual e baixa celularidade foram
observadas nas regidoes central e adjacente ao osso alveolar. As areas
escavadas e erodidas na superficie alveolar eram abundantes (Figura 14
A e B, pagina 125).

As reacoes teciduais no lado de tracao apresentavam padréao de
mudanca mais lento, se comparado ao grupo placebo. Observou-se
expressivo aumento em largura do ligamento periodontal e a
concentracdo celular mostrou-se bem menos expressiva nas areas
adjacentes ao osso alveolar, com poucos osteoblastos observados, o
que denota baixa atividade de formacao 6ssea na regido. Os feixes de
fibras colagenas e as células do ligamento periodontal mantinham-se

sem orientacao definida (Figura 14 C e D, pagina 125).
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Figura 13 Fotomicrografias (ML) dos
preparos obtidos do grupo experimen-
tal no 3¢ dia apds aplicagao da forga.
Lado de pressao: A) vasodilatagao
acentuada (setas vazadas); B) intensa
absorgao o¢ssea. Lado de tragdo: C) presenga de espagos claros; D) baixa
celularidade nas proximidades da superficie 6ssea. Coloragao HE, d - dentina; ¢ -
cemento; Ipd - ligamento periodontal, oa - osso alveolar; ob - osteoblasto; f -
fibroblasto; cb - cementoblasto; fc - feixe de fibras colagenas; o - ostedcito; T vaso

sangﬁineo;f osteoclasto.
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Figura 14 Fotomicrografias (ML)
dos preparos obtidos do grupo
experimental no 7¢ dia. Lado de
pressao: A) grande  vaso-
dilatagao; B) fibras de Sharpey.
Lado de tragao: C) celularidade
reduzida; D) pouca formagéo
Ossea. Coloragao HE, d - dentina;
c cemento; Ipd ligamento
periodontal; ao - osso alveolar;
on osso neoformado; ob

osteoblasto; o - osteodcito; f

fibroblasto; fc - feixe de fibras

colagenas; {t vaso sanglineo.
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c) animais sacrificados 142 dia apos a ativagao

No lado de pressdo, o espago do ligamento periodontal
apresentou-se ainda maior em largura. Embora areas ativas de absorgéo
ossea ja nao fossem identificadas, poucos osteoblastos se mostravam
presentes e discreta formacdo Ossea pdde ser observada. Na regido
central do ligamento, a desorganizagéo dos feixes de fibras colagenas, a
escassez de fibroblastos e o predominio de vasos sanguineos bem
dilatados eram evidentes (Figura 15 A e B, pagina 127).

No lado de tragdo, o aumento em largura do espago do ligamento
periodontal tornou-se ainda mais expressivo. Vasos sanguineos estavam
presentes em toda extensdo do ligamento, porém em concentragdo
maior na regido proxima a cortical interna do osso alveolar. Os feixes de
fibras colagenas ainda apresentavam-se desorganizados e dissociados,
principalmente na regido central do ligamento, onde também se pdde
observar pouca concentracdo de fibroblastos. Embora tenham sido
identificados osteoblastos na superficie do osso alveolar, estes,
aparentemente ndo apresentavam atividade significativa (Figura 16 A e

B, pagina 128).
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(ML) grupo
experimental no 14¢ dia
ap0s a aplicagao da forga.
Lado de tragao: A) pouca
formagao Ossea; B) fibras
colagenas dissociadas.
Coloragao HE, d - dentina;

cemento; Ipd
ligamento periodontal; oa -

alveolar; ob
osteoblasto; f - fibroblasto;

feixe de fibras

colagenas; ft vaso san-
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5.3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

5.3.3.1 Grupo controle

O aspecto ultraestrutural dos elementos do ligamento periodontal
dos animais desse grupo esta ilustrado na Figura 17, pagina 139; Figura
18, pagina 140; e Figura 19, pagina 141.

Na regido central do ligamento periodontal e nas proximidades do
osso alveolar, predominavam os fibroblastos, cujos prolongamentos
citoplasmaticos se afilavam nas extremidades. Essas células, com
extenso e bem polarizado citoplasma, continham abundantes organelas,
tais como reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi bem
desenvolvidos, além de muitos granulos de secrecgéo contendo fibrilas de
coladgeno destinadas a exportagdo. As cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso estavam dispostas de forma paralela, com
grandes grupos de ribossomas aderidos as suas membranas. O
complexo de Golgi apresentava-se, em geral, proximo ao nucleo
variando em extensdo e complexidade. Grandes e numerosas
mitocondrias, apresentando cristas irregulares, estavam distribuidas
pelo citoplasma celular. A maioria dos fibroblastos continha nucleos
grandes e ovodides, com um ou mais nucleolos, ocupando grande parte
do volume celular, exceto por algumas ceélulas com alta proporgao
citoplasma-nucleo, denotando grande atividade de sintese de proteinas.

Os cementoblastos eram vistos proximos ao cemento, geralmente
em duas ou trés camadas de células, com grande proximidade entre as

membranas celulares dos mesmos. Essas células localizadas junto ao
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cemento caracterizavam-se pela presenca de processos citoplasmaticos
se estendendo em direcdo a periferia cementaria. O nucleo tinha
aspecto arredondado e era frequente a presenca de poros na membrana
nuclear. As organelas eram distribuidas moderadamente pelo citoplasma
celular. O reticulo endoplasmatico rugoso consistia de cisternas
contendo material amorfo. O complexo de Golgi embora escasso,
apresentava numerosos perfis vesiculares. Vacuolos e gréanulos
eletrodensos foram encontrados dispersos pelo citoplasma. As
mitocondrias estavam distribuidas uniformemente pelo citoplasma, tendo
tamanho e quantidade reduzida. As fibras colagenas proximas a
superficie cementaria apresentavam maior densidade quando
comparadas as proximas ao osso alveolar.

Devido ao remodelamento 6sseo fisiolégico, alguns osteoclastos
podiam ser vistos sobre a superficie 6ssea. Essas células apresentavam
algumas diferencas ultraestruturais entre si relacionadas a sua atividade
de absorcdo ossea. ldentificados facilmente pelo seu grande tamanho e
pela presenca de varios nucleos localizados na regiao basal, os
osteoclastos quando ativos, apresentavam citoplasma caracterizado pela
distribuicdo perinuclear de numerosas e pleomodrficas mitocdndrias,
ribossomas livres ndo associados a membrana (livres ou em grupos) e
multiplos complexos de Golgi contendo vesiculas de transporte. O
reticulo endoplasmatico rugoso esparso, mas bem desenvolvido foi
encontrado na porcao basal do citoplasma e nos envelopes
perinucleares. A superficie celular, proxima a cortical interna do osso

alveolar, sob absorcao ativa, era composta de uma série de processos
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citoplasmaticos correspondendo a borda em escova. Multiplas estruturas
vacuolares de tamanhos e formas heterogéneas estavam concentradas
entre a borda e os nucleos, resultado do seccionamento obliquo do
espaco extracelular através das projecoes citoplasmaticas da referida
borda. O citoplasma situado no interior desses prolongamentos continha
somente filamentos finos. No espacgo extracelular dessas invaginagoes
foram observados alguns cristais minerais e uma mistura de fibrilas de
colageno. Sobre a superficie 0ssea céncava parcialmente decomposta,
conhecida como lacuna de Howship, repousava a borda em escova
pouco desenvolvida e que era rodeada por uma zona clara, livre
organelas, mas que continha filamentos no seu interior. Essa estrutura
parecia ancorar a area da borda em escova a superficie 0ssea sob
absorcao.

A interface osteoclasto-osso apresentava-se mais clara e nesse
local, fibras colagenas foram identificadas demonstrando que a fase
mineral €& solubilizada antes da degradacao do colageno. Células
indiferenciadas mononucleares semelhantes aos fibroblastos e aos
osteoblastos foram encontradas em intimo contato com os osteoclastos.
Essas celulas conhecidas como células companheiras apresentavam
nucleo grande e oval, reticulo endoplasmatico paralelo ou tubular curto,
complexo de Golgi bem desenvolvido, mitocéndrias e corpos densos
dispersos no citoplasma. Poucos osteoclastos quiescentes também
puderam ser observados junto as lacunas de absor¢cdao pouco profundas.
Estes apresentavam um numero bastante reduzido de organelas e

ribossomas, além de wuma superficie celular quase isenta de
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invaginacdes. Tais caracteristicas podem representar o estagio
degenerativo dessas células.

Poucos osteoblastos ativos tipicos foram encontrados dispersos
nas proximidades da superficie interna do osso alveolar. Essas células
apresentavam aspecto ovoide ou fusiforme e nucleo bem evidente
contendo geralmente mais de um nucléolo e circundado por cromatina
marginal. Largos poros nucleares também foram identificados. O
citoplasma bem definido continha organelas abundantes e bem
desenvolvidas, grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso
com cisternas dilatadas e ribossomas livres, caracteristica relacionada a
funcdo de producdo de colageno e matriz extracelular. Extenso
complexo de Golgi com saculos achatados tipicos foi observado préximo
ao nucleo. Nas proximidades do reticulo endoplasmatico rugoso havia
numerosas mitocondrias. A matriz extracelular apresentava feixes de
fibras colagenas onde a substancia fundamental embebia as fibrilas. A
superficie do osso alveolar, menos eletrodensa, caracterizava a camada
de osteodide.

Embora os processos osteoblasticos fossem mais numerosos
nessa camada, também estavam presentes nas camadas mais
profundas. A zona de transicao entre o ostedide e o 0osso mineralizado
mostrava-se bem marcada. Pequenas particulas densas foram vistas ao
longo da superficie das fibras colagenas e no interior das mesmas,
quando cortadas transversalmente. As fibras colagenas mineralizadas

agrupavam-se formando feixes inseridos no osso de forma aleatoéria.
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No interior do tecido mineralizado ou em mineralizagao foram
encontrados ostedcitos ocupando lacunas individuais, que se
comunicavam entre si  por numerosos e extensos processos
citoplasmaticos. A superficie celular e os processos dos osteodcitos eram
separados por camada de material amorfo do osso circunjacente. O
nucleo era caracterizado pela presenca de poro nuclear, um ou dois
nucléolos, escasso reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi
pouco desenvolvido. Em estreita aposicdo a membrana celular percebia-
se a lamina osmiofilica representando a matriz 6ssea calcificada. As
dilatacbes irregulares do reticulo endoplasmatico rugoso continham
moderada quantidade de material amorfo denso. As mitocéndrias, pouco
numerosas, tinham aspecto arredondado e/ou oval e apresentavam
poucas cristas. Pequenas vesiculas semelhantes as encontradas nos
osteoblastos estavam dispersas aleatoriamente no interior do escasso

citoplasma.

5.3.3.2 Grupo placebo

A maioria dos fibroblastos apresentava citoplasma com
configuracao alongada e bem polarizada com extensas areas de contato
com fibras colagenas, especialmente nas areas de tracdo, proximo a
superficie do osso alveolar (Figura 22 C, pagina 144). Esses fibroblastos
continham. grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi bem desenvolvido, indicando alta taxa de sintese

proteica. Em geral, o nucleo situava-se numa das extremidades do
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fibroblasto, o complexo de Golgi na posi¢cao central e abundante reticulo
endoplasmatico rugoso na outra extremidade. O longo eixo celular
apresentava orientacao paralela as fibras colagenas adjacentes (Figura
22 D, E e F, pagina 144). Em areas distantes dos tecidos duros foram
observados leves espacamentos entre os grupos de fibras colagenas
dispostas paralelamente aos fibroblastos (Figuras 20 E, pagina 142).
Nas areas de pressao, os fibroblastos apresentavam reticulo
endoplasmatico rugoso com marcada dilatacdo e corpos densos em seu
citoplasma (Figura 20 F, pagina 142).

Osteoclastos ativos eram frequentes na superficie o6ssea e
apresentavam bordas em escova e tamanho maiores que os do grupo
controle (Figura 20 A, pagina 142). As células companheiras eram
semelhantes as do grupo controle (Figura 21 B e C, pagina 143).

O exame das regides adjacentes ao cemento revelou fibras
colagenas intactas inseridas no cemento em varios angulos. Os
cementoblastos apresentavam prolongamentos citoplasmaticos em
intima relacdo com o cemento, tanto no lado de pressdao como nos lados
de tracdo, de modo semelhante ao observado nos grupos controle
(Figura 20 G, pagina 142 e Figura 21 A, B e C, pagina, 143).

No lado de tracao, a maioria das células proximas a superficie
ossea, apresentou caracteristicas tipicas de osteoblastos ativos. Estes
apresentavam forma cuboidal, nucleo excéntrico, complexos de Golgi
bem desenvolvidos ocupando a porcao central do citoplasma, abundante
reticulo endoplasmatico rugoso com cisternas dilatadas e numerosas

pequenas vesiculas dispersas pelo citoplasma, indicando sintese e
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secrecao de proteinas. Alguns osteoblastos estavam bem proximos a
superficie  6ssea, enquanto outros apresentavam = processos
citoplasmaticos delgados que penetravam no ostedide recém-produzido.
Na juncao osteoblasto-ostedide havia delgadas fibras colagenas proxima
a superficie celular. (Figura 21 D e E, pagina 143). Altera¢cdes no
sistema de adesdo das fibras colagenas ao dente e a superficie 6ssea
nao foram observadas (Figura 21 F, pagina 143). Os ostedcitos
mantiveram caracteristicas morfoléogicas semelhantes aos do grupo

controle (Figura 22 A e B, pagina 144).

5.3.3.3 Grupo experimental

O aspecto ultraestrutural das zonas de pressao caracterizava-se
pela presenca de areas claras no ligamento periodontal, porém estas
areas eram menos evidentes do que as encontradas no lado de tracéao
(Figura 23 A, pagina 145). Alteracoes celulares foram identificados nos
cementoblastos e fibroblastos. Os cementoblastos alterados
apresentavam corpos densos, com poucas mitocdndrias, escassos
reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi, além de
rompimento da membrana citoplasmatica provocando a liberagcdo dos
componentes citoplasmaticos no espaco extracelular (Figura 24 A, B e
C, pagina 146). Fibroblastos com indicios de degradacéao celular (Figura
23 B, pagina 145), caracterizavam-se pelas mitocdndrias dilatadas,
desgranulacdo e escassez do reticulo endoplasmatico. Alguns

fibroblastos embora apresentassem membranas celulares integras e
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nucleos grandes, possuiam escasso reticulo endoplasmatico, organelas
e complexo de Golgi pouco desenvolvidos (Figura 23 A, pagina 145).

Nas areas de absorcao Ossea ativa, o osso alveolar adjacente
sofreu progressiva desmineralizacao, porém algumas fibras colagenas
sobreviveram ao processo destrutivo, mantendo continuidade direta com
as fibras da matriz 6ssea e assim, a continua adesdao do ligamento
periodontal na superficie 0ssea.

Lacunas de Howship isentas de osteoclastos puderam ser
identificadas na superficie alveolar adjacentes aos osteoclastos ativos
em novos sitios de absorcdo 6ssea, o que sugere que os osteoclastos
migraram pela superficie 6ssea para ocupar novo sitio de absorcao
(Figura 23 F, pagina 145). Nao foram encontrados osteoclastos em
estagio de degeneracao ou inativos. No interior das lacunas isentas de
osteoclastos havia feixes de fibras colagenas inseridas no osso alveolar
dirigindo-se para o interior do ligamento. Os osteoclastos ativos eram
bem maiores, apresentando maior numero de nucleos e organelas que
os grupos anteriores (Figura 23 C, pagina 145). As mitocdndrias
abundantes e exuberantes estavam dispersas pelo citoplasma, exceto
na borda em escova (Figura 23 E, pagina 145). O complexo de Golgi e o
reticulo endoplasmatico rugoso eram bem desenvolvidos e pobde-se
observar um aumento de ribossomas livres. A caracteristica mais
marcante na diferenciacdo entre os osteoclastos dos demais grupos
encontrava-se na borda em escova, cujos processos citoplasmaticos
eram dramaticamente maiores em largura e profundidade, o que

aumentava a superficie de absorcao (Figura 23 D, pagina 145). Células
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companheiras, semelhantes as dos grupos controle e placebo, estavam
presentes.

No lado de tracdo do ligamento periodontal observou-se baixa
celularidade (Figura 24 D, pagina 146). Havia rompimento e
espacamento dos feixes de fibras colagenas. O espaco extracelular era
caracterizado por zonas claras entre as células, indicando edema
(Figura 26 A, pagina 148). Alguns fibroblastos e cementoblastos
apresentavam desintegracdo e ruptura da membrana citoplasmatica
levando a perda parcial ou completa do conteudo citoplasmatico que
ficavam dispersos no espacgo extracelular (Figura 24 E, pagina 146). Os
nucleos dos fibroblastos afetados mostravam consideravel variagcdo no
contorno e tamanho (Figura 26 B, pagina 148). Os cementoblastos
apresentavam poucas organelas dispersas pelo citoplasma. O reticulo
endoplasmatico rugoso e o complexo de Golgi eram pouco
desenvolvidos (Figura 24 E, pagina 146).

Foram identificadas alteracoes nos osteoblastos localizados
proximos a superficie Ossea, tais como dilatacao do reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocéndrias edemaciadas com cristas
distorcidas, separadas e desorganizadas e apresentando menor
eletrodensidade que as mitocondrias integras (Figura 25 A, B e C,
pagina 147). Os osteodcitos situados no interior da matriz 6ssea nao
apresentaram alteracdes ultraestruturais quando comparados aos dos
demais grupos (Figura 26 E e F, pagina 148). Na regiao proxima ao 0sso
alveolar foram encontrados macrofagos ativos (Figura 25 D, pagina 147).

Essas ceélulas de formato irregular eram volumosas e possuiam
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numerosas e bem desenvolvidas organelas citoplasmaticas (Figura 25 F,
pagina 147). O complexo de Golgi era abundante, demonstrando
caracteristicas de plena atividade com membranas expandidas, dilatacéao
das cisternas e vesiculas circulantes de diversos tamanhos. Os
lisossomos eram numerosos e variavam em tamanho, forma e densidade
(Figura 25 E, pagina 147). Reticulos endoplasmaticos do tipo rugoso e
liso, bem desenvolvidos, também foram identificados. As mitocondrias
eram grandes e numerosas. A superficie dessa célula era moldada com
numerosas pregas e projecoes digitiformes, o que revela atividade de

fagocitose.
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Figura 17 Eletromicrografias (MET) do grupo controle. A) cementoblasto, 7000X; B)

fibras de Sharpey (fs) embebidas no cemento (c), 20000X; C) proximidade
entre cementoblastos (cb), 7000X; D) processos citoplasmaticos do
cementoblasto (seta), 20000X; E) aprisionamento de osteoblastos, 3000X;
F) ostedcito, 3000X. n - nucleo; rer - reticulo endoplasmatico rugoso; cg -

complexo de Golgi; o - ostedcito; m - mitocdndria; oa - 0sso alveolar.
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Figura 18 Eletromicrografias (MET) referentes ao grupo controle. A) osteoblasto (ob)

junto a superficie 6ssea, 3000X; B) osteoblasto em detalhe, 12000X; C)
fibroblastos na regidao central do LPD, 3000X; D) C em maior aumento,
7000X; E) fibroblasto com nucleo polarizado (f), 12000X; F) porgdes de dois
fibroblastos adjacentes, 7000X. n - nucleo; cg - complexo de Golgi; rer -
reticulo endoplasmatico rugoso; m - mitocdndria; fc - fibras coladgenas; oa -
osso alveolar; f - fibroblasto.
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Figura 19 Eletromicrografias (MET) referentes ao grupo controle. A) osteoclasto
quiescente, 7000X; B) osteoclasto ativo, 7000X; C) células companheiras
(cc), 7000X; D) borda em escova, 7000X; E) fibras colagenas (fc) na
regido central do LPD, 12000X; F) fibras de Sharpey (fs), 7000X. n -
nucleo; oc - osteoclasto; rer - reticulo endoplasmatico rugoso; pc -

processo citoplas-matico; f - fibroblasto; m - mitocondria; zc - zona clara;

oa - 0sso alveolar.
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Figura 20 Eletromicrografias (MET) do grupo placebo. Lado de pressao: A)
osteoclasto ativo, 3000X; B) borda em escova (bd), 12000X; C) célula
companheira, 7000X; D) e E) fibroblastos, 3000X; F) maior aumento de E,

7000X; G) cementoblasto; 7000X. n - nucleo; ¢ - cemento; m -
mitocdndria; fc - fibras colagenas; f - fibroblasto; oc - osteoclasto; pc -
prolongamento citoplasmatico; cc - célula companheira; cd - corpo denso;

rer; - reticulo endoplasmatico rugoso; oa - osso alveolar; zc - zona clara.
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Figura 21 Eletromicrografias (MET) do grupo placebo. Lado de tragdo: A) cemento-

blastos em intima relagdo com o cemento, 7000X; B) e C) fibras de
Sharpey embebidas no cemento, 12000X; D) osteoblastos ativos, 7000X;
E) maior aumento de D, 12000X; F) fibras de Sharpey embebidas na ma-
triz 6ssea, 20000X. n - nucleo; ob - osteoblasto; cb - cementoblasto; fc -
fibras colagenas; fs - fibras de Sharpey; rer - reticulo endoplasmatico

rugoso; m - mitocéndria; ¢ - cemento; oa - osso alveolar.
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Figura 22 Eletromicrografias (MET) do grupo placebo. Lado de tragado: A) ostedcito,
3000X; B) maior aumento de A, 12000X; C) fibroblastos (f) distendidos,
3000X; D) fibroblastos com extensos rer revelam intensa atividade

secretora, 7000X; E) processo citoplasmatico do fibroblasto (seta), 12000X;
F) volumosos complexos de Golgi do fibroblasto, 12000X. n - nucleo; fc -
fibras colagenas; rer - reticulo endoplasmatico rugoso; m - mitocéndria; gs

- grénulo de secregao; cg - complexo de Golgi; oa - 0sso alveolar.
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Figura 23 Eletromicrografias (MET) do grupo experimental. Lado de pressdo: A)
fibroblastos, 3000X; B) A em detalhe, 7000X; C) osteoclasto, 7000X; D)
borda em escova, 12000X; E) mitocdndrias perinucleares, 12000X; F)
lacuna de Howship (seta), 3000X. n - nucleo; f - fibroblasto; fc - fibras

colagenas; oc - osteoclasto; rer - reticulo endoplasmatico rugoso; m -

mitocéndria; pc - prolongamento citoplasmatico; oa - osso alveolar.




Figura 24 Eletromicrografias (MET) do

grupo experimental. Lado de pressao:
A) cementoblastos situados nas
proximidades da superficie cementaria,
3000X; B) cementoblasto com poucas

organelas distribuidas pelo citoplasma,
7000X; C) ocorréncia de dano tecidual
préximo ao cemento, 7000X. Lado de
tragao: D) evidente redugdo na
celularidade na regiao do ligamento

periodontal préxima ao cemento, 3000X;

E) espagos claros entre as fibras colagenas e danos celulares, presentes proximo a
superficie cementaria, 7000X. n - nucleo; ¢ - cemento; ¢b - cementoblasto; fc - fibras
colagenas; ei - espago intercelular; pc - prolongamento citoplasmatico; m -

mitocdndria; rer - reticulo endoplasmatico rugoso.
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Figura 25 Eletromicrografias do grupoxperimental. Lado de tragao: A) osteoblasto

junto ao osso, 3000X; B) osteoblasto proximo a superficie dssea, 7000X;
C) A em maior aumento, 12000X; D) macrofagos ativos, 12000X; E)
macrofago com numerosos lisossomos, 7000X; F) D em maior aumento,
12000X. n - nucleo; ob - osteoblasto; fc - fibras colagenas; | - lisossomo;
mc - macréfago; m - mitocdndria; rer - reticulo endoplasmatico rugoso; cg
- complexo de Golgi; oa - osso alveolar.
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Figura 26 Eletromicrografias (MET) do grupo experimental. Lado de tragao: A) pré-
senga de espagos intercelulares (ei) indicando edema, 3000X; B) maior
aumento de A, 7000X; C) dano celular (seta), 7000X; D) alargamento e
distorgao mitocondrial, 12000X; E) ostedcito, 3000X; F) ostedcito em
maior aumento, 12000X. n - nucleo; f - fibroblasto; oa - osso alveolar; fc -

fibras colagenas; m - mitocOndria; rer - reticulo endoplasmatico rugoso.
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6 DISCUSSAO

As reacgbes teciduais que ocorrem no movimento dentario
ortodéntico resultam de mudancas geradas na distribuicdo da tracéo e
da pressao sobre o periodonto a partir da aplicagcao da forga ortoddntica,
dependendo do estado bioldgico deste tecido.

Fatores locais relacionados aos dentes e a oclusao influenciam a
estrutura alveolar e o proprio remodelamento o6sseo (SANDY,
FARNDALE e MEIKLE, 1993; LINDHE, KARRING e LANG, 1999). Por
outro lado, pacientes que requerem tratamento ortodéntico tambéem
podem apresentar variacoes do metabolismo o6sseo normal devido a
doencas sistémicas ou como resultado de modulacao farmacoldgica,
afetando ndao s6 a qualidade como a quantidade do movimento dentario
(MIDGETT, SHAYE e FRUGE, 1981; COLLINS e SINCLAIR, 1988;
ROBERTS, 1996). O fato de ser, o diazepam, medicamento amplamente
utilizado como droga ansiolitica e anticonvulsivante, além da falta de

trabalhos sobre sua influéncia no remodelamento dos tecidos



periodontais durante a movimentacdo dentaria ortodéntica, motivaram o
desenvolvimento dessa pesquisa.

O modelo experimental utilizado foi a cobaia, da espécie Cavia
porcellus, animal utilizado em grande numero de trabalhos experimentais
relacionados a Farmacologia e Ortodontia (LITTON, 1974; LEFORT e
VARGAFTIG, 1978; KEHOE, COHEN, ZARRINIA et al., 1996). A
organizacao dos tecidos do periodonto desses animais, bastante
semelhante a dos seres humanos, facilita a associacao entre os
resultados obtidos e possibilita a visualizacdo das reacoes tissulares no
processo alveolar como um todo através da ML. O tamanho reduzido da
largura periodontal das cobaias também permite o estudo detalhado do
osso alveolar, ligamento periodontal e superficie radicular no
microscopio eletrénico de transmissao (LITTON, 1974; RYGH, 1977;
KEHOE, COHEN, ZARRINIA et al.,, 1996). De acordo com REITAN e
RYGH (1994) todas as experiéncias de curta duracao com animais sao
totalmente comparaveis com as feitas em seres humanos. Nas
experiéncias de longa duragdo com animais € necessaria a comparacao
cuidadosa com o osso das areas de controle.

De modo semelhante aos seres humanos, as cobaias sao animais
naturalmente deficientes da enzima L-gluconolactona-oxidase,
responsavel pela Ultima etapa da conversdo da D-glucose em a&acido
ascorbico. Assim, fez-se necessaria a suplementacao dietética com
vitamina C, para evitar o aparecimento de sinais e sintomas tipicos do

escorbuto (LITTON, 1974; OGAWARA, AOKI, OKIJI et al., 1997).
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O calculo para a administracao do diazepam foi feito de modo a se
obter a producdo de sedacao, sem efeitos adversos no comportamento
ou saude geral do animal (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE,
1984).

A forca aplicada para promover a separa¢cao dos incisivos
superiores das cobaias foi de 25g, considerada forca ideal e capaz de
induzir ao rompimento tecidual de maneira ordenada e a remodelacao
ossea e do ligamento periodontal nesses animais (STOREY, 1955;
BOTTING e STOREY, 1973; KEHOE, COHEN, ZARRINIA et al., 1996). A
diferenca na reacao tecidual das estruturas de suporte dentario sob a
aplicacao de forcas leves e pesadas foi tema de diversos estudos, com
varias evidéncias na literatura favorecendo e contradizendo cada ponto
de vista (STOREY e SMITH, 1952; UTLEY, 1968; BOTTING e STOREY,
1973; REITAN e RYGH, 1996). Nesse trabalho, a absorcdo Ossea
encontrada foi do tipo frontal, sendo compativel com os trabalhos que
relacionam o tipo de remodelamento 6sseo com a quantidade de forca e
a manutencao da vascularidade do ligamento (MACAPANPAN,
WEINMANN e BRODIE, 1954, GIANELLY, 1969).

A aplicacao de forca ideal tem correlacdo direta com as
propriedades elasticas da liga e fios usados em Ortodontia, assim como
seu diametro e comprimento (WATERS, HOUSTON e STEPHENS,
1981). A escolha da liga TMA para a confeccédo do dispositivo utilizado
fundamentou-se no principio fisico de que os fios ortodénticos com baixo
nivel de tensao/deformacao liberam forcas mais constantes, devido a

menor alteracao da forca gerada em funcao da deformacao (BURSTONE
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e GOLDBERG, 1980; KEHOE, COHEN, ZARRINIA et al., 1996). A
incorporacdo do helicéide e o comprimento da haste dos dispositivos
usados nesse experimento permitiram o aumento do comprimento do fio
e a reducao da forca para nivel fisiologicamente aceitavel para a espécie
(BOTTING e STOREY, 1973; WATERS, HOUSTON e STEPHENS, 1981,
KEHOE, COHEN, ZARRINIA et al., 1996).

Sabe-se que quando a forca ortodbéntica é aplicada ao dente, o
osso alveolar no lado de pressao sofre ciclos sucessivos de absorcao e
formacao oOssea, enquanto no lado de tracao ha predominio da
deposicao ossea (TYER, GIANELLY e RUBENS, 1968; RYGH, 1972,
1973; KING e THIEMS, 1979; LILJA, LINDSKOG e HAMMARSTROM,
1983; SHANFELD, JONES, LASTER, et al., 1986; SCHEIJMANS,
DIEUDONNE, ANDERSEN et al, 1996). Provavelmente, existem
multiplos caminhos para a ativacé@o das células associadas aos tecidos
periodontais, seja através da resposta inflamatéria, ou pela deformacéao
mecanica das células, ou ainda como resultado dos potenciais elétricos
gerados pelo estresse mecanico do osso (efeito piezoelétrico)
(DAVIDOVITCH, FINKELSON, STEIGMAN et al., 1980; ROBERTS,
GOODWIN e HEINER, 1981; McDONALD, 1983; DAVIDOVITCH,
NICOLAY, NGAN, et al., 1988; McDONALD, 1993). De qualquer modo, o
estimulo mecéanico age como gatilho de ativacao celular que resulta no
remodelamento O0sseo, a partir das alteracdes bioquimicas geradas no
ambiente intracelular, indicativas de mudanca nas taxas de proliferacao,

diferenciacao e sintese (HARTER, HRUSKA e DUCAN, 1995).
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Varios trabalhos relacionam o AMPc como mediador da resposta
biolégica nos processos inflamatérios, incluindo a quimiotaxia de
macrofagos com liberagdo de colagenases e o estimulo a absorcao
ossea (DAVIDOVITCH e SHANFELD, 1975; RODAN, BOURRET,
HARVEY et al., 1975). Segundo YAMASAKI| (1983), o movimento
dentario ortoddntico seria desencadeado pela perturbacdo mecénica dos
tecidos periodontais, levando ao aumento na concentracdo de
mediadores quimicos, entre os quais, o AMPc, agiria como modulador da
atividade osteoclastica culminando com a absorcdo oOssea e o
movimento do dente.

O aumento dos niveis de AMPc no osso alveolar de gatos
submetidos a movimentacdo ortoddntica, também sugere sua atuacao
como elemento intermediario ao estimulo mecéanico aplicado, tal como
ocorre na acao de hormédnios e drogas (SUTHERLAND e RALL, 1960;
KLEIN e RAISZ, 1971; DAVIDOVITCH, FINKELSON e STEIGMAN,
1980). DAVIDOVITCH e colaboradores (1980) demonstraram que os
niveis de AMPc estao aumentados em areas de absor¢cdao 6ssea durante
o movimento ortoddntico, indicando sua correlacado com a atividade
celular. Na busca sobre o papel dos nucleotideos ciclicos na indug¢ao da
absorcao oOssea durante o movimento dentario, YAMASAKI (1983)
utilizou tanto inibidores (teofilina) como ativadores (imidazol) da enzima
fosfodiesterase, responsavel pela degradacao do AMPc, e concluiu que
a administracado da teofilina aumenta o numero de osteoclastos junto a
superficie O0ssea enquanto o imidazol inibe o aparecimento dessas

celulas.
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Como durante o movimento dentario ortodéntico ha um aumento
dos niveis de AMPc no ligamento periodontal e o diazepam é um potente
inibidor da fosfodiasterase, poder-se-ia esperar que o0 aumento da
concentragao intracelular desse nucleotideo influenciasse a taxa de
absorgcéo ossea e, consequentemente, do movimento dentario.

Os dados obtidos pelo registro da separagao entre os incisivos
superiores das cobaias revelaram diferenca estatistica significativa nas
meédias entre grupos testados. O grupo experimental apresentou
consideravel quantidade de separagao dentaria (2,38+0,12mm) quando
comparado ao grupo placebo (1,28+0,11mm), indicando que no grupo
submetido a administracado de diazepam a extensao do movimento
dentario foi 70% maior. (p<0,05) (Figura 27, pagina 154). De fato,
evidéncia de que a administracao de diazepam aumenta o movimento
dentario também foi relatada por BURROW e colaboradores (1986),

embora o fato nao tenha sido creditado a alteragao nos niveis do AMPc.

A B

Figura 27 Fotografias do 14 dia de experimento mostrando a separagao dentaria:

A) grupo placebo; B) grupo experimental.
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Esses dados demonstram que o recrutamento e a atividade das
células 6sseas estao sujeitos a acado de fatores locais e sistémicos,
sendo que o delicado equilibrio entre a formacao e a absorcao 6ssea
pode ser rompido por agentes farmacoldgicos rotineiramente utilizados
na Medicina para o tratamento das mais diversas patologias, com
possiveis efeitos sobre o movimento dentario, no caso de pacientes em
tratamento ortodéntico (RODAN e MARTIN, 1981; MARKS e POPOFF,
1988; AUBIN, 1989; BURR e MARTIN, 1989; SANDY, FARNDALE e
MEIKLE, 1993; SODEK e McKEE, 2000).

Os varios estagios de diferenciacao dos osteoclastos refletem sua
morfologia, assim como sua atividade (NIJWEIDE, BURGER e FEYEN,
1986). Neste processo, a concentracdo intracelular de ions Ca®* e de
AMPc é fundamental (KLEIN e RAISZ, 1971; RODAN e RODAN, 1974;
RODAN, BOURRET, HARVEY et al, 1975; YAMASAKI, 1983). Os
osteoclastos seguem trajeto especifico a partir da medula Ossea,
passando para a circulacdo sanglinea e ao 3¢ dia, apés a ativagcéao
inicial do aparelho ortodéntico, osteoclastos ativos ja podem ser
identificados junto a -superficie oOssea adjacente ao ligamento
periodontal, sendo indicativo de atividade absortiva a presenca da borda
em escova e de vesiculas citoplasmaticas de tamanhos variados no
espaco da lacuna de Howship (HUGHERS e KING, 1998; KING,
ARCHER e ZHOU, 1998). Apds o periodo de absorcao ha o predominio
da fase de reparo quando entao os osteoclastos nao sao mais
encontrados nas lacunas de Howship, sendo substituidos por células

mononucleares (TSAY, CHEN e OYEN, 1999). A existéncia de
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osteoclastos mononucleares tem sido descrita por diversos
pesquisadores (DUDLEY e SPIRO, 1961; NIJWIEDE, BURGER e
FEYEN, 1986, DOMON e WAKITA, 1991), sendo caracterizados como
células inativas resultantes da desintegracdo de osteoclastos
multinucleares, desconhecendo-se, entretanto, sua capacidade de iniciar
novo ciclo de atividade pela fusao, apos estimulo apropriado, ou
sofrerem completa degeneracao. No grupo controle, observou-se
presenca de poucos osteoclastos ativos e quiescentes junto a cortical
interna do osso alveolar caracterizando atividade de remodelamento
osseo. Osteoclastos do grupo placebo encontrados no lado de presséao
eram numerosos, maiores e apresentavam bordas em escova mais
desenvolvidas, em comparacao ao grupo controle, caracterizando o
aumento da atividade dessas células.

O estimulo a formacao dos osteoclastos pelo acumulo intracelular
de AMPc pbde ser aferida indiretamente no grupo experimental. Essas
células ja podiam ser identificadas em abundéncia ja ao 3¢ dia, se
comparado ao grupo placebo. Além disso, a diferenga mais marcante no
grupo experimental era.o grande avanco da frente de absorcao sobre a
superficie o6ssea que se manteve durante todo o periodo do
experimento, evidenciada pela maior largura do ligamento no lado de
pressao nesse grupo. A fase de reparo do ligamento periodontal foi
nitidamente prejudicada nesses animais. Ao se comparar os cortes
histologicos do 14° dia, pdde-se observar que no grupo placebo, nao
havia osteoclastos no lado de pressao, como esperado, predominando a

fase de reparo do ligamento e osso alveolar (KING, KEELING e
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WRONSKI, 1991). No grupo experimental, embora areas ativas de
absorcdo ja nao fossem vistas, a atividade celular osteogénica para
reparo da superficie ainda estava lenta, fato que pode estar relacionado
a capacidade do diazepam em afetar quantitativamente e
qualitativamente a atividade osteoblastica.

Apos a aplicacao de forca ortodédntica no periodonto ha tendéncia
dos tecidos conjuntivos se remodelarem a fim de se obter o equilibrio
entre proliferacao celular, migracao, diferenciacao, sintese e degradacao
de matriz, constituindo mecanismo adaptativo inerente ao processo de
remodelamento. A ML revelou mudangas na disposicao das fibras
periodontais durante o movimento dentario ortodéntico. No 3¢ e 7° dia,
no lado de tracdo do grupo placebo, as fibras colagenas mantinham-se
estiradas, adaptando-se ao progressivo aumento da distadncia entre o
osso alveolar e o cemento. A regeneracado das fibras vista a partir do
14¢ dia foi alcangcada pela proliferacéao de fibroblastos e pela formacgéao
de novas fibras, com espiculas 6sseas sendo largamente depositadas
pelos osteoblastos na superficie alveolar seguindo a diregcao das fibras
distendidas. Isso confirma a relacdo existente entre a densidade de
osteoblastos presentes sobre a superficie o0ssea e velocidade da
histogénese (MUNDY, 1999).

Por outro lado, a administracado de diazepam provocou profundas
alteracoes no aspecto morfolégico e na organizacao tecidual do
periodonto. Nesse grupo houve diminuicao da densidade celular do
ligamento periodontal em todos os dias de observacao. No lado de

tracdo da superficie Ossea alveolar havia grande desarranjo da
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organizacao fibrilar, com destruicdo da propria morfologia das fibras
colagenas e retardo na reconstituicao da integridade do ligamento, tanto
no 3¢ como no 7¢ dia. A osteogénese ainda nao havia progredido
substancialmente sobre a superficie alveolar ao 14< dia de observacao,
refletindo-se na manutencdo da extensa largura do espag¢o do ligamento
periodontal.

A intensa vasodilatacdo observada nos animais do grupo
experimental na ML demonstrou, indiretamente, a interrelacdo entre o
AMPc e a acao das prostaglandinas (SOMJEN, BINDERMAN, BERGER
et al., 1980; SHANFELD, JONES, LASTER et al, 1986). Essas
substancias sao potentes vasodilatadores, tanto em humanos como em
cobaias (HAMBERG e -SAMUELSSON, 1972), e seu mecanismo de
transducdo envolve especificamente a atividade da adenilciclase e o
aumento dos niveis de AMPc (PICKLES, 1967; SOMJEN, BINDERMAN,
BERGER et al., 1980; INSEL, 1996).

Fatores hormonais, como estréogenos, PTH, metabdlitos da
vitamina D, além de fatores produzidos localmente como citocinas,
reguladores do crescimento celular e prostaglandinas podem agir tanto
na atividade, quanto na quantidade de células osseas (NIJWEIDE,
BURGER e FEYEN, 1986). Essas substancias modificam a
capacidade absortiva dos osteoclastos, aumentando ou diminuindo-a
através de alteragcdes transitorias ou permanentes na morfologia da
célula, em suas organelas intracelulares (AUBIN, 1989). As presencas
da borda em escova e da zona clara estao entre as caracteristicas mais

marcantes dos osteoclastos (SCOTT e PEASE, 1956; DUDLEY e SPIRO,
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1961; KALLIO, GARANT e MINKIN, et al.,, 1972; KING e HOLTROP,
1975; DOMON e WAKITA, 1991), e embora a ML nao permita a
demonstracédo conclusiva dessas estruturas (DOMON e WAKITA, 1991),
esta dificuldade é suprida pela MET, permitindo assim a visualizacao
das alteracdes provocadas pelos horménios osteotropicos e por outras
substancias quimicas (GONZALES e KARNOVSKY, 1961; DUDLEY e
SPIRO, 1961; HANCOX e BOOTHROYD, 1961; EVERTS, DELAISSE,
KORPER et al., 1992).

Embora o mecanismo de acao do PTH e da calcitonina sobre o
tecido 6sseo seja mediado pelo aumento na concentracédo do AMPc, os
efeitos produzidos sao radicalmente antagénicos (SMITH e JOHNSTON,
1975). HOLTROP e colaboradores (1974) avaliaram os efeitos
ultraestrururais nos osteoclastos de substdncias como o PTH,
calcitonina e colchicina, dando especial atencao as areas como a zona
clara e a borda em escova. Esses autores concluiram que o efeito
morfolégico do PTH sobre os osteoclastos caracteriza-se pelo grande
aumento da borda em escova. Nos animais sem interferéncia do PTH a
borda em escova representava cerca de 11% do tamanho total do
osteoclasto, enquanto que no grupo experimental essa proporgcao
aumentou para 64% e as bordas em escova apresentavam maior largura
e profundidade. Devido a intermitente capacidade dos osteoclastos de
se movimentar pela superficie 0ssea, as células induzidas pelo PTH
atuam em multiplos episdédios de absorcéo 0ssea, aumentando o numero
de lacunas (KLEIN e RAISZ, 1970; McSHEEHY e CHAMBERS, 1986).

Por outro lado, a administracao tanto de colchicina, como de calcitonina,
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reduz o numero de osteoclastos com bordas em escova e estas, quando
presentes, apresentavam poucas e delgadas projecdes citoplasmaticas.
Acredita-se que ocorra diminuicdo da frequéncia da borda em escova e
aumento da zona clara, pela conversao de boa parte da borda em
escova em zona clara (HOLTROP, RAISZ e SIMMONS, 1974). KALLIO e
colaboradores (1972) afirmaram que a calcitonina & responsavel pela
auséncia de borda em escova em osteoclastos tratados com esse
horménio hipocalcémico.

Os bisfosfonados, conhecidos como potentes inibidores da
absorcao o6ssea, também produzem  alteracdbes morfologicas
caracteristicas no citoesqueleto dos osteoclastos, reduzindo o tamanho
e a presenca da borda em escova (MILLER e JEE, 1979).

Nesta pesquisa, os resultados obtidos através da analise da MET,
revelaram que o diazepam promoveu efeito direto na estrutura e
tamanho das células. Os osteoclastos apresentaram aumento na largura
e profundidade dos prolongamentos citoplasmaticos da borda em
escova, com organelas bem desenvolvidas e em grande atividade. Estas
observacdes suportam a hipotese de que o diazepam interfere na
atividade osteoclastica, acelerando-a, mediante a modificacbes na
morfologia e estrutura intracelular. As lacunas de Howship livres de
osteoclastos, porém vizinhas as lacunas ocupadas corrobora com os
relatos sobre a capacidade de movimentacdo dessas células sobre a
superficie 6ssea (McSHEEHY e CHAMBERS, 1986).

No lado de tracdo do grupo experimental foram identificados

varios graus de destruicao tecidual na estrutura do periodonto, tais como
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acentuada vasodilatacao, danos celulares, altera¢cdbes na morfologia das
fibras colagenas e infiltrado macrofagico. As alteracdes nas organelas
dos osteoblastos incluem mitocondrias dilatadas, com pouca densidade
e distorcidas, além do desaparecimento das cristas mitocondriais,
alargamento de sacos endoplasmaticos em algumas células, o que
prejudica a atividade sintética dessa célula. Esse quadro confirma a
nitida diminuicao na formacao 6ssea observada na ML.

A presenca de macrofagos sugere seu provavel envolvimento com
a substituicao do colageno (KING e THIEMS, 1979; BERTOLAMI e
BRONSON, 1989). Varios trabalhos tém demonstrado que o AMPc esta
relacionado ao processo inflamatorio e a destruicao tecidual, o que inclui
estimulo a atividade . dos macrofagos e a absorcao ossea. Os
macrofagos sao particularmente importantes no processo de reparo
tecidual, pois sdo células que liberam colagenases para degradacao das
fibras colagenas danificadas, além de substancias quimiotaticas que
estimulam a proliferacao de fibroblastos e a presenca de células
endoteliais (BERTOLAMI e BRONSON, 1989; SHEWEMI, SHAMMARY,
ZAMEL et al., 1996).

Apesar de nao terem sido realizadas afericbes quanto a
mobilidade dentaria é provavel que a administracdo de diazepam nos
pacientes com aparelhagem ortodontica acentue o grau de mobilidade,
devido ao excessivo alargamento do espag¢o periodontal sem
correspondente formacao 6ssea para reconstituir a largura do ligamento,

fato evidenciados nos animais do grupo experimental.
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A caracteristica mais marcante observada no grupo placebo
através da MET foi o alto nivel de atividade das células do ligamento.
Apds trés dias da aplicacdo da forca, a analise ultraestrutural dos
fibroblastos e osteoblastos presentes mostrou um  reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido, sugerindo que o estimulo
ortodéntico favorece a sintese de proteinas, mantendo-a em niveis
elevados durante todo o movimento dentario.

As areas claras no ligamento periodontal, ja observadas no 3° dia
através da MET, muito provavelmente estdo associadas aos danos
celulares observados, em graus variados, nos fibroblastos,
cementoblastos, osteoblastos e osteoclastos.

Os fibroblastos constituem populacao de células multifuncionais
envolvidas com o remodelamento do colageno, fato diretamente
relacionado com a capacidade do tecido conjuntivo periodontal de se
adaptar as demandas funcionais dele requerida (CHO e GARANT, 2000).
Varios estudos sugerem que osteoclastos, fibroblastos e macrofagos
estdao envolvidos na fagocitose do colageno, onde grande quantidade de
colageno é absorvida em curto periodo de tempo pela acdo da enzima
colagenase (PARAKKAL, 1964; GARANT, 1976, BRUDVIK e RYGH,
1994 b). Entretanto, a rapida degradacdo do colageno nos tecidos
periodontais pode ter efeitos deletérios, pelo rompimento do ténue
equilibrio com atividade de sintese de novas moléculas (TEN CATE e
DEPORTER, 1975). A deficiéncia de vitamina C e a doenca periodontal
demonstram claramente o desequilibrio entre formacéo e degradacao do

colageno, prejudicando inclusive a formacao de ostedide (BOOTH e
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UITTO, 1981; SODEK, 1989; MIYAJIMA, ITO, MATSUYAMA et al., 1995;
OGAWARA, AOKI, OKIJI et al., 1997). As alteracdes ultraestruturais
observadas nos fibroblastos do grupo experimental podem estar
relacionadas a concentracao de AMPc, pelo que de acordo com RODAN
e colaboradores (1975), niveis elevados deste nucleotideo inibem o
crescimento e a atividade de fibroblastos in vitro.

Durante o movimento dentario, as fibras colagenas ficam
alongadas e ha formacdo Ossea nas areas de tracdo (HELLER e
NANDA, 1979; BUMANN, CARVALHO, SCHWARZER et al., 1997). DIAZ
(1978) ressaltou que nao ha aumento do metabolismo do colageno no
ligamento periodontal dos dentes submetidos a movimentagcéo
ortodontica, e sim o favorecimento a neoformacédo de fibras colagenas
no lado de tracdo e de degradacado no lado de pressao, através da
reducao da producéo de colageno.

Varios agentes farmacolégicos podem alterar o metabolismo do
colageno sejam por agir diretamente na via de sua sintese ou por
provocar danos as organelas intracelulares dos fibroblastos. Drogas
como a colchicina que provocam a despolimerizacdo dos microtubulos e
a ruptura da organizacao normal do complexo de Golgi, prejudicam a
rede microtubular essencial para o transporte e exocitose normal de
granulos secretores de colageno e para a manutencao de um
relacionamento normal entre o Golgi e as outras organelas dos
fibroblastos (CHO e GARANT, 1981; GARANT e CHO, 1989). A
administracao de latirogeno inibe a ligacao entre as cadeias

polipeptidicas da molécula do colageno, causando rapida deterioracao
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das fibras colagenas do ligamento periodontal submetido a forcas
ortoddnticas, com grande aumento da mobilidade dentaria (HELLER e
NANDA, 1979). Outras drogas como citocalasinas e colcemidas alteram
drasticamente a atividade contratil celular e a integridade
citoesquelética, impedindo, por exemplo, a compactacao, a orientacédo e
o alinhamento das fibras colagenas com os fibroblastos, ja a PGE, inibe
a contratilidade do colageno (AUBIN, 1989). Niveis aumentados de
AMPc estimulam a degradacéao do colageno em processos inflamatérios,
num mecanismo associado a ac¢édo das prostaglandinas (RODAN,
BOURRET, HARVEY et al, 1975; KING e THIEMS, 1979; MARKLUND,
LERNER, PERSSON et al., 1994).

As observagboes. histologicas realizadas nas cobaias que
receberam diazepam revelaram desorganizacdo na arquitetura e
morfologia do ligamento periodontal pelo rompimento dos feixes de
fibras colagenas e diminuicao de sua sintese devido os danos causados
nos fibroblastos. Estudos sobre cinética celular tém demonstrado
aumento simultdneo da proliferacéo das células do ligamento periodontal
e da resposta osteogénica (ROBERTS e JEE, 1974; ROBERTS,
GOODWIN e HEINER, 1981; ROBERTS e CHASE, 1981), sendo que
novos osteoblastos sdao formados localmente pela proliferacao e
diferenciacdo de células do ligamento periodontal semelhantes aos
fibroblastos (MACAPANPAN, WEINMANN e BRODIE, 1954; YEE, 1979).
A partir do estimulo ortodéntico, aproximadamente metade da populacao
de fibroblastos do ligamento periodontal possui capacidade de

diferenciacédo em células da linhagem osteogénica, enquanto o restante
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nao sofre recrutamento para tal fim (ROBERTS e FERGUNSON, 1989).
Pode-se supor que os danos causados pelo diazepam nos fibroblastos
podem ser, em parte, responsaveis pela reduzida formacado o&ssea
observada no grupo experimental (RODAN, BOURRET, HARVEY et al.,
1975).

Fato que merece atencdo €& que a resposta fisiolégica ao
movimento dentario ortodéntico pode aumentar tanto a absorcdo como a
formacao o6ssea (ROBERTS e FERGUSON, 1989). Considerando a
existéncia de correlacdo entre o diazepam e o aumento da absorcdo
Ossea acelerada durante o movimento dentario ortodéntico, ndo se pode
descartar a possibilidade de ocorrer perda dssea significativa durante a
terapia ortodéntica em pacientes portadores de desordens do
remodelamento 0sseo e do colageno.

Estudos histologicos tém demonstrado que o tratamento
ortodéntico, ocasionalmente, induz a indesejavel absorcdao radicular
(RYGH, 1977, BARBER e SIMS, 1981, HARRY e SIMS, 1982),
principalmente se associado a utilizacao de forcas pesadas,
responsaveis pela hialinizacao nas zonas de pressao (PHILLIPS, 1955;
LANGFORD e SIMS, 1982; LILJA, LINDSKOG e HAMMARSTROM, 1983;
BRUDVIK e RYGH, 1994 a; SISMANIDOU, HILLIGES e LINDSKOG,
1996). Além dos fatores mecanicos e bioldgicos conhecidos (KALEY e
PHILLIPS, 1991; BREZNIAZ e WASSERSRTEIN, 1993 a, b), mediadores
guimicos como as prostaglandinas também podem contribuir para a
absorcao radicular. Os efeitos da administracdo exégena de PGE,

principalmente a PGE,, parecem contribuir para a absor¢cao radicular,
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havendo relacao reciproca entre a sintese de PGE e a presenca de
AMPc (SOMJEN, BINDERMAN, BERGER et al, 1980; YAMASAKI,
SHIBATA, IMAI et al, 1984; BRUDVIK e RYGH, 1991; BOEKENOOGEN,
SINHA, NANDA et al.,, 1996; MCNAB, BATTISTUTTA, TAVERNE et al.,
1999). A alteracao sistémica dos niveis de calcio tém sido associada a
absorcao radicular induzida mecanicamente, indicando dependéncia do
sistema endocrino (MIDGETT, SHAYE, e FRUGE, 1981; GOLDIE e KING,
1984).

O controle celular da absorcao radicular ndo fisiolégica € pouco
conhecido, especialmente quando causado durante o movimento
ortodontico. A absorcdo radicular € semelhante a absorcdo dssea e
envolve dois processos: a solubilizacdo de minerais (que ocorre por
acidificacao) e pela degradacao da matriz organica (DOMON,
SHIMOKAWA, MATSUMOTO et al., 1999).

No trabalho em questdao, embora na ML e na MET nao tenham
sido detectadas lesbes radiculares e a presenca de odontoclastos,
células morfologicamente semelhantes aos osteoclastos (SASAKI,
MOTEGI, SUZUKI et al, 1988), a MEV demonstrou alteracoes nas
superficies radiculares dos grupos placebo e experimental no lado de
pressao. De fato, a utilizacdo da ML e da MET para deteccao de
absorcao radicular ¢é limitada, pois as seccbes histoldogicas sao
realizadas em parte da raiz estudada, enquanto que a MEV permite o
exame topografico de toda superficie radicular (BOEKENOOGEN,

SINHA, NANDA et al., 1996).
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As eletromicrografias de varredura do grupo placebo nao
demonstrou areas de absorcao radicular significantes, apenas algumas
depressdbes de pouca profundidade, resultando da descalcificagcéo
cementaria. O grupo experimental apresentou significativas alteracoes
na superficie cementaria e dentinaria, porém com indicios de reparacao
mineral no 14° dia de experimento.

Os cementoblastos sao responsaveis pela producao de cemento
reparativo em alta velocidade (SISMANIDOU, HILLIGES e LINDSKOG,
1996) e sua inducado ocorre a partir da populacao de células
semelhantes a fibroblastos presentes no ligamento periodontal
(ROBERTS e FERGUSON, 1989). A reducdo da populacdo de
fibroblastos afeta adversamente o processo metabdlico vital necessario
para a reparacao tecidual da superficie radicular (ZATZHENDLER e
STEIGMAN, 1999). Os danos celulares aos cementoblastos identificados
através da MET nos animais grupo experimental e a reduzida presenca
dessas células nas proximidades do cemento, nas areas de tracao, pode
ter contribuido para absorcdes radiculares profundas encontradas neste
grupo. A degradacao da-.camada mais externa protetora do pré-cemento
e das camadas formadoras de cementoblastos desencadeia a acao das
células clasticas (BRUDVIK e RYGH, 1995 ZATZHENDLER e
STEIGMAN, 1999).

E importante citar que pacientes tratados com drogas
anticonvulsivantes mostram incidéncia maior na taxa de anormalidades
radiculares, desde o encurtamento do comprimento radicular ao aumento

na absorcdo das raizes, condicoes similares as observadas nos casos
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de hipoparatireoidismo (ROBINSON, ROWE e HARRIS, 1978). Varios
estudos tém demonstrado que o tratamento com drogas ansioliticas e
anticonvulsivantes tais com a difenil-hidantoina (Dilantin), a primidone
(Misoline), a carbamazepina (Tegretol) e os fenobarbituricos, pode
provocar varios efeitos na atividade hormonal, incluindo a inibicdo da
secrecao do horménio antidiurético, da calcitonina, da insulina e do PTH
(PENTO, GLICK e KAGAN, 1973). A alteracao no metabolismo d6sseo e
do calcio que resulta em deplecédo dos niveis de calcio sérico e em
osteomalacia ou raquitismo é um dos efeitos colaterais mais marcantes
na terapia com essa classe de farmacos. Isto se deve, provavelmente,
ao metabolismo acelerado da vitamina D pela acdo de enzimas
hepaticas, fendmeno induzido pela prépria droga anticonvulsivante
(RICHENS e ROWE, 1970; LIVINGSTON, BERMAN e PAULI, 1973). E
importante ressaltar que existe intima relacdo entre a 1,25 DHCC e o
AMPc, devido a influéncia desse metabdlito sobre os niveis da proteina
quinase AMPc-dependente (AUBIN, 1989).

Nesse trabalho foram feitas avaliacdes clinicas para verificar a
extensdao do movimento dentario nos animais sujeitos ou nao a
administracao de diazepam. Apesar dos niveis de AMP ciclico nas
células do ligamento periodontal nao terem sido mensurados, as
significativas alteracdoes morfoldgicas celulares que ocorreram no grupo
experimental podem ser decorrentes do mecanismo de acéao
farmacoldégica do diazepam que inibe a enzima fosfodiesterase,
permitindo a manutencado da concentragcao elevada desse nucleotideo

nas células dos tecidos periodontais, mesmo apds a ativacao celular



169

inicial (PECK, CARPENTER e MESSINGER, 1974; DALTON, CROWLEY
e SHEPPARD, 1974; SHANFELD, JONES, LASTER et al.,, 1986). Esses
resultados associados aos obtidos por YAMASAKI (1983) e SHANFELD
e colaboradores (1986), segundo os quais o0s nucleotideos ciclicos
podem atuar como mediadores do ciclo da absorcao 6ssea em resposta
aos estimulos mecénicos ou quimicos, constituem possivel explicagcéo
para a maior extensao do movimento dentario encontrada nessa

pesquisa.
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7 CONCLUSAO

7.1 Nos animais do grupo experimental, submetidos a administracéao

de diazepam, a taxa do movimento dentario no 14° dia foi aferida em

5,61 mm e em 3,30 mm no grupo placebo, representando um aumento
de 70% na referida taxa.
7.2 Os resultados histolégicos obtidos mostraram:

7.2.1 através da ML, absorgcéo éssea frontal em ambos os grupos
submetidos a movimentacao dentaria e presencga de alteragbes teciduais
no grupo experimental, caracterizada por absorg¢édo éssea acelerada no
lado de press&o, acentuada angiogénese e vasodilatagdo, enquanto no
lado de tragdo houve desagregacédo das fibras colagenas, além de
diminuicdo da extens&o da aposi¢cdo Ossea, favorecendo o alargamento
do espago do ligamento periodontal,

7.2.2 no grupo experimental, os resultados histolégicos obtidos

através da MET evidenciaram varios graus de destruicdo tecidual
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caracterizados por danos celulares, alteragdes na morfologia das fibras
colagenas e infiltragdo de macréfagos;

7.2.3 as observagdes ultraestruturais realizadas no grupo
experimental sugerem que o diazepam causa desorganizagdo na
arquitetura e morfologia do ligamento periodontal pelo rompimento dos
feixes de fibras colagenas e diminuigdo de sua sintese devido aos danos
causados nos fibroblastos;

7.2.4 a formacéo 6ssea foi nitidamente prejudicada nos animais do
grupo experimental e o aspecto ultraestrutural dos osteoblastos foi
caracterizado pelo aumento no volume mitocondrial, por distor¢cdes e
desaparecimento das cristas mitocondriais, além do alargamento de
sacos endoplasmaticos;

7.2.5 o diazepam interferiu no mecanismo de absorcdo Ossea
acelerando a atividade osteoclastica e promovendo efeito direto na
ultraestrutura e tamanho dos osteoclastos, com aumento na largura e
profundidade dos prolongamentos citoplasmaticos da borda em escova,
além de organelas bem desenvolvidas e em grande atividade.

7.3 Os resultados histoldgicos obtidos através da MEV mostraram que
o grupo experimental apresentou padrdo de absorgdo radicular mais
agressivo que o grupo placebo, porém com indicios de reparo quatorze

dias ap6s a aplicagao da forga.
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8 RECOMENDAGOES

Uma vez que os ansioliticos e os anticonvulsivantes constituem
uma classe de medicamentos bastante utilizados nos dias atuais e que
apresentam efeitos no metabolismo 6sseo e do calcio, deve-se dar
continuidade aos estudos para que se possa conhecer mais
detalhadamente os efeitos do diazepam na recidiva, na mobilidade
dentaria e na absorcgédo radicular. Recomenda-se em caso de pacientes
usuarios destas drogas:

a) o uso de forcas leves e intermitentes associados a intervalos
mais longos de ativagcdo dos aparelhos ortodénticos, a fim de evitar o
aparecimento de zonas hialinizadas e permitir a reorganizagao tecidual,

b) acompanhamento radiografico, em intervalos menores de
tempo, para verificar presenga de absorgdes radiculares;

c) aumentar o tempo de contencdo apds o tratamento ortoddntico

reduzindo os riscos de recidiva, e



173

d) tratamento cauteloso em pacientes com histéria prévia de
doencga periodontal ou portadores de pouca inser¢cdo Ossea, a fim de

evitar-se o agravamento da perda éssea.
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