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RESUMO

A Ortodontia € a unica especialidade da Odontologia que utiliza o processo
inflamatério como um meio de solucionar problemas estéticos e funcionais. A
remodelagdo e o metabolismo désseo, associado ao processo de movimentagao
dentaria induzida pela aplicacdo de for¢ca ortodéntica, sdo regulados por muitos
fatores de crescimento locais e sistémicos. Durante a aplicacao de for¢a ortodéntica,
a movimentacao dentaria é prejudicada pela presenca de areas hialinas as quais sao
removidas quando corre uma adequada neovascularizacdo. Visto que, o
desenvolvimento da angiogénese na movimentacdo dentaria é incompletamente
entendido, neste trabalho foi avaliada a expressao de duas citocinas angiogénicas -
FGF basico e VEGF (basic Fibroblastic Growth Factor e Vascular Endothelial Growth
Factor) - por células do ligamento periodontal de ratos submetidos a movimentacao
ortodbntica. A amostra constituiu-se de 18 ratos, utilizando-se como controle o
primeiro molar do lado ndo movimentado e no contralateral, primeiro molar direito, foi
aplicada 50g de forga ortoddntica. Observaram-se alteragcdes significativas na
expressdo das citocinas estudadas, decorridos trés, sete e catorze dias de
movimentacao. Encontrou-se expressao aumentada de FGF basico e VEGF no lado
movimentado em relacdo ao controle (P<0,05). Diferengcas estatisticamente
significantes foram vistas também entre as areas de tensao e pressao. Os resultados
sugerem que a reorganizacado do ligamento periodontal submetido a aplicacao de
forca ortoddntica pode sofrer grande influéncia dos fatores de crescimento

estudados.

Palavras-chave: Angiogénese, VEGF, FGF basico, movimentacdo ortoddntica,
ligamento periodontal.
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ABSTRACT

Orthodontics, an odontological speciality, uses inflammatory events in order to
solve functional and esthetical alterations. Changes in bone metabolism and
remodeling, occurring during teeth movement by orthodontical treatment, are
regulated by several growth factors. Teeth under this type of treatment can not move
unless necrotic hyalin areas are removed. In order for this to occur neovascularization
is necessary. As angiogenesis development in orthodontic movement is not well
known, in this work two angiogenic cytokines - VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) and basic FGF (basic Fibroblast Growth Factor) — expression by periodontal
cells are studied. An orthodontic strength of 50g was applied on the first molar of 18
male rats and the counter-side first molar used as control. VEGF and basic FGF
expression were studied, using immunohistochemistry, in samples tissue collected on
39 7" and 14" days after the 50g strength were applied. Histological and
morfometric analysis showed a higher expression of both VEGF and basic FGF in the
experiment side than in control side (P<0,05) on the day evaluated. Statistical
significant differences between tension and pressing areas were also found. The
results suggest that these two cytokines have an important role on changes that

occur in periodontal tissue during orthodontic movement.

Keywords: Angiogenesis, VEGF, basic FGF, tooth movement, periodontal ligament.
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1. INTRODUCAO

O movimento dentario € a base do tratamento ortodontico. De acordo com
Moyers (1991), o aparelho ortod6ntico € um sistema que armazena e libera forcas
sobre os dentes, musculos ou 0ssos, criando uma reacao dentro do ligamento
periodontal e no osso alveolar, provocando movimentagcdo dentaria, alterando a
morfologia éssea ou seu crescimento. A forma como o tecido 6sseo responde a
aplicacdo de forgcas nestes casos especificos ainda € incompletamente
compreendido.

A movimentagéo ortoddntica € induzida por aplicagéo de estimulos mecéanicos e
facilitada pela remodelagcao do ligamento periodontal e osso alveolar. Uma condicao
imprescindivel para que estes fenébmenos ocorram e que o dente seja deslocado, € a
reacao inflamatéria local. Eventos vasculares e celulares participam de todo este
processo. A presenca de fatores de crescimento e mediadores inflamatérios €
demonstrada em todo tecido periodontal de inser¢do (VANDEVSKA-RADUNOVIC,
1999).

Stutzmann, Petrovic e Shaye (1980) constataram que o sistema vascular é
necessario para suprir as células indiferenciadas que sdo em parte responsaveis
pelas mudangas de reconstru¢cdo. Um suprimento abundante de sangue é visto nos
locais de rapida reabsorgao e aposicao 6ssea (RYGH et al., 1986).

Mecanismos imunolégicos desempenham um papel fundamental no processo
de reabsorcdo normal e patoldgica de tecidos calcificados (COCCIA et al., 1980;
BERTOLINI et al., 1986). O exsudato inflamatério gerado pela movimentacao
ortodéntica apresenta mediadores de origem plasmatica (fibrina, plasmina, cininas,
imunoglobulinas e proteinas do sistema complemento), assim como mediadores

originados de células teciduais residentes e inflamatérias, tais como prostaglandinas
16



(PGE2), leucotrienos, citocinas, fator de necrose tumoral (TNF), fatores de
crescimento (EGF, PGDF, fator ativador de fibroblastos) (DAVIDOVITCH, 1991). A
aplicacao de uma forca ortoddntica sobre uma unidade dentaria gera um estado de
hipéxia local. O estresse funcional metabdlico gerado nas células constituintes do
ligamento periodontal - fibroblastos, cementoblastos, osteoblastos e clastos -
promove modificagdo ambiental, alteragdes bioquimicas no colageno e estabelece a
formacao de areas hialinas (RAMALHO, BOZZO, 1990).

A movimentacdo dentaria induzida € um processo bioldégico multiplo
caracterizado por reagbes sequenciais do tecido periodontal em resposta as forcas
biomecanicas. As modificacbes teciduais induzidas estdo relacionadas a sua
remodelagdo por ativacdo da reabsorcdo déssea alveolar no lado de presséo e
consequente aposicao 6ssea no lado de tensdo. Os estimulos gerados em resposta
ao estresse mecanico durante a movimentacdo dentdria induzida suscitam
alteracdes teciduais que em conjunto com a ativagdo dos mediadores quimicos
resultam em nova condicdo homeostatica do periodonto, que sdo hialinizacéo,
remodelacao e reabsorcdao (STUTZMANN, PETROVIC e SHAYE, 1980).

Quando a forga aplicada contra o dente é de intensidade suficiente para
ocluir totalmente os vasos e interromper o suprimento sanglineo, antes do
aparecimento normal de osteoclastos, uma necrose estéril é produzida na area. Por
causa do seu aspecto acelular e avascular, essa regido € tradicionalmente chamada
de hialinizada (PROFFIT, 2002). A hialinizagdo que ocorre nas zonas de pressao do
ligamento periodontal, durante a fase inicial do movimento ortodéntico, parece ser
clinicamente inevitavel (RYGH, 1957; REITAN, 1960). Estudos experimentais em
ratos demonstraram avancadas trocas vasculares (REITAN, 1960; LILJA,
LINDSKOG e HAMMARSTROM, 1981) e celulares (RYGH, 1972; LILJA, LINDSKOG

e HAMMARSTROM, 1983) no periodonto apés algumas horas de forca aplicada. O
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movimento dentario induzido por for¢a ortoddntica ndo ocorre até que o0 0sso
alveolar seja reabsorvido, que o tecido hialinizado seja removido e o ligamento
periodontal restabelecido (RYGH, 1995).
A expressao dos fatores de crescimento de acdo angiogénica, FGF basico e
VEGF, no ligamento periodontal ainda ndao € completamente compreendida na area
da Ortodontia. O FGF bésico e o VEGF foram selecionados neste estudo devido ao
papel desempenhado na angiogénese, vasculogénese e formacdo de matriz
colagena, todos os quais sao criticos para a reorganizagdo do tecido periodontal

durante a movimentagao ortodéntica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da angiogénese

O processo angiogénico envolve todos os mecanismos de formacao de
capilares a partir de vasos ja existentes (HERTIG, 1935). E de importancia
fundamental na embriogénese e é o principal processo pelo qual érgaos se tornam
vascularizados. Em tecidos adultos € um fenémeno transitério, altamente regulado,
associado a situagdes fisiologicas especificas como ciclo reprodutivo ou processos
de reparo (PLATE et al., 1994).

Esse processo pode ser a causa basica ou coadjuvante de inumeros
fendbmenos patoldgicos. O aumento da vascularizagdo leva a cura das feridas,
acelera a integracdo dos enxertos e assegura um novo fluxo sangliineo para areas
de insuficiéncia vascular. Do mesmo modo, a inibicdo da angiogénese pode levar a
regressdao de tumores e de metastases, além da diminuicdo da intensidade de
fendmenos imunomediadores e inflamatérios (AUERBACH et al., 1991).

O mecanismo basico da angiogénese passaria pelo entendimento de como as
células endoteliais, normalmente quiescentes, em determinado momento sao
capazes de adquirir um fendtipo angiogénico. Os capilares sanglineos sao
constituidos por células endoteliais e pericitos, 0s quais contém informagdes
genéticas para a formacéo de tubos, ramificagcbes e redes capilares (FOLKMAN,
SHING, 1992). Em condigdes fisioldégicas os pericitos mantém a célula endotelial
quiescente e evitam sua proliferagcdo (ORLIDGE, D’AMORE, 1986).

Os fatores de crescimento angiogénicos compreendem uma série de
moléculas de natureza peptidica, que diferem entre si por suas propriedades

bioquimicas e bioldgicas. De modo geral atuam diretamente nas células endoteliais
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estimulando sua locomogéao e proliferacdo ou, indiretamente, induzindo a
liberagdo de outros fatores de crescimento, estes sim, com agado direta sobre as
células endoteliais (NABEL et al, 1993). Alguns apresentam atividade
exclusivamente angiogénica, como o VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e
outros exercem atividade pleiotrépica, como o FGF basico (basic Fibroblastic Growth
Factor). Varios deles, como, por exemplo, os proprios VEGF e o FGF basico,
parecem atuar sinergicamente (PEPPER et al., 1992).

Em 1995, Folkman propdée um novo paradigma: o desencadeamento do
fendtipo angiogénico seria dependente do equilibrio entre fatores positivos, como
VEGF e FGF bésico, e negativos. Embora para o crescimento de novos vasos sejam
primordiais os fatores positivos, eles parecem nao ser suficientes e devem ser
acompanhados da queda de fatores inibidores (FOLKMAN, 1995). A descoberta de
reguladores negativos da angiogénese, como a IL-12 (VOEST et al, 1995;
MAJEWSKI et al., 1996), e de antagonistas do estrogeno (GAGLIARDI, 1996) reforca
esse novo conceito.

A angiogénese é essencial tanto para a fisiologia 6ssea normal quanto
patoldgica. O processo de desenvolvimento ésseo e reparo dependem da adequada
formacdo de novos capilares na darea afetada a partir dos vasos sangiineos
existentes. Brogi, Wu e Namaki (1994) demonstraram que o estado de hipdxia
vascular humana em células musculares lisas promoveu um aumento na expressao
de VEGF. A expressdo de VEGF em osteoblastos e em células semelhantes
aumenta através da acgao de varias citocinas e fatores de crescimento, incluindo a
PGE2 e PGET1, fator de crescimento like insulina (IGF), fator de crescimento derivado
de plaquetas e 1-a-dihidroxivitamina D3 (HARADA et al., 1994; WANG et al., 1996;

GOED et al., 1998).
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Desde 1975, Reitan observou que a formagdo de uma area hialina dentro do
espaco do LP inibe o movimento dentario, até que a vascularizagdo seja
restabelecida no local e o tecido necrético seja removido. Em condi¢coes
experimentais altamente controladas, unidades dentarias podem ser movimentadas
com aplicagdes minimas de forca, sem que com isso haja a formagcdo de areas
hialinas (RYGH et al., 1986). Porém, com ou sem hialinizacdo havera a real
necessidade de formacdo de novos vasos sangliineos que acompanhardo a
reabsorcéo 6ssea alveolar.

Citocinas, proteinas que atuam como sinalizadores entre as células do
sistema imune, sdo produzidas durante a ativacdo do sistema imunoldgico e
usualmente atuam localmente, embora existam algumas que desempenham acéo
sistémica. Varias citocinas tém recebido muita atencao devido a sua capacidade de
regular vérias fungdes celulares do ligamento periodontal. Dessa forma, fatores de
crescimento desempenham um papel fundamental na regeneragdo periodontal. O
FGF basico é um fator de crescimento polipeptidico que desempenha importante
papel na quimiotaxia e mitogénese das células do ligamento periodontal (PALMON et
al., 2001), acelerando processos regenerativos (TERRANOVA et al., 1989;

TAKAYAMA et al., 1997; TAKAYAMA et al., 1998; MURAKAMI et al., 1999).
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2.2 Fenémenos bioldgicos ha movimentacao ortodontica

Conhecer os fundamentos biolégicos da movimentacao dentaria induzida facilita
a compreensao das variaveis clinicas encontradas frente a mecanicas ortodonticas
semelhantes. A biologia da movimentacao dentaria compreende o estudo dos
fendbmenos celulares, bioquimicos e moleculares que ocorrem no ligamento
periodontal e do osso alveolar, nesta circunstancia muito especial, que é o

tratamento ortodéntico.

2.2.1 Remodelacao 6ssea

O tratamento ortodbntico € baseado no principio de que, se uma pressao
prolongada é aplicada a um dente, ocorrera movimentagdo dentaria a medida que
ocorre a remodelacédo 6ssea ao redor do mesmo. O o0sso é seletivamente removido
em algumas areas e adicionado em outras, enquanto o dente se move carregando
os tecidos de sustentacdao (PROFFIT, 2002). Todavia, para Stains e Civitelli (2005),
a remodelacao 6ssea é mais complexa do que apenas absorver e adicionar; é um
processo dinamico que necessita de atividades celulares coordenadas entre
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos para que se mantenha a homeostasia do
tecido mineral.

De acordo com Graber (2000), a movimentacao ortodéntica resulta numa
rapida formacao de um osso relativamente imaturo, sendo que, somente no periodo
de contencgao do tratamento, o remodelamento e 0 amadurecimento desse 0sso sao
procedidos. Segundo Interlandi (2002), as unidades de reabsorcdo ou 6ésteo-
remodelacdo sdo um conjunto caracterizado pelos clastos, sob o comando de

osteoblastos e auxiliados pelos macréfagos. Nessas unidades, ressalta-se o
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microambiente acido, totalmente isolado do meio tecidual e proporcionado pela
interface de borda ativa ou em escova dos clastos e a superficie 6ssea em
reabsorgao.

Durante sua remodelacao, o tecido ésseo passa por diversas fases, podendo
ser dividido em: 1) osso trabeculado — é relativamente fraco, desorganizado e pouco
mineralizado. Geralmente € o primeiro osso formado na resposta a forga ortodontica;
2) Osso lamelar — € resistente, altamente organizado e bem mineralizado. A
formacdo completa de um osso lamelar resistente ndo esta concluida até um ano
depois de completado o tratamento ortodéntico; 3) Osso composto — é formado pela
deposicdo de osso lamelar dentro de um emaranhado de trabéculas 6sseas. E um
importante tipo intermediario de 0sso na resposta fisiolégica a forca ortodéntica; 4)
Osso fasciculado — é uma adaptacao funcional da estrutura lamelar para permitir unir
tenddes e ligamentos. Camadas distintas de osso fasciculado sdo geralmente vistas
adjacentes ao ligamento periodontal (GRABER, 2000).

Para Proffit (2002), a remodelacao 6ssea pode ser explicada pela teoria da
pressao-tensdo, na qual uma alteracao no fluxo sangliineo do ligamento periodontal
€ produzida pela movimentacao do dente no alvéolo. A passagem de sangue diminui
onde o ligamento é comprimido e € mantida ou aumentada onde é tensionado,
produzindo modificagdes locais nos niveis de oxigénio. Essas mudangas quimicas,
agindo diretamente, ou por estimulo da liberagdo de outros agentes ativos
biologicamente, poderiam estimular a diferenciagéo e a atividade celular.

Segundo Ferreira (2002), as alteragcbes locais decorrentes da movimentagao
ortoddntica estimulam a saida de mondcitos do interior dos vasos sangulineos. A
fusdo desses mondcitos resulta em células multinucleadas conhecidas por
osteoclastos e responsaveis pela reabsorcdo da cortical alveolar. Por outro lado,

Rody et al. (2001) explicam que os osteoclastos no ligamento periodontal originam-
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se da fusédo de pré-osteoclastos da medula 6ssea, ao invés de células locais. A
medula 6ssea alveolar teria um importante papel na formagdo de osteoclastos
durante o movimento ortodéntico.

Para Interlandi (2002), em funcao do pH acido resultante do exsudato formado
durante a movimentacdo ortoddntica, as células clasticas chegam ao local e
instalam-se na superficie 6ssea promovendo sua reabsorcao. Akisaka (2003) afirma
que a adesao dos osteoclastos a matriz 6ssea depende, sobretudo, da formacéo de
podossomos, estruturas resultantes da agcao da actina do citoesqueleto e de outras
proteinas associadas.

Entretanto, na face oposta onde existe distensdo dos ligamentos, o estimulo
promovera a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos e fibroblastos -
formadores de tecido ésseo e fibras colagenas, respectivamente. Em torno de dois
dias apo6s a aplicacdo da forca, as modificacbes locais irdo permitir que os
osteoclastos e os osteoblastos iniciem o processo de remodelacdo 6ssea, com
aposicao no lado onde ha tenséo e reabsorcao na face em compressao (FERREIRA,
2002).

Xing e Boyce (2005) afirmam que o tamanho das populagdes de osteoclastos e
osteoblastos em um determinado momento pode ser determinado pelo equilibrio
entre proliferacdo, diferenciagdo e apoptose, as quais sao reguladas constantemente
por sinais de células adjacentes, horménios e da matriz éssea.

Mundy e Bonewald (1992) apud Graber (2000) afirmam que a remodelagéo
mobiliza e deposita calcio por eventos intercalados de reabsor¢do e formacao.
Acredita-se que os osteoblastos, osteoclastos e, possivelmente, seus precursores
comunicam-se via mensagens quimicas.

A remodelacao do osso préximo ao local hialinizado deve ser efetuada por

células derivadas de regides adjacentes nao danificadas. Como os osteoclastos
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iniciam um ataque imediatamente abaixo da area necrotica, esse processo €

descrito com uma reabsorc¢ao solapante (PROFFIT, 2002).

2.2.2 O ligamento periodontal

Desde que Sandstedt, em 1904, apud Heller e Nanda (1979), relatou as
alteragOes periodontais de caes durante a movimentagdo dentaria, este tema tem
sido discutido por diversos autores. Sandstedt percebeu que a aplicagdo de forga
sobre 0s dentes gerava intensas alteragdes celulares no ligamento periodontal
(KOHNO et al., 2002).

Na primeira metade do século XX, ja existia a preocupagédo sobre 0 mecanismo
de atuacdo e desencadeamento da forga aplicada sobre a coroa dentéria. A teoria
pressdo-tensdo baseava-se na vitalidade do ligamento periodontal, ou seja, o
estimulo exercido sobre o ligamento nao envolvia ou requeria estimulo advindo de
outra estrutura, por exemplo, o osso alveolar. As fibras colagenas e o sistema
vascular eram essenciais para esse sistema (SANDSTEDT, 1904; HELLER, NANDA,
1979). Outra teoria baseava-se na distorcdo do osso alveolar provocada pela
inducdo de forga atraves de um mecanismo de pressdo-tensdo mediado por fibras
(BAUMRIND, 1970; GRIMM, 1972; HELLER, NANDA, 1979). Uma combinagéo
dessas teorias era possivel. A distor¢do éssea poderia ser um estimulo primario,
mas a presencga do ligamento periodontal era necesséaria para a transferéncia da
forga inicial (ZENGO, PAWLUK, BASSETT, 1973; HELLER, NANDA, 1979).

O periodonto de sustentagdao nao é um tecido homogéneo e isotrépico, mas um
sistema complexo de fibras, matriz e componente neurovascular, composto pelo

cemento, ligamento periodontal e osso alveolar (GARANT, 2000).
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O ligamento periodontal desempenha um papel fundamental para que o
processo de movimentagcdo dentaria induzida por for¢a biomecénica ocorra. Sua
compressao induz estimulos geradores de inflamacéao local, favorecendo a geracao
de um micro-ambiente susceptivel a absorcdo 6ssea e radicular (CONSOLARO,
1999). A reabsorcao Ossea direta ou indireta sdo percebidas como uma reacao
tecidual a forca aplicada (MELSEN, 2001). Cerca de 90 minutos ap6s a aplicacao de
uma forca no ligamento periodontal, estara caracterizada a formagdao de um
infiltrado. Os neutréfilos invadem o local nas primeiras 24 a 72 horas, atraidos por
elementos do exsudato. Os macroéfagos, por sua vez, invadem o local agredido de 8
a 12 horas, predominando na area entre 24 a 72 horas. Além de fagocitarem
pequenas e grandes particulas, sdo grandes produtores de substancias para o meio
extracelular tais como citocinas, fatores de crescimento e produtos do acido
aracdbnico, além de outros importantes mediadores. Na movimentacao dentaria
ortoddntica, o papel exercido pelo infilirado estd reservado a fase mais tardia do
processo, quando da reabsorcado de restos celulares e teciduais e na reorganizacao
e reparacao do ligamento periodontal (CONSOLARO, 1999).

Durante o movimento dentario inicial, as células do ligamento periodontal sdo
comprimidas, sendo que o sangue e fluido extracelular sédo forcados a sairem a partir
do periodonto para os espag¢os medulares. Na zona de pressao, durante um rapido
movimento ortodontico, os feixes colagenos do tecido de sustentacdo séao
substituidos por outros elementos fibrosos (BIEN, AYERS, 1965; SHIRAZI et al.,
2002; KOHNO et al., 2003).

Durante o processo de movimentag¢ao ortoddntica ocorre uma série de eventos
vasculares além da formacdo de exsudato inflamatério circunjacente a area
envolvida, conforme Davidovitch, em 1991. Reitan e Rygh (1994) relataram que o

estimulo mecanico induzido pelo aparelho ortodontico, traduz-se biologicamente, na
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geracgao de proteinas livres dentro do pequeno espacgo do ligamento periodontal,
com espessura média de 0.25mm. H& o colabamento dos vasos sanglineos
decorrente da pressao exercida, gerando uma hipdxia ou anéxia local, que também
podem servir como fatores geradores de proteinas livres, decorrentes da destruicao
celular ou da desorganizacdo de fibras colagenas e da matriz extracelular
(DAVIDOVITCH, 1991; GAENGLER, MERTE, 1983).

O estresse celular mecénico induzido pelo aparelho ortodéntico faz com que
sejam desencadeadas vias metabdlicas intracelulares. Dessa forma, ha a liberagéao
de substancias que atuam como mediadores capazes de induzir fenbmenos de
natureza celular, tecidual e/ou vascular (SANDY, 1993). Aléem do estresse mecanico,
ocorre estresse celular funcional, decorrente do menor fluxo de oxigénio devido a
compressao dos vasos sangulineos do ligamento periodontal, induzindo as células a
secretarem substancias, as quais, levando-se em consideragdo seus efeitos, se
caracterizam como mediadores de fendmenos bioldgicos, contribuindo para o
restabelecimento da oxigenacao (RYGH, 1986 et al.; SANDY, 1992).

A quantidade de hialinizacao depende do grau de hipdxia gerado, o qual, por
sua vez, é dependente da quantidade de forca aplicada. Quanto maior a area
acelular (células degeneradas e/ou necrosadas), maior atraso para a movimentagao
ortodéntica ocorrer, pois € necessaria a fagocitose inicial dos tecidos envolvidos para
que ocorra reposigdo celular local por células migrantes de areas vizinhas ao
ligamento periodontal. A reorganizagdo do ligamento periodontal e da superficie
Ossea alveolar depende diretamente da atividade dos macréfagos para a remogao do
exsudato, dos restos protéicos e celulares formados na area de compressao. Os
macréfagos sdo também responsaveis por efeitos quimiotaticos e estimulam a

proliferagdo e sintese pelas células mesenquimais, endoteliais, fibroblastos e
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osteoblastos. Dessa forma, a area tecidual em questédo vai sendo recolonizada e
reorganizada (CONSOLARO, 1999).

Explicar a movimentacao dentaria relacionada as propriedades do ligamento
periodontal é uma tarefa que muitos investigadores tém se ocupado (RETAN, KVAN,

1971; KYOMEN, TANNE, 1997; SHIMONO, 2002).

2.2.3 A reacao inflamatéria

A resposta inflamatdria caracteriza-se por uma reacado do hospedeiro a uma
lesdo tecidual, de natureza microbiana, quimica ou mecanica, a estimulos de
natureza quimica ou mecanica. A inflamacéo é caracterizada, em sua forma aguda,
por sinais classicos de rubor, calor, edema, dor e perda da fung¢do, dependendo da
intensidade do agente agressor. Tais sinais resultam de complexos eventos que
podem ser detectados microscopicamente e funcionalmente, tais como:
vasodilatacdo acompanhada do aumento da permeabilidade e fluxo sanglineo,
exsudacao de fluidos e migracao leucocitaria para o espaco extravascular.

O processo inflamatério se propaga para areas mais extensas devido a acao de
mediadores quimicos endogenos. Histamina, prostaglandinas, leucotrienos e
citocinas estdo entre as substancias que mediam trocas sangilineas, aumento da
adesao leucocitaria ao endotélio vascular e promog¢ao de sua migragéo para o tecido
afetado (GALLIN et al., 1992; STEPHENSON, 1992; GUYTON, HALL, 1996).

A inflamagao € um importante requisito para a movimentagao dentaria induzida.
A ativacdo de células inflamatérias e a conseqliente liberacdo de mediadores
apresentam importante funcdo sobre os tecidos mineralizados (TONDER, 1983,
LARA et al.,, 1994). Alteragdes celulares e vasculares, mediadores inflamatorios,

fatores de crescimento e neuropeptideos tém sido identificados no tecido que
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circunda o dente sujeito a forga ortodéntica (COOPER, SIMS, 1989;
VANDEVSKA-RADUNOVIC et al., 1994). A fase inicial da movimentagdo dentaria
estimula a liberacao de fatores quimicos e elétricos das fibras nervosas sensoriais e
desencadeiam resposta inflamatéria que modifica a microcirculacdo, promovendo
vasodilatacdo periodontal acompanhada de migracao leucocitaria a partir dos
capilares sangulineos (OGAWA et al., 2002; PERINETTI et al., 2002).

Forcas ortoddnticas representam um agente fisico capaz de gerar uma reacao
inflamatéria nos tecidos conjuntivos dentais conduzindo a uma proliferacdo
adaptativa e que promove remodelacao, principalmente, no ligamento periodontal e
osso alveolar (STOREY, 1973; RYGH, 1983; DAVIDOVITCH et al., 1988). A
compressdo da estrutura periodontal por forgas ortodénticas continuas pode
comprometer a integridade vascular desta regido. Uma forg¢a ortodéntica resulta, com
rarissimas excecoes, em isquemia, interrupcao da nutricao tecidual e morte celular
(RYGH, 1972 a, b; STOREY, 1973), com quase que inevitavelmente a formagéao de
zonas hialinas (REITAN, 1951; REITAN, KVAN, 1971; RYGH, 1972 b, 1983). As
estruturas periodontais necréticas representam um potente estimulo inflamatério
(LILJA et al., 1983; STEPHENSON, 1992) induzindo a proliferagao vascular e celular
nas areas adjacentes, com remog¢ao das areas hialinizadas e formacao subsequente
tecido de reparo (RYGH, 1974, 1983; VANDEVSKA-RADUNOVIC et al., 1994, 1997
a, b; HELLSING, HAMMARSTROM, 1996). A remodelacdo do osso alveolar e
ligamento periodontal representam apenas uma das alteragdes que ocorrem nas
estruturas dentarias de suporte. Forcas ortodénticas também afetam a polpa dental e
gengiva, induzindo trocas vasculares de natureza inflamatéria (STENVIK, MJOR,
1970; GUEVARA, MCCLUGGAGE, 1980; GRIEVE et al, 1994; VANDEVSKA-

RADUNOVIC et al., 1994; BRODIN et al., 1996).
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As células do ligamento periodontal ativadas produzem citocinas e fatores de
crescimento que regulam a remodelagcdo 6ssea (KVINNSLAND, 1998; CARATI,
2000), ou seja, a inflamacao que ocorre durante a movimentacao dentaria induzida,
resulta em reabsorcdo e neoformacao 6ssea (COOPER, SIMS, 1989). Moléculas
liberadas no ligamento periodontal em conseqiéncia de danos provocados por
movimento ortodéntico ou fatores patolégicos, também funcionam como sinal
quimiotatico (SALO et al, 1997), sendo capazes de estimular a producao de
mediadores pro-inflamatérios, com reconhecida atividade sobre os osteoclastos e

macréfagos in vitro (LARA et al., 2003).

2.2.4 As alteracoes vasculares

O sistema vascular e a circulacdo sanglinea tém sido investigados por muitos
pesquisadores (BERNICK, 1960; LEW, 1989; VANDEVSKA-RADUNOQVIC et al.,
1994; NAKASIMA, 2002). Os vasos sangiineos constituem 11% do ligamento
periodontal e sofrem alteragcdo do fluxo sanglineo devido as reagdes vasculares
causadas por forcas induzidas experimentalmente (NANDA, 1992; GANNON, 2000).

O ligamento periodontal apresenta um sistema microvascular composto por
canais tissulares ultraestruturais que aumentam acentuadamente na presenca da
movimentacao dentéaria (TURNER et al., 1969; SELVIG, 1998; ATTAL et al., 2001). A
microcirculagdo é composta por vasos de paredes finas que nutrem as células e
estdo constantemente remodelando o osso alveolar e formando cemento (GANNON,
2000; TSUKADA et al., 2000). Quando se aplica uma forca sobre o dente, a
circulacdo sanguinea periodontal € modificada gerando alteracées na amplitude da

pulsacao vascular (NAKATA, NAKASIMA, 2002).
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Alteracoes vasculares seqlenciais na area de compressao do ligamento
periodontal estdo bem documentadas. Estase, isquemia, diminuicdo gradual de
capilares, presenca de trombos, completa obliteracdo de vasos sangliineos e
degeneracao vascular sao algumas das alteracoes precoces descritas (RYGH, 1972;
LEW, 1989). Em contraste, descricbes de alteragdes microvasculares na area de
tensdo do ligamento periodontal sdao escassas na literatura embora distensédo e
dilatacao dos vasos na direcao da tensao tenham sido relatados (LEW, 1989; TANG,
1993).

Estas alteragcbes sdo mediadas por diversos fatores de crescimento

angiogénicos como o FGF bésico e o VEGF.

2.2.5 FGF basico (Fator de Crescimento Fibroblastico basico)

A familia dos fatores de crescimento fibroblasticos compreende uma série
de citocinas de natureza peptidica, com grande afinidade pela heparina (RIFKIN,
MOSCATELLI, 1989; HUGES, 1997) e que exercem atividade basicamente mitdbgena
em varios sistemas biolégicos (HUGES, 1997).

Demonstrou-se sintese e secrecao do FGF basico, também conhecido como
FGF-2, em cultura de células endoteliais e que sobreviveram a doses subletais de
irradiagcao (WITTE et al, 1989); comprovou-se também sua liberagdo in vitro em
meio de cultura de anéis de aorta submetidos a agressdes reversiveis. O mecanismo
de acao estaria relacionado a modificacbes da membrana citoplasmética endotelial
(VILLASCHI, NICOSIA, 1993).

Romero et al., em 1997, observaram que a IL-1, in vitro, provoca mudancgas
fenotipicas nas células endoteliais, que passam de epitelidides para fusiformes com

reorganizagdo dos filamentos intermediarios e tubulogénese, sendo essas acdes
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potencializadas pelo FGF bésico. Varias moléculas modulariam a atividade do
FGF-basico no endotélio, como a heparina, o TGF- B, o TNF-a, o IFN-yA e o PDGF
(GOSPODAROWICZ, 1989; BROGI et al., 1994; SAMANIEGO et al, 1997).
InUmeras atividades seriam dependentes de sua acao coordenada com o TGF-B,
que, em sintese, exerceria atividades antagbénicas (PEPPER et al., 1990; TAJMA,
1IZUMI, 1996; ICHIKI et al., 1997).

O exame da expressdao do FGF basico em inumeros tecidos humanos
adultos leva a conclusao de que sua presenca estaria praticamente restrita a células
mesenquimais de origem mieldide, macrofagos e células dendriticas. Em tecidos
inflamados, a expressdo aumenta e relaciona-se a proliferacado fibroblastica e a
formacao de novos vasos (SCHULZE-OSTOFF et al., 1990).

Durante o processo de regeneracao periodontal, as células do ligamento
periodontal desempenham um importante papel em formar novas ligagdes entre este
tecido assim como permitir a cementogénese e osteogénese. Células do ligamento
periodontal inicialmente se estendem e migram sobre a superficie radicular,
proliferam e secretam varios componentes da matriz extracelular (EGELBERG, 1987;
NARAYANAN, BARTOLD, 1996). Neste processo, varios horménios e fatores de
crescimento modulam a proliferagéo e a diferenciagdo das células que compdéem o
ligamento periodontal. Dentre estes, o FGF basico € um membro dos fatores de
crescimento da familia heparina-ligante (RIFKIN, MOSCATELLI, 1989) e considerado
o mitdbgeno mais potente para as células periodontais (OKAMOTO et al., 1997;
SHIMAZU et al, 1999). O FGF basico aumenta o numero de células e inibe a
atividade da fosfatase alcalina. Quando aplicado sobre defeitos ésseos, o FGF
basico induz a reconstituicdo do ligamento periodontal e neoformacao 6ssea isenta
de anquilose ou reabsorcao radiculares. Além disso, ha o aumento do numero de

células do tecido periodontal sem afetar seu potencial para calcificacdo. Acredita-se
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que € um fator de crescimento que atua tanto de forma autdcrina quanto
paracrina no processo de cicatrizacdo do ligamento (MURAKAMI, TAKAYAMA,

1999).

2.2.6 VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular)

O VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) foi inicialmente isolado em
fluidos tumorais e de culturas de células neoplasicas, sendo assim estabelecida a
sua capacidade de induzir aumento da permeabilidade vascular (SENGER et al.,
1983). A seguir, ele foi detectado em células produtoras de FGF basico
(GOSPODAROWICZ et al., 1989), em culturas de células gliais (CONN et al., 1990)
e macréfagos e em linhagens de odontoblastos quando estas eram expostas a acido
lipotecéico (TELLES et al., 2003). Exercendo acdao mitdbgena sobre o endotélio
vascular, passou a ser conhecido como VEGF, nomes que fazem referéncia as suas
acoes seletivas sobre o endotélio (GOSPODAROWICZ et al., 1989). A molécula do
VEGF possui homologia com outros fatores de crescimento como o PDGF e o PGF
(CONN et al., 1990; MAGLIONE et al., 1991). Existem, pelo menos, quatro isoformas
do VEGF originadas do processamento do seu RNAm (FERRARA et al., 1991).

O VEGF foi localizado na membrana celular e em estruturas citoplasmaticas,
denominadas organelas vesiculo-vacuolares, da célula endotelial. O aumento da
permeabilidade induzido pelo VEGF estaria relacionado ao aumento funcional destas
organelas (KOHN et al., 1992; QU-HONG et al.,, 1995), pois elas atuariam como
fenestragdes endoteliais permitindo a passagem de plasma e faciltando a
remodelacdo da matriz extracelular (DVORAK et al., 1996; MIDDLETON et al.,

1997).
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Por sua vez, o extravasamento de plasma e fibrinogénio propiciado pelo
VEGF, associado as mudangas estruturais da matriz extracelular, induz a
proliferacao de fibroblastos e a migracao endotelial (DVORAK et al., 1995-a; 1995-b).

Varias citocinas, como PDGF e TGF- 3, promovem a producao do VEGF em
células proximas ao endotélio (BROGI et al., 1994) ou entdo em ceratinécitos e
fibroblastos (PERTOVAARA et al.,, 1994), caracterizando acao paracrina. A hip6xia
induz expressao aumentada de VEGF independentemente de morte celular
(SHWEIKI et al., 1992), inclusive em fibroblastos, além de modular a expresséo de
dois dos seus receptores (DETMAR et al., 1997).

Durante o movimento ortoddntico, a remodelacdo do osso alveolar é
mantida por um processo repetitivo de reabsor¢do e neoformacgao 6ssea, controlada,
respectivamente, por osteoclastos e osteoblastos. Em 2001, Kaku et al., observaram
que o VEGF recombinante (rhVEGF) atua como um fator estimulador de col6nias de
macréfagos na inducdo de osteoclastos em camundongos. Observaram, em outro
experimento, que o niumero de osteoclastos que surge no lado de pressdao do 0sso
alveolar aumentou de forma acentuada ao se injetar rhVEGF no local da aplicacao
de forca ortodontica. Estes resultados sugeriram que a administracdo local de
rhVEGF aumenta o numero de osteoclastos, e pode aumentar o nivel de

movimentacao ortoddntica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Evidenciar a presenca de FGF basico e VEGF no ligamento periodontal de
ratos submetido a movimentacdo ortodontica em diferentes tempos de

movimentacao ortodontica.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar as modificacbes que ocorrem no periodonto durante a movimentacao

ortodontica;

2. Quantificar a expressao de FGF basico e VEGF no ligamento periodontal no

periodo de trés, sete e quatorze dias de aplicacao de for¢ca biomecénica;
3. Verificar se ha diferenga quantitativa dessas citocinas entre o lado submetido

ao movimento ortoddntico, analisando os lados de pressdo e tenséo, e o

controle em diferentes tempos de forga induzida.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Selecao da amostra

A amostra foi constituida por 18 ratos machos, adulto-jovens, da raga Wistar
(Rattus norvegicus albinus), pesando aproximadamente 300 gramas provenientes do
biotério de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
da Bahia. Durante o periodo experimental, o0s animais permaneceram
acondicionados em gaiolas plasticas, contendo cada uma seis animais. Receberam
alimentacao sélida, na forma de racao triturada, e agua sem restricbes. O ambiente
de manutencdo foi mantido com iluminacdo natural e a temperatura ambiente,

apresentando-se constantemente limpo e arejado.

4.2 Distribuicao da amostra

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais,
com seis espécimes cada. O grupo de dentes estudado foi composto pelos primeiros
molares superiores com o lado direito representando o lado experimental, e o

esquerdo, lado contra-lateral, o controle.

e Grupo | - Seis animais sacrificados com trés dias de movimentagao dentéria

induzida;

e Grupo Il - Seis animais com sete dias de movimentagdo dentéria induzida;

e Grupo Il - Seis animais com quatorze dias de movimentacdo dentaria

induzida.
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4.3 Preparo do Aparelho

O aparelho foi construido a partir de modelo proposto por Heller e Nanda (1979)
(Figura 1) e consiste em uma mola de ago inox fechada de 4mm de comprimento
com fio de 0,022 polegada; sendo este dispositivo fixado entre o primeiro molar

superior direito e o incisivo central do mesmo lado.

4.4 Anestesia dos animais

A instalacdo do aparato ortoddntico foi feita com os animais submetidos a
anestesia geral com pentobarbital sédico (Nembutal — Abbott Laboratérios do Brasil
Ltda.), na dosagem de 30mg/Kg de peso corporal. A solugdo anestésica foi injetada

por via intra-peritoneal.

4.5 Instalacao e ativacao dos aparelhos

Os animais foram posicionados na mesa operatoria, contidos e mantidos com a
boca aberta. A instalacdo das molas ortoddnticas, constituidas de acordo com Heller
e Nanda (1979) usando-se molas espiraladas, fechadas, de 0,06 x 0,22 polegadas,
marca comercial Unitek, codigo 341-120. As molas foram unidas ao primeiro molar
superior direito e incisivo do mesmo lado, por meio de fio de amarrilho de 0,008
polegadas. Um fio de amarrilho foi passado pela regiao interproximal do primeiro e
segundo molar, prendendo uma extremidade da mola; a outra foi fixada em outro fio
de amarrilho, fixado no incisivo superior. Entre os incisivos superiores, foi criado um
reforco mecanico, com broca troncoc6nica, constituido por pequeno sulco no terco
cervical mesial e distal da coroa dentaria para encaixe do fio. Em seguida, colocou-
se resina composta para cobrir a amarracdo incisal (Figura 1). Uma forca inicial de
509, mensurada por dinamdmetro de precisdo, devidamente calibrado e aferido, da
marca Dentaurum, nimero 0,06-0,13, 28-450¢, foi adicionada.

Apés ativacao inicial o aparelho nao recebeu nenhuma ativagdo adicional
durante o periodo experimental e seu correto posicionamento foi conferido
diariamente. A movimentagdo ocorreu no molar superior direito no sentido mesial, e

no incisivo, no sentido palatino, ndo sendo este ultimo movimento alvo de estudo.
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Os molares superiores do lado esquerdo foram utilizados como controle
para padronizacdo da observagcdo dos fendmenos biolégicos do movimento

ortodontico.

Figura 1 — Desenho esquematico do aparelho proposto por Heller e Nanda (1979) & esquerda. A direita, foto do
aparelho posicionado na maxila do rato ligando o incisivo e o primeiro molar superior direito.

4.6 Eutanasia dos animais, obtencao e preparo dos espécimes

Ao término dos periodos experimentais, os animais sofreram eutanasia por
uma injecdo de dose excessiva do anestésico por via peritoneal e, em seguida,
foram decapitados. A partir disso, a maxila de cada animal foi removida, dissecada e
seccionada na sua linha média com o auxilio de um disco de carborundum. Fixou-se
em solugcado de Paraformaldeido tamponado 4% por 24 horas. Ao término da fixagao,
as pecas foram  colocadas em solucdo  desmineralizadora  de
etilenodiaminotetracetatodissédico (EDTA), da marca comercial Labormax Produtos
Quimicos e Industria, a 10% a 0.25M pH 7.2, sob agitacdo constante. A solugéo foi
trocada diariamente até a amostra ser completamente descalcificada. Os
procedimentos operatorios foram realizados na sala de cirurgia experimental do
Laboratério de Neurociéncias, Departamento de Biorregulacdo ICS-UFBA, sob

condicdes de limpeza, anti-sepsia e desinfec¢cdo, com instrumentos esterilizados em
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autoclave. Os animais foram pesados 0s animais antes e ap6s o término do

experimento.

4.7 Processamento histotécnico das pecas cirurgicas

Apos a desmineralizacdo, os espécimes foram processados histologicamente e
incluidas em parafina. Seccoes sagitais com espessura de 5um foram executadas
longitudinalmente, no sentido mesiodistal, paralelas ao longo eixo dos primeiros
molares, € montadas em laminas para ser processada a imunohistoquimica. As
seccdes utilizadas foram as mais proximas a linha média para que se avaliasse o
ligamento periodontal e osso alveolar do elemento dentario.

Um corte de cada peca foi corado pelo método de hematoxila-eosina de Harris e
Lison. A montagem das laminas se fez com laminulas de vidro em Balsamo do
Canada. Apo6s secagem as laminas para a imunohistoquimica com os respectivos
cortes corados foram acondicionadas em caixas apropriadas, e armazenadas em

ambiente seco e fresco.

4.8 Imunohistoquimica

Os cortes permaneceram na estufa de 30°C por 12h para processamento da
imunohistoquimica, na qual foram utilizadas solu¢des do Kit LSA+System-HRP
DakoCytomation (Codigo K0679). Seguiu-se a desparafinizacdo em seqiéncias de
banhos em xilol e hidratacdo dos cortes em diferentes concentragdes de alcool.
Lavagem e colocagao das laminas em camara umida durante todo processamento. A
recuperacao antigénica deu-se por digestdo enzimatica, usando-se Tripsina (Sigma).
Feito o bloqueio da peroxidase enddégena com a solugcdo do kit. A inibicdo das
ligagOes inespecificas foi feita com BSA a 2% em PBS, incubado overnight em
camara umida a 4°C. Os anticorpos primarios, fabricante Santa Cruz Biotechnology,
foram aplicados nas seguintes diluicées: 1:100 do FGF basico (FGF-2 (147): sc-79) e
1:50 do VEGF (VEGF (C-1): sc-7269) em PBS/BSA a 2%, permanecendo também
em overnight a (4°C). Seguiu-se aplicagdo do anticorpo secundario, conjugado com
biotina ligante, incubando-se em estufa 30°C por vinte e cinco minutos. Aplicacao do
complexo Streptoavidina-Peroxidase nas mesmas condi¢des. Procedeu-se a etapa

de revelacdo com diaminobenzidina (DAB) e contra-coloragdo através da imersao
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dos cortes em Hematoxilina. Feitas as etapas de hidratacao e imersdao em xilol

para prosseguir com a montagem atraves do uso do balsamo do Canada.

4.9 Analise microscopica e morfometria

Ao término dos procedimentos laboratoriais, os cortes foram observados em
microscépio NiKon binocular (Bx41). As é&reas analisadas corresponderam ao
periodonto de insercdo dos primeiros molares superiores movimentados e do lado
controle, de todos o0s grupos experimentais. Para analise periodontal foram
selecionadas as areas correspondentes a compressao e a tensao do primeiro molar
superior e 0sso alveolar dos mesmos.

As areas de andlise do periodonto de insercdao foram diferentemente
demarcadas, com finalidade comparativa. Como a primeira demarcacgao, escolheu-se
para andlise microscopica e morfométrica uma area correspondente a pressao e
uma a tensao das raizes mesial e distal do primeiro molar superior. Sendo a regiao
do terco médio da face externa da raiz mesial, correspondendo a area de pressao
(A), regidao do tergo médio da face externa da raiz distal, correspondendo a érea de
tenséo (B), regido cervical mesial da raiz distal do primeiro molar (C), voltada para o
septo inter-radicular, correspondendo a area de pressao durante o movimento
dentario induzido, e a regido cervical distal da raiz mesial do mesmo dente (D),
voltada para o septo inter-radicular, correspondendo a area de tensao (Figura 2). As
mesmas areas radiculares foram escolhidas também para andlise nos dentes nao

movimentados.

Figura 2 — Representagcdo esquematica das areas periodontais correspondentes as primeira e segunda
demarcagdes para analise microscopica e morfométrica da movimentagéo dentéria induzida no primeiro molar no

sentido mesial.
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Realizou-se analise morfométrica das seccOes que foram submetidas a
imunohistoquimica. As areas analisadas foram capturadas e submetidas a um
processamento de imagens. Apds serem transportadas para um sistema de captura
de imagem do programa de morfometria, foram equalizadas, e as areas tingidas pelo
DAB foram transportadas por uma técnica de automatizacdo de imagem (BREY,
LALANI, JOHNSTON, 2003; BREY, KING, JOHNSTON, 2002). O valor selecionado
como limiar baseou-se na intensidade corada pelo DAB dos campos testados do
controle. Todas as imagens foram analisadas usando os valores de pixels corados
para o DAB. A quantificagdo da imunohistoquimica se deu por percentual de area

corada para o DAB e a intensidade total dos pixels selecionados.

4.10 Analise estatistica

Foram utilizados os testes de Wilcoxon Signed Ranks, de Kruskal-Wallis
seguido do teste de comparagdo multipla de Dunn. Foram consideradas
estatisticamente significantes diferengas com P<0,05. Os dados estdo apresentados
sob a forma de tabela e graficos com o objetivo de facilitar a visualizagdo e
interpretacao dos dados.
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5. RESULTADOS

Neste capitulo, serdo descritas, de forma geral, as caracteristicas encontradas
no periodonto de sustentagcdo do molar superior, do lado controle (Figuras 5A,6A,7) e
dos primeiros molares submetidos as forcas externas (Figuras 5B,10,13),
independente do grupo experimental. A avaliacao qualitativa de células expressando
FGF basico e VEGF deu-se por andlise morfométrica realizada apdés a
imunohistoquimica.

Sempre no lado testado, submetido a forga ortodéntica, ocorreu uma maior
expressao dos fatores de crescimento estudados conforme observado através das
andlises de Kruskal-Wallis Wilcoxon Signed Ranks (Tabela 1).

O protocolo de descalcificagdo usado nesse estudo preservou a morfologia

tecidual.

5.1 Descricao histolégica

Os dados morfologicos descritos a seguir podem ser visualizados nas figuras
5,6,7,8,9,10,13.

Decorrente da acdo da forgca mecéanica aplicada observa-se alteragoes
morfolégicas celulares e teciduais ap6s analise microscopica das secgoes
correspondentes.

As modificagGes caracterizadas pela presenca acentuada de areas hialinas,
exuberantes reabsorcao éssea periodontal e endosteal resultaram dos efeitos de
forcas biologicamente excessivas. Tais eventos puderam evidenciar a maior
sensibilidade das superficies periodontais inter-radiculares a acao de forcas

induzidas, visando a movimentacao dentaria (Figuras 5B e 6).
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As areas periodontais externas, correspondentes a face mesial externa da raiz
mesial e face distal da raiz distal do primeiro molar superior direito, abrangem é&reas
de pressdao e tensdo durante o movimento dentario induzido, respectivamente.
Inicialmente serdo descritas as caracteristicas encontradas nos animais do grupo
controle, que nao tiveram seus dentes submetidos a acédo de forcas externas, para

efeito comparativo com os animais dos grupos experimentais.

5.1.1 Grupos controle

Nos animais do grupo controle (Figuras 5A, 6A e 7), nas A&reas
correspondentes a pressao e tensédo nas unidades submetidas a aplicagao de forga,
0s cortes microscopicos analisados revelaram ligamento periodontal regular e
uniforme em toda sua extensdo. As fibras colagenas mantiveram-se, em geral,
paralelas entre si inserindo-se perpendicularmente as superficies Ossea e
cementaria. Verificou-se a disposicao em fasciculos dos fibroblastos, em sua forma
caracteristica, fusiforme, e alguns ovalados. Nao se observou presenca de areas
hialinas. A presenca de células inflamatérias também foi raramente observada.

Em relagdo ao sistema circulatério, a distribuicdo dos vasos deu-se por todo
ligamento, com tamanhos variados.

A superficie cementdria apresentou-se uniforme e revestida por
cementoblastos dispostos em palicada, geralmente de forma organizada, ndo sendo
observadas areas de reabsorgao.

A crista 6ssea mostrou-se levemente irregular, com a presenca de poucas

células clasticas dispostas em lacunas de Howship ou justapostas a superficie.
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Ao realizar a imunohistoquimica observou-se expressdo basal das citocinas
estudadas tanto em componentes do ligamento periodontal quanto em endotélio

pulpar e odontoblastos (Figura 7).

5.1.2 Grupos experimentais

Nestes grupos experimentais, na face periodontal submetida a pressao, o
0ss0 mostrou-se irregular, com lacunas de Howship distribuidas ao longo de sua
extensdo. Os clastos caracteristicamente multinucleados localizavam-se no interior
das lacunas e justapostos a superficie. Na crista 6ssea alveolar notou-se perda de
organizacao e individualidade das fibras de Sharpey, exibindo areas de reabsor¢ao
ativa. Osteoblastos revestiam parcialmente as superficies 6sseas, estando dispostos
sem organizacao, comumente justapostos a superficie (Figuras 5B, 6C,9,15).

Nas areas pressionadas, o ligamento periodontal mostrou-se com predominio
de vasos colabados e feixes de fibras colagenas desorganizadas e com perda de
fasciculacao dos fibroblastos. Estes também se mostravam ovalados, além da forma
comumente fusiforme (5B,6C).

Na area tensionada, o cemento manteve o padrdao encontrado na area de
pressdo, com cementoblastos revestindo-o em toda a extensdo, dispostos em
palicada. Os feixes de fibras colagenas estavam organizados, geralmente
distendidos e com fibroblastos dispostos de permeio, em fasciculos e com aspecto
fusiforme. Os vasos sanguineos encontravam-se distribuidos por toda a extensdo do
ligamento periodontal, dilatados e hiperémicos.

Nas areas inter-radiculares do periodonto de sustentacao, as alteragdes foram

mais acentuadas, tanto nas areas de pressdao quanto nas de tensdo, quando

44



comparadas aos eventos microscopicos das areas externas das raizes (Figuras
5B,6C).

A superficie 6ssea submetida a pressdao mostrou areas de reabsorcdo, com
grande numero de lacunas de Howship, inclusive presenca de varios clastos
multinucleados, também encontrados justapostos e a distancia da superficie 6ssea.
A superficie 6ssea mostrou-se, portanto, recortada e irregular. A reabsorcao 6ssea
ocorreu tanto na superficie periodontal quanto na endosteal, com pequena variacao
entre os espécimes. Na maioria dos espécimes, encontraram-se reabsorcbes a
distancia, principalmente em associagdo com a formagdo de é&reas hialinas. A
presenca de osteoblastos foi variada, podendo encontra-los justapostos e a
distancia, revestindo pouco e grosseiramente a superficie 6ssea, ou até mesmo
ausentes, ndo existindo um padrao predominante (5B,6C).

O ligamento periodontal mostrou alteracbes substanciais de seus
componentes nas areas de pressao. Notou-se a formagdo de éareas hialinas,
variando sua extensdo entre os espécimes. Concomitantemente a essas areas,
observaram-se os principais focos de reabsorcao 6ssea frontal ou a distancia, bem
como reabsorgcdes cementarias. As d&reas hialinas também mostraram fases
evolutivas diferentes com o decorrer do tempo de aplicacdo de forga ortoddntica
(Figuras 5B,6C).

Na analise morfoldgica nas areas de tenséo, notou-se formagédo éssea, mas
por outro lado houve focos de reabsorcdo, incomuns para esta area (Figuras
5B,6B,14,16). Predominou uma superficie 6ssea uniforme e regular. Os osteoblastos
mostraram-se distribuidos justapostos e organizadamente revestindo, em palicada
e/ou ao acaso, a superficie 6ssea e expressando o FGF béasico e VEGF (Figura 17).
No ligamento periodontal das &reas de tensao submetidas a analise, encontraram-

se feixes de fibras colagenas anguladas e perpendiculares, com pequenas areas
45



apresentando total desorganizacdo. As areas hialinas eram discretas, ocorrendo
apenas em poucos especimes, apesar de em alguns terem ocorrido em extensao
moderada. A largura do ligamento periodontal mostrou-se normal e, as vezes,
moderadamente aumentada (Figura 5B).

Os fibroblastos mostraram alteragdes tipicas nas areas de tensdo, com
distribuicao fasciculada predominando sobre a distribuicdo ao acaso, e assumindo
formato de células fusiformes. Também expressaram as citocinas estudadas
(Figuras 8,11,14,15).

Realizada a imunohistoquimica, observou-se expressdao de FGF basico e
VEGF nos osteoclastos localizados nas areas de atividade de reabsorgao.
Fibroblastos, odontoblastos, células endoteliais do ligamento periodontal e polpa
dental também mostravam-se marcadas para estes fatores de crescimento apés
imunohistoquimica. A intensidade de expressao é marcadamente maior para o FGF
basico do que para o VEGF, sendo detectada expressao basal destes fatores de

crescimento também no lado controle (Figuras 7,8,9,11,12,14,16,17,18,20).

5.2 IMUNOHISTOQUIMICA E MORFOMETRIA

Realizadas as imunohistoquimicas e apds resultados e andlise morfométrica
seguem os dados estatisticos obtidos. No presente trabalho a expressdao das
citocinas FGF basico e VEGF variou ao longo do periodo de reorganizagao do tecido

de suporte periodontal submetido a movimentagao ortodéntica.
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5.2.1 FGF basico

Os resultados deste trabalho evidenciam uma expressao diferenciada de FGF
basico ao se avaliar os lados de pressdo e tensdo nos diferentes tempos de
aplicacdao de forca. Uma expressdo mais significativa na producado deste fator de
crescimento ocorreu no primeiro grupo no lado pressionado, onde ainda havia
grande numero de osteoclastos (Figura 9A).

No primeiro grupo analisado, apdés o terceiro dia de movimentacdo, o0s
osteoclastos encontrados notadamente no lado de pressao expressam FGF basico
(Figura 9A). Aos trés dias de forca aplicada, a expressao de FGF basico, tanto no
lado de pressdo quanto no de tensao, foi significativamente maior ao se comparar
com o lado controle. Uma diferenga estatisticamente significante nos niveis de FGF
basico (P<0.05) foi observada entre o lado experimental e o contralateral entre todos
os grupos testados. Com trés dias de forca aplicada houve uma média percentual de
expressao por area de FGF basico de 2,40 (DP 0,69) no lado de tensao e 11,25 (DP
3,30) no lado de pressao. Com sete dias de forgca biomecanica houve um aumento
na expressao deste fator de crescimento no lado de tenséo, obtendo-se media de
3,16 (DP 0,96), e um decréscimo acentuado no lado de pressdo, sendo a media
obtida de 2,70 (DP 0,94). Apo6s catorze dias de indugdo a média de expressao
aumentou para 6,63 (DP 1,07) no lado de tensdo e 6,56 (DP 0,77) no lado
pressionado. No controle referente ao primeiro grupo para o FGF basico, encontrou-
se para os grupos |, Il e lll, respectivamente, 0,68 (DP 0,26), 0,80 (DP 0,20) e 0,50
(DP 0,19).

Procedendo-se com o teste de Dunn, houve diferenca significativa (P<0,05)
entre alguns grupos testados quando comparados entre si. O grupo Il diferiu dos

grupos | e Il na expressdao do FGF basico no lado tensionado, ndo ocorrendo
47



diferenca entre os grupos | e Il. No lado de pressao, por sua vez, houve

diferenca apenas entre os grupos | e Il na expressao desta citocina.

5.2.2 VEGF

Os resultados deste trabalho também evidenciam uma expressao diferenciada
de VEGF ao se avaliar os lados de pressao e tensdo nos diferentes tempos de
aplicacao de forga. Uma expressdo mais significativa na producédo deste fator de
crescimento ocorreu no primeiro grupo no lado pressionado, onde ainda havia
grande numero de osteoclastos devido a magnitude de for¢a aplicada (Figura 9B).

Procedendo-se com o teste de Dunn, houve diferenca significativa (P<0,05)
entre alguns grupos testados quando comparados entre si. O grupo Il diferiu dos
grupos | e Il na expressdao do VEGF no lado tensionado, ndo ocorrendo diferenga
entre os grupos | e Il. No lado de presséao, por sua vez, houve diferenca apenas entre
os grupos | e Il na expressao desta citocina.

No periodo de trés dias, a expressao de VEGF, tanto no lado de pressao
quanto no de tensao, foi significativamente maior ao se comparar com o lado
controle. Uma diferenca estatisticamente significante nos niveis de VEGF (P<0.05)
foi observada entre o lado experimental e o contralateral entre todos os grupos
testados. Com trés dias de forga aplicada houve uma média de expressédo de VEGF
de 1,28 (DP 0,52) no lado de tenséo e 7,56 (DP 2,34) no lado de pressdo. Com sete
dias de forca biomecanica houve um aumento na expressdo deste fator de
crescimento no lado de tensao, obtendo-se media de 3,78 (DP 1,04), e, no lado de
pressao, média obtida de 2,70 (DP 0,54). Apd6s catorze dias de inducao, a média de
expressao aumentou para 3,83 (DP 1,25) no lado de tenséo e 3,20 (DP 0,86) no lado

pressionado. No controle referente ao primeiro grupo para o VEGF, encontrou-se
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para os grupos I, Il e lll, respectivamente, 0,5 (DP 0,21), 0,72 (DP 0,10) e 0,56
(DP 0,22).

Procedendo-se com o teste de Dunn, houve diferenca significativa (P<0,05)
entre alguns grupos testados quando comparados entre si. O grupo | diferiu dos
grupos Il e lll na expressdo do VEGF no lado tensionado, ndo ocorrendo diferenga
entre os grupos Il e lll. No lado de presséao, por sua vez, a diferenga se repetiu entre
os grupos | com o Il e Il na expressao desta citocina, ndo ocorrendo diferencas entre

os grupos Il e Il quando comparados entre si.

Tabela 1. Média percentual de FGF basico e VEGF nos lados de presséo e tensdo dos grupos estudados

Grupos FGFbT(%) FGFbP(%) VEGFT(%) VEGFP (%)

Grupo [* 2,40+0,69 11,25£3,30 1,28+0,52 7,5612,34

Grupo II* 3,16+0,96 2,06+0,94 3,78+1,04 2,70£0,54

Grupo 11" 6,63+1,07 6,56+0,77 3,83+1,25 3,20+0,86
*P<0.05

FGF b= Fator de crescimento fibroblastico no lado de tenséo (T) e pressao (P)
VEGF= Fator de crescimento endotelial no lado de tenséo (T) e presséo (P)
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Figura 3. Expressao de FGF bésico nos lados de presséo e tenséo e controle ao longo do experimento.
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Figura 4. Expressao de VEGF nos lados de presséo e tensdo e controle ao longo do experimento
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Figura 5- Secgdes de 1MS esquerdo (A) e direito (B) de rato: A- HE ligamento periodontal (LP)
nao submetido a aplicacéo de forca ortoddntica (4X); B- HE ligamento periodontal submetido a
aplicacao de forga ortoddntica (3 dias) (4X), destacando-se as areas de tensdo (T), presséo (P),
zona de hialinizagéo (area circulada), osteoclastos (seta) e osso alveolar (OA).
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Figura 6- Seccdes de 1MS esquerdo (A) e direito (B e C) de rato: A- HE Controle, ndo submetido a aplicagdo de forga
ortodéntica (10X); B- HE Lado de tensédo (10X), fibras rompidas do ligamento periodontal (LPr) ; C- HE lado de presséao
(10X); osteoclastos (Oc); lacunas de reabsorcéo (setas).
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Figura 7- Seccdes de 1MS esquerdo de rato ndo submetido a movimentagdo ortoddntica: A - Expressao basal de FGF
bésico detectada por imunohistoquimica (20X); B - Expressao basal de VEGF detectada por imunohistoquimica (20X);
Endotélio (E).
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Figura 8- Secgdes de 1MS direito de rato submetido a movimentagéo ortodéntica, tenséo (3 dias): A - Expressdo de
FGF basico detectada por imunohistoquimica (20X); B - Expressdo de VEGF detectada por imunohistoquimica (20X);
Endotélio (E); Fibroblastos (F).
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Figura 9- Seccdes de 1MS direito de rato submetido a movimentagdo ortodéntica, presséo (3 dias): A - Expresséo de
FGF basico detectada por imunohistoquimica (20X); B - Expressdo de VEGF detectada por imunohistoquimica (20X);
Endotélio (E); Osteoclastos (Oc), Osso alveolar (OA).

55



Figura 10- Seccdes de 1MS direito de rato submetido a aplicagao de forga ortodéntica (7 dias): A - HE lado de tensao
(10X); B - HE lado de presséo (10X); Superficie radicular (R); Osso alveolar (AO).
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Figura 11- Secgdes de 1MS direito de rato submetido a movimentagao ortodéntica, tenséo (7 dias): A - Expresséo de
FGF basico detectada por imunohistoquimica (20X); B - Expressdo de VEGF detectada por imunohistoquimica (20X);
Endotélio (E).
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Figura 12- Seccoes de 1MS direito de rato submetido a movimentagéo ortodéntica, pressao (7 dias): A - Expressédo de
FGF basico detectada por imunohistoquimica (20X); B - Expressdo de VEGF detectada por imunohistoquimica (20X);
Endotélio (setas).
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Figura 13- Seccdes de 1MS direito de rato submetido a aplicacdo de forga ortodontica (14 dias): A - HE lado de tensao
(10X); B - HE lado de presséo (10X).
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Figura 14- Seccoes de 1MS direito de rato submetido a movimentagéo ortodéntica, tenséo (14 dias): A - Expresséo de
FGF baésico detectada por imunohistoquimica (20X); B - Expressdo de VEGF detectada por imunohistoquimica (20X);
Linhas de reversao (setas).
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Figura 15- Seccoes de 1MS direito de rato submetido a movimentagéo ortodéntica, tenséo (14 dias): A - Expresséo de
FGF basico detectada por imunohistoquimica (40X); B - Expressdo de VEGF detectada por imunohistoquimica (40X);
Fibroblastos (setas).
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Figura 16- Seccdes de 1MS direito de rato submetido a movimentagao ortodéntica, pressdo (14 dias): A - Expresséo de
FGF basico detectada por imunohistoquimica (20X); B - Expressdo de VEGF detectada por imunohistoquimica (20X).
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Figura 17- Secgdes de 1MS direito de rato submetido a aplicagdo de forga ortodéntica: A - Expressao de FGF basico
detectada por imunohistoquimica em osteoblastos (Ot) (20X); B - Expressdo de VEGF detectada por imunohistoquimica
em osteoblastos (Ot) (40X).
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Figura 18- Sec¢des de 1MS direito de rato submetido a aplicagdo de forga ortodéntica: A- Expressdo de FGF basico
detectada por imunohistoquimica em Odontoblastos (Od) (40X); B- Expressdo de VEGF detectada por
imunohistoquimica; Odontoblastos (Od) (40X); Polpa dentéaria (P); Dentina (D).
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Figura 19- Seccdes de 1MS direito de rato submetido a aplicagdo de forga ortodéntica lado de tenséo (dias): A- HE
ligamento periodontal; Expressdo de FGF basico (B) e de VEGF (C) detectada por imunohistoquimica em vasos do
ligamento periodontal (20X).
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6. DISCUSSAO

Nesta investigacdo, foi induzida movimentagdo dentaria nos primeiros
molares superiores de rato nos periodos de trés, sete e catorze dias. Os achados
demonstraram uma seqiéncia de eventos morfolégicos associados a inducdo da
movimentacao, semelhante a resposta biolégica a forcas mecanicas e reacdes
quimicas promovidas pela movimentacdo dentaria experimental encontrada nos
classicos estudos de Heller e Nanda (1979); Macapanpan, Weinmann e Brodie
(1954); Reitan (1974) e Rygh (1976, 1977). As alteragdes morfologicas visualizadas
por microscopia oOptica, apds coloracdo por hematoxilina-eosina, ocorridas durante
este experimento foram concordes a estudos prévios (BRUDVIK, RYGH, 1991, 1993-
A; RYGH, 1974, 1977).

A presenga de areas hialinas em tempos variados, no presente estudo, foi
compativel com a magnitude de forca utilizada (REN et al., 2002). Os estudos de
Reitan e Kvan (1971) mostram a presenga de hialinizagdo na area de pressdo em
decorréncia da inducdo de movimentagdo ortodbntica. Ainda neste estudo, as
superficies alveolares préximas as areas hialinas apresentavam lacunas de
reabsorcdo contendo células clasticas nas zonas de pressdao do ligamento
periodontal (Figuras 5B, 6C), o que também estd de acordo com os resultados
obtidos por Engstrdn, Granstrén e Thilander (1988). A remoc¢ao do tecido periodontal
hialinizado € iniciada por células fagocitarias e ap6s 14 dias de forgca aplicada este
fendbmeno de hialinizagdo n&o é mais observado (BRUDVIK, RYGH, 1993;
VANDVSKA-RADUNOCIC, KVINNSLAND, KVINNSLAND, 1997-A).

A literatura abordando a biologia molecular e o processo regenerativo
mostra que muitos eventos celulares envolvidos no reparo séo regulados por fatores

de crescimento e citocinas, e sao influenciados por fatores locais tais como
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suprimento sangiineo, estimulos mecéanicos e microambiente (CANALIS et al.,
1992; WONG, HOLLINGER, PINERO, 1996).

E na interface entre o ligamento periodontal e osso alveolar, onde a forca
esta atuando, que ocorrem o0s eventos celulares e a liberacdo e acdo dos
mediadores. O objetivo desses eventos é permitir que as células e o tecido da area
envolvida resistam, adaptem-se ou defendam-se eliminando o agente agressor.
Como na ortodontia ha a aplicacdo de uma forgca mecéanica, o objetivo é dissipa-la.
Nessa interface, os mediadores e células levam a reabsorcao alveolar, alargamento
do espacgo periodontal e, assim, dissipacao da forga aplicada.

E possivel que a regeneracéo periodontal sofra importante influéncia destas
citocinas angiogénicas. Forgas ortoddnticas alteram o fluxo sangiiineo para a regiao
periodontal, iniciando uma cascata de processos bioquimicos e celulares que séo
responsaveis pela remodelacao tecidual do ligamento periodontal e osso alveolar.

Reitan e Kvan (1971) observaram a ocorréncia de osteoclastos na zona de
pressdao do ligamento periodontal ap6s cinco a oito dias de aplicacdo de forca
ortodéntica. Contudo, os estudos de King e Keeling (1994) e Rody et al. (2001)
mostram niveis maximos de osteoclastos apds trés a cinco dias de aplicacdo de
forca em ratos jovens e senis. Ren et al. (2002) consideram que o recrutamento ou
diferenciagéo de osteoclastos em unidades submetidas a estimulos mecénicos varia
de acordo com a magnitude de forgca aplicada. Neste estudo, um maior nimero de
osteoclastos foi encontrado no lado de pressao aos trés dias apos a movimentagao.
Este recrutamento precoce é decorrente, muito provavelmente, da aplicagao de forca
de maior intensidade neste experimento.

Avaliando os resultados obtidos, verifica-se que os osteoclastos apresentam
expressao intensa e significativa de FGF basico durante os primeiros dias de

movimentacdo induzida contribuindo para o processo de dissipacdao da forca
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aplicada na medida em que a remodelacao alveolar vai ocorrendo. Dessa forma,
o FGF basico deve desempenhar importante fungdo durante a terapia ortodontica.
Durante a movimentacao ortodéntica dois processos sao decisivos. Primeiramente,
osteoclastos e seus precursores invadem o ligamento periodontal iniciando a
reabsorcdo Ossea (ROODMAN, 1991 e 1999). Secundariamente, hormdnios,
citocinas, fatores de crescimento e componentes da matriz, estimulam a
diferenciacéao e recrutamento de mais osteoclastos (BRAIDMAN, ANDERSON, 19983;
BATAILLE et al., 1991) o que é fundamental para que ocorra 0 movimento dentario
induzido. O FGF basico teria acdo preponderante para que estes processos se
estabelegcam de forma equilibrada.

A medida que o tempo de observacdo evolui, observa-se uma queda
significativa na expressdo de FGF bésico no lado de pressdo. Uma possibilidade
para este fendbmeno é que, com o tempo, ha dissipacdo da forca aplicada em
decorréncia da movimentagdo dentaria. O numero de células clasticas diminui
consideravelmente, sendo, concomitantemente, estabelecida uma nova
necessidade: a de recompor as estruturas de insercao. A recomposi¢ao do ligamento
esta associada ao aumento da expressao da citocina observada no terceiro grupo
(catorze dias). Murakami et al. (1999), ao estudar a cicatrizagdo de lesdes no 0sso
alveolar, observaram que o FGF bésico acelera a regeneracdo do ligamento
periodontal na fase tardia do reparo tecidual - um mecanismo que pode estar
relacionado a promogao da angiogénese por esta citocina.

Zuo et al. (2004) estudaram os efeitos do FGF basico em osteoblastos e
osteoclastos. Dentre os resultados obtidos, estes estudiosos concluiram que o FGF
basico inibiu a reabsorcdo éssea pelos osteoclastos pré-diferenciados apos cultura
em medula éssea de rato. Afirmaram ainda que o mecanismo pelo qual o FGF

basico inibe a reabsorcdo éssea ocasionada pela diferenciacdo completa dos
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osteoclastos ndo envolve a redugdo do seu numero. Ao invés disso, parece que
a acao do FGF basico esta voltada para a redugédo da atividade destas células. Um
possivel mecanismo para isso deve ser pela alteragdo da organizagdao do
citoesqueleto que impede a formacao de estruturas actino-ligantes que séao
necessarias para atividades reabsortivas do tecido 6sseo (WEIHING, KORN, 1971;
KING, HOLTROP, 1975). Seus achados sdo consistentes com a atividade
moduladora do FGF basico sobre a atividade de osteoclastos maduros, mas nao
influencia diretamente no processo de diferenciagcdo de seus precursores. Neste
estudo houve diferengas estatisticamente significativas na expressdo de FGF béasico
durante os dias de movimentagdo induzida avaliados, variando sua expressao
também nos lados de pressao e tensao.

No lado tensionado ocorreu um aumento gradativo do FGF bésico nos trés
grupos estudados, compativel com os fenédmenos de neoformacgéo ai predominantes,
de acordo com Shirazi et al. (2002) e KOHNO et al. (2003). No terceiro grupo, com
catorze dias de aplicacao de forca ortoddntica, observaram-se fenémenos nitidos de
regeneracgao do tecido periodontal e um valor expressivo na producao de FGF basico
apos analise morfométrica. Dado compativel com a capacidade que o FGF basico
apresenta de acelerar e regular varias fungdes celulares do ligamento periodontal. O
FGF basico é um importante fator de crescimento polipeptidico que desempenha
importante quimiotaxia e mitogénese das células do ligamento periodontal (PALMON
et al, 2001), acelerando processos regenerativos (TERRANOVA et al, 1989,
MURAKAMI et al., 1999).

Os resultados desse estudo evidenciam que a expressao do FGF basico,
quando comparada aos niveis basais de expressao, esta correlacionada aos eventos
celulares observados na fase inicial da inflamacdo decorrente da forca aplicada

sobre a unidade dentaria. A geracdo de um processo inflamatério agudo,
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caracteristico na movimentacao ortodéntica (TONDER, 1983; LARA et al., 1994;
PERINETTI et al., 2000), € comumente responsavel pela secrecdo de FGF basico
(SCHULZE-OSTOFF et al.,1990).

No presente trabalho observa-se um acumulo de pequenos vasos (Figura
19) que ocorre logo abaixo das areas mencionadas sugestivo de proliferacao
vascular. A proliferagdo vascular também foi observada nos experimentos realizados
por Rygh et al. (1986) e Vandevska-Radunovic et al. (1974). Na area de tensao é
evidente a intensa atividade vascular dentro do ligamento periodontal e do osso
alveolar, o que pode favorecer os processos regenerativos caracteristicos desta
regidao, conforme Kohno et al. (2003). Varios estudos tém sido feitos com o objetivo
de elucidar a resposta vascular nos tecidos dentais de sustentacao (NAKAMURA et
al., 1986, RYGH et al., 1986, VANDEVSKA-RADUNOVIC, et al., 1994). Sabe-se que
a ativacao vascular € um importante mediador para o processo de remodelagao
periodontal durante a movimentagdo ortoddntica. Dentre os estudos feitos,
enfocando o processo de neovascularizacao, particular interesse tem sido dado as
areas de tensao e pressao com reabsorcao 6ssea frontal.

Na area de pressao, ocorreu um aumento notavel na expressdao de VEGF,
sendo em grande parte expresso pelo niumero elevado de osteoclastos. Kohno et al.
(2003) sugerem que este fator de crescimento pode participar da fungédo de remogéao
do tecido necrético. A presenga de maior suprimento sangliineo na zona de tensao
foi uma constante, sendo necessdario, entretanto, uma andlise quantitativa
especificamente dessa condicdo encontrada neste experimento. Pesquisas
evidenciam que a injecdo de VEGF acelera o processo de diferenciacao
osteoclastica (KAKU et al., 2001). Baseando-se nessa informacao, o VEGF expresso
nos osteoblastos no lado de tensdao do periodonto submetido a movimentacao

experimental, pode participar da regulacdo do metabolismo 6sseo e do seu reparo
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durante a movimentagao dentaria induzida por acelerar a angiogénese na area
de compressao.

Uma condicéao clinica praticamente inevitavel é hipdxia gerada por isquemia
no ligamento periodontal apds aplicacdo de forca ortodéntica (HARIK, HRITZ,
LAMANNA, 1995), o que por si sO ja seria um estimulo para a expressao de VEGF
(BANAI et al., 1994; PEER et al.,, 1995). Sendo este um estimulo fundamental que
explicaria a grande expressao desta citocina, sobretudo no primeiro grupo
observado. Os resultados desse estudo mostraram niveis de VEGF sendo expressos
em maior quantidade do que os niveis basais encontrados. Baseando-se na
informagao de Zahid et al. (2005), que afirma que macréfagos e fibroblastos parecem
ser atraidos para areas com baixa oxigenacao, pode-se supor que a expressao de
VEGF na area de pressdo esta significativamente aumentada em um primeiro
momento, em virtude da compressdo do ligamento periodontal. A medida que a
irrigacdo local se restabelece, desencadeada por mecanismos angiogénicos
desempenhados, sobretudo, pelas células endoteliais, secretoras de VEGF,
retornam os niveis normais de oxigenacao local. Esse dado, por sua vez, explicaria a
diminuicdo de VEGF num segundo tempo de avaliacdo, onde ha caracteristicamente
novos vasos ainda secretando VEGF, mas n&o mais ocorrem as células clasticas,
caracteristicas dos trés primeiros dias de compressao do ligamento periodontal.

O nivel de expressao de VEGF na zona de pressdo, ao final dos catorze
dias, volta a subir. Isso pode ser explicado pela evidéncia histologica de
reorganizagdo do tecido de sustentacdo. Concordando com esse achado, mas
trabalhando com coelhos submetidos a exodontia, encontra-se o trabalho de Zahir et
al. em 2005.

Kaku et al. (2001) investigaram se o VEGF recombinante estimularia a

diferenciagdo de coldnias de osteoclastos durante o movimento ortoddntico
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experimental. Para isso, injetou VEGF recombinante no sulco gengival dos
incisivos superiores de ratos e, apds aplicacao de for¢ca biomecénica, observou que o
namero de osteoclastos no lado de pressao foi marcantemente aumentado. Os
autores, diante dos resultados obtidos, sugeriram que a administracao local de VEGF
recombinante pode aumentar o nivel de movimentacdo dentaria induzida por
aplicagao de forga mecéanica. De acordo com os achados desse estudo, observa-se
que a expressao de VEGF é estimulada por aplicagao de forga mecanica. Sugere-se
que essa citocina influencia no recrutamento de células clasticas, pois sabe-se que,
além de ser um dos principais fatores que envolvidos no processo angiogénico, o
VEGF também propicia o0 aumento da permeabilidade vascular (SENGER et al.,
1983). Esta caracteristica, por sua vez, propicia o processo de clearance que ocorre
no ligamento periodontal sob pressdo. O VEGF, confirmando o que ja foi relatado
anteriormente, tem a habilidade de induzir a funcdo osteoclastica, assim como a
neovascularizacao. Resultados obtidos por Konho et al. (2003) também sugerem que
o VEGF aumenta expressivamente, apdés estimulo mecénico, o numero de
osteoclastos como um fator paracrino e que a movimentacao ortodéntica é acelerada
tanto pelo VEGF endégeno quanto pelo VEGF recombinante. A utilizacdo dessa
citocina podera futuramente ser muito util na clinica ortodéntica.

No lado de tenséo, onde a hipoxia ndo é condicdo caracteristica, quando
respeitada a condigdo biolégica e magnitude de forga, tal como ocorre no lado
pressionado (PROFFIT, 2002), o aumento progressivo detectado das citocinas
estudadas, nos trés grupos, pode ser decorrente do predominio de fenbmenos de
neoformacao caracteristicos desta area, de acordo com Ferreira em 2002. Desde
1972, Rygh investigou as trocas vasculares que ocorriam no ligamento periodontal
durante os primeiros 30 minutos de aplicacao de forca ortoddntica até o vigésimo

oitavo dia. Ele constatou que dentro das primeiras 24 horas uma oclusdo total ou
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parcial da circulagdo sanglinea local ocorria, seguida pela desintegragdo das
paredes dos vasos e degradacao das células sanglineas vermelhas entre o segundo
e terceiros dias. O processo regenerativo, com proliferacdo de novos elementos
celulares e vasculares, foi predominante depois do sétimo dia. No lado de tensao, a
atividade vascular foi descrita como moderada no primeiro dia e intensa no segundo
dia, evidenciando-se o aumento do numero de vasos sanglineos (RYGH et al.,
1986).

Neste estudo, ocorreu variagdo na expressao de FGF basico e VEGF nos
diferentes tempos avaliados, nos lados testados quando comparado ao controle.
Resultado semelhante foi encontrado no trabalho feito por Zahid et al. (2005),
variando em relacdo ao tempo de maior expressao das citocinas estudadas, sendo
mais lento no trabalho dos autores em questdo. Deve-se levar em consideragao que
o grau de dano tecidual e espécime animal também difere daquele empregado neste
experimento. Os autores citados trabalharam com coelhos submetidos a exodontia.
Avaliaram temporal e espacialmente a regeneracao da area lesada. Porém, a forma
de expressdo do FGF basico sempre foi maior em relacdo ao VEGF e ambos
aumentaram sua expressao e diminuiram de forma muito semelhante ao encontrado
neste trabalho. Ao final do tempo de observagéo, no lado de presséao, tanto o FGF
basico quanto o VEGF voltam a aumentar sua expressado. Essa condi¢cdo pode ser
decorrente de um maior numero de fibroblastos ativos e também de células
endoteliais. Nesta fase observam-se fibroblastos expressando ativamente as
citocinas estudadas e se reorganizando no ligamento que estava comprimido.

Os niveis aparentemente aumentados de FGF basico em relacdo ao VEGF
podem ser explicados sob trés aspectos fundamentais. O primeiro deles, a
remodelacdo dentaria, € uma reagao que envolve basicamente o tecido conjuntivo

(ligamento periodontal e osso alveolar), estando as ac¢des do FGF béasico mais
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direcionadas devido aos seus constituintes celulares. Uma segunda
possibilidade € que as agdes desempenhadas pelo VEGF estdo ligadas mais
diretamente aos processos de neovascularizacao do tecido de insercao. Além disto,
uma terceira explicagao possivel, € o efeito de modulagao positiva que o FGF basico
exerce sobre o VEGF. O VEGF é um peptideo que desempenha papel muito
especifico na angiogénese, enquanto que o FGF basico € um peptideo com
atividade pleiotrépica com ampla acdo na angiogénese, fibroplasia e formacao de
matriz (ZAHID et al., 2005).

Rabie e Lu (2004) investigaram a estimulacdo do FGF basico sobre a
expressdo de VEGF em experimento que envolvia a utilizacdo de enxertos 0sseos
alogénicos e seu processo de cicatrizagdo. A investigagdo tinha como objetivo
identificar a expressdo de VEGF na presenca de FGF basico presente em uma
matriz éssea intramembranosa durante o processo de cicatrizacdo dos enxertos
alogénicos colocados em defeitos ésseos artificialmente produzidos em mandibulas
de coelho. Apéds trés semanas, as pecas foram processadas histotecnicamente e
seguiu-se imunohistoquimica e hibridizagdo in situ para VEGF. Os resultados
demonstraram que o FGF bésico existente na membrana estimulou, de forma
marcante, a expressdo de VEGF na area enxertada. FGF basico amplifica a
cicatrizagdo da area enxertada devido a potencializagdo da vascularizagdao obtida
decorrente da modulacgao positiva induzida ao VEGF.

O conhecimento adquirido com esse estudo e a utilizacdo dos principios
basicos sobre mecanismos moleculares que participam da biologia da movimentagao
ortodbntica pode ser util para futuras investigacbes acerca dos niveis destas
citocinas, os quais podem influenciar e interferir no processo de reorganizagdao do

tecido de suporte que acompanha o movimento dentario induzido.
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7. CONCLUSOES

Respeitadas as caracteristicas do presente estudo, os resultados observados

possibilitam as seguintes conclusées:

1.

Ocorrem modificagbes importantes no periodonto das unidades
submetidas a aplicacao de forca ortodontica, predominando fenémenos
de neoformacédo no lado de tensdo e de destruicdo no lado de presséo,
nos primeiros dias de aplicacao de forga;

A expressdao de FGF basico e VEGF estd aumentada durante a
movimentacao ortoddntica;

Os niveis de expresséo variam ao longo do periodo da movimentagao
ortoddntica e se relacionam aos eventos de remodela¢do do ligamento
periodontal;

O FGF basico alcanca niveis mais elevados do que o VEGF sugerindo
uma participacdo maior desta citocina na remodelacdo do ligamento
periodontal;

A expressao destas citocinas, em menor escala, em areas especificas
dos controles sugere uma produgado constitutiva por células do tecido

dentario.
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