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Shimabucoro CE. Marcagao fluorescente de calcio em tecidos de suporte apoés a
movimentacdo dentaria experimental em ratos [dissertagdo]. Aracatuba:
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2007.

O osso alveolar, como os demais 0ssos, € continuamente remodelado por processo
que equilibra reabsor¢cdo 0ssea por osteoclastos seguido pela deposigdo 6ssea por
osteoblastos. A aplicacdo de forcas ortoddnticas gera reagdes locais nos tecidos
relacionados com a denti¢do e oclusdo bem como em fatores sistémicos relacionados
com o metabolismo ésseo, como a concentragdo de calcio, fésforo e fosfatase
alcalina. O nosso objetivo foi identificar, através de marcadores fluorescentes, a
deposicao de calcio no ligamento periodontal e analisar a concentragéo plasmatica de
calcio, fésforo e fosfatase alcalina antes e apdés a movimentacdo dentaria
experimental. A movimentagédo foi realizada com aparelhos instalados no primeiro
molar superior em ratos machos (Wistar/250g). Os animais receberam trés inje¢des de
marcadores 06sseos fluorescentes, na seguinte ordem: calceina, alizarina e
oxitetraciclina com intervalo de sete dias entre as injegbes para analise de 17 (G1), 28
(G2) ou 35 (G3) dias ap0os instalagdo do aparelho. Sete dias apds a ultima injecéo, o
sangue foi coletado e centrifugado para a realizacdo posterior das analises
bioquimicas. As maxilas foram retiradas, limpas e submetidas aos procedimentos
especificos para o preparo das laminas e leitura posterior em microscépio de
epifluorescéncia. Foi coletado sangue de oito animais que nao receberam intervengéo
ortoddntica, para controle das concentragcdes plasmaticas. A anadlise qualitativa
evidenciou diferenga entre o lado controle e o submetido a movimentacao dentaria,
entretanto, a analise quantitativa ndo constatou diferenca estatisticamente significante.
As leituras espectrofotométricas nas dosagens dos plasmas destes animais mostraram
concentracdo de calcio sem diferenga estatistica entre os grupos. Entretanto, a analise
do fosforo evidenciou co-relacdo entre a concentracao plasmatica e o tempo de
movimentagao dentaria. Quando comparado a concentragéo de fosfatase alcalina, os
animais do grupo G1 apresentaram menor concentragao significante em relagéo aos
outros grupos. Nos animais com 28 (G2) e 35 (G3) dias a concentragao plasmatica de
fosfatase alcalina n&o foi diferente do grupo controle, mas foi significativamente maior

que dos animais com 17 dias (G1) de movimentagdo dentaria. Portanto, a
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movimentagdo dentaria experimental utilizada neste trabalho desencadeou,
qualitativamente, altera¢cdes na deposi¢cdo de calcio no alvéolo e na concentragédo
plasmatica de fésforo e fosfatase alcalina evidenciando relagdo entre movimentagéo

dentéria e a concentragao plasmatica destas substancias.

Palavras-chaves: célcio, fosforo, fosfatase alcalina, movimentagao dentaria, corantes fluorescentes.
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Shimabucoro CE. Marking fluorescent calcium in tissues of support after the
experimental tooth movement in rats. [dissertation]. Aragatuba: UNESP - Sao
Paulo State University; 2007.

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

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

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

A movimentagdo ortoddntica consiste em processo dindmico associado a
remodelagéo do 0sso alveolar, possibilitada pela presenga do ligamento periodontal e
de suas células, onde se destacam os fibroblastos, que sao capazes de responder a
estimulos compressivos e remodelar as fibras colagenas do ligamento periodontal®,
assim como mediar a remodelagdo &ssea alveolar através da liberagdo de

citocinas®'*,

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

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

7,8,17,31

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

aumento da movimentagdo dentaria, comprovada em trabalhos realizados com
animais hipoparatiroideos '8,

As modificagbes celulares durante a remodelacdo Ossea resultam do
equilibrio entre a reabsor¢cdo déssea por osteoclastos e a deposigcdo Ossea por
osteoblastos. Este processo ¢ influenciado por forgcas que agem sobre o tecido. Sabe-
se que forgas de tracdo provocam formacao Ossea enquanto for¢cas de pressao
causam reabsorgéo do osso. O grau de reabsorgao ou formagao de osso alveolar
influenciado pelas resultantes de forgcas que agem em cada regido do comprimento
total do dente™.

A andlise da remodelacao 6ssea, utilizando marcadores fluorescentes, e as
alteracdes morfolégicas do periodonto apos o periodo de movimentagcdo dentaria
experimental fornecerdo informagbes essenciais para o entendimento dos
mecanismos envolvidos neste processo.

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

fluorescentes, que se apresentam como faixas representativas do tecido ésseo,
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formado no dia que se realiza as injegdes intramusculares, permitindo a determinagao
de algumas caracteristicas estruturais e funcionais de particulas biolégicas e

deposicéo de calcio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O ato de alterar a posicdo de um dente ocasiona uma reacdo em cascata no
ligamento periodontal, e esta alteragéo leva a uma alteragdo molecular, celular, tecidual e
sistémica'?. Uma revisdo aos aspectos histolégicos € muito importante para delinear os
estudos deste trabalho e assim poder discutir o assunto proposto.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

granulagdo®. Observou-se também que ndo somente o quadrante do dente experimental
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apresentou resposta, mas o0 hemi-arco antagonista também, indicios de adapta¢des
oclusais frente & presenca da ligadura elastica®.

Decorridos 7 dias, haviam somente pequenas ilhotas de hialinizagdo, sem
apresentar contato com o0 0sso alveolar e poucos osteoclastos eram vistos na crista
alveolar. Ja aos 14 dias, toda a area hialinizada foi substituida pelos tecidos de granulagao
com fibras pré-colagenas com poucos osteoclastos presentes. Aos 21 dias, observou
osteoblastos, ostedide e aposicéo dssea na porgéo mesial das raizes do primeiro molar, e
osteoclastos e reabsor¢do dssea na porgao distal em alguns cortes®.

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

Com relagdo ao lado de tensdo, apdés 6 horas, houve estiramento das fibras
periodontais, diminuicdo de osteoclastos, estiramento e diminuigdo em espessura das
fibras transeptais gengivais®*. Um achado comum dos fibroblastos foi o alongamento de
seus ncleos na diregdo do estiramento das fibras periodontais®.

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

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

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

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

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

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

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

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

Estudos mostram que a remodelacéo 6ssea é muito influenciada por horménios
sistémicos (paratormdnio) e vitamina D que regulam a concentragédo de ions como
célcio e fosforo”17193132 A deficiéncia sistémica destes fons ocasiona aumento da
movimentagdo dentaria, comprovada em trabalhos realizados com animais
hipoparatiroideos’"'82,

Mesmo com o controle da liberacdo do calcio existe uma alteracido durante

varios periodos do dia. Além disso, Nakamura e colaboradores (2003)* analisaram
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regides calcificadas apos a movimentagdo dentaria e constataram a ocorréncia de
tecido parecido com calcificagao distrofica, sendo a neoformagao 6ssea composta de
fosfato de calcio e nao de hidroxiapatita.

Sendo assim vimos o quanto € importante ndo s6 conhecer o que ocorre no
ligamento periodontal e ao seu redor, mas também o que ocorre sistemicamente, para

que possamos entender melhor a movimentagao dentaria.
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3. PROPOSICAO

Nosso trabalho propés:

3.1- Identificar através de marcadores fluorescentes a deposicdo de calcio no
ligamento periodontal, antes e apds a movimentagao dentaria experimental.

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

antes e apos a movimentagéo dentaria experimental.



MATERIAIS
E
METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

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

recomendacdes do fabricante.

4.2. Movimentagao ortodéntica

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

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

mm, cuja luz tem um diametro de 0,56mm (Sentalloy®, GAC, Nova York, USA). O fio
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de amarrilho foi fixado na cervical do dente, para que nao ocorresse alteragdo na
forma de movimentacao (Fig. 1). Utilizando-se o0 mesmo tipo de amarrilho, o aparelho
foi fixado nos dois incisivos superiores ao nivel do sulco de retengéo previamente
determinado. Apds a fixagéo, foi acrescida pela face vestibular dos incisivos uma

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

Fig. 1 — Foto ilustrativa do aparelho
ortoddntico instalado.

A movimentagdo do primeiro molar superior esquerdo foi promovida pela
ativagcado da mola durante a amarragéo, calibrando-se para ativagao de 3,0 £ 0,5 mm,
equivalente a forga de 25,0 £ 5,0cN, e esta forga foi capaz de ser mantida constante
no intervalo de comprimento ativado durante todo periodo experimental. Para evitar
maiores variagdes, o0 mesmo animal serviu de controle. Assim, o aparelho foi instalado
no lado esquerdo superior, entre o primeiro molar e os dois incisivos, enquanto que no

primeiro molar superior do lado direito ndo foi aplicada nenhuma forga ortodéntica.

4.3. Injeg¢&o de Fluorocromo:

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

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

ao dia que foi instalado o aparelho:

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

Os periodos de sacrificio foram sempre 21 dias apds a aplicagao de calceina,
sendo os grupos separados da seguinte forma: Grupo 1, aplicagdo de calceina quatro
dias antes da instalagdo do aparelho, Grupo 2 aplicagédo de calceina sete dias apos a
instalacao do aparelho, Grupo 3 aplicagédo de calceina catorze dias apds a instalagéao
do aparelho.

4.4. Coleta e Analise:

Sete dias ap6s a ultima inje¢ado, os animais foram anestesiados para a coleta
de sangue. Este material foi heparinizado e centrifugado (2500 rpm /2 /15 min.,
Beckman J-6M, Beckman Instruments, INC, Califérnia, USA), o plasma submetido a
analise para determinacao de calcio (kit Labtest; cat. 90), fésforo (kit Labtest; cat. 12)
e fosfatase alcalina (kit Labtest; cat. 40). As leituras foram realizadas em
espectofotdbmetro utilizando placas para microvolume (Bio-Tek® Instruments, INC,
Highland Park, Vermont, USA) com auxilio do software KC Junior™.

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

Ao término da desidratagéo, as pegas foram imersas em acetona (Synth) por 24h,
seguidos de dois banhos em acetona + monémero metil metacrilato 50% (1 e Il) (JET -
Artigos Odontolégicos Classico Itda., Industria Brasileira), com duragéo de 24 h cada.

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

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

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

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

4.5. Analise Estatistica:

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

entre os periodos analisados. O nivel médio de significancia foi estabelecido em 5%.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos nos cortes por desgaste sao:

1

| f raz

ARY20)50)

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

Fig. 3 — Imagem no microscopio de
epifluorescéncia, com
sobreposicao dos filtros. Lado
controle.

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

3). Mas na analise quantitativa, ndo se notou alteragao significante entre os lados.
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Figura 5: Avaliagdo quantitativa medida em pixelz do Figura 6: Avaliagdo quantitativa medida em pixel2 do
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Figura 7: Avaliagio quantitativa medida em pixel* do
grupo llI: lado controle e lado tratado néo significante
para P<0,05
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Os gréaficos representam as médias e o erro padrdo da média (EPM) das

concentragdes plasmaticas de calcio, fésforo e fosfatase alcalina (figs. 8, 9 e 10) obtidas

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

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

calcio nao alterou significativamente apds 17, 28 ou 35 dias de movimentagdo dentaria

experimental nos animais (fig. 8) quando comparado com o grupo controle.
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A concentracdo plasmatica de fésforo (fig. 9) foi maior nos grupos que tiveram
movimentacao experimental podendo ser verificado co-relagdo com a secrecao plasmatica
de fésforo e o tempo de movimentacéo dentaria.

Quando comparado a concentracéo de fosfatase alcalina no plasma (fig. 10), os
animais do grupo G1 apresentaram menor concentragao significante em relagdo aos
outros grupos. Nos animais com 28 (G2) e 35 (G3) dias a concentragdo plasmatica de
fosfatase alcalina nao foi diferente do grupo controle, mas foi significativamente maior que
dos animais com 17 dias (G1) de movimentagao dentaria.
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6. DISCUSSAO

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

A analise dos resultados deste trabalho apds dosagem plasmatica de calcio dos
animais submetidos a movimentacdo dentaria (fig. 8) sugere a ocorréncia de
calcificagdo dos produtos da degeneracgao tecidual. Isso é identificado na analise dos

Y

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

pertinente® "%

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

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

Nakamura e colaboradores'® sugerem que a calcificagdo do tecido degenerado
ndao €& fenbmeno incomum durante a movimentagdo dentaria, sendo inseparavel
durante o processo de degeneracao tecidual no ligamento periodontal quando forga

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

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

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

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

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

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

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

importante para a aposi¢ao do cemento acelular. No molar do rato, por exemplo, a
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relacédo tem sido demonstrada entre a espessura do cemento acelular e a atividade da
fosfatase alcalina®.

A diminuicdo da concentragao plasmatica de fosfatase alcalina apés 17 dias de
movimentagado dentaria (Fig. 10) sugere diminuicdo da passagem para a circulagéo
geral ou diminuigdo de sintese local da enzima. Entretanto, ndo pode ser excluida a
possibilidade de diferenca no catabolismo da fosfatase, pois esta resulta do balango
entre a quantidade liberada pelos osteoblastos e a quantidade degradada pelo figado'.
Portanto, verificamos a existéncia de relacdo entre a alteracdo provocada pela
movimentacao dentaria experimental e a fosfatase alcalina plasmatica, principalmente
apo6s 17 dias (G1).
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7. CONCLUSOES:

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

o Nao houve diferenga estatisticamente significante na andlise quantitativa entre os
lados, quando comparado a quantidade de marcacgoes.

o A movimentacdo dentaria experimental em ratos desencadeou alteragédo na
secrecao plasmatica de fésforo e fosfate alcalina, mas nao a de calcio.

o Ha relagdo entre a alteragdo provocada pela movimentagdo dentaria

experimental e a concentracao plasmatica da fosfatase alcalina.



REFERENCIAS



54

REFERENCIAS
8. REFERENCIAS

1.

ANH, D. J.; DIMAI, H. P.; HALL, S. L; FARLEY, J.R. Skeletal alkaline
phosphatase activity is primarily released from human osteoblasts in an
insoluble form, and the net release is inhibited by calcium and skeletal growth
factors. Calcif Tissue Int, New York, v. 62, p.332-340, Apr. 1998.

AZUMA, M. Study on histologic changes of periodontal membrane incident to
experimental tooth movement. Bull. Tokyo Med. Dent. Univ., Tokyo, v.17,
p.149-178, 1970.

BEERTSEN, W.; VAN DEN BOS, T. Alkaline phosphatase induces the
deposition of calcified layers in relation to dentin: an in vitro study to mimic the
formation of acellular cementum. J Dent Res; Chicago, v. 70, p.176-181. Mar.
1991

CHENG, L.; JACKTOR, B. Sodium gradient-dependent phosphate transport in renal
brush border membrane vesicles. J. Biol. Chem., Baltimore, n. 256, p. 1556-1564,
1981.

CINGOLANI, H. E.; HOUSSAY, A. B. Fisiologia humana de Houssay. 7?2
edigcao atualizada e ampliada. Porto Alegre: Artmed, 2004.

DAVIDOVITCH, Z. Tooth movement. Crit Rev Oral Biol Med. Alexandria, v.2,
n.4, p.411-50.1991

ENGSTRO, M. C.; GRANSTRO,"M. G.; THILANDER, B. Effect of orthodontic
force on periodontal tissue metabolism. A histologic and biochemical study in
normal and hypocalcemic young rats. Am J Orthod Dentofacial Orthop, St.
Louis, n.93, p.486-95, 1988.

GOLDIE, R. S.; KING, G. J. Root resorption and tooth movement in
orthodontically treated, calcium-deficient, and lactating rats. Am J Orthod, St.
Louis, n.85, p.424—-430, 1984.

GROENEVELD, M. C.; EVERTS, V.; BEERTSEN, W. Formation of afibrillar
acellular cementum- like layers induced by alkaline phosphatase activity from
periodontal ligament explants Maintained in vitro. J Dent Res, Chicago, n. 73,
p.1588-1592, 1994.



55
REFERENCIAS

10.HARRIS, C. A. The dental art, pratical treatise on dental surgery. Baltimore:
Armstrong and Berry, 1839. Apud MEIKLE, M. C. The tissue, cellular, and
molecular regulation of orthodontic tooth movement: 100 years after Carl
Sandstedt. Eur J Orthod, London, n.28, v.3, p.221-40, May 2006.

11.KOGA, M. Histologic study on the periodontal structures incident to experimental
tooth movement in rats. J Tokyo Dent Coll Soc, Tokyo, n. 74, p.498-557,
Mar.1974;

12.KRISHNAN, V.; DAVIDOVITCH, Z Cellular, molecular, and tissue-level
reactions to orthodontic force. Am J Orthod Dentofacial Orthop. , St. Louis,
n.129, v.4, p.469 .e 1-32, Apr 2006.

13.KVAM, E. Cellular dynamics on the pressure side of the rat periodontium
following experimental tooth movement. Scand. J Dent Res, Chicago, v.80,
p.369-383, 1972.

14.LEKIC, P.; MCCULLOCH, C. A. Periodontal ligament cell population: the central
role of fibroblasts in creating a unique tissue. Anat Rec., New York, n.245, v. 2,
p.327-41. Jun 1996.

15.MEIKLE, M. C. The tissue, cellular, and molecular regulation of orthodontic tooth
movement: 100 years after Carl Sandstedt. Eur J Orthod, London, n.28, v.3,
p.221-40, May 2006.

16.MELSEN, B. Biological reaction of alveolar bone to orthodontic tooth movement.
Angle Orthod, Appleton, v. 69, p.151-164, 1999.

17.MIDGETT, R. J.; SHAYE, R.; FRUGE, J. F. J. The effect of altered bone
metabolism on orthodontic tooth movement. Am J Orthod Dentofacial Orthop.
, St. Louis, n.80, p.256-62, 1981.

18.MILHAUD, G.; PERAULT-STAUB, A,; STAUB, J. Diurnal variation of plasma
calcium and calcitonin fuction in the rat. J. Physiol., Great Britain, n. 222, p.567-
559, 1972.

19.MIYOSHI, K.; IGARASHI, K.; SAEKI, S.; SHINODA, H.; MITANI, H. Tooth
movement and changes in periodontal tissue in response to orthodontic force in
rats vary depending on the time of day the force is applied. Eur J Orthod,
London, n.23, p.329-338, 2001



56
REFERENCIAS

20.NAKAMURA, Y. Electron microscopy of bone cells incident to experimental
reversed tooth movement. Tsurumi Univ Dent J, Yokohama, n.8, p.5-23, 1980.

21.NAKAMURA, Y.; TANAKA, T., KUWAHARA, Y. New findings in the
degenerating tissues of the periodontal ligament during experimental tooth
movement. Am J Orthod Dentofacial Orthop. , St. Louis, n.109, p.348-354,
1996

22.NAKAMURA, Y.; TANAKA, T.; NODA, K., SHIMPO, S.; OIKAWA, T,
HIRASHITA, A.; KAWAMOTO, T.; KAWASAKI, K. Calcification of degenerating
tissues in the periodontal ligament during tooth movement. J Periodont Res,
Copenhagen, v.38; p. 343-350, Jun. 2003

23.OKUMURA .E. Light and electron microscopic study of multinucleated giant cells
related with the resorption of hyalinized tissues. J Jap Orthod Soc, Tokyo, n.41,
p.531-555, 1982;

24.0OTTONI, C.E; CHOPARD, R. P. Histomorphometric evaluation of new bone
formation in diabetic rats submitted to insertion of temporary implants. Braz
Dent J, Ribeirdo Preto, n.15, v.2, p.87-92, 2004 Mar

25.PAPALEXIOU, V; NOVAES, A. B. JR; GRISI, M. F.; SOUZA, S. S.; TABA, M.
JR; KAJIWARA, J. K. Influence of implant microstructure o the dynamics of
bone healing around immediate implants placed into periodontally infected sites.
A confocal laser scanning microscopic study. J Clin Oral Implants Res,
Copenhagen, n.15, p.44-53, 2004.

26.ROBERTS, W. E.; GOODWIN, W. C. JR;, HEINER, S. R. Cellular response to
orthodontic force. Dent Clin North Am., Philadelphia; n. 25, v.1, p.3-17, 1981
Jan.

27.RODY JUNIOR, W. J.; KING, G. J.; GU, G. Osteoclast recruitment to sites of
compression in orthodontic tooth movement. Am J Orthod Dentofacial
Orthop. , St. Louis, n.5, v.120, p.477-489, Nov 2001.

28.RONALD, S. A, RICHARD, M. A. Interpretacao clinica dos exames

laboratoriais de Widman. 112ed.Barueri, SP. Manole: 2002



57
REFERENCIAS

29.RYGH, P. Elimination of hyalinized periodontal tissues associated with
orthodontic tooth movement. Scand J Dent Res, Copenhagen, n.82, p.57-53,
1974.

30.TEN CATE, A. R.; DEPORTER, D. A.; FREEMAN, E. The role of fibroblasts in
the remodeling of periodontal ligament during physiologic tooth movement. Am
J Orthod, St. Louis, n.69, v.2, p.155-68, 1976 Feb.

31.VERNA, C.; DALSTRA, M.; MELSEN, B. The rate and the type of orthodontic
tooth movement is influenced by turnover in a rat model. Eur J Orthod, London,
n.22, p.343-52, 2000.

32.VERNA, C.; MELSEN, B. Tissue reaction to orthodontic tooth movement in
different bone turnover conditions. Orthod Craniofacial Res, Blackwell
Munksgaard, n. 6, p. 155-163, 2003

33.WALDO, C. M.; ROTHBLATT, J. M. Histologic response to tooth movement in
the laboratory rat. J Dent Res, Chicago, n. 33, p.481-486, 1954.

34.ZAKI, A. E.; HUYSEN, G. V. Histology of the periodontium following tooth
movement. J Dent Res, Chicago, v.42, p.1373-1379, 1963.



ANEXOS



59
ANEXOS

9. ANEXOS

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

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Aragatuba

unesp

COMISSAQ DE ETICA NA EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “MARCAGAO FLUORESCENTE DE
CALCIO EM TECIDOS DE SUPORTE APOS MOVIMENTAGCAO
DENTARIA EM RATOS” sob responsabilidade do Prof. Dr.
FRANCISCO ANTONIO BERTOZ e colaboracdo de CARLOS
EDUARDO SHIMABUCORO E RITA DE CASSIA MENEGATI
DORNELLES, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela CEEA em 26 de
outubro de 2007, de acordo com o protocolo no. 2007- 007284.

Aracatuba, 03 de dezembro de 2007.

. | ~ Rl
easbuad el dilos o5

3 B

Prof® Dr2 CRISTINA ANTO/NIALI SILVA
Presidente da CEEA - FOA/UNESP

Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina Veterinaria
Rua José Bonifacio, 1193 CEP 16015-050 Aracatuba — SP
Tel (18) 3636-3200




ANEXOS

9.2.

NORMAS DA

REVISTA DENTAL

MNoIMAS DE APLESENTACAC DE ORIGINALS

— & Revies DENTAL FRESE OF ORTODONTIA E
OFTOPEDIA FACIAL, diigida 8 cluss cdemtelages,
daritra-ia b publicsgdo da arigan da bl Asnitlcy,
radatande brizos nde wrtigea ds
cans cricdbailes saliciiades psh Coips Edticeiad, coviaban
dyriBcaiiym, coonnicsto borva o siuedidsde.

— O wrilges sarko wheridos e parecer dea cookares
o de Comelbas Edtorid de Bevies, que Secidied
sabrs m mlllr\:h ou nh- du puHI:l?q llrll.lndn
reme “favorie el mian
medBospdan

— & cwda ld‘h n-l_ he Edticeld sal demira ca
arkigm fi paia publicagic, squeln qua

wrbic publicsdan inadistumante.

— A Dumial Pioa sz cecdher o amigan, nlic sums o
cemprearma de publici-la

— O ariig=a pocdarr nar irm 5 qual mtio sies
da suieen shcionada pio Cullib:r- Eﬂwllll.

— Ao fireod o sntradan e Jrespomubilidede intagnl dea

auicral.

— O oo ” dovern e spramnisdcs nuen sditor da texte, em
dusi cdpim brpranm e una am C0 fram coadmar mdxica
d-lE-\.Cl:l.rll-

palwvran, tachusda o ey ol mL

— s neem dhorid deveam. nar

emercial 4 devern e spemestadn e fim e d-n-1|m

— Quarks 1o iexts, exge-e: carrsgla Ja pertupub a do
irglin
- l:ll -:|l.|l&v:rl, Inﬁll.ll 2 fpam -:I-rr\-llln- 1r inchudouao uﬂn

P [com s ep

Il!_mdlll.

— Mk ubizsr aoto da radapid.

— A mniidio dw refrdacin i do cmp conabildade dasriora;
i masmn devemn coaier tedon o4 dedan necmicion & s
idmithcagdc.

—Tadar ca auicem cksdm ne taxic devan <coniar o lbes de
refuibincin.

— A drran. s ap ra bl do sz
ohedecends @1 mmma ds ABMT ADER - 2002, nio
ukrspanasda o lmke 3s 3, caxforme o scamplos o sypaic:

LK coimum Aninr

EFLASKAR 5 1 Eynopsts ol ol patobgy. S ed. 52 Loub:
Mmby, 1377,

Liv s cofm 2l inds o e nes

HEMDERSON, T ; McGIVMEY, G F; CASTLEBERRY, [ 1
Mo Credcan's remmoveble parilal posiodertos. Tih od. 5 Loun:
C.W. Meshy, 1955,

Livi coam il s o 1695 auiones

APEILE. H. ot sl Arsiionla edonio kgl orocerdoobaclal.
5. e Bumnca fdee: Bl Aemac, 1575,

Capiink da 1o
GO ALVES, N. Tacal Aoprifcas pana da da

wriku in -Tomm.-ﬂ.hd.-r b FRETTAS A FOEA L E;
FARIA 5. [ Aedinlogln odonpigica. 2. ed Sic Pradec Arten
Mliadic, 1928, p. 247-252.

T i ol bsm ot e

PEREIRA. & O Esiwlo compe ik da dllkemyiss maiodos ds
s, nilloeke §m Odenislegh, pam dimeceiko da cirs
linidia 19655, Dmerccio [Masieda]-Feouldude de Zatde
Publca, Undvariidsde do 540 Faule Sk Frolo 1999,

Arilga do wvidn

CAPELCEIA ALHD L. Ums vasgh oo domba de
II‘P\.I'\lIID- pater rIpHn- ds maxls na irviamaska da

R Denial Pross Oriodes
g Facla. Marings, v 4, 5. fpmﬂ jan v, 15555,

STEFHAN, B. M. Effact of Afsieni typn of bums foods s
dmeal hauth da experimares] ardmah. J Dok RS, Chicuge,
v 45, p 1551-1541, 1965,

Cling e o mrionees 8o B
Cam o objeiive do Ewilien o latiune do teein fcou
detarmitrade qua an cHagpten Sa o ek pudica,
Ic 1 ardem aifat dea wrimm o lista de
||'.|'Ilr\i1:h|.

— Dwvem o1 normalzade o shiedrium des koo da
perkddicea da scorde cam s publicsgta Tedex Mediew”
4 "Index iv Durrtal Licersurs”.

— A I||.l'|r|5ﬂ- dlwn tar cdginsls com qualdeds

ris Forma Jo didme au an
2D can Inlpmn.ﬂu raclupta [F00 DF).

— O dllllh-:u sevisdes podemn s mulbends ou

Jmank pela praduglc da seviks, s criiddo do
Carsahe Edibsrial.

— 1w quadrea wesheln, dea arni algeriiese aribics, com
i aespeciiva hgerdn drean vie am Falkas sepacsda,
poribm raeridm nc texic,

— O taxiza dlnmu’ hrdode '
an paroy ue aio ukinpea 150 palrens, ben
arma du hﬁw.—:hlw tunbin am poriuguds €« an
g

— T taxice devem o na. primaics piging idudbogio do
wtar (noma, raticlgde da vinculs, oo, tkua, mdwegs,
sl qua ik ulimapena 5 licha

— Fer maibve do seagio e wvallaghs dea mshalkm pale
Carashe Edkerial, o sapunds pigina deve scoter thuls an

poriuguis @ inglh, coune, palevan-chees, sbrinci, key-
weardh, amiitrale soma au quasguer deda refarentan #n

NusanEL
— Tadn o oarigm devern ser msdsdos  regetisdo,

peefunandalmimin por Sedee com paie page e
ancarminhadea i:

Fary'bstn Doavid Froes da Onosnila o Onopedln Feo
A, Evc ok da Canhi, 1798 - Zeaak,

GEF TS 190

Mar Ingd - Pamind - Basl
FarssFam Tooed) 105618

E-malt puba o sdd sainl s s oo br

60

PRESS



61
ANEXOS

9.3. IMAGENS DOS CORTES POR DESGASTE NO MICROSCOPIO DE
EPIFLUORESCENCIA

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

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

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