ARMANDO JOSE VENTURI GUILHERME

AVALIACAO HISTOLOGICA DO LIGAMENTO
PERIODONTAL DE RATOS WISTAR SOB EFEITO DO
HIPOTIREOIDISMO AGUDO INDUZIDO PELO
METIMAZOL (TAPAZOL®)

CAMPINAS
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



ARMANDO JOSE VENTURI GUILHERME

AVALIACAO HISTOLOGICA DO LIGAMENTO
PERIODONTAL DE RATOS WISTAR SOB EFEITO DO
HIPOTIREOIDISMO AGUDO INDUZIDO PELO
METIMAZOL (TAPAZOL®)

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Pos-Graduagao
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas, para a obtencdo do titulo de
Mestre em Saude da Crianca e do Adolescente, area de

concentracdo em Pediatria.

Orientador: Prof. Dr. Norair Salviano dos Reis

Co-orientador: Prof. Dr. Antonio Azevedo Barros Filho

CAMPINAS

2006



Banca Examinadora da Dissertacéo de Mestrado

Orientador:

Profa. Dr. NORAIR SALVIANO DOS REIS

Membros:

1. Prof(a). Dr(a). NORAIR SALVIANO DOS REIS

2. Prof(a). Dr(a). GILBERTO D’ ASSUNCAO FERNANDES

3. Prof(a). Dr(a). JOAO VICENTE DA SILVA

Curso de Pos-graduacdo em Saude da Crianca e do Adolescente da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 2006




DEDICATORIA

Dedico esse trabalho aos meus pais, Armando e
Hilda, minha irma Maria Teresa, meu cunhado
Gilberto, minha namorada Juliana e aos meus

tios (Renato e Ester in memorian).



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao Prof. Dr. Norair Salviano dos Reis

Ter o privilégio de desfrutar de sua orientacdo foi além de
uma grande honra um grande prazer, h4 um ditado antigo
que diz: ““quando o discipulo esta pronto, 0 mestre aparece”.
Creio que, nessa vez, houve uma excec¢ao, pois, 0 Mestre
apareceu e formou o discipulo desde a época da graduagao

até agora.

Por isso, pego desculpas por todo trabalho excessivo que lhe
dei durante essa Pds-Graduacdo e, pela quebra da
formalidade nesse momento, mas o que posso dizer é, muito
obrigado por tudo o que me ajudou durante todo esse

periodo meu grande amigo NORAIR.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A Profa. Dra. Rosana Celestina Morandin

Quando comegamos a trabalhar juntos na pesquisa que mais
tarde resultaria nesse trabalho, eu apenas a conhecia
socialmente, conheci entdo a profissional Rosana,
extremamente competente, questionadora, contudo, sem

perder a ternura.

Ao abrir as portas do laboratério, para realizacdo desse
estudo, abriu também as portas do meu coragao e, assim, por
tudo o que é como pessoa, conquistou 0 meu respeito, minha

admiracao e, principalmente minha amizade.

Muito, mas, muito obrigado mesmo.

Vi



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao Prof. Dr. Joao Vicente da Silva

Pessoa iluminada de carater e bondade inquestionaveis, faz
de suas acdes, da fe e da familia, os pilares da propria

existéncia.

Ensinou-me ao longo dos anos da graduacdo a pos-
graduacdo, até mesmo quando estava em siléncio. Com seu
olhar profundo, jeito brincalh@o e sério, é daquelas pessoas

gue nos sentimos bem em estarmos perto.

Agradeco por sua luz junto ao meu caminhar.

vii



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao Prof. Dr. Antonio Azevedo Barros Filho

Muito obrigado por toda a cooperagdo, boa vontade,
desprendimento e solicitude. O apoio e ajuda que forneceu
foi imprescindivel para que eu conseguisse seguir em frente e

concluisse minha pos-graduacao e, jamais seré esquecida.

viii



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao Amigo Herculano Salviano dos Reis Filho

Conhecer pessoas puras e iluminadas com um sorriso
radiante, constitui-se sempre numa bencdo ao caminhar de
qualquer pessoa. Agradeco de coracéo, por todo esforgo e
sacrificio feitos para me ajudar, tanto na confeccdo das
laminas dessa pesquisa, como na paz transmitida por cada

palavra durante nossas conversas.

Muito obrigado e continue sempre essa pessoa

iluminada por Deus.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao Amigo Jacobson Costa

Ao amigo e irmdo, sempre prestativo e pronto a ajudar-me.
Muito obrigado, como um bom professor, ensinou-me a
pescar..., continuo nao gostando da lingua inglesa, mas, toda
minha base no idioma, foi conquistada gracas a sua

capacidade de docéncia.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao Amigo José Marco Nogueira Lima

Caro amigo e irmao, sempre presente em momentos dificeis,
cuidando de toda minha familia, possibilitando todo conforto
ao meu tio e padrinho, levantando meus pais, possibilitando
que minha irma continue viva e com salde e, cuidando até
mesmo de mim, seu pior paciente..., a divida que possuo com

vocé é eterna e impagavel...

Muito obrigado meu irmé&o.

Xi



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A minha namorada Juliana Tiemi Tamanaha

Ha um ditado nos corredores da pds-graduacdo que diz:
“junto com uma tese vem sempre um divorcio”. Sei 0 que
suportou durante esse mais de um ano e meio que estamos
juntos, somente sua paciéncia oriental, dedicacdo e amor
para suportar tamanho fardo de estar ao meu lado e também

de me ajudar em tudo que pudesse.

Nem sempre recebeu o tratamento que merecia e, por isso
peco desculpas, mas em nenhum momento suas acOes

passaram desapercebidas.
Muito obrigado e com muito amor.

Armando.

Xii



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A Amiga Maria Angela Furio

A amiga que possui 0 coracdo maior que 0 mundo,
abandonando suas atividades para auxiliar-me sempre que

eu precisasse.

Muito obrigado.

Xiii



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A minha Familia,

A todos 0s meus tios e tias, primos e primas que me apoiaram

das mais diversas formas nessa jornada.

Pai e Mae, ndo basta apenas dedicar o trabalho a vocés, por
mais desavengas que tenhamos tido, sempre foram meu esteio
e ndo mediram esforcos para que eu alcangasse todo meu
desenvolvimento intelectual, profissional e como ser humano.
Agradecer-lhes é muito pouco, mas tenham certeza de que
habitam meu coracdo e minha mente em tempo integral e,

com todo meu amor.

Maria Teresa e Gilberto, minha irmé& e meu cunhado, sempre
estiveram ao meu lado, dispostos a qualquer coisa para me
ajudar, ndo mediram esfor¢os e nem paciéncia para comigo.
Nunca perguntaram qual seria a empreitada, mas sim, qual a

melhor forma de me ajudarem.

Té, vocé € uma pessoa que me € muito cara, em quem eu
tento me espelhar para melhorar, um grande beijo no seu

coracdo, minha doce irma amada.

Xiv



AGRADECIMENTOS

A Prof(a). Dr(a). Miralva Aparecida de Jesus Silva, por todos os

esclarecimentos prestados durante a elaboracdo dessa pesquisa.

Ao Prof. Dr. Gilberto D"Assuncdo Fernandes, por todos os esclarecimentos
prestados durante a elaboragdo dessa pesquisa.

A funcionaria da UNICAMP, Simone Cristina Ferreira, pelo apoio e por tudo

que se desdobra, para ajudar aos pos-graduandos do CIPED.
A estatistica Sirlei Siani Morais, por todo apoio com os calculos estatisticos.

Aos funcionarios do LICIT, Ana Cristina de Moraes e William Adalberto

Silva, por todo apoio dado durante as coletas de material.

As funcionarias da PUCCAMP, Christiane Aparecida Bedin Tarcitano ,
Maria Claret e Maria José Tocalino, pelo auxilio prestado durante a realizacdo das

fotomicrografias.

Ao meu primo José Roberto Pigato, pela torcida e ajuda empenhadas ao longo

de toda a pds graduacao.
As minhas primas Regina e Cristiane, por tudo que me auxiliaram.

A todos 0s meus pacientes, pela paciéncia que possuiram para comigo durante
todo esse periodo.

Sensei Severino e Maria Teresa, por toda a forca e equilibrio que

desenvolveram em mim através da arte marcial do AIKIDO.

A “tia” Norma Padula, Alaide Pedro e Décio, pelo apoio e confianca que
sempre depositaram em mim, antes mesmo de que eu adentrasse aos portdes da

pos-graduacéo.

XV



“O desafio supremo de um guerreiro €
transformar a fdria de um inimigo
destemido num riso inofensivo.”

(Morihei Ueshiba)

Credo do Samurai

Eu ndo tenho pais,

Faco do céu e da terra meus pais.

Eu ndo tenho poder divino,
Faco da honestidade a minha forga.

Eu ndo tenho condutas,

Faco da humildade minha maneira de relacionamento.

Eu ndo tenho dotes méagicos,

Faco da minha forca de espirito meu poder magico.

Eu ndo tenho nem vida nem morte,

Faco da eternidade minha vida e minha morte.

Eu néo tenho corpo,
Faco da coragem o0 meu corpo.

Eu ndo tenho olhos,

Faco do relampago meus olhos.

Eu ndo tenho ouvidos,

Faco do bom senso meus ouvidos.

Xvi



Eu ndo tenho membros,

Faco da vivacidade meus membros.

Eu ndo tenho projetos,

Faco da oportunidade meus planos.

Eu ndo sou um prodigio,

Faco do respeito a verdadeira doutrina o meu milagre.

Eu ndo tenho dogmas rigidos,

Faco da adaptabilidade a todas as coisas 0 meu principio.

Eu ndo tenho amigos,

Faco do espirito meu amigo.

Eu ndo tenho inimigos,

Faco da distracdo meu inimigo.

Eu ndo tenho armadura,

Faco da minha sinceridade e retiddo a minha armadura.

Eu ndo tenho castelo fortificado para me defender,

Faco da minha sabedoria de espirito 0 meu castelo.

Eu ndo tenho espada,

Faco da minha calma e siléncio espiritual minha espada.

Xvii



SUMARIO

PAG.

RESUMO .......oiicieeeeieeiseies e eessess s st ns s s s assnsensen Xix
ABSTRACT ....ooeeieeeveeiesees s s sttt as s as s es s s s XXii
INTRODUGAO . ...ttt 25

REVISA0 08 LITEratUra.......cccvviiiviiiiiei ettt 26
OBUIETIVOS......oooceeeeeeeeeesees e ses s 31
MATERIAL E METODOS........ooueeieeeeeieeieseessssiesssssessaessessssssssssssnssessensssnsanns 33
RESULTADOS.......ooviieeesiesiesseseeseessesssesssessessssss s sssessesssnssssssssnssssensssnsaons 42
DISCUSSAOD. .....coeeeeeeeeeeeeeeee e ee st se et 70
CONCLUSODES........ooiiiiiieietee ettt 74
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........c.oooieeeeeeiee e 76

Xviii



RESUMO

Xix



Objetivo — Avaliar o ligamento periodontal sob o efeito do hipotireoidismo induzido

agudamente.

Métodos — Foram utilizados 40 ratos wistar, que foram divididos em 2 grupos de
20 animais cada. O primeiro grupo denominado tratado, ou seja, foi induzido ao
hipotireoidismo pela administracdo de metimazol 5 mg/100ml na agua de bebida a vontade
e 0 segundo de controle, onde ndo foi administrado o metimazol. A condicdo da tirdide foi
avaliada por dosagens de T4 no plasma, pelo método de eletroquimioluminescéncia, de
sangue colhido da veia da cauda. Cada grupo foi subdividido em impedido e desimpedido
quanto ao processo de erup¢do e novamente subdivido, em relacdo a eutanasia e coleta do
material, em 21 e 28 dias. Como o rato, apresenta o0 crescimento continuo dos incisivos
inferiores, o desimpedimento foi efetuado sob efeito anestésico através do corte do incisivo
inferior esquerdo em nivel da papila interdental a cada dois dias, esse processo de corte leva
a erupcdo acelerada do dente. No 21° e 28° dia procedeu-se a eutandsia por inducéo
anestésica e a coleta de material para analise histologica qualitativa e quantitativa onde
foram tomados como parametros a celularidade; quantidade e aspectos das fibras colagenas

€ espacos vazios.

Resultados — A analise qualitativa do material histolgico revelou diferencas entre todos 0s
grupos. Com relacdo a analise quantitativa, houve diferenca estatisticamente significativa
com relacdo ao nimero de fibroblastos na regido 5 entre os grupos controle impedido e
tratado desimpedido, com relagdo ao espaco vazio, a diferenca ocorreu entre grupos
controle desimpedido e tratado desimpedido. Quando avaliada a condi¢do de erupcéo
acelerada foram encontradas diferencas significativas entre os grupos controle impedido e
controle desimpedido, e ndo foram encontradas diferencas entre os grupos tratado impedido
e tratado desimpedido, demonstrando assim que o hipotireoidismo é uma condicéo
sistémica que inibe ou minimiza os efeitos do desimpedimento na aceleracdo da erupgao

dental.

Conclusao - Todos os grupos apresentaram diferencas morfoldgicas quando observados a
microscopia. As alteragdes encontradas sdo mais dependentes da capacidade funcional das

células envolvidas do que do aumento ou diminuicdo das mesmas. Os efeitos do
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hipotireoidismo parecem impedir ou minimizar os efeitos do desimpedimento no estimulo

do aumento de velocidade de erupc¢éo dental.

Descritores: Ligamento periodontal. Hipotireoidismo. Metimazol.
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Objective — Evaluate the periodontal ligament under the effect of the acutely induced

hypothyroidism.

Methods — It was used 40 Wistar rats, which were separated in 2 groups of 20 animals
each. The first group called ‘treated’, that is, was induced to the hypothyroidism by the
administration of methymazole 5 mg/100ml in the drinking water at will and the second
one called ‘control’ in which it was not administered the methymazole. The thyroid
condition has been evaluated by dosages of T, in plasma, by the method of
electrochemoluminescence of blood collected from the tail’s vain. Each group has been
subdivided in impeded and unimpeded in relation to the eruption process and again
subdivided, in relation to the euthanasia and collection of the material, in 21 and 28 days.
As the rat presents the continuous grouth of the inferior incisors, the umpededing has been
done under anesthetic effect by the cut of the left inferior incisor at the level of the
interdental papillae each two days, this process of cut takes to the accelerated eruption of
the tooth. In the 21% and 28" days it was done the euthanasia by anesthetic induction and
the collection of material qualitative and quantitative histological analysis in which it was
taken as parameters the cellularity; quantity and aspects of the collagen fibers and empty

spaces.

Results — The qualitative analysis of the histological material has revealed differences
among all the groups. Concerning to the quantitative analysis, there was difference
statistically significant in relation to the number of the fibroblasts in region 5 between the
impeded control and unimpeded treated groups, concerning to the empty space, the
difference happened between the impeded control and unimpeded treated groups. When
evaluated the condition of accelerated eruption it was found significant differences between
the impeded control and unimpeded control groups, and it was not found differences
between the impeded treated and unimpeded treated groups, showing this way that the
hypothyroidism is a systemic condition that inhibits or minimizes the effects of the

unimpeded in the acceleration of the dental eruption.

Conclusion - All the groups have presented morphological differences when observed the
microscopy. The alterations found are more dependent of the functional capacity of the

involved cells than the increase or decrease of them. The effects of the hypothyroidism
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seem to inhibit or minimize the effects of the unimpeded in the stimulus of the increase of

dental eruption speed.

Key words: Periodontal ligament. Hypothyroidism. Methymazole.

Abstract
XXV



INTRODUCAO

25



Dentre os componentes do periodonto, o ligamento periodontal se destaca pela
sua localizacdo e funcionalidade. Esta situado entre o cemento (componente do dente) e o
0sso alveolar (elemento de inser¢do do dente). A sua origem é ectomesenquimal, ou seja, a
partir de células da crista neural e a sua classificacdo como tecido conjuntivo é discutida
por muitos autores, uns dizendo que é tecido conjuntivo frouxo e outros, afirmando que é

denso.

Quanto ao funcionamento, é responsavel por amortecimento, além de percepc¢édo
sensorial proprioceptiva, visando o acomodamento dos arcos dentarios durante a

mastigacéo.

Nas regides dos dentes molares de ratos, a sua constituicdo é feita por 35% de
células de linhagem fibroblastica (fibroblastos) e seu produto de secrecdo, as fibras

coldgenas que formam 51% do seu peso seco.

H& uma grande semelhanca com o correspondente ligamento em humanos,
posto que, no rato existe num mesmo ligamento, representatividade em relacdo ao
ligamento humano, em todas as suas fases de desenvolvimento, ou seja, desde a erupcao até

a fase adulta.

A busca na literatura de possiveis alteracbes deste ligamento, associadas ao
hipotireoidismo e suas manifestacbes bucais, revelou ser escassa. Manifestagcdes bucais
dessa disfuncdo da tiroide foram vistas acontecer na lingua, esta com aumento exagerado; e
nos labios que se apresentaram espessados devido ao acumulo de glicosaminaglicanas.
Com relacéo aos dentes propriamente ditos e suas estruturas de suporte, ha relato de falha

na erupcao.

REVISAO DE LITERATURA
LIGAMENTO PERIODONTAL

O Ligamento periodontal é um tecido conjuntivo frouxo, segundo MATENA
(1973), FREEMAN (1994) e KATCHBURIAM & ARANA (2004); e denso segundo

BERKOVITZ et al. (2003). Sua origem é ectomesenquimal e portanto, esta situada nas
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células da crista neural. Localizado entre o cemento e 0 0sso alveolar, com funcéo de
sustentacdo dos dentes e percepcdo sensorial proprioceptiva, aléem da acomodacdo dos arcos

dentérios durante o ato mastigatorio.

De acordo com BERKOVITZ et al. (2003), o ligamento periodontal ainda pode
ser dividido de acordo com suas estruturas constituintes em fibras, das quais mais de 90%
seria representado por colageno (principalmente tipo | com cerca de 70% e tipo Il com
cerca de 20%, os demais tipos de colageno encontrados em pequena quantidade sao 1V, V,
VI, VIl e XII, destes, o os tipos IV e VII estdo associados com vasos e células epiteliais).
Além das fibras colagenas, também encontramos, dependendo da espécie, fibras

oxitalanicas ou fibras elasticas.

Foi encontrado também por BERKOVITZ et al. (2003), no ligamento
periodontal a presenca de substancia fundamental composta principalmente de

glicosaminoglicanas hialuronada, proteoglicanas e glicoproteinas.

BERKOVITZ et al. (2003) relata ainda que na composi¢cdo do ligamento
periodontal, sdo encontradas a parte celular representada principalmente por fibroblastos,
que sdo os responsaveis pela regeneracdo das estruturas de suporte dos dentes, além de
desempenharem um papel essencial na adaptabilidade dos dentes as cargas mecanicas, tanto
da mastigagdo como da movimentagdo ortoddntica. Outras células encontradas e que séo
consideradas parte do ligamento periodontal sdo os cementoblastos e osteoblastos ambos
com fungdes formativas e 0s cementoclastos e osteoclastos ambos com fungdes de
reabsorcdo e oriundos da linhagem de mondcitos e macréfagos do sangue, células
mesenguimais indiferenciadas, células de defesa e células epiteliais (restos de Malassez),
contudo, JUNQUEIRA & CARNEIRO (1995), apontam ainda a presenca celular do
fibrdcito.

Segundo SILVA (1997), o tecido periodontal do incisivo inferior de rato
apresenta duas porcdes distintas: uma relacionando o 0sso alveolar ao cemento e outra o
0sso alveolar ao esmalte, sendo apenas a primeira considerada de ligamento periodontal,
pois além de possuir elementos tipicos de tecido conjuntivo, apresenta a insercdo de fibras

colagenas no cemento e no 0sso alveolar.
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Para KIRKHAM et al. (1993), o grau de erupcdo dos incisivos de rato, com
crescimento continuo, pode ser alterado experimentalmente e, isto oferece uma
oportunidade Unica para estudar a dindmica da formacéo tecidual e mecanismos possiveis

de morfogénese e morfostase.

Foi notado ainda por KIRKHAM et al. (1993), que ao aumentar a velocidade de
erupcdo através do desimpedimento, houve um aumento drastico da quantidade de

glicosaminoglicana sulfatada no ligamento periodontal.

Segundo RISNES et al. (1995), quando realizado o desimpedimento, também o
dente contra-lateral sofre um aumento na taxa de atri¢cdo e erupgdo gracas a nova condi¢ao
mastigatdria e esse aumento de velocidade de erup¢éo tanto no dente desimpedido quanto
no contra-lateral gerou uma reducdo nas espessuras tanto do esmalte como da dentina a
partir do 18° dia.

HIPOTIREOIDISMO

Segundo JUNQUEIRA & CARNEIRO (1995), a tiroide € uma glandula
enddcrina de origem endodérmica, que se desenvolve precocemente na porcao cefélica do
tubo digestivo, sendo composta por um epitélio cubdide disposto em uma sé camada que

limita espacos esféricos cheios de uma substancia gelatinosa chamada coloide.

NELSON & COX (2002), aponta ainda que a glandula tiréide tem a funcéo de
produzir os horménios tireoidianos a partir de uma proteina precursora, a tireoglobulina.
Dois residuos de tirosina na tireoglobulina, sdo enzimaticamente e iodinados e ligados
covalentemente, 0 T4 e T3 livres sdo liberados por protedlise e estimulam o metabolismo

energético, especialmente no figado e nos musculos.

Segundo McDERMOTT & RIDGWAY (2001), 85% de T4 é convertido a T;
nos tecidos periféricos pela enzima 5 deiodinase e apenas 15% do T3 € produzido na

tireodide.
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O hipotireoidismo é uma condicdo na qual a glandula tirdide produz
quantidades insuficientes de hormdnio tireoideo para satisfazer o requerido pelos tecidos

periféricos.

De acordo com KUMAR et al. (2005), os horménios maternos incluindo T3 e
T,, atravessam a placenta e sdo criticos para o desenvolvimento cerebral fetal. Quando
ocorre uma deficiéncia hormonal materna antes do desenvolvimento da glandula tiredide

fetal, o retardamento fetal € grave.

A incidéncia anual do hipotiroidismo é extremamente variavel nos diversos
estudos, contudo, MCDERMOTT & RIDGWAY (2001), destaca que o hipotiroidismo com
sintomatologia plena atinge 4,1 em 1000 nas mulheres e 0,6 em 1000 nos homens o que
representa uma prevaléncia de 1 a 2% nas mulheres e 0,1% nos homens, além disso, 0s

casos subclinicos representariam de 4 a 10% da populacgéo.

De acordo com ROSENBLATT & DANIELS (1990), os aspectos clinicos
podem ser representados por fadiga, intolerancia ao frio, aumento de peso, irregularidades
menstruais (muitas vezes com aumento de fluxo), caimbras musculares, parestesias,

deficiéncias auditivas, ataxias, apatias, memdria fraca e depressao.

NEVILLE et al. (1995), ressaltam ainda a classificacdo do hipotiroidismo em:
primario quando originado na glandula tiroide e secundario quando originado na glandula
pituitaria (deficiéncia de TSH). Além disso, cita como manifestacdes bucais o
espessamento dos labios e do aumento do tamanho da lingua pelo acumulo de

glicosaminoglicanas.

Quando ocorre na infancia, pode refletir em falha no processo de erupcdo

dentaria, mas ndo necessariamente em falha na formacéo dos dentes.

O hipotireoidismo pode ser induzido através da administracdo de drogas e
COOPER et al. (1984), analisaram a farmacologia do metimazol em ratos e demonstrou
que a concentracdo de 0,05% na agua ofertada “ad libitum” era suficiente para induzir o
hipotireoidismo em 1 semana e que a droga era muito mais eficiente em humano que nos

ratos.
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RAN OREN et al. (1995) ao analisar os efeitos hemodindmicos do
hipotireoidismo, induzido pelo metimazol, utilizou a concentracdo de 0,04% na agua
“ad libitum”,

FRANCAVILLA et al. (1991), ao estudarem o efeito do hormonio tireoideano
no desenvolvimento pré e pds-natal dos testiculos de rato, adotou uma concentracdo de
0,025% na &gua “ad libitum” das fémeas prenhes, e encontraram uma reducao significativa
nos niveis de TT4 e TTs. Num segundo experimento, adotou uma concentracdo de 0,05% na

agua “ad libitum” dos ratos recém-nascidos.
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Ante 0 exposto, este estudo experimental procura estabelecer o efeito de um
hipotireoidismo induzido agudamente, com possiveis alteracbes do ligamento periodontal
de ratos wistar com um dente incisivo inferior em condi¢cbes de impedimento e

desimpedimento.
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MATERIAL

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados 40 ratos Wistar, machos
convencionais, com peso de 240 + 40g, fornecidos pelo CENTRO DE BIOTERISMO DA
UNICAMP. Durante todo o tempo do experimento, 0s animais forma mantidos em estante
ventilada, com racdo peletizada para animais de laboratério e agua “ad libitum”, com

fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e temperatura média de 32,2°c + 2,7 °c.

METODOS
1- GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, em dois grupos, sendo um grupo
com hipotireoidismo induzido, denominado de tratado e outro grupo denominado de
controle. Cada um desses grupos foi novamente dividido em dois outros subgrupos
denominados de impedidos e desimpedidos, esses termos foram empregados para erupgao

normal e acelerada dos incisivos inferiores, respectivamente.

De acordo com a data de eutandsia para a coleta de material, 0os grupos

experimentais sofreram, uma nova distribuicdo conforme a tabela 1.
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Tabela 1- Distribuicdo dos animais de acordo com a data de eutanasia e respectivos

subgrupos.

Grupo experimental

Coleta controle tratado
material
desimpedido impedido desimpedido impedido
21 dias 05 animais 05 animais 05 animais 05 animais
28 dias 05 animais 05 animais 05 animais 05 animais

Os animais foram mantidos em gaiolas numeradas, com 04 animais por gaiola,
identificados através de perfuracfes na orelha. Os animais pertencentes ao grupo tratado
receberam tratamento com metimazol, por via oral, na dgua de bebida na concentracéo de
5mg/100ml de agua “ad libitum” e, o controle do hipotireoidismo foi estabelecido pelo
método da eletroquimioluminescéncia, apds coleta de amostra de sangue da veia caudal,

enguanto que, os animais do grupo controle, receberam apenas agua “ad libitum”.

Foi realizado o controle de peso individual dos animais a cada dois dias, bem

como, do consumo de agua e, &gua com metimazol, em igual periodicidade por gaiola.

A escolha do metimazol, deveu-se ao fato dele bloquear a sintese de T3 e Ty, ao
atuar sobre o complexo da peroxidase, diminuindo as reservas de tiroxina, triidrotironina e
de iodeto, sendo necessarios pelo menos cinco dias de tratamento para que ocorra a reducao

dos niveis de horménio da tirdide.

2- AVALIACAO HORMONAL

Todas as amostras de sangue utilizadas na avaliacdo hormonal foram coletadas
em tubos de centrifuga, previamente heparinizados, sendo entdo centrifugados por

15 minutos a 2000rpm e, o soro obtido armazenado a -16°C.

Material e Métodos
35



As dosagens de T, (tiroxina), foram feitas pelo método de
eletroquimioluminescéncia utilizando o equipamento ELECSYS 2010, com marcador

Ruténio, pelo principio competitivo e anticorpo policlonal (carneiro), “Kit Elecsys”.
O controle do hipotireoidismo foi realizado em trés datas diferentes:

e Primeira data de controle: imediatamente antes da administracdo da primeira

dose de metimazol; onde a dosagem de T, foi de 5,72 + 0,54 pg/dl;

e Segunda data de controle: no décimo quarto dia de administracdo do
metimazol, para confirmar o estado de hipotireoidismo, com dosagens de T4
para os animais controle de 5,79 + 1,06 ug/dl e para os animais tratados de
0,86 + 0,11 pg/dl;

e Terceira data de controle: coincidente com a data de eutanasia de cada
animal (grupos 21 e 28 dias de experimentacdo), apresentando dosagens de
T, para os animais controle de 5,23 + 1,32 ug/dl e para os animais tratados

de 1,21 + 0,30 pg/dl.

O controle do hipotireoidismo foi realizado apenas pela avaliacdo das dosagens
de T4, pois MUNHOZ et al. (1988), relataram que os animais induzidos ao hipotireoidismo
pela hemidecorticagdo apresentaram niveis de T, no soro menores que nos controles,

enguanto que, as diferencas no nivel de T3 ndo foram estatisticamente significativas.

3- TRATAMENTO CIRURGICO

Os incisivos inferiores dos ratos apresentam a caracteristica do processo de
erupcéo ser continuo e, quando submetidos ao ato de desimpedimento, eles apresentam um

aumento na velocidade de erupcéo, sendo assim denominado de erupcao acelerada.

Todos os animais foram submetidos & anestesia com injecéo intraperitoneal de

cloridrato de cetamina, 50 mg/Kg peso e cloridrato de xilazina, 10 mg/Kg peso.
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Depois do estabelecimento e manutencdo do estado de hipotireoidismo, todos
0s animais pertencentes aos subgrupos de desimpedimento, tiveram o incisivo inferior
esquerdo seccionado na altura da papila interdental, a cada dois dias, permitindo que o
dente realizasse a erup¢do de forma desimpedida.

DENTE EM IMPEDIMENTO DENTE EM DESIMPEDIMENTO

Figura 1- Representacdo esquematica do desimpedimento do incisivo inferior esquerdo.

4- COLETA DO MATERIAL E FIXACAO

A coleta de material foi realizada no sétimo e décimo quarto dia apds o
estabelecimento do hipotireoidismo e consequente inicio do desimpedimento, através de

um processo de eutandsia por “overdose” anestésica.

A mandibula foi preparada através de um processo de dissecacdo, onde foram
removidos todos os tecidos moles. Em seguida, foi colocada num recipiente com formalina
tamponada a 10% e pH 7,3, permanecendo por 72 hora para a fixacdo dos tecidos. Apos a

fixacdo, foram separadas as hemimandibulas.

5- DESMINERALIZACAO E PREPARACAO DO MATERIAL

As hemimandibulas foram desmineralizadas em EDTA 5% (em tampao fosfato,
pH 7,4), sob agitagdo ocasional, a 4°C. Todo o processo de desmineralizagdo foi testado

através de picadas com agulhas feitas na coroa do incisivo. Terminado o processo de
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desmineralizacdo, as hemimandibulas foram lavadas em &gua corrente e armazenadas em
alcool 70, apds o que, foram seccionadas, transversalmente, em 6 segmentos designados de

regides R1 a R6, como demonstrado na figura abaixo.

Figura 2- Esquema dos cortes transversais realizados na hemimandibula demonstrando o

limite das 6 regides dos incisivos

Apds as regides serem seccionadas, foram novamente armazenadas em
alcool 70.

6- INCLUSAO, MICROTOMIA E COLORACAO

De acordo com uma avaliacdo piloto, foram selecionados o0s seguintes

segmentos: R2, R4 e R5, para dar seqliéncia ao processamento das laminas.

Os segmentos foram desidratados em concentracGes crescentes de alcoois
(do alcool 70 ao alcool absoluto), clarificados com terpineol e incluidos em parafina com

ponto de fusdo a 56°C.

Dos blocos obtidos, foram feitos cortes semi-seriados com 6um de espessura da
superficie incisal. As regides selecionadas para obtencdo dos blocos foram R2, R4 e R5, e
0s respectivos cortes foram colhidos em laminas de vidro que, ap6s a desparafinizacao e
reidratacdo, foram coradas por Tricomio de Masson (TM), para microscopia de luz

convencional.
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7- AVALIACAO QUALITATIVA

Foi realizada com microscopio éptico de luz convencional, para identificar
morfologicamente as estruturas presentes nas laminas (fibras colagenas, fibroblastos,
fibrécitos, espacos vazios, etc.), avaliando-se também, os padrdes morfoldgicos basicos que
pudessem indicar o efeito do hipotireoidismo no ligamento periodontal e tecido dsseo

circunvizinho.

Também, a andlise histoldgica do material ficou restrita a regido 2, onde foram

selecionados dois pontos, 1 e 2, como demonstrado na figura 3.

FACE LINGUAL

FACE MESIAL
VLS 30V

FACE LABIAL

Figura 3- Representacdo esquematica do corte transversal do incisivo de rato, onde estdo
visualizados os pontos 1 e 2; LPD — ligamento periodontal; OA — 0sso alveolar;
P — polpa dental; D — dentina; E — esmalte; PE — periodonto relacionado ao

esmalte.
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8- AVALIACAO QUANTITATIVA

A ocular do microscopio, com aumento de 12,5X, foi acoplado um reticulo de
100 pontos e, utilizando a objetiva de 100X, foram contadas as estruturas presentes da

seguinte forma:
e em cada lamina de TM foram contados 5 campos;
¢ totalizando 3000 pontos por animal e 15000 pontos por subgrupo.
Para a quantificacdo interessou as seguintes estruturas:
o no ligamento periodontal:
> fibras colagenas;
> fibroblastos;
> fibrdcitos;
> espaco vazio

A andlise quantitativa permitiu saber se haviam maior, menor ou igual nimero

de estruturas e tipos celulares, por campo entre 0s animais tratados e controle.

As posicoes de leitura foram baseadas no estudo de STEIGMAN et al (1989) e
0 nimero de pontos lidos, como estabelecido por MANDARIM-DE-LACERDA (1994).

9- TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os dados foram avaliados descritivamente através do céalculo de frequéncias
absolutas (n) e médias e desvio-padrdo e mediana para todas as medidas.
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Os grupos foram comparados atraves de ANOVA, seguida do teste de Dunnet
para a compara¢do com 0 grupo controle, e no caso de espacos vazios, foi utilizado o teste

de tukey por ser de interesse comparar 0s demais grupos entre si.

A comparacédo de diferenga entre os dentes foi realizada atraves do teste T de

Student Pareado por se tratarem de medidas realizadas no mesmo animal.

As medidas obtidas para 21 e 28 dias foram comparadas dentro de cada grupo

através do teste T de Student.

O nivel de significancia assumido foi de 5% em todo trabalho, portanto so foi

considerado significativo se p < 0,05.

O software utilizado para analise foi 0 SAS verséo 8.2.
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ANALISE QUALITATIVA

A analise qualitativa foi realizada avaliando isoladamente os subgrupos com 21
e 28 dias, respectivamente, num segundo momento, procedeu-se a analise comparativa

desses subgrupos.

A analise qualitativa do material histologico revela diferengas entre todos os
grupos, ou seja, controle impedido versus controle desimpedido; tratado impedido versus
tratado desimpedido; controle impedido versus tratado impedido; e, controle desimpedido

versus tratado desimpedido, com raras exce¢des em todas as regides a saber R2, R4 e R5.

A avaliacdo microscopica do ligamento periodontal do dente incisivo inferior
esquerdo do rato pautou-se pelo critério de grau de maturidade, tendo como parametros a
celularidade (se células jovens ou maduras); quantidade e aspecto das fibras colagenas; e,

espacos vazios pensados como locais ocupados por substancia fundamental.

Em condi¢des normais, mesmo com o desimpedimento, seria de se esperar um
ligamento periodontal em maturidade plena (R2) e imaturo nas regides onde se origina o

dente (R4 e R5). Isto nem sempre aconteceu.

A andlise histolégica do material restringiu-se a regido 2, nos pontos 1 e 2,
porque ela representa a area onde o ligamento periodontal tem o seu desenvolvimento pleno

e funcionalmente maduro.

Assim, a andlise histologica da regido 2, dos grupos experimentais (G)
identificados por C e T (controle e tratado), tempo de tratamento (21 e 28 dias), Impedido e
Desimpedido (I e D) revelou o que segue:

GCl-21dias: o ligamento periodontal nas areas escolhidas revela, ora uma maior
celularidade com células predominantemente jovens, fibras colagenas também mais jovens,
aparentemente inseridas mais perpendicularmente e poucos espagos; ora area onde as
células jovens e maduras estdo em equilibrio numérico, com o coldgeno mais maduro, além
de alguns vasos sanguineos. A maioria dos espagos Vistos na area correspondente ao ponto

2 representam artefatos de técnica (Figuras 4 e 5).

Resultados
43



Figura 4- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GCI-21d; ponto 1; presenca

de colageno maduro (a); fibroblastos (seta clara); fibrocitos (seta escura); e,
espacos vazios ().

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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Figura 5- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GCI-21d; ponto 2; presenca
de colageno maduro (a); fibroblastos (seta clara); fibrocitos (seta escura);

espacos vazios (¢); vasos sanguineos (vs); dentina (d).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloracdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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GCD-21dias: o ligamento periodontal evidencia uma celularidade
predominantemente jovem, fibras colagenas imaturas , aparentemente inseridas de forma
mais obliqua, além de uma quantidade espagos bastante significativa; em alguns pontos
podem ser observados a presenca de colageno mais maduro bem como células mais
maduras e vaso sanguineos. (Figuras 6 e 7)

o

Figura 6- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GCD-21d; ponto 1; presenca
de colageno imaturo (a); fibroblastos (seta clara); fibrocitos (seta escura);
espacos vazios (c).
Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3

Coloragdo: Tricrdmio de Masson
Aumento: 400 X
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Figura 7- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GCD-21d; ponto 2; presenca

de colédgeno imaturo (a); fibroblastos (seta clara); fibrocitos (seta escura);
espacos vazios (c); vasos sangiiineos (vs).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloracgdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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GCl-28dias: o ligamento periodontal evidencia ora o predominio de uma
celularidade mais madura, ora mais jovem, sdo encontrados também poucos espacos vazios
e alguns vasos sanguineos, quanto a direcdo de insercdo das fibras, nota-se uma ligeira

inclinag&o. (figuras 8 e 9)

Figura 8- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GCI-28d; ponto 1; presenca
de colageno maduro (a); fibroblastos (seta clara); fibrocitos (seta escura);

espacos vazios (c); dentina (d).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragdo: Tricrdmio de Masson
Aumento: 400 X
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Figura 9- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GCI-28d; ponto 2; presenca
de colageno maduro (a); fibroblastos (seta clara); fibrocitos (seta escura);

espacos vazios (c); dentina (d).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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GCD-28dias: o ligamento periodontal estd predominantemente composto por
uma celularidade jovem e fibras colagenas imaturas que, aparetemente inserem-se de
forma mais perpendicular no ponto 1 e mais obliquamente no ponto 2, além disso, nota-se

uma presenga mais intensa de espagos vazios no ponto 1. (figuras 10-11)

Figura 10- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GCD-28d; ponto 1; presenca
de coldgeno imaturo (a); fibroblastos (seta clara); fibrocitos (seta escura);

espacos vazios (c); dentina (d).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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Figura 11- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GCD-28d; ponto 2; presenca

de colageno imaturo (a); fibroblastos (seta clara); fibrdcitos (seta escura);
espacos vazios (c); dentina (d); osso alveolar (0).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloracdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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GTI-21dias: o ligamento periodontal apresenta uma celularidade mais jovem e
fibras coldgenas mais imaturas e, poucos espagos vazios no ponto 1, ja no ponto 2, pode
ser observado uma predominancia celular mais madura, contudo, as fibras colagenas
presentes demonstram caracteristicas de atrofia, além da presenca de vaso sanguineo.
(figuras 12-13)

Figura 12- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GTI-21d; ponto 1; presenca
de colageno imaturo (a); fibroblastos (seta clara); fibrocitos (seta escura);

espacos vazios (c).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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Figura 13- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GTI-21d; ponto 2; presenca
de col&geno atrofico (a); fibrocitos (seta escura); espagos vazios (C); vasos

sanguineos (vs); osso alveolar (0).
Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3

Coloracdo: Tricromio de Masson

Aumento: 400 X
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GTD-21dias: o ligamento periodontal, apresenta uma celularidade
predominantemente jovem, quanto as fibras colagenas, demonstram aspectos ora amorfo,
como Visto no ponto 1, ora imaturo, como visto no ponto 2, onde também podem ser vistas

as presencas espacos vazios. No ponto 1 também pode ser visto a presenca e um vaso

sanguineo. (figuras 14 e 15)

Figura 14- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GTD-21d; ponto 1; presenca

de colageno atrofico (a); fibrocitos (seta escura); vasos sangliineos (Vvs).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragéo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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Figura 15- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GTD-21d; ponto 2; presenca
de colageno atrofico (a); fibrocitos (seta escura); fibroblastos (seta clara);

espacos vazios (c); dentina (d).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3

Coloracdo: Tricrébmio de Masson
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GTI-28dias: o ligamento periodontal, apresenta uma celularidade
predominantemente madura, com as fibras colagenas demonstrando aspectos atroficos,

além do que ,no ponto 2 podem ser visualizados vasos sanguineos. (figuras 16 e 17)

Figura 16- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GTD-21d; ponto 1; presenca

de colageno atroéfico (a); fibrocitos (seta escura); osso alveolar (0).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X

Resultados
56



Figura 17- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GTD-21d; ponto 2; presenca
de colégeno atréfico (a); fibrocitos (seta escura); fibroblasto (seta clara);

dentina (d); osso alveolar (0).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragdo: Tricrdmio de Masson
Aumento: 400 X
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GTD-28dias: o ligamento periodontal, apresenta uma celularidade
predominantemente imatura , com fibras coladgenas jovens e presenca de poucos espagos
vazios no ponto 1, enquanto no ponto 2 pode ser visualizado uma tendéncia ao equilibrio
entre as células maduras e jovens, além disso, encontramos a presenca de fibras colagenas
ora com padrdes de normalidade ora com padrdes de atrofia e, grande quantidade de

espacos vazios. (figuras 18 e 19)

Figura 18- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GTD-28d; ponto 1; presenca
de colageno atrofico (a); fibrdcitos (seta escura); fibroblasto (seta clara);

espacos vazios (c); dentina (d).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloracdo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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Figura 19- Fotomicrografia do ligamento periodontal de rato. GTD-28d; ponto 2; presenca
de colageno atrofico (a); fibrocitos (seta escura); fibroblastos (seta clara);

espacos vazios (c); dentina (d).

Fixador: formalina tamponada 10%, pH 7,3
Coloragéo: Tricromio de Masson
Aumento: 400 X
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ANALISE QUANTITATIVA
ANIMAIS COM 21 DIAS

Com relagdo a analise quantitativa, a contagem de fibroblastos, fibrécitos,
fibras colagenas e espagos vazios, permite dizer que, de acordo com a tabela 1 ndo ha
diferenca estatisticamente significativa quanto ao nimero de fibroblastos e espacos vazios

(SF) nas trés regides entre 0s quatro grupos experimentais.

Quanto aos fibrdcitos, encontramos diferengas estatisticamente significantes na
regido 5 quando comparado o grupo controle impedido e o tratado desimpedido, com
valores médios, respectivamente, de 198,6 + 26,4 e 277,6 + 55,0. Quanto as fibras
coldgenas, a diferenca estatisticamente significante agora se da entre os grupos controle
desimpedido e tratado desimpedido, com respectivos valores iguais a 190,7 + 33,4 e
298,20 + 96,7.

As contagens das estruturas avaliadas nos quatro grupos estdo apresentadas na
Tabela n °2.

Tabela 2- Distribui¢do das medidas segundo tratamento e desimpedimento

. Controle . Tratado
Controle Impedido . ) Tratado Impedido . .
Medida Avaliada Regidio Desimpedido Desimpedido
desvio- desvio- desvio- desvio-

média padrdo  média padrdo média padrdo  média  padrdo

FIBROBLASTOS

R2 113.6 114 120.6 29.0 1251 23.9 97.4 15.2
R4 75.4 22.9 97.6 12.6 99.9 13.6 91.8 15.0
R5 80.3 7.7 65.6 39.2 88.3 15.2 93.0 29.9
FIBROCITOS
R2 163.6 22.9 195.6 42.6 167.1 17.3 179.8 22.6
R4 228.4 33.9 226.0 45.9 194.5 31.7 259.8 54.3
RS 198.6 26.4 245.6 40.1 203.4 34.0 277.6 55.0
FIBRAS
COLAGENAS R2 283.0 26.3 269.0 18.8 325.9 76.3 279.7 19.9
R4 260.6 22.3 256.4 32.4 287.5 9.7 318.8 71.4
RS 2254 219 190.7 334 255.0 27.2 298.2 96.7
ESPACOS VAZIOS R2 72.3 30.5 90.8 28.4 97.0 8.7 90.3 23.6
R4 109.9 13.6 126.0 35.9 95.8 13.6 101.0 11.0
R5 130.2 14.1 168.1 64.0 113.9 41.2 122.4 25.2
* ANOVA
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A tabela 2 mostrou que na regido 5, para os fibrécitos existe diferenca
significativa (p=0,021) entre os grupos, o que se confirma pela tabela 2, sendo a interacdo
tratamento e Desimpedimento significativa (0,018) quando comparada com o grupo
controle impedido, apresentando média menor no grupo controle impedido 198,6 + 26,4 do
que no grupo tratado desimpedido 277,6 + 55.0. Fibras coldgenas também apresentou
diferencga significativa (p =0,38) na regido R5, porém, a comparacdo de cada um dos grupos
com o grupo controle impedido ndo mostrou diferenca significativa (tabela 3). A
investigacdo da diferenca significativa entre os grupos através do teste de tukey, mostrou
gue somente 0s grupos controle desimpedido e tratado desimpedido apresentaram diferenca

significativa para fibras colagenas na regido R5 (p = 0,029).
As demais medidas ndo apresentaram diferenca significativa.

Tabela 3- Comparacdo com o Grupo Controle Impedido (sem efeito de tratamento sem

efeito de Impedimento)

Valor- p*
Controle Tratado Tratado Desimpedido
Desimpedido Impedido (Efeito da interacdo

Grupo Comparado ) )

(Efeito do (Efeito do Tratamento e

Desimpedimento) Tratamento) Desimpedimento)

Medida - Regido
Fibrocitos R5 0.995 0.195 0.018
Fibras Colagenas R5 0.724 0.624 0.119

* Teste de Dunnet
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Os resultados da avaliacdo das contagens nos dentes direito (impedido) e

esquerdo (desimpedido) dos animais com e sem hipotireoidismo podem ser vistos na

Tabela n°4 As diferencas no grupo Controle ocorreram no nimero de fibras colagenas na

regido 2 e no nimero de espagos vazios nas regides 2, 4 e 5. No grupo Tratado, por outro

lado, foram detectadas diferencas estatisticamente significativas no numero de fibrécitos na

regidao 4 e no numero de espa¢os vazios da regido 4.

Tabela 4- Comparacdo entre dentes Direito (impedido) e Esquerdo (desimpedido) dentro

de cada grupo.

Dente Direito

Dente Esquerdo
(Desimpedido)

Grupo . . - desvio- - desvio-
Variable Regido  média padrédo média  padrdo Valor-p*
Controle Fibroblastos R2 145.2 17.94 120.6 29.03 0.110
Desimpedido R4 89.4 20.16 97.6 12.6 0.076
R5 88.2 13.52 65.6 39.23 0.566
Fibrocitos R2 133 14.34 195.6 42.6 0.865
R4 176 19.56 226 45,94 0.307
R5 184.4 22.96 245.6 40.1 0.376
Fibras Colagenas R2 256.45 34.02 268.95 18.76 0.017
R4 286.05 22.76 256.4 32.44 0.113
R5 268 16.18 190.65 33.37 0.074
Espacos Vazios R2 103.8 30.65 90.8 28.4 0.008
R4 77.8 38.25 125.95 35.89 0.002
R5 94.55 27.25 168.1 63.98 0.022
Tratado Fibroblastos R2 129.4 23.46 97.4 15.21 0.498
Desimpedido R4 94.2 18.65 91.8 14.96 0.726
R5 110.6 17.05 93 29.87 0.181
Fibrocitos R2 159.4 26.44 179.8 22.57 0.395
R4 197 62.78 259.8 54.3 0.005
R5 216.8 42.82 277.6 54.99 0.091
Fibras Colagenas R2 283.45 25.24 279.7 19.91 0.548
R4 304.5 65.92 318.75 71.42 0.941
R5 272.5 71.36 298.15 96.68 0.084
Espacos Vazios R2 89.35 26.2 90.25 23.63 0.927
R4 99.5 42.66 100.95 11.01 0.027
R5 123.15 15.91 122.35 25.21 0.930

*Teste T Pareado
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ANIMAIS COM 28 DIAS

Com relagdo a analise quantitativa, a contagem de fibroblastos, fibrécitos,
fibras colagenas e espagos vazios, permite dizer que, de acordo com a tabela 5 ndo ha
diferenca estatisticamente significativa quanto ao numero de fibroblastos nas regifes
2 e 4 entre 0s quatro grupos experimentais, mas na regido 5 a comparagédo entre o grupo
controle impedido e o tratado desimpedido, apresenta diferenca estatisticamente
significante entre eles, com valores médios, respectivamente, de 73,1 + 11,5 e 29,2 + 9,3.
Quanto aos espacos vazios (SF), a diferenca estatisticamente significante agora se da entre
0s grupos controle desimpedido e tratado desimpedido, com respectivos valores iguais a
137,3+8,6€89,0+19,1.

As contagens das estruturas avaliadas nos quatro grupos estdo apresentadas na
Tabela n °5.

Tabela 5- Distribui¢do das contagens segundo tratamento e desimpedimento

Controle Controle Tratado Tratado
Impedido Desimpedido Impedido Desimpedido
desvio- desvio- desvio- desvio-
Medida Avaliada Regido média padrdo média padrdo média padrdo média padrdo

FIBROBLASTOS
R2 1064 271 1066 109 876 269 920 184
R4 81,4 225 80 200 700 394 536 165
R5 731 115 584 402 599 19,7 2972 9,3

FIBROCITOS
R2 1801 240 1696 254 197,01 537 2040 229
R4 2143 167 2906 460 2123 880 2642 181
RS 2067 288 3056 1135 2260 448 2722 408

FIBRAS

COLAGENAS R2 2610 200 2374 161 2838 158 2835 136

R4 237,7 10,8 2428 340 2780 384 2468 275
R5 2174 71 2196 435 2475 356 2068 34,0

ESPACOS VAZIOS R2 1055 116 1373 86 852 263 890 191
R4 1346 260 126,7 339 974 371 1395 349
R5 160,6 10,1 1539 638 1235 29,4 1848 4138

* ANOVA
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Os resultados obtidos nos grupos com tratamento, quando comparados com o
grupo Controle Impedido, mostraram valores significativamente menores nas contagens de
fibroblastos na Regido 5 do grupo Tratado e Desimpedido. Na Regiéo 2 as diferengas foram
detectadas em relagcéo ao grupo Controle com Desimpedimento, apresentando maior valor
nas contagens de espacgos vazios (Tabela n°6). Comparando-se, entdo, dois a dois 0s grupos
em relacdo as diferencas detectadas (ANOVA, Teste de Tukey como pos-teste),
verificou-se que quanto as contagens de espacos Vvazios em R2 também ha
significativamente menores valores entre 0s animais com hipotireoidismo, seja com ou
sem efeito do desimpedimento, e o grupo Controle Desimpedido (p=0,001 e p=0,003,
respectivamente). Em relacdo as contagens de fibroblastos, ndo foram observadas outras

diferencas (p>0,05).

Tabela 6- Compara¢do com o Grupo Controle Impedido (sem efeito de tratamento e sem
efeito de Impedimento)

Grupo Comparado (Valor - p*)

Controle Tratado Tratado Desimpedido
) ) Desimpedido Impedido (Efeito da interacdo
Medida - Regiéo ] ]
(Efeito do (Efeito do Tratamento e
Desimpedimento) Tratamento) Desimpedimento)
Fibroblastos R5 0,643 0,710 0,025
Espacos Vazios R2 0,032 0,209 0,355

* Teste de Dunnet

Os resultados da avaliagdo das contagens nos dentes direito (impedido) e
esquerdo (desimpedido) dos animais com e sem hipotireoidismo podem ser vistos na
Tabela n°7. As diferencas no grupo Controle ocorreram no numero de fibrocitos na regido
R5 e de fibras colagenas nas regides R4 e R5, e no numero de espacos vazios nas Regibes 2
e 4. No grupo Tratado, por outro lado, ndo se detectou diferencas significativas entre o par

de incisivos.
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Tabela 7- Comparacdo entre dentes Direito (impedido) e Esquerdo (desimpedido) dentro

de cada grupo.

o Dente Esquerdo
Dente Direito ] )
(Desimpedido)

] ) Valor-p*

Grupo Variavel Regido  média desvio- média desvio-
padréo padréo

Fibroblastos R2 119.6 26.45 106.6 10.9 0.170

R4 109.2 12.15 83 19.96 0.131

R5 97.8 13.44 58.4 40.19 0.091

Fibrdcitos R2 153.6 18.82 169.6 25.36 0.066

R4 191.6 40.63 290.6 46.03 0.055

Controle R5 154 20.54 305.6 113.54 0.028

Desimpedido Fibras Colagenas R2 244.95 22.96 237.35 16.11 0.179

R4 234.82 31.82 242.8 33.97 0.012

R5 230.05 34.94 219.55 43.54 0.030

Espacos Vazios R2 123.45 23.69 137.25 8.55 0.014

R4 137.35 35.07 126.65 33.94 0.035
R5 141.15 33.46 153.85 63.84 0.103

Fibroblastos R2 104.2 19.79 92 18.37 0.418

R4 69.6 11.97 53.6 16.49 0.258

R5 64.6 20.38 29.2 9.28 0.662

Fibrdcitos R2 156.4 22.35 204 22.86 0.242

R4 210.2 26.15 264.2 18.12 0.514

Tratado R5 213.8 61.9 272.2 40.83 0.280
Desimpedido Fibras Colagenas R2 266.2 20.57 283.45 13.61 0.198
R4 2715 17.03 246.8 27.53 0.084

R5 225.9 19.08 206.75 34.02 0.600

Espacos Vazios R2 121.45 26.38 89 19.11 0.346

R4 115.6 19.68 139.5 34.89 0.531

R5 146.9 19.84 184.8 41.76 0.136

*Teste T Pareado
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COMPARACAO ENTRE OS SUBGRUPOS DE 21 E 28 DIAS

Foram avaliadas também as alteracGes entre 0s animais que pertenciam ao
mesmo subgrupo experimental, porém, com a variagdo no periodo de tempo, ou seja, 21 ou
28 dias.

Nessa condicao, encontramos variagdes estatisticamente significativas em todas

as comparacdes, que podem ser observadas nas tabelas 7, 8, 9 e 10.

Tabela 8- Comparacéo entre 21 e 28 dias para o grupo Controle Impedido.

Controle Impedido
21 dias 28 dias

desvio- desvio-
média padrdo média padrdo

Medida Avaliada Regido Valor-p*

FIBROBLASTOS
R2 1136 114 1064 27.1 0.599
R4 754 229 81.4 22,5 0.687
R5 80.3 7.7 73.1 115 0.277

FIBROCITOS
R2 163.6 229 180.1 24.0 0.298
R4 2284 339 2143 16.7 0.428
R5 1986 26.4 206.7 28.8 0.656

FIBRAS

COLAGENAS R2 2830 263 261.0 20.0 0.174
R4 2606 223 2377 108 0.072
R5 2254 219 2174 7.1 0.461

ESPACOS

VAZIOS R2 72.3 305 1055 116 0.053
R4 1099 13.6 1346 26.0 0.096
R5 130.2 141 1606 10.1 0.004

* Teste T de Student

Houve diferenca significativa somente em espagos vazios na regido R5 na
comparacdo do grupo controle impedido entre 21 e 28 dias, sendo maior a quantidade de

espacos vazios aos 28 dias 160,6 + 10,1 do que em 21 dias 130,2 + 14,1.
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Tabela 9- Comparacéo entre 21 e 28 dias para o grupo Controle Desimpedido.

Controle Desimpedido

21 dias 28 dias
desvio- desvio-
média padrdo média padréo

Medida Avaliada Regido Valor-p*

FIBROBLASTOS
R2 1206 29.0 106.6 10.9 0.342
R4 976 126 83.0 20.0 0.204
R5 65.6  39.2 58.4 40.2 0.782

FIBROCITOS
R2 1956 426 1696 254 0.275
R4 226.0 459 290.6 46.0 0.057
R5 2456 40.1 3056 1135 0.298

FIBRAS

COLAGENAS R2 2690 188 2374 16.1 0.021
R4 256.4 324 2428 34.0 0.536
R5 190.7 334 2196 435 0.273

ESPACOS

VAZIOS R2 90.8 28.4  137.3 8.6 0.008
R4 126.0 359 1267 33.9 0.976
R5 168.1 64.0 1539 63.8 0.734

* Teste T de Student

Houve diferenca significativa entre fibras colagenas (p=0,021) e espa¢os vazios
(p=0,008) ambos na regido R2, entre as medias obtidas aos 21 dias e as obtidas aos 28 dias.
No grupo Controle Desimpedido.
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Tabela 10- Comparacéo entre 21 e 28 dias para o grupo tratado Impedido.

Tratado Impedido
21 dias 28 dias
desvio- desvio-
média padrdo média padréo

Medida Avaliada Regido Valor-p*

FIBROBLASTOS
R2 1251 239 87.6 26.9 0.048
R4 99.9 136 70.0 39.4 0.147
R5 88.3 152 59.9 19.7 0.034

FIBROCITOS
R2 167.1 17.3 1971 53.7 0.268
R4 1945 317 2123 88.0 0.682
R5 2034 340 226.0 448 0.396

FIBRAS

COLAGENAS R2 3259 763 2838 158 0.261
R4 2875 9.7 2780 384 0.607
R5 255.0 272 2475 356 0.719

ESPACOS

VAZIOS R2 97.0 8.7 85.2 26.3 0.369
R4 95.8 13.6 97.4 37.1 0.930
R5 1139 412 1235 294 0.685

* Teste T de Student

Houve diferenca significativa entre fibroblastos nas regides R2 (p=0,048) e R5

(p=0,034) nas médias obtidas nos 21 dias e nos 28 dias.

Tabela 11- Comparacéo entre 21 e 28 dias para o grupo tratado Impedido.

Tratado Desimpedido

21 dias 28 dias
desvio- desvio-
média padrdo média padrao

Medida Avaliada Regido Valor-p*

FIBROBLASTOS
R2 974 152 92.0 18.4 0.626
R4 91.8 15.0 53.6 16.5 0.005
R5 93.0 299 29.2 9.3 0.002

FIBROCITOS
R2 179.8 22.6 2040 229 0.131
R4 2508 543 2642 18.1 0.868
R5 2776 55.0 2722 408 0.864

FIBRAS

COLAGENAS R2 279.7 199 2835 136 0.737
R4 3188 714 2468 275 0.069
R5 298.2 96.7 206.8 34.0 0.081

ESPACOS

VAZIOS R2 90.3 23.6 89.0 19.1 0.929
R4 101.0 11.0 1395 349 0.046
R5 1224 252 1848 418 0.026

* Teste T de Student
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Houve diferenca significativa entre espacos vazios nas regides R4 (p=0,046) e
R5 (p=0,026) nas médias obtidas nos 21 dias e nos 28 dias.

Foi observado também, de forma ndo mensurada, que os dentes desimpedidos
dos animais tratados, apresentavam velocidade de erupcdo mais lenta que o0s dentes
desimpedidos dos animais ndo tratados, pois nas datas estipuladas para a execucdo do

desimpedimento, eles ainda ndo haviam atingido o ponto de ocluséo.
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DISCUSSAO
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COOPER et al. (1984), ao analisarem a farmacologia do metimazol em diversas
concentracOes e, com a checagem dos niveis de T4 apds 1 semana e ap6s 1 més, concluiu
gue a dosagem de 0,05% de metimazol na agua de beber “ad libitum”, era suficiente para
induzir o hipotireoidismo ja a partir de 1 semana e manter esse quadro por 1 més. No
presente estudo, foi empregado a mesma forma de administracdo e concentracdo, mas, ao
invés de ser utilizado o principio ativo, utilizou-se da droga comercial (Tapazol®) e, por
medida de seguranca, somente ap6s um periodo de 2 semanas de administracdo da droga €
que se procedeu a checagem dos niveis de T4 no soro, pelo método da

eletroquimioluminescéncia.

O ligamento periodontal do incisivo inferior de rato permite estabelecer
correlacdo com o correspondente humano visto que este Gltimo para alguns autores é
formado por tecido conjuntivo frouxo (MATENA, 1973; FREEMAN, 2004,
KATCHBURIAN & ARANA, 2004), enquanto para outros, ¢ formado por tecido
conjuntivo denso (BERKOVITZ, 2003). Os resultados obtidos neste estudo experimental
permitem dizer que no rato, as diferentes regiGes do ligamento, ora exibe aparéncia densa,

ora de frouxo.

De outro modo, as condi¢cdes experimentais como desimpedimento, néo
parecem afetar os componentes teciduais do ligamento (SHORE et al, 1982), nem mesmo
0s componentes bioguimicos da matriz extracelular (VAN DEN BOS & TONINO, 1984).
Além disso, o hipotireoidismo materno, durante a gestacdo e lactacdo, também ndo
prejudicou o contetido de Ca*? e P nos dentes da prole. (COCIRLA, et al., 1974). Pelos
resultados obtidos neste estudo, tanto no aspecto qualitativo como quantitativo, foram
encontradas diferencas morfoldgicas quando da comparacao entre os grupos impedidos e
desimpedidos; tratados e controles. Além disso, quando comparados 0s grupos: tratado e
desimpedido (GTD) com tratado e impedido (GTI) com periodo total de experimentacédo de
28 dias, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas, o que indica que
0 hipotireoidismo € uma condic¢do sistémica de hipometabolismo que minimiza ou mesmo

impede os efeitos do desimpedimento na erupgéo dental.
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O dente contra-lateral ndo deveria ser utilizado como controle ideal, pois
apresenta também um aumento na velocidade de erupcdo, ocasionado pelo maior desgaste
sofrido por desempenhar o ato de roer suprindo as deficiéncias causadas pelo
desimpedimento (RISNES et al. 1994).

Por essa razao, neste estudo, foi utilizado o grupo controle impedido, como
grupo para comparacdo contra os outros trés, nos quais foi utilizado algum tipo de
tratamento e o0s testes estatisticos entre os quatro grupos simultaneamente foram deixados

para estudos nas variaveis com diferencas significativas.

Jad o hipotireoidismo agudo induzido experimentalmente aqui estudado,
encontra eco quando do uso de drogas latirogénicas (TAVERNE, 1991) e se verifica a taxa
de erupcdo, o autor é concordante com este trabalho, uma vez que o grupo tratado
desimpedido também apresentou um retardamento na erupgdo, o que pode representar um

metabolismo celular diminuido devido ao hipotireoidismo agudo induzido.

Ao serem observados os resultados estatisticos foi notado que quando
comparados os animais de 21 e 28 dias, na condicdo de tratamento e sendo avaliada a acéo
do desimpedimento em relacdo ao controle contra-lateral, nos animais de 21 dias,
encontrou-se diferenca estatisticamente significativa entre os incisivos inferiores direito e
esquerdo, ja nos animais de 28 dias, o hipotireoidismo parecia inibir os efeitos do
desimpedimento, ndo se encontrando diferencas estatisticamente significativas entre 0s
dentes, essa observacdo leva a concluir que efeitos do hipotireoidismo induzido
agudamente sdo acumulativos e portanto, dependem do tempo de tratamento realizado.

De TOLEDO et al., (1979), induziram o hipotireoidismo crénico usando o iodo

radioativo (I***

) para destruir a glandula tirdide e observaram alteracdes degenerativas e
necrose apods 15 dias do tratamento, aspectos que se acentuaram apos 30 , 45 e 60 dias, até
atingir fibrose glandular aos 90 dias, contudo, com relacéo ao ligamento periodontal, foram
relatadas alteragdes ténues apOs 30 dias da administracdo da droga. Neste estudo, 0s
resultados do quadro de hipotireoidismo pareceram mais expressivos ja a partir dos grupos
com 21 dias de tratamento (GTI e GTD para 21 dias e, GTl e GTD para 28 dis), além

disso, também foi observado no caso do ligamento periodontal, ao serem analisados 0s

Discussdo
72



resultados estatisticos, que 0s grupos que permaneceram por mais tempo sob tratamento

apresentaram resultados mais significativos da ac¢do do hipotireoidismo.

As observagdes, ndo mensuradas, porém extremamente evidentes, realizadas
nas datas estipuladas para o desimpedimento, de que nos animais tratados existia um menor
desenvolvimento do dente desimpedido, a ponto de ser executado o desimpedimento por
rigidez da metodologia empregada, vem por confirmar os aspectos relatados por
NEVILLE et al (1995), de que os dentes apresentam falhas quanto a erup¢éo dental, mas

nao necessariamente quanto a sua formagéo.
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CONCLUSOES
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1. O emprego da droga comercial (Tapazol®) provou ser eficiente na inducéo

do hipotireoidismo, apds 14 dias do inicio de sua administragéo.

2. As alteragOes qualitativas encontradas nos grupos tratados, com presenca de
grande quantidade de células jovens e pouca quantidade de fibras colagenas,
parecem indicar que estas alteragdes ndo sdo dependentes de um maior ou

menor ndmero de células, mas sim de sua morfologia e funcéo.

3. Os resultados da analise quantitativa da acdo do hipotireoidismo sdo mais
evidentes nos animais pertencentes aos grupos com 28 dias de administracéo
da droga, quando comparados aos animais com 21 dias de administracéo,
portanto, este fato parece indicar que as manifestagdes do hipotireoidismo

acentuam-se com o decorrer do tempo de exposi¢édo a acdo do metimazol.

4. Quando comparados o ligamento periodontal dos incisivos inferior direito e
esquerdo nos animais tratados com 28 dias de administracdo da droga, néo
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
impedido e o desimpedido, levando a crer que as alteracdes do metabolismo
oriundas do hipotireoidismo atenuaram ou mesmo inibiram as manifestagdes

provenientes do desimpedimento.
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