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| CONTEXTUALIZAGAO

A ma oclusdo é considerada pela Organizagdo Mundial da Saude o terceiro
problema odontoldgico de saude publica (SILVA FILHO et al., 2005). Por isso, cabe
ao cirurgido-dentista diagnosticar e intervir 0 mais precocemente possivel,
prevenindo o estabelecimento de alteragbes mais graves no sistema
estomatognatico em desenvolvimento (CHIBINSKI et al., 2005).

A Ortodontia e a Ortopedia Funcional dos Maxilares, ligadas a outras
especialidades, destacam-se por proporcionar melhor funcdo e estética. O papel
desempenhado por estas duas especialidades deve buscar a implantacdo de
medidas capazes de promover saude, prevenir as mas oclusdes e intercepta-las
quando ja estiverem instaladas.

Uma alternativa para viabilizar a prevencdo em larga escala das mas
oclusdes de carater funcional, interceptando para que n&o se consolidem em
condigdes esqueléticas, consiste na técnica do desgaste seletivo (THILANDER,;
WAHLUND; LENNARTSSON, 1984; BELAGER, 1992; BUCK, 1970; SIMOES, 1981;
PLANAS, 1988; BRANDAO, 1995) e das Pistas Diretas Planas (PDP) (SIMOES,
1981; PLANAS, 1988; BRANDAO, 1995; GRIBEL, 1999).

Segundo Planas (1988), a somatéria do fator genético com estimulos
paratipicos proporcionam o fendtipo do individuo. Alguns fatores ambientais sao
responsaveis pelo surgimento da ma oclusédo e sobre estes estimulos provenientes
do meio ambiente e da funcao é possivel intervir e, se necessario, modifica-los, de
acordo com as orientacdes da Reabilitagdo Neuro-Oclusal.

As alteragdes funcionais podem ser observadas em diversas faixas etarias,
porém, o diagnostico em fase precoce possibilita um progndstico mais favoravel.
Existem evidéncias de que uma ma-oclusao funcional, como por exemplo, a mordida
cruzada posterior unilateral, promove alteracbes na posicado dos céndilos, pois
muitas vezes ha uma estimulagdo assimétrica de crescimento (MYERS et al., 1980;
HESSE et al, 1997; NERDER; BAKKE; SOLOW, 1999; LAM; SADOWSKY;
OMERZA, 1999; GRIBEL, 1999; FUENTES et al., 2003a, FUENTES et al., 2003b;
CHOLASUEKSA; WARITA; SOMA, 2004) e, se esta ndo for corrigida, acarreta a
consolidagdo com comprometimento de componentes esqueléticos e estruturais
(PLANAS, 1988; OLIVEIRA,1997; SILVA FILHO et al., 2005; GRIBEL, 2002; HAGG



et al., 2004). Por outro lado, na Classe Il por deficiéncia mandibular, a falta de
crescimento & simétrica, sendo o objetivo do tratamento buscar alguma forma de
promover o crescimento mandibular. De acordo com Baccetti et al. (1997), os sinais
da ma-oclusdo de Classe Il muitas vezes ja estdo presentes na denticdo decidua,
persistindo na dentigdo mista e tendem a se consolidar com o decorrer da idade. Ja
nos casos de Classe lll, o diagndstico e intervengcao precoce podem interceptar e
impedir que uma ma-oclusao funcional se transforme em esquelética (RABIE; GU,
2000; HAGG et al., 2004).

As evidéncias justificam um tratamento precoce, pois de acordo com Sato et
al. (2006), ainda que haja um crescimento assimétrico entre os condilos, a reversao
precoce possibilita a restauragao dos padrdes de normalidade.

Faz-se necessario o conhecimento da normalidade e de caracteristicas
peculiares ao tipo de ma-oclusdo para definir o melhor plano de tratamento. A
possibilidade de modulagdo do crescimento mandibular através da alteragcdo da
direcdo ou proliferagdo celular na cabega da mandibula tem intrigado os
ortodontistas ha décadas (FUENTES et al., 2003a) e parece ser uma viséo
promissora para diversos tipos de mas oclusdes.

O conceito de uma interferéncia modificando a posi¢ao postural da mandibula
€ a base para a terapia com as PDP, a qual clinicamente tem alcangado resultados

bastante satisfatorios (Figura 1).

FIGURA 1: Exemplificando a utilizagéo clinica das pistas diretas Planas (demarcagdo em
vermelho) para corregdo de Classe Il. A) Avaliagdo inicial, paciente classe Il; B)
Acompanhamento de 17 meses, ja em posigéo de classe |I.

Em 2005, Gribel e Gribel descreveram o emprego das PDP como uma

alternativa eficiente no tratamento da ma-oclusdo de Classe Il. Esta terapéutica é



aplicada em denticdo decidua, sendo as PDP confeccionadas nos primeiros molares
deciduos. Diante de uma dentigdo mista, as PDP envolverdo os segundos molares
deciduos.

Em relagdo a inclinagcdo das PDP, considerando a maxila, deverdo ser mais
altas na porgao distal e mais baixas na porcdo mesial. Na mandibula, o inverso,
segundo Oliveira e Passini (2002). Isso proporciona uma menor dimensao vertical
anterior, favorecendo a nova postura, com a mandibula mais anteriorizada. Planas
(1988) descreveu que ao tentar-se ocluir a mandibula em posic&o distal, encontrar-
se-a uma dimensao vertical mais alta e, ao protruir, uma dimensao vertical mais
baixa; em consequiéncia, espontaneamente e por reflexo neural, permanecera nesta
posigao mais baixa e, logicamente, com a distocluséo corrigida.

Gribel e Gribel (2005) propuseram uma modificagdo da técnica original de
Planas (1988), que consiste em preencher, inicialmente, a por¢do oclusal dos
primeiros molares superiores, deixando-os com superficie plana. Isto leva a um
ligeiro aumento na dimensao vertical posterior, sem travar a oclusao e permite mais
espaco a mandibula para iniciar movimentos laterais e antero-posteriores. Decorrido
aproximadamente 1 més do primeiro procedimento, recomenda-se acrescentar
resina nas superficies oclusais dos dentes posteriores com inclinagao de Classe Il.

Porém, devido a dificuldade de exames mais aprofundados em humanos,
como por exemplo, histologicos, muitos estudos séo realizados somente por meio de
controle clinico. Com intuito de fornecer evidéncias cientificas, a pesquisa realizada
em animais com caracteristicas semelhantes ao homem, consiste em uma
alternativa bastante viavel.

Sabe-se que em humanos sdo encontrados diferentes padrdes de
crescimento (PETROVIC; LAVERGNE; STUZMANN, 1989; CAPELOZZA, 2004) que
favorecem ou restringem o crescimento mandibular, dificultando a padronizagéo de
individuos para estudo comparativo. Este trabalho utilizou ratos de mesma linhagem,
para avaliagao da técnica com individuos de mesmo padrao.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a mudanga de postura da
mandibula pode alterar as caracteristicas da cartilagem condilar e contribuir para a
compreensao da adaptacéao frente a protrusao e a retrusdo mandibular na cartilagem
condilar de ratos. Vale ressaltar que na pratica clinica a mudanca de postura foi

realizada até o limite da corregdo e como 0s animais nao possuem qualquer tipo de



alteracdo entre as bases 0sseas da maxila e mandibula, a mudanga de postura foi

“forcada”, devido as inclinagdes confeccionadas em resina composta.

PARTE 1:

Avaliacao Morfomeétrica da Cartilagem
Condilar de Ratos Frente a Estimulos
de Protrusao Mandibular
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RESUMO

Alteracbes oclusais decorrentes de uma interferéncia funcional podem ser
relacionadas com desenvolvimento de mas oclusdes esqueléticas. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os aspectos morfométricos e histolégicos do cédndilo mandibular, induzidos
por protrusdo mandibular. Foram selecionados trinta ratos Wistar, machos, com cinco
semanas de vida, aleatoriamente divididos em dois grupos. Um grupo recebeu um
dispositivo que induziu a mandibula a protrusao e o outro, consistiu no grupo de controle. Os
animais foram sacrificados apés 7, 21 e 30 dias de experimento. Para analise histolégica, foi
realizada a mensuracdo da espessura condilar total, incluindo as camadas proliferativa,
seriada e hipertrofica, assim como cada camada separadamente. Totalizando 30 medidas
para cada parametro, de cada animal. A maior diferenga na espessura da cartilagem foi
observada em 21 dias, apesar de serem verificados niveis diferentes nos demais periodos.
A camada mais espessa em todos os periodos no grupo experimental foi a proliferativa. O
posicionamento condilar em avango provocou um aumento na maturagcdo e iniciou o
processo de ossificagdo endocondral.

PALAVRAS-CHAVE: Cartilagem condilar; Crescimento condilar da mandibula; Ma-
oclusao funcional; Ossificacdo endocondral.

ABSTRACT

Occlusion alteration resulting from a functional interference can be related with
skeletal malocclusion development. The aim of the present study was to evaluate the
condylar morphological and histological aspects, induced by mandibular protrusion. Thirty,
five-weeks-old male Wistar were selected, randomly divided in two groups. One group
received a “dispositive”, that induced through mandibular protrusion, and the other one,
consisted of the control group. The animals were sacrificed with 7, 21 and 30 days of
experiment. For histological analysis it is being accomplished measured of proliferative,
seriate and hypertrophic layers thickness, as well as of each layer separately. Totaling 30
measured of each parameter, for animal. The highest difference cartilage thickness was
observed at day 21, in spite of different levels were verified in another periods. The thicker
layer in all periods in the experimental group, was the proliferative. Condylar forward
repositioning provoked an enhance maturation and gave beginning the whole differentiation
process to the endochondral ossification.
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KEYWORDS: Condylar cartilage; Mandibular condylar growth; Functional malocclusion;
Endochondral ossification.

1.1 INTRODUGAO

A presenga de forgcas biomecanicas, produzidas pela movimentagao postural
da mandibula, promove mudangas celulares e moleculares nos coéndilos e
consequentemente uma adaptagdo da cartilagem condilar (MYERS et al., 1980;
HESSE et al.,, 1997; NERDER et al.,, 1999; LAM; SADOWSKY; OMERZA, 1999;
GRIBEL, 1999; FUENTES et al., 2003a, FUENTES et al., 2003b; CHOLASUEKSA et
al.,, 2004). No entanto, o efeito de terapias ortopédicas no crescimento condilar
permanece um tema controverso. Apesar de alguns autores ndo concordarem, a
cartilagem condilar parece ser responsavel por parte do crescimento mandibular
durante o desenvolvimento normal do sistema estomatognatico (PETROVIC;
STUTZMANN; GASSON, 1981 apud MEIKLE, 2007). O interesse esta relacionado
tanto com o crescimento total da mandibula, quanto, e talvez mais importante, com
seu envolvimento na remodelagdo e adaptagdo condilar diante de terapias
ortopédicas e ortodonticas (SHEN e DARENDELILER, 2005).

O tratamento ortoddntico visa, além do alinhamento dentario, o correto
posicionamento e a inter-relagao das bases dsseas. O posicionamento da mandibula
€ constantemente explorado durante a terapia ortopédica, utilizando-se muitas vezes
aparelhos removiveis para o restabelecimento da harmonia dento-facial. Dentre
outras caracteristicas, a colaboragao do paciente quanto ao uso dos aparelhos pode
apresentar-se como um fator limitante para o sucesso do tratamento. Uma
alternativa para viabilizagdo desta, bem como a prevengédo em larga escala das mas
oclusbes de carater funcional, consiste na técnica do desgaste seletivo
(THILANDER; WAHLUND; LENNARTSSON, 1984; BELAGER, 1992; BUCK, 1970;
SIMOES, 1981; PLANAS, 1988; BRANDAO, 1995) e das PDP (Pistas Diretas
Planas) (SIMOES, 1981; PLANAS, 1988; BRANDAO, 1995; GRIBEL, 1999). A
interceptacao precoce reduz as chances de que uma ma oclusdo se consolide em
condigdes esqueléticas. A técnica das PDP foi idealizada no inicio da década de 70,
por Pedro Planas (PLANAS, 1988). Trata-se da adaptagdo de resina composta na
superficie dos dentes deciduos, com inclinacido capaz de promover o deslizamento
da mandibula para a posi¢céo de corregdo da ma oclusdo. Depois de ajustadas nos
dentes as PDP atuam 24 horas por dia, conduzindo ou sustentando a mudanca de

postura mandibular, inclusive durante a mastigacao (GRIBEL; GRIBEL, 2005). A ma-
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oclusdo funcional pode ser corrigida ou interceptada com a técnica das PDP
(BRANDAO, 1995; OLIVEIRA, 1997; CHIBINSKI; CZLUSNIAK; MELO, 2005;
GRIBEL, 2002; BRANDAO, 2003; RAMIREZ-YANEZ, 2003; GRIBEL; GRIBEL,
2005).

A presenca de um dispositivo que gere uma posi¢cao instavel durante a
oclusdo faz com que o organismo procure adaptar-se a uma nova posicao,
ocorrendo diferentes modificagdes na atividade metabdlica na regidao condilar. As
pesquisas em animais demonstraram que ocorrem mudancgas adaptativas na
cartilagem condilar (SATO; MURAMOTO; SOMA, 2006; LIU; KANEKO; SOMA,
2007b), na fossa glendide e na eminéncia articular (WOODSIDE et al., 1987;
TUOMINEN et al., 1996; LIU; KANEKO; SOMA, 2007a).

Alteragbes funcionais podem ser observadas em diversas faixas etarias,
porém, o diagndstico em fase precoce possibilita um progndstico mais favoravel. A
exemplo da Classe |l por deficiéncia mandibular (HAGG et al., 2008), o objetivo do
tratamento é buscar alguma forma de promover o redirecionamento do crescimento
mandibular, pois de acordo com Baccetti et al. (1997), os sinais da ma oclusao
muitas vezes ja estdo presentes na dentadura decidua, persistindo na denticdo
mista e tendem a se consolidar com o decorrer da idade.

O objetivo deste trabalho é avaliar se a mudanca de postura da mandibula
pode alterar as caracteristicas da cartilagem condilar e contribuir para a

compreensao da adaptacao frente a protruséao.

1.2 MATERIAIS E METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica do Uso de Animais
em Experimentacao/ Universidade Estadual de Maringa (UEM), parecer n°. 080/2008
(Anexo A).

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Figura 1.1A), machos, com 5 semanas de
vida, aleatoriamente divididos em 2 grupos: Controle (C), Experimental (E). Os
animais de ambos os grupos foram alimentados com dieta pastosa e agua ad
libidum. Controlou-se a luminosidade (simulando o ciclo noite-dia) e monitorou-se a
temperatura, em 23°C.

Os animais do grupo E receberam um dispositivo intra-bucal, capaz de

promover o avango mandibular e modificar a oclusao funcional (Figura 1.1B). Para
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tanto, em estudos prévios, as bocas de alguns animais foram moldadas para permitir
a confecgdo e ajuste da inclinagcdo do dispositivo em modelos de gesso. Em
seguida, confeccionou-se uma matriz em acetado para permitir uma padronizagéo
da técnica.

Os dispositivos foram confeccionados em resina composta - Z250 (3M Dental
Products, St. Paul, MN / USA) - nos incisivos superiores e inferiores. Os animais
foram anestesiados com uma combinacgéo 1:1 de Kentamina (10%) + Xilazina (2%)
injetadas por via intramuscular, na dosagem de 0,5mg/100g. Com o0s animais
sedados, procedeu-se ao ataque acido, aplicagdo de adesivo fotopolimerizavel,
insercao e fotopolimerizacdo de uma fina camada de resina, preenchimento da
matriz de acetato com resina, e adaptagcdo desta nos dentes do rato para
fotopolimerizagao final. Em seguida, acompanhando-se a inclinagdo atribuida aos
incisivos superiores, foi disposta uma tira de poliéster e acrescentada resina
composta nos incisivos inferiores (Figura 1.2A). Deste modo, estabeleceu-se uma
pista com intuito de modificar a postura mandibular e favorecer o movimento
protrusivo.

O grupo C ndo recebeu nenhum dispositivo correspondendo as
caracteristicas normais de oclusdo (Figura 1.3). Ja no grupo E, a presenca e a
inclinacao dos “dispositivos” impediam o fechamento da boca em oclusédo habitual,

provocando um desvio e uma acomodagdo da mandibula para frente (Figura 1.4).

1.2.1 Preparacao tecidual

Os animais foram mortos ap6s um periodo de tratamento de 7, 21 e 30 dias,
por aprofundamento anestésico. Imediatamente apds a morte, as cabecgas dos
animais foram seccionadas, dissecadas e imersas em solugao fixadora (Bouin) por 4
dias. ApoOs consecutivas trocas de alcodis em série crescente de concentragdes,
foram dissecadas as regides de articulagao temporomandibular (ATM). Em seguida,
as pecas foram descalcificadas em solugao contendo 20% de citrato de sodio, formol
e agua destilada, por 5 dias. Para remogédo do descalcificador as pegas foram
lavadas em agua corrente por 4 horas. Procedeu-se a rotina histologica e
posteriormente as pecas foram emblocadas, seguindo o mesmo plano de
orientagdo, com o ramo paralelo a superficie do bloco. Foram realizados cortes
semi-seriados no plano parasagital da regido do coéndilo na espessura de 7 ym com

micrétomo Leica RM 2145° e posteriormente foram corados com hematoxilina e
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eosina e montados sob laminula com uso de Permount. Em virtude de tratar-se de
uma protrusdo simétrica nos dois condilos, neste estudo, utilizou-se somente as
ATMs do lado direito.

1.2.2 Analise Morfométrica

As imagens foram capturadas em alta definicdo por meio do Microscopio
Otico (MOTIC BA400) e enviadas a um computador. Através do programa de
analise de imagem - Image-Pro-Plus 4 (Media Cybernetics, USA), mensurou-se as
espessuras das camadas proliferativa, seriada, hipertréfica, e totalizando de 6 cortes
de cada animal. De cada corte, foram realizadas 5 mensuragdes para cada camada,

totalizando 30 mensurag¢des de cada animal (Figura 1.5).

1.2.3 Analise Estatistica

Os dados foram obtidos através do estudo duplo-cego e posteriormente
submetidos ao sofware STATISTICA 7 para analise estatistica. A distribuicdo dos
dados ndo apresentou caracteristicas de normalidade, sendo utilizados testes nao-

paramétricos. Os grupos foram avaliados, por meio do teste: Kruskal- Wallis.

1.3 RESULTADOS

Foi possivel observar diferengcas significativas na espessura total da
cartilagem em todos os periodos experimentais (Tabela 1.1). No grupo E, apés 7
dias da adaptacao do dispositivo pode ser observada uma alteragao na disposi¢ao e
nas caracteristicas das células do grupo E (Figuras 1.7A e 1.7B); a espessura total
diminuiu 33% quando comparada ao grupo C (Tabela 1.1), podendo ser confirmada
através do deslocamento da curva de distribuicdo dos dados (Figua 1.6A). Apesar
da camada proliferativa do grupo E, apresentar-se levemente maior (Figuras 1.7A e
1.7B), tendo um aumento de 33% (Tabela 1.1), as camadas hipertrofica e seriada
apresentaram uma diminuicdo na espessura de 55% e 33%, respectivamente
(Tabela 1.1), comparadas ao grupo C (Figuras 1.6B e 1.6D).

Em 21 dias, no grupo E, foi possivel observar um consideravel predominio de
células da camada proliferativa (Figuras 1.7C e 1.7D), representando um aumento

de 63% da espessura total, sendo devido ao aumento das espessuras das camadas
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hipertréfica (75%) e proliferativa (153%), conforme os dados dispostos na tabela 1 e
figuras 1.6B e 1.6D.

Ao longo dos 30 dias de experimento, pode-se observar que houve uma maior
semelhanga entre o grupo C e E (Figuras 1.7E e 1.7F), ocorrendo uma discreta
diminuicdo da espessura total (23%), devido a diminuicdo das camadas hipertréfica
(40%) e seriada (20%), o que nao ocorreu com a camada proliferativa, que ainda
quando comparada com o grupo C manteve um aumento de 12% (Tabela 1.1).

Durante o crescimento natural foi possivel verificar que ocorreu uma
diminuicdo na espessura total (incluindo as subcamadas) da cartilagem condilar
(Figuras 1.7A, 1.7C e 1.7E). Porém, no grupo E este padrdao de desenvolvimento é
alterado, principalmente em relacdo as espessuras das camadas seriada e
proliferativa (Figuras 1.7B, 1.7D e 1.7F).

1.4 DISCUSSAO

O tratamento com aparelhos que promovam mudanca de postura mandibular
pode atingir melhores resultados quando empregado em fase precoce, devido ao
maior potencial de crescimento. Os animais utilizados neste estudo compreendem o
periodo de vida do rato, entre 5 e 9 semanas, correspondente a fase pré-puberal até
o surto puberal de crescimento (SHEN et al., 2005). O modelo experimental na ATM
de ratos € bem aceito e amplamente estudado devido a semelhanga a ATM humana
(REN; MALTHA; KUIJPERS-JAGTMAN, 2004).

O crescimento mandibular recentemente foi estudado de diferentes formas
(MCNAMARA; CARLSON, 1979; MCNAMARA; BRYAN, 1987; CARLSON, 1999;
MEIKLE, 2007). As analise foram realizadas com estudos radiograficos (LIU;
KANEKO; SOMA, 2007a), histolégicos (LIU; KANEKO; SOMA, 2007a), imuno-
histoquimicos (SATO; MURAMOTO; SOMA, 2006), comparacdo de diferentes
consisténcias de alimento (BRESIN; KILIARIDIS, 2002; MAKI et al., 2002), restricao
de célcio (WATANABE et al., 2008), expressdo do colageno tipo X (RABIE; HAGG,
2002; RABIE; XIONG; HAGG, 2004; SHEN et al., 2006), expresséo do colageno tipo
Il (TUOMINEN et al., 1996; RABIE; XIONG; HAGG, 2004), fator de transcrigdo Sox 9
(RABIE et al.,, 2002a; PAPADOPOULOU et al., 2007) e fator de crescimento
endotelial vascular — VEGF (RABIE e HAGG, 2002; RABIE; SHUM;
CHAYANUPATKUL, 2002). Alguns estudos demonstraram que o posicionamento da
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mandibula a frente ocasiona respostas celulares capazes de promover o aumento
da cartilagem, que através da ossificagdo endocondral, culmina em neoformacéao
6ssea (RABIE et al., 2002; RABIE; SHE; HAGG, 2003; RABIE; XIONG; HAGG,
2004; LEUNG; RABIE; HAGG, 2004). No presente trabalho, foi possivel acompanhar
a espessura da cartilagem durante o crescimento normal, bem como fazer a
comparagao com um modelo experimental em que a mandibula foi posicionada a
frente.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a mudanca postural da
mandibula altera a organizagdo celular refletindo na espessura da cartilagem
condilar. Em um periodo de 7 dias, verificou-se uma redugdo na espessura total,
porém, a espessura na camada proliferativa aumentou, quando comparados os
grupos E e C. Fisiologicamente, o avan¢co promove um estiramento das fibras
musculares e o condilo é posicionado mais anteriormente na fossa glendide,
alongando os tenddes e estimulando a regido do coxim retrodiscal. Segundo Rabie
et al. (2002), devido a alta capacidade adaptativa, ocorre um aumento de respostas
celulares, conduzindo a proliferagdo de novos vasos sanguineos, este fato pode ser
confirmado pela alta expressdo do Fator Vascular Endotelial de Crescimento
(VEGF), um potente regulador da neovascularizagdo, na regido de condilo e fossa
articular (LEUNG; RABIE; HAGG, 2004).

Apos 21 dias de experimento, foi possivel observar um aumento significativo
na cartilagem condilar do grupo E, principalmente na camada proliferativa.

Outros trabalhos (RABIE; WONG; TSAIl, 2003; SHEN; DARENDELILER,
2005) demonstraram que a terapia funcional acelera e aumenta o crescimento
condilar por promover a diferenciagdo de células mesenquimais em condrdcitos,
conduzindo a uma formagéo e aumento da quantidade de matriz cartilaginosa. Para
regular este processo, alguns mecanismos de controle genético como o fator de
transcricdo Sox 9 (RABIE; SHE; HAGG, 2003), mediador de transducdo mecanica
Ihh - Indian hedgehog (TANG; RABIE; HAGG, 2004) e feedback negativo
envolvendo PTH-rP - proteina paratiridide hormonio-relacionada (RABIE et al., 2003)
estdo intimamente relacionados.

O colageno tipo X é especificamente expresso em cartilagem hipertréfica,
confirmando seu papel na fase terminal da maturagdo dos condrécitos (FUKADA et
al., 1999). Rabie e Hagg (2002) observaram um significativo aumento na expresséo

desta proteina quando a mandibula foi estimulada em posicdo de avanco e
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verificaram uma importante correlacédo entre a sintese desta proteina e a quantidade
de ossificagdo endocondral. Dentre as propriedades do colageno tipo X destaca-se a
facilidade de ser reabsorvido, sendo substituido por matriz 6ssea, e a regulagao do
processo de calcificagdo durante ossificagdo endocondral (BONEN; SCHMID, 1991).

Em 30 dias, foi possivel observar maior semelhanga entre a cartilagem
condilar do grupo C e E, porém, a camada hipertréfica apresentou-se menor no
grupo E. E interessante salientar que houve uma semelhancga entre os dois grupos,
mas no grupo E a mandibula continua sendo sustentada a frente. Alguns autores
(RABIE et al., 2002; LEUNG; RABIE; HAGG, 2004; SHEN et al., 2006) encontraram
que neste periodo ocorre substituicdo da cartilagem por osso. A transigcao de
condrogénese para osteogénese acontece na zona erosiva, onde os condrocitos
comegam a sintetizar fosfatase alcalina, e concomitantemente, a matriz cartilaginosa
sofre calcificagdo (LUDER et al., 1988; MEIKLE, 2007). A matriz em um estagio de
calcificacdo inibe a difusdo de nutrientes no tecido, culminando na morte dos
condrécitos. Com a morte dos condrécitos, boa parte da matriz segmenta-se,
formando uma série de lacunas na regido. A descontinuidade da matriz intercelular e
os espacos formados pelas lacunas criam uma situagdo propicia para a invasao
vascular. Os vasos capilares que ocupam a regiao trazem células progenitoras
Osseas e células da medula d6ssea que se diferenciardao em osteoblasto
(CANCEDDA et al,, 2000; GARANT, 2003). Os osteoblastos assumem suas
posicdes nas espiculas e remanescente cartilaginoso e iniciam a sintetizagdo de
tecido 6sseo, ou ostedide, que se tornara subsequentemente calcificada, resultando
na neoformacado oOssea (GARTNER; HIATT, 1997). Sendo assim, pode ser

considerada favoravel a semelhanga entre o grupo C e E.

1.5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, juntamente com a analise histologica foi
possivel observar mudangas na cartilagem condilar durante o periodo experimental
de 30 dias. O posicionamento da mandibula em avango proposto neste modelo
experimental foi capaz de alterar a espessura e as caracteristicas da cartilagem
condilar. O estimulo promoveu a diferenciagdo e a proliferagao celular, iniciando a

cascata de eventos da ossificagao endocondral.
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B -

FIGURA 1.1: Vista oclusal do rato Wistar. A) Grupo cont;ole. B) Grupo experimental.

i

FIGURA 1.4: SequUéncia esquematica da adaptagdo dos “dispositivos” nos incisivos
superiores e inferiores do rato, provocando um desvio da mandibula para frente.
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FIGURA 1.5: A) Corte histolégico de 7 um, do condilo mandibular de rato Wistar do grupo
controle, com 7 dias. Observar a area demarcada, onde foi feita a captura de imagem para
analise (B), as medidas foram feitas seguindo o sentido da linha tracejada. B) Regido
posterior do condilo, em que foram medidas as camadas total (amarelo), proliferativa (azul),

seriada (verde) e hipertrofica (vermelho).
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FIGURA 1.6: Distribuigédo de freqiéncias relativas das espessuras das camadas: (A) Total;
(B) Hipertrdfica; (C) Seriada; (D) Proliferativa, dos grupos Controle aos 7 (C7), 21(C21) e 30

(C30) dias, e Experimental aos 7 (E7), 21 (21) e 30 (E30) dias. n=5.
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FIGURA 1.7: Fotomicrografia da regido do céndilo de ratos, mostrando regido Proliferativa
(P), Seriada (S) e Hipertréfica (H). Pertencentes aos grupos: (A) Grupo controle com 7 dias;
(B) Grupo experimental com 7dias. (C) Grupo controle com 21 dias; (D) Grupo experimental
com 21 dias. (E) Grupo controle com 30 dias e (F) Grupo experimental com 30 dias.
Coloragéo: Hematoxilina e Eosina. Barra de calibragédo 50 pm.
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Tabela 1.1: Espessura das camadas: Total (um), Hipertréfica (um), Seriada (um),
Proliferativa (um), dos grupos: Controle em 7 (C7), 21 (C21) e 30 (C30) dias, e
Experimental em 7 (E7), 21 (E21) e 30 (E30) dias. M+ DP. N = 5 animais por grupo.
Em relagéo a espessura total, p<0,05 quando todos os grupos foram comparados; *
p<0,05 quando comparado ao grupo E7; **p<0,05 quando comparado ao grupo E21;

# p<0,05 quando comparado ao grupo E30.

Total Hipertrofica Seriada Proliferativa
C7 240,51 + 39,43 131,06 + 33,84* 65,92 + 22,88* 43,54 + 10,72*
E7 161,13 £ 43,98 58,38 + 27,35 44,57 + 18,82 58,18+ 18,58
C21 170,42 + 23,77 72,92 + 17,28** 54,99 + 13,35** 42,50 £ 10,23**
E21 | 278,23 +94,88 73,81 + 30,57 96,71 + 52,13 107,70 + 47,28
C30 | 157,29 +24.89 73,95 + 16,69 51,94 + 13,86 31,39 + 12,30
E30 | 121,24 + 29,04 44,50 + 14,93 41,48 £ 14,53 35,25+ 13,98
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RESUMO

O proposito desta investigacao foi avaliar os aspectos morfolégicos e histologicos do
coéndilo, induzido pelo posicionamento posterior da mandibula. Foram selecionados trinta
ratos Wistar, machos de cinco semanas de vida, aleatoriamente divididos em dois grupos.
Um grupo recebeu um dispositivo, que induziu a retrusdo mandibular, e o outro, consistiu no
grupo de controle. Os animais foram sacrificados apés 7, 21 e 30 dias de experimento. Para
analise histologica, foi realizada a mensuragcdo da espessura condilar total, incluindo as
camadas proliferativa, seriada e hipertrofica, assim como cada camada separadamente.
Totalizando 30 medidas para cada parametro, de cada animal. A maior diferenca na
espessura da cartilagem foi observada em 21 dias, apesar de serem verificados niveis
diferentes nos demais periodos. A camada predominante no grupo experimental foi a
hipertréfica e a seriada. Estimulos mecanicos derivados da retrusdo funcional da mandibula
produziram uma série de respostas histoldgicas e morfolégicas no cdndilo e conduziu a
adaptacéao condilar e mandibular dos ratos.

PALAVRAS-CHAVE: Cartilagem condilar; Posicao posterior do cbndilo; Crescimento
condilar da mandibula; Ma-oclusao funcional; Ossificacdo endocondral.

ABSTRACT

The purpose of this investigation was to evaluate the condylar morphological and histological
aspects, induced by continuous posterior displacement of the mandible. Thirty five-weeks-
old male Wistar were selected, randomly divided in two groups. One group received a
"dispositive", that induced through mandibular retrusion, and the other one, consisted of the
control group. The animals were sacrificed after 7, 21 and 30 days of experiment. For
histological analysis it is being accomplished measured of proliferative, seriate and
hypertrophic layers thickness, as well as of each layer separately. Totaling 30 measured of
each parameter, for animal. The highest difference cartilage thickness was observed at day
21, in spite of different levels were verified in another periods. The predominant layer in the
experimental group, was the hypertrophic and seriate. Mechanical stimuli delivered by a
functional mandibular retrusion produce a series of morphological and histological responses
in the condyle and lead to condylar and mandibular adaptation in rats.
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2.1 INTRODUGAO

A cartilagem condilar da mandibula € uma estrutura especializada, que
reveste a superficie dos coOndilos mandibulares. Destaca-se por duas fungdes
principais: funcdo articular e crescimento endocondral (RAMIREZ-YANEZ, 2004;
SHEN; DARENDELILER, 2005).

Assim como outras cartilagens articulares do corpo, a cartilagem condilar da
mandibula tem a caracteristica de suportar as tensdes induzidas biologicamente.
Porém, se difere em varios aspectos bioldégicos, como desenvolvimento
ontogenético, crescimento pods-natal, e estruturas histologicas (SHEN;
DARENDELILER, 2005). Uma peculiaridade da cartilagem condilar consiste na
capacidade adaptativa, devido a ossificacdo endocondral (RABIE; HAGG, 2002,
SATO; MURAMOTO; SOMA, 2006). Esta caracteristica talvez torne possivel aos
aparelhos ortopédicos modificarem ndo apenas a direcdo, mas também a
quantidade de crescimento mandibular (RAMIREZ-YANEZ, 2004).

Cada vez mais pesquisas sao realizadas na cartilagem condilar de ratos para
avaliar a capacidade adaptativa diante de diferentes posturas mandibulares. Alguns
autores encontraram aumento na resposta celular e crescimento, quando a
mandibula é sustentada a frente (RABIE; SHE; HAGG, 2003; RABIE; XIONG;
HAGG, 2004; SHEN et al., 2006; HAGG et al., 2008). Outros pesquisadores
demonstraram as modificacbes nos dois condilos, quando a mandibula € desviada
lateralmente (SATO; MURAMOTO; SOMA, 2006; LIU; KONEKO; SOMA, 2007). O
resultado obtido no desvio postural lateral indica que o deslocamento da mandibula
pode aumentar a espessura da cartilagem condilar e a proliferacdo de pré-
condroblastos no lado contralateral, e diminuir do lado ipsilateral (FUENTES et al.,
2003; SATO; MURAMOTO; SOMA, 2006).

Todavia, poucos estudos demonstraram o comportamento da cartilagem
condilar quando a mandibula € posicionada posteriormente, como na terapia para

correcao de Classe lll funcional.
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Segundo Yao e Seedhom (1993), o posicionamento posterior do céndilo pode
alterar a espessura da cartilagem articular, através da adaptacao funcional. Se nao
houver adaptacéo, pode sobrecarregar os tecidos da articulagdo temporo mandibular
(ATM) e ao redor dela, gerando uma disfungéo.

Na literatura, ha varios relatérios controversos sobre oclusdo e Desordem
Temporo Mandilular (DTM). Alguns autores acreditam ndo haver nenhum fator de
risco cientificamente estabelecido entre ma oclusdo e DTM (PULLINGER;
SELIGMAN; SOLBERG, 1988; GOLDSTEIN, 1999). Mas, outros encontraram uma
alta correlagédo entre DTM e deslocamento condilar posterior resultado de ma
oclusbes (WEINBERG, 1983; OWEN, 1984; GERBER; STEINHARDT, 1990),
especialmente sobremordida profunda em pacientes com Classe | ou Classe I, de
Angle. No entanto, muitas mudangas resultado do posicionamento posterior do
coéndilo ainda permanecem desconhecidas.

O objetivo deste trabalho é avaliar se a mudanga de postura mandibular, em
posigcao de retrusao, altera as caracteristicas da cartilagem condilar e contribuir para

a compreensdo do mecanismo de adaptagéo da cartilagem condilar.

2.2 MATERIAIS E METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica do Uso de Animais
em Experimentagao/ UEM, parecer n°. 080/2008.

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Figura 2.1A), machos, com 5 semanas de
vida, aleatoriamente divididos em 2 grupos: Controle (C), Experimental (E). Os
animais de ambos os grupos foram alimentados com dieta pastosa e agua ad
libidum. Controlou-se a luminosidade (simulando o ciclo noite-dia) e monitorou-se a
temperatura, em 23°C.

Os animais do grupo E receberam um dispositivo intra-bucal, capaz de
promover o recuo mandibular, modificar a oclusdo funcional (Figura 2.1B). Para
tanto, a boca de alguns animais inicialmente foram moldadas para permitir a
confecgao e ajuste da inclinagao do dispositivo em modelos de gesso. Em seguida,
foram confeccionou-se, moldeiras em acetado para permitir uma padronizacdo da

técnica.
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Os dispositivos foram confeccionados em resina composta - Z250 (3M Dental
Products, St. Paul, MN / USA) - nos incisivos superiores do grupo E. Os animais
foram anestesiados com uma combinacgéo 1:1 de Kentamina (10%) + Xilazina (2%)
injetadas por via intramuscular com a dosagem de 0,5mg/100g. Com os animais
sedados procedeu-se ao ataque acido, aplicacdo de adesivo fotopolimerizavel,
insercao e fotopolimerizacdo de uma fina camada de resina, preenchimento da
matriz de acetato com resina, e adaptagdo desta nos dentes do rato para
fotopolimerizagao final.

O grupo C nado recebeu qualquer dispositivo correspondendo as
caracteristicas normais de oclusao (Figura 2.3). Ja, no grupo E, a presenca e a
inclinacao dos “dispositivos” impediam o fechamento da boca em oclusédo habitual,

provocando um desvio e uma acomodacao da mandibula para tras (Figura 2.4).

2.2.1 Preparacgao tecidual

Os animais foram mortos apds um periodo de tratamentono periodo de 7, 21
e 30 dias, por aproveitamento fundamento da anestesiaésico. Imediatamente apds
a morte, as cabecgas dos animais foram seccionadas, dissecadas e imersas em
solugao fixadora (Bouin) por 4 dias. Apds consecutivas trocas de alcodis, foram
dissecadas as regides da ATM. Em seguida, as pecas foram descalcificadas em
solugao contendo 20% de citrato de sodio, formol e agua destilada, por 5 dias. Para
remogao do descalcificador as pegas foram lavadas em agua corrente por 4 horas.
Procedeu-se a rotina histolégica e posteriormente as pecas foram emblocadas,
seguindo o mesmo plano de orientagdo, com o ramo paralelo a superficie do bloco.
Foram realizados cortes semi-seriados no plano parasagital da regiao do condilo na
espessura de 7 pm com micrétomo Leica RM 2145® e posteriormente foram corados

com hematoxilina e eosina e montados sob laminula com uso de Permount.

2.2.2 Andlise Morfométrica

As imagens foram capturadas em alta definigdo por meio do Microscopio
Otico (MOTIC BA400) e enviadas a um computador. Através do programa de
analise de imagem - Image-Pro-Plus 4 (Media Cybernetics, USA), mensurou-se as
espessuras das camadas proliferativa, seriada e hipertréfica e total de 6 cortes de
cada animal. De cada corte, foram realizadas 5 mensuragdes para cada camada,

totalizando 30 mensurag¢des de cada animal (Figura 2.5).
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2.2.3 Andlise Estatistica

Os dados foram obtidos através do estudo duplo-cego e posteriormente
submetidos ao sofware STATISTICA 7 para analise estatistica. A distribuicdo dos
dados nao apresentou caracteristicas de normalidade, sendo utilizados testes ndo-
paramétricos . Os grupos foram avaliados de forma ampla, através do teste: Kruskal-
Wallis.

2.3 RESULTADOS

Foi possivel observar diferenga significativa na espessura total da cartilagem
somente depois de 21 dias de experimento (Tabela 2.1). No grupo E, apés 7 dias de
experimento, pode ser observada uma discreta alteracdo na disposicdo das
camadas seriada e hipertrofica do grupo E (Figuras 2.7A e 2.7B), a espessura total
nao apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo C
(Tabela. 2.1), podendo ser confirmada através da sobreposicdo da curva de
distribuicdo dos dados (Figura 2.6A). Apesar da camada hipertréfica do grupo E,
apresentar-se muito semelhante ao C (Figuras 2.7A e 2.7B), houve uma discreta
diminuic&o (9,60%) na camada seriada e um sutil aumento de 10,09% (Tabela 2.1),
na camada proliferativa (Figuras. 2.6C e 2.6D).

Em 21 dias, no grupo E, foi possivel observar mudancgas histologicas (Figuras
2.7C e 2.7D), em toda cartilagem condilar. Houve um aumento de 39,46% na
camada total (Tabela 2.1), representado pelo aumento na espessura das camadas
hipertrofica (42,24%), seriada (46,92%) e proliferativa (17,70%), conforme os dados
dispostos na tabela 2.1 e figuras 2.6B, 2.6C e 2.6D.

Ao longo dos 30 dias de experimento, a cartilagem condilar do grupo E
apresentou-se histologicamente semelhante ao grupo C (Figuras 2.7E e 2.7F). No
entanto, pode ser observada uma espessura total 17,15% maior, devido ao aumento
na espessura das camadas seriada e proliferativa, de 26,56% e 23,31%,
respectivamente, conforme a tabela 2.1.

Durante o crescimento natural foi possivel verificar que ocorre uma diminuicéo
na espessura total (incluindo as subcamadas) da cartilagem condilar (Figuras 2.7A,

2.7C e 2.7E). Porém, no grupo E este padrao de desenvolvimento é alterado,
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principalmente no que se refere a espessura das camadas hipertréfica e seriada
(Figuras 2.7B, 2.7D e 2.7F).

2.4 DISCUSSAO

Durante a fase de crescimento existe maior chance do tratamento com
aparelhos que promovam mudanga de postura mandibular atingirem melhores
resultados, pois a atividade celular € mais dinamica. Os animais utilizados neste
estudo compreendem o periodo de vida do rato, entre 5 e 9 semanas,
correspondente a fase pré-puberal até o surto puberal de crescimento (SHEN et al.,
2005). O modelo experimental na ATM de ratos € bem aceito e amplamente
estudado devido a semelhanga com a ATM humana (REN et al., 2004).

Poucos relatos na literatura trazem a mudanca de postura recuando a
mandibula (ASANO, 1986; DESAI et al., 1996). Alguns estudos (FUENTES et al.,
2003; SATO et al., 2006; LIU; KANEKO; SOMA, 2007) observaram as mudancgas
celulares quando a mandibula é desviada para um dos lados. Os resultados obtidos
demonstraram que apds 14 dias, no lado protruido ou contralateral houve um
aumento do crescimento no condilo e do lado ndo protruido ou ipsilateral houve uma
reducdo. Baseado nestes dados, era de se esperar que a cartilagem assumisse
valor total inferior ao controle. No entanto, de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho, a questdo ndo é tdo simples. O mecanismo de resposta da
cartilagem condilar foi marcadamente diferenciado aos 21 dias. Houve um aumento
da espessura total da cartilagem no grupo E, porém com predominancia das
camadas seriada e hipertréfica. Nao foi possivel afirmar que este aumento na
espessura da cartilagem, consistiu em crescimento. A maior capacidade adaptativa
da cartilagem condilar é explorada no crescimento aposicional (SHEN;
DARENDELILER, 2005). Sabe-se que a cartilagem condilar possui caracteristicas
de cartilagem secundaria, e que o crescimento inicia-se com o tecido mesenquimal
(células indiferenciadas) recobrindo o céndilo pré-natal ou pds-natal. Convém
relembrar que, durante o crescimento natural, as células mesenquimais se dividem

em novas células menores. Em seguida, estas novas células atingirdo um tamanho
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completo, resultando na migragdo de algumas delas fora da membrana que cobre,
dirigindo-se ao interior do condilo (GARANT, 2003). A diferenciagdo acontece
quando as células mesenquimais migram para cartilagem, tornando-se células de
cartilagem imatura. A nova linhagem de células cartilaginosas sera adicionada n&o
por meio de mitose de células cartilaginosas progenitoras (crescimento intersticial), e
sim por mitose de células mesenquimais indiferenciadas. Este modo de crescimento,
no qual sdo somadas células novas externas, consiste no crescimento aposicional
(DIBBETS, 1990; LUDER, 1994). Portanto, no presente estudo, ndo foi possivel
observar o aumento da camada proliferativa, questionando-se o ganho real de
crescimento.

Segundo Liu, Kaneko e Soma (2007), além da quantidade de crescimento, a
direcdo pode ser alterada, por exemplo, no lado em que o condilo é posicionado
para tras, ocorre uma diminuigcdo no sentido horizontal e um aumento no sentido
vertical. No presente trabalho, foi mensurada a espessura posterior e parte da
porcao mediana da cartilagem, onde pode ser observado o aumento no periodo de

21 dias. Sugerem-se novos trabalhos para confirmag¢ao dos dados.

2.5 CONCLUSAO

O posicionamento posterior da mandibula foi capaz de modificar as
caracteristicas da cartilagem condilar no periodo experimental. O estimulo promoveu
o predominio das camadas seriada e hipertrofica. Sugerem-se novos estudos para
maior compreensao e entendimento das caracteristicas da cartilagem condilar

quando a mandibula é posicionada para tras.
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[ S
FIGURA 2.2: A) Adaptagdao do dispositivo no rato Wistar com 5 semanas de vida. B)
Cabeca do rato dissecada, apoés 7 dias.
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FIGURA 2.4: Sequéncia esquematica da adaptacido do dispositivo nos incisivos superiores
do rato, provocando um desvio da mandibula para tras.

FIGURA 2.5: A) Corte histolégico de 7 um, do condilo mandibular de rato Wistar do grupo
controle, com 7 dias. Observar a area demarcada, onde foi feita a captura de imagem para
analise (B), as medidas foram feitas seguindo o sentido da linha tracejada. B) Regido
posterior e parte da regido mediana do céndilo, em que foram medidas as camadas total
(amarelo), proliferativa (azul), seriada (verde) e hipertrofica (vermelho).
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FIGURA 2.6: Distribuigdo de freqiiéncias relativas das espessuras das camadas: (A) Total,
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(C30) dias, e Experimental aos 7 (E7), 21 (21) e 30 (E30) dias. n=5.
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FIGURA 2.7: Fotomicrografia da regido do condilo de ratos, mostrando regido Proliferativa
(P), Seriada (S) e Hipertrofica (H). Pertencentes aos grupos: (A) Grupo controle com 7 dias;
(B) Grupo experimental com 7dias. (C) Grupo controle com 21 dias; (D) Grupo experimental

com 21 dias. (E) Grupo controle com 30 dias e (F) Grupo experimental com 30 dias.
Coloracao: Hematoxilina e Eosina. Barra de calibragao 50 ym.

Tabela 2.1: Espessura das camadas: Total (um), Hipertréfica (um), Seriada (um),
Proliferativa (um), dos grupos: Controle em 7 (C7), 21 (C21) e 30 (C30) dias, e Experimental
em 7 (E7), 21 (E21) e 30 (E30) dias. M+ DP. N = 5 animais por grupo. * p<0,05 quando
comparado ao grupo E7; **p<0,05 quando comparado ao grupo E21; * p<0,05 quando
comparado ao grupo E30.

Total Hipertrofica Seriada Proliferativa

C7 | 240,51+39,43 131,06+ 33,84* 65092+ 22,88* 43,54 + 10,72
E7 | 245,90+ 39,46 137,32 + 33,23 60,15 + 18,22 48,42 + 12,70
C21 | 170,42 £23,77* 72,92 +17,28* 5499+ 13,35* 42,50 + 10,23**
E21 | 281,50 + 52,93 126,26 + 31,33 103,60 + 38.99 51,64 + 28,93
C30 | 157,29 + 24.89 73,95 + 16,69 51,94 + 13,86" 31,39 £ 12,30"

E30 189,84 + 28,34 78,18 + 15,06 70,72 £ 18,27 40,93 £ 13,42
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