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RESUMO

As densidades volumétricas de estruturas do ligamento
periodontal foram determinadas em incisivos inferiores de ratos mantidos em
diferentes condigdes funcionais em relagdo a for¢as mastigatérias. Nove
ratos machos adultos tiveram seus incisivos inferiores esquerdos seccionados
ao nivel da papila interdental a cada dois dias ¢ mantidos em erupgdo
desimpedida (hipofuncionais), enquanto os contralaterais permaneceram em
erupgdo mmpedida (hiperfuncionais) durante 7 dias. Os incisivos inferiores de
outros trés ratos, usados como controles, permaneceram no mesmo periodo,
em erup¢do normal ( normofuncionais).

Cortes ultrafinos, contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo foram fotografados no aumento de 5.000x . Foram selecionadas trés
cletromicrografias no aumento final de 10.875x dos compartimentos junto ao
dente e junto ao osso alveolar de 3 regiGes do ligamento da face mesial do
incisivo: R1- junto a crista alveolar, R3- & altura do 1°molar inferior e R5 a
altura do 3°molar inferior. Através da volumetria por pontos determinou-se a

densidade volumétrica de fibroblastos, de seus prolongamentos



citoplasmaticos e do colageno (fibrilas mais substincia interfibrilar) utilizando
um reticulo quadriculado, onde foram contados 100 pontos por amostra.

Nao houve diferencas significativas no compartimento junto ao
dente entre as densidades volumétricas de fibroblastos em cada regido entre as
trés condigSes funcionais. Em cada condigdo, esta densidade foi
significantemente maior na RS em relagdo as duas regides mais incisais. A
densidade volumétrica do colageno comportou-se de modo inverso,
decrescendo da incisal para apical, ndo havendo diferenga entre as condigSes
funcionais. Na condigdo hipofuncional, a diminui¢do foi mais acentuada,
sendo que as diferengas entre as trés regides foram significativas. Comparada
a condigdo normofuncional, a relagdo fibroblasto-colageno alterou-se para
maior nas condi¢des hiper e hipofuncionais, mais expressiva nesta ultima,
sendo as diferengas estatisticamente significativas nas regides 1 e 3.

Resultados semelhantes, embora ndc tdo uniformes, foram
observados no tecido conjuntivo do comportamento junto ao 0sso.

Em relagdo aos prolongamentos, seu volume relativo no
compartimento junto ao dente cresceu de incisal para a apical na condi¢fo
normofuncional, enquanto que nas condi¢des alteradas este volume foi

aparentemente menor € aproximadamente igual nas 3 regides. Na R3, este
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volume foi significativamente menor nas condigdes funcionais alteradas em
relagio a condicdo normofuncional. No compartimento junto ao osso, ndo
foram observadas diferencas de volume relativo desta estrutura entre regides
em cada condigdo funcional ou entre estas condi¢cdes em cada regido.

As alteragoes volumétricas observadas, algumas comuns entre as
condi¢bes funcionais alteradas, ndo puderam ser relacionadas ao aumento da

velocidade de erupgio que ocorre na hipofuncio.



ABSTRACT

The volume density of periodontal ligament structures was
determined in rat lower imcisors submitted to altered oclusal forces. Nine adult
male rats had their left incisors sectioned at the level of the interdental papila
every second day, during 7 days. These teeth erupted unimpeded and thus
were hypofunctional, while their contralateral right incisors erupted impeded
and are considered hyperfunctional. The lower incisors of three rats, used as
controls, remained normofuncional.

Ultrathin sections stained with uranyl acetated and lead citrate
were photographed at the magnification of 5000x. Three electronmicrographs
(final magnification 10.875x) of the tooth-related and alveolar bone-related
compartments from 3 regions at the mesial face of the periodontal ligament
were selected. Region 1 was the one close to the alveolar crest; regions 2 and
3 were at level of the 1% lower 3™ lower molar respectively. By point-counting
volumetry, using a square grid with 100 intersection points, the volume
density of fibroblasts, their cytoplasmic processes and of collagen (fibrils plus
interfibrilar substance) was determined. In tooth-related compartment there

was no significant differences between the relative volume of fibroblasts, in

4



each region, between the three functional conditions. In each condition, this
volume was larger in the most apical region as compared to the two other
more incisal regions. The volume density of collagen decreased in the incisal-
apical direction and also there was no significant difference between
functional conditions. However, under hypofunction, this decrease of collagen
density was more marked, being the difference between the three regions
statistically significant. The volumetric density relation between fibroblasts
and collagen, when compared to the normal function, increased in the hiper
and mainly in the hipofunctional conditions being significant the differences
in regions 1 and 3 . Similar results, although not so regular, where found in the
connective tissue of the alveolar bone-related compartiment.

As for the fibroblast cytoplasmic processes their relative volume
mmcreased in the incisal-apical direction in normofunctional teeth while in the
altered conditions their volume density was smaller and almost invariable in
the three regions, being the differences m region 5 significant. No such
differences were found in the alveolar bone-related compartment.

The volumetric alterations observed, some of which were
common to the hyper and hypofunctional conditions, could not be related to

the increase in the rate of eruption which occurs only in the unimpeded teeth.
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INTRODUCAO

O processo de erupgdo dental, um dos movimentos fisioldgicos
do dente, esta relacionado, segundo a maioria dos autores, ao ligamento
periodontal (LPD) ou ao do seu precussor o foliculo dental (para uma revisdo
v. Moxham & Berkovitz, 1995). A remogdo cirurgica da porg¢do odontogénica
de incisivos de roedores paralisa o seu crescimento, porém ndo prejudica a
erupgdo do resto do dente, sugerindo que a erupcédo esta associada aos tecidos
periodontais, pois sdo os Unicos tecidos que permanecem vidveis no pos-
operatorio. ( Berkovitz & Thomas, 1969). O papel do foliculo dental associado
ao orgio do esmalte, foi evidenciado na fase intraossea do movimento
eruptivo de dentes de crescimento limitado. ( Cahil & Marks, 1980, Marks &
Cahil, 1984).

O periodonto dos incisivos de roedores, tem duas partes distintas:
1) o ligamento periodontal, que ¢ o tecido conjuntivo cujas fibras se inserem
de um lado no cemento e do outro no osso alveolar e que abrange toda a face
lingual , a maior parte da face mesial e aproximadamente metade da face distal

da raiz anatomica do dente ; 2) o periodonto relacionado ao esmalte, tecido



conjuntivo localizado entre o dérgdo do esmalte e 0 osso alveolar ocupando
toda a face labial do dente, uma parte da distal e uma por¢gdo bem menor na
face mesial; as fibras coldgenas deste tecido nfo se inserem em tecido dental,
razio pela qual esta parte do periodonto ndo tem sido considerada como
participante do processo ( Berkovitz & Shore, 1978, Moxham, 1991).
Recentemente, porém, mostramos que este periodonto relacionado ao esmalte

tem provavelmente a funcéo de controlar o processo eruptivo.( Merzel er al,

2000 b).

O mecanismo da erupgdo dental € assunto ainda controverso € o
processo parece ser multifatorial. Além da forga geradora do movimento, a
translacdo dessa forga em movimento, a resisténcia dos tecidos envolvidos a
sustentagdo do dente em cada nova posi¢do 4 medida que o movimento se
desenvolve e a remodelagdo dos tecidos de sustentagfo para a manutengfo da
integridade do sistema, sdo os fatores cuja alteragio pode causar aceleragfo,

retardo ou mesmo interrupcio do movimento eruptivo { Moxham &

Berkovitz, 1995).

Dentre os varnos estudos experimentais do processo eruptivo, uma

grande parte € dedicada as alteragdes estruturais ou bioquimicas do ligamento



periodontal de dentes de crescimento e erupgdo continuos, em condi¢des em
que a erupcdo ¢ acelerada, retardada ou paralisada. Os incisivos de roedores
seccionados periodicamente de modo a evitar o contato com o antagonista sio
denominados de desimpedidos e tem sido muito usados em estudos de erupgdo
dental, pois expressaria 0 movimento eruptivo puro, ndo limitado pelo atrito e
desgaste (Bryer,1957) . Estes dentes sdo hipofuncionais e sua velocidade de

erupgdo € praticamente em torno de duas vezes aquela dos incisivos normais.

Os dentes incisivos em oclusdo s3o , em geral, denominados de
impedidos. Na literatura, porém, para o controle dos incisivos desimpedidos
tem sido utilizados tanto o incisivo contralateral impedido (e.g. Bum -
Murdoch,1990; Kirkhan et al, 1993) ou animais com ambos os incisivos
intactos ( e.g. Chiba et al, 1976; Michaeli et al, 1986). Enquanto os incisivos
intactos sdo normofuncionais, os contra-laterais sdo dentes em hiperfungdo ja
que se atritam com os dois incisivos antagonistas, porém a taxa de erupgdo

entre ambos nio difere.

No ligamento periodontal de incisivos de ratos ¢ camundongos,
no sentido da espessura, dois compartimentos, um relacionado ao dente e

outro relacionado ao osso alveolar, sdo facilmente identificaveis ao exame



microscopico. Sua estrutura ¢ ultraestrutura, foi descrita entre outros por:
Matena, (1973); Beertsen et al, (1974) ; Berkovitz e Shore, (1978), Sloan,
(1978). O compartimento junto ao dente apresenta maior densidade de células
¢ fibras colagenas, enquanto o compartimento junto a0 0ssO tem menor
quantidade de células e fibras e apresenta vasos e mervos, os quais estdo
ausentes no compartimento anterior. Alguns autores {e.g. Beertsen ef al, 1974)
descrevern um compartimento intermediario entre os dois citados, que ndo
tem limites precisos e seria uma zona de cizalhamento para permitir o
movimento eruptivo continuo € cuja principal caracteristica seria a presenga
no interior dos fibroblastos de uma maior quantidade de vactolos contendo

colageno fagocitado.

Em muitos estudos experimentais relacionados a erupgdo dental,
particularmente em trabalhos bioquimicos, o ligamento periodontal de
incisivos de roedores € considerado como um todo sem distingdo de

compartimentos ou regides ( e.g. Van den Bos & Tonino, 1984; ¢ Kirkham

et al, 1993).

Ha, porém, algumas indicagGes de que o ligamento apresenta

variagdes na sua extensdio inciso-apical. Beertsen e Everts (1977) mostraram



que a incorporagdo de *H-prolina é mais alta nos fibroblastos da regifio apical,
na zona junto ao dente, decrescendo em diregdo incisal e em dire¢do ao osso
alveolar. Tse et al (1988) encontram o mesmo usando H-glicina. Kirkham
et al (1991), relatam que a quantidade de coldgeno extraivel com solugdo
salina ¢ maior no ligamento junto a crista alveolar, diminuindo gradativamente

em dire¢do apical .

Qutras mdicagdes de que o LPD ndo é uniforme em sua extensdo
sdo de Blaushild et al (1992) que estudaram a drea ocupada pelos vasos
sanguineos, mostrando uma variagfio de 4% na regido incisal para 47% na
regido apical. Fato semelhante foi evidenciado em relagdo aos capilares do
LPD por Moxham er al (1985). Sloan (1981) num resumo, relata que
enquanto o tergo incisal do osso alveolar é quase inteiramente recoberto por
fibras Sharpey, os dois tergos basais apresentam estas fibras como ilhas

separadas por vasos € nervos.

Varios estudos morfométricos foram feitos no intuito de mostrar
eventuais diferengas entre incisivos impedidos ¢ desimpedidos comparando,
porém, areas limitadas do LPD. Assim, analisando apenas o compartimento

junto ao dente a altura do 1° molar inferior, Shore ef o/ (1982), mostram que
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ndo houve diferenca entre as densidades volumétricas de fibroblastos e de
colageno extracelular entre incisivos normais € desimpedidos, porém nos
ultimos houve um aumento de substincia interfibrilar. Beertsen & Everts
(1977) analisando compartimentos no sentido transversal do ligamento de
incisivos de camundongos sem contudo diferenciar regides do tecido no
sentido longitudinal, evidenciam que o volume relativo de colageno
extracelular, aumenta progressivamente do compartimento junto ao dente em
dire¢do ao compartimento junto ao osso aiveolar, enquanto que o volume
relativo de fibroblastos decresceu na mesma diregdo. Ainda segundo esses
autores, a densidade volumétrica de fibroblastos foi maior nos dentes
desimpedidos do que nos dentes impedidos, o contrario ocorrendo com o
colageno extracelular.

Outros  estudos morfométricos, procuram diferenciar o
comportamento de varias estruturas em regides ao longo do ligamento
periodontal de incisivos. Michaeli er o/ (1986) comparam, ligamentos de
dentes normais € em erupg¢do desimpedida mostrando variagdes no sentido
axial e transversal desse tecido. Enquanto nos dentes com erup¢do impedida
(normofuncionais) a area de corte transversal do compartimento junto ao

dente, com exce¢do da regido mais apical, foi uniforme no resto do ligamento,
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em dentes com erupgdo desimpedida foi consideravelmente menor na regido
apical, aumentando linearmente e alcancando valores do dente impedido, na
regido da crista alveolar. Analisando a relagédo fibroblasto/matriz extracelular,
verificaram  que esta relagdo também foi quase uniforme nos dentes
impedidos enquanto que nos desimpedidos foi menor e variavel de modo
crescente da regido basal para a regifo incisal.

Barros (1995), analisa o didmetro de fibrilas coldgenas e as areas
relativas ocupada por elas e pela substincia interfibrilar no LPD de incisivos
de ratos, dividido em cinco regides, de incisal para apical; sendo cada regido
dividida nos trés compartimentos mencionados. Verificou que os dentes
desimpedidos apresentaram tendéncia do didmetro de fibrilas coldgenas ser
menor do que nos dentes impedidos, 0 mesmo ocorrendo com a sua area
relativa. J4 a 4drea relativa da substincia interfibrilar foi maior nos dentes

desimpedidos do que nos contralaterais impedidos.

Novaes (1996) usando a mesma divisdo de regifes e
compartimentos no LPD do incisivo inferior de ratos comparou a densidade
volumétrica de fibroblastos e matriz extracelular observados ao microscopio

eletrtdnico. Os fibroblastos ¢ a matriz extracelular apresentaram densidades
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volumétricas praticamente uniformes ao longo do ligamento nos dentes
impedidos. O desimpedimento aumentou a densidade volumétrica de
fibroblastos e diminuiu a densidade volumétrica da matriz extracelular, de

modo significativo na regido mais apical.

Em microscopia optica, Silva (1997) analisou a densidade
volumétrica de fibroblastos e matriz extracelular nas vérias regides e
compartimentos da face mesial do L.PD de incisivo inferior de rato e verificou,
ao contrario de Novaes (1996) que nos dentes com erupgdo desimpedida
houve uma diminuicio na densidade volumétrica de fibroblastos ¢ um

aumento na densitdade volumétrica da matriz extracelular .

Nos trabalhos de Shore et al (1982) e Michaeli et al (1986) foi
usado como controle incisivos normais € nos trabalhos de Beertsen & Everts
(1977), Barros (1995), Novaes (1996) e Silva (1997) foram usados os
confralaterais impedidos. Porém, Steigman et a/ (1989), verificaram que os
dados morfométricos (distancias, areas e volumes) do dente e do periodonto
variam entre incisivos normofuncionais, hiperfuncionais ¢ hipofuncionais. Por
exemplo , a area da secgdo transversal do LPD nas faces mesial e distal ¢ o

volume do ligamento em relagdo aos dentes normofuncionals aumentou mais
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nos dentes hiperfuncionais do que nos hipofuncionais.

O objetivo do presente estudo foi o de repetir parte dos trabalhos
de Novaes (1996) e de Silva (1997) no que se refere a densidades
volumétricas de fibroblastos e matriz extracelular. Como nos trabalhos
mencionados foram usados apenas 3 animais por grupo, a avaliagdo da
estatistica foi prejudicada. Assim neste trabalho, reduzimos o numero de
regiGes para trés (3), deixamos de considerar o compartimento intermediario,
cuja delimitacdo € arbitraria e aumentamos consideravelmente o nimero de
repetigdes, incluindo ainda, um grupo de dentes normais (impedidos
normofuncionais). O mesmo material foi utilizado por Silva er af (1998, ndo
publicado) para avaliar o volume dos compartimentos do LPD nas trés regides
e cujos resultados serdo considerados na discusséo.

Os resultados de Novaes (1996 ) e Silva (1997) em relagdo aos
volumes relativos de fibroblastos de dentes impedidos e desimpedidos foram
contraditorios. A diferenca foi atribuida por Silva (1997) aos prolongamentos
citoplasmaticos de fibroblastos,0s quais por seu tamanho, s6 podem ser
evidenciados ao microscopio eletrfmico ¢ que ao microscopio Optico, ndo
podem ser diferenciados do colageno. Assim resolvemos analisar também a

densidade volumétrica desses prolongamentos citoplasmaticos , tendo em
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vista que h& na literatura indicagcSes de que a morfologia dos fibroblastos é
alterada em funcdo de estimulos mecinicos (Pender e McCulloch, 1991;

Weinreb et .al, 1997).
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MATERIAL E METODOS

Doze ratos Wistar machos, pesando no inicio do experimento em
média 120g, recebendo agua e alimentagdo solida, foram divididos em dois
grupos. Um grupo de nove animais teve o incisivo inferior esquerdo
seccionado a altura da papila interdental a cada dois dias, permitindo que o
dente erupcionasse de modo desimpedido e portanto numa condigdo
hipofuncional, enquanto o incisivo inferior direito permaneceu em oclusdo e
em condi¢@o hiperfuncional devido ao atrito deste dente com ambos incisivos
superiores ( Michaeli & Weinreb, 1968) . O outro grupo, de trés animais,
servin de controle, ou seja, os dentes permaneceram em condigdes
normofuncionais de oclusdo. Na literatura sobre erupgdo dental, os incisivos
de roedores e lagomorfos em oclusfo sdo usualmente designados de dentes
impedidos ou em erup¢do impedida. Por facilidade de expressdo, usaremos
também os termos de erup¢do normal, erupgdo impedida e erupgdo
desimpedida como sinénimos de dentes normofuncionais, hiperfuncionais e
hipofuncionais respectivamente.

Os animais do grupo experimental foram sacrificados no sétimo

dia, a partir do micio do desimpedimento, juntamente com os animais do
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grupo controle. Anestesiados com hidrato de cloral (0,4 ml/100g de peso), os
animais foram perfundidos, via intracardiaca, com o fixador de Karnovsky
(1965) durante 20 minutos. Em seguida, as mandibulas foram dissecadas,
divididas em hemimandibulas, ¢ imersas no mesmo fixador por 3 horas.

As hemimandibulas foram desmineralizadas em EDTA 5%
( em tampdo fosfato, pH 7.4) sob agitagio constante por cerca de 20 dias a
temperatura ambiente, sendo o término da desmineralizagdo determinado por
cortes na coroa do dente. Cada hemimandibula foi dividida em segmentos
transversais {de modo a ter suas faces o mais aproximadamente possivel,
perpendiculares ao longo eixo do incisivo), sendo selecionados os
correspondentes indicados por R1 (junto a crista alveolar), R3 ( relacionado

ao 1° molar) e RS ( relacionado ao 3° molar), como mostrado na Fig. 1.

f ; '! u:.rl&""d -
‘f"'--ap—-rﬂ"‘ % ‘_..-"
L ™™

i

Fig.1 - Esquema dos cortes transversais feitos em cada hemimandibula mostrando 0s

limites das regides selecionadas, R1-R3-R.S indicadas por *.
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Os segmentos, apos a lavagem em tampdo fosfato pH 7.3, foram
pos-fixados em tetréxido de osmio 1% em tampdo fosfato 0,1 M durante 2
héras ¢ em seguida desidratados com acetona em concentragdes crescentes e
incluidos em araldite, de modo a obter cortes transversais do incisivo inferior
e de seu ligamento periodontal.

Cortes ultrafinos foram obtidos a partir da superficie incisal de
cada regido, abrangendo a face mesial do ligamento (Fig 2), colhidos em

grades de 300 mesh e contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo.

FACE LINGUAL

FAGCE MESIAL
FACE DISTAL

FACE VEBSTIBULAR

Fig.2 - Esquema do corte transversal do incisivo, destacando-se no retingulo a regido
mesial da qual foram feitos cortes ultrafinos. E — esmalte jovem ou espago ocupado pelo
esmalte maduro, D - dentina, LPD - ligamento periodontal, PE -periodonto relacionado. ao

esmalte, P - polpa, O A- osso alveolar.
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O Ligamento da face mesial de cada regido foi dividido em 2
compartimentos: Junto ao Dente e Junto ao Osso Alveolar (Fig 3). 0
compartimento junto ao dente, ¢ um tecido conjuntivo que apresenta uma alta
celularidade, principalmente de fibroblastos. O compartimento junto ao 0sso

alveolar, é facilmente delimitado pela presen¢a de vasos, nervos e terminagdes

nervosas.

Fig. 3 - Eletronmicrografia da face mesial do ligamento periodontal do incisivo inferior de
rato, mostrando os compartimentos: junto ac dente (D) , junto ao osso (O), cemento (C) e
osso alveolar (OA) 2000 X.

De cada compartimento, em cada regido, foram fotografados 5
campos aleatorios, no aumento de 5.000x e sorteados 3 para ampliagGes com
aumento final de 10.875x, usadas para a analise morfométrica.

Para a determinacdo das densidades volumétricas, as
eletronmicrografias foram sobrepostas com um reticulo quadnculado,
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Para a determinag@o das densidades volumétricas, as
eletronmicrografias foram sobrepostas com um reticulo quadriculado,
desenhado em transparéncia composto de 100 quadrados. Na ampliacio usada
o lado de cada quadrado correspondeu a 1,6 um . Assim, cada ponto de
intersec¢do equivale a 1,6 =256 p,mz eal6 =409 um3. ( Weibel, 1969).
Foram anotados, em cada foto, os impactos dos pontos de intersec¢do do
reticulo (Weibel, 1969) com as seguintes estruturas: fibroblastos e
prolongamentos citoplasmaticos de fibroblastos ¢ o colageno da matriz
extracelular. No caso do coldgeno, é de se ressaltar que, na ampliagdo
utilizada, ndo foi possivel diferenciar com precisdo as fibrilas de colageno da
substincia interfibrilar rica em glicoproteinas e proteoglicanas. (Fig 4).

A média do nimero de pontos de impacto (P) destas estruturas
em cada compartimento e regido corresponde a fracdo de volume de cada
estrutura em rela¢do ao nimero total de pontos da area teste (100), ou seja, a
densidade volumétrica expressa no caso por :

V, =P.x 4.096 um’/4.096 x 10> um’

ou por uma relagdo percentual de volume da estrutura em relagdo ao volume.
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Fig 4 - Eletronmicrografia do ligamento periodontal de incisivo inferior de rato com
sobreposi¢do do reticulo usado para morfometria. (F) fibroblasto, (Co) coldgeno, (seta
inferior) prolongamento citoplasmatico (seta superior) indica célula adjacente ao cemento

tomada como referéncia para posicionamento do reticulo.

No compartimento junto ao dente o reticulo foi posicionado de
modo a excluir a camada de células justapostas ao cemento (fig. 4). No

compartimento junto ao o0sso, as eletronmicrografias procuraram abranger
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apenas o tecido conjuntivo, excluindo-se vasos e nervos, o que nem sempre foi
possivel, particularmente na regiio do 3° molar inferior, aqu designada de
regido 5. O reticulo nas eletronmicrografias deste tltimo compartimento, foi
posicionado excluindo-se as células junto ao osso alveolar.

Os dados, foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA,
segundo delineamento de parcela sub-subdividida inteiramente casualizada. A
comparagio das médias das interacdes foi feita através do teste t, elegendo “a
priori” o nivel de significincia (n.m.s) de 5% para rejeigdo de hipdtese de
nulidade.

Foram também calculadas e analisadas pelo mesmo método
estatistico, as relagbes volumétricas entre fibroblasto-colageno e
prolongamentos-fibroblastos.

Uma primeira andlise abrangeu o conjunto de todos os dados,
porém a constatagdo de interagdes dupla e tripla, estatisticamente
significantes, entre condi¢des de erupgdo, regides € compartimentos, tornou
muito dificii a interpretagdo dos resultados, principalmente na comparagdo
entre os compartimentos junto ao dente e junto ao osso alveolar. Uma vez que
neste ltimo compartimento o nimero de pontos em muitas fotos ficou aquém

dos 100 disponiveis pela presenga de vasos e nervos, o que poderia ter influido
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numa maior wariabilidade dos dados, resolveu-se separar a analise para cada

compartimento utilizando o seguinte quadro de ANOVA:

Causas de variagdo GL
Foto 2
Erup¢do 2
Residuo (A) 4
Regido 2
Erupc¢do X Regido 4
Residuo ( B) 192
Total 206

Além de graficos, o comportamento das densidades volumétricos
foi representado através de curvas de regressdo polinomiais quadraticas usadas
na interpolagé@o dos pontos observados.

O uso de unidades ““dente” e/ou corte como repetigdes ndo €
aceito por muitos estatisticos. Fizemos uma outra analise com alguns
pardmetros onde a repetigdo considerada fo1 a hemiarcada do animal, ou seja,
os incisivos direitos hiperfuncionais ( n=9) e os esquerdos hipofuncionais
(n=9) foram comparados aos respectivos dentes normofuncionais (n=3).

O quadro da anélise € o seguinte:
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Causas de variagido GL

Normalidade (N) 1
Residuo (a) 10
Ratos 11
Lados (L) 1
LxN 1
Residuo (b) 10
Dentes 23
Regides (R) 5
RxN 5
RxL 5
Residuo (c) 99

Total 143
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RESULTADOS

As tabelas 1 e 2 mostram as densidades volumétricas médias,
expressas em porcentagem, de fibroblastos, de seus prolongamentos
citoplasmaticos, do colageno e das relagdes destas densidades entre
fibroblastos/colageno e  prolongamentos/fibroblastos nos  diferentes
compartimentos e regides da face mesial do ligamento periodontal de incisivos
inferiores de rato e nas condi¢Ses funcionais estudadas.

A comparagdo destas medidas e a significincia estatistica das
diferencas encontradas estdo apresentadas nos graficos das figuras 5 a 9. Nos
dois compartimentos estes graficos demonstram que houve algumas diferencas
estatisticamente significantes dos volumes relativos das estruturas analisadas
entre regides do LPD em cada condi¢do funcional particularmente quando se
compara a regido 1 com a regiio 5. Porém entre as condigdes funcionais em
cada regidio do ligamento, as diferengas foram poucas e inconstantes
(fig. 5e6).

Na comparagdo do indice entre densidades volumétricas de
fibroblastos e colageno nas diferentes condigdes funcionais, as diferencas

entre regides ndo foi significante embora aparentemente a regiio 5 apresente



maior indice pelo aumento do volume relativo dos fibroblastos e diminuigdo
do colageno. Entre as condi¢des funcionais ha diferencas significativas entre o
ligamento de dentes normofuncionais e os de condigdo funcional alterada nas
regides 1 e 3 (fig.7).

Em relagdo aos prolongamentos fibroblasticos, as diferencgas de
seu volume relativo entre regides na condi¢do normofuncional desaparecem
nas condigdes  funcionais  alteradas (fig8)., e na relagdo
prolongamentos/fibroblastos a diminuigio do indice ¢ significativa nas regides
3 e 5 dos dentes hiper ¢ hipofuncionais em relagdo aos normofuncionais
(fig.9).

Contudo, pode haver uma tendéncia de comportamento das
densidades volumétricas, que s83o melhor visualizadas nas curvas de
regressdo apresentadas nas figuras 10 e 11. Pode se observar que a
densidade volumeétrica dos fibroblastos no compartimento junto ao dente
(fig 10), tende a aumentar da incisal (regido 1) para apical (regifo 5) nas
trés condi¢des de erupcio e, tambeém, que ela €, de modo geral, maior na
erupgdo desimpedida seguida da erupg@io impedida € ambas maiores que a
da erupgdo normal. O inverso parece ocorrer em relacdo ao colageno, que

diminuiu da incisal para apical, nas trés condi¢cdes de erupcBo, e que a
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densidade volumétrica desta estrutura nio difere entre as condi¢Ges normal ¢
impedida, ambas maiores que na condi¢do desimpedida. Em relagio aos
prolongamentos citoplasmaticos ha indicagdo de que seu volume aumenta da
incisal para apical ¢ que somente na regifio mais apical, este volume na
erup¢do impedida e desimpedida diminui visivelmente em relagdo a erupgdo
normal.

No compartimento junto ao osso (fig. 11), as curvas ndo indicam
diferencas de densidades volumétricas das estruturas em questdo tanto entre

regides como entre condigdes funcionais.
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Tabela 1 — Densidades Volumétricas de fibroblastos e de seus prolongamentos citoplasmético , matriz extracelular (colageno) e das relagdes

fibroblasto/colageno e prolongamentos/fibroblastos, do compartimento junto ao dente das regies 1, 3 e 5 da face mesial do ligamento

periodontal de incisivos inferiores de ratos, nas condigdes de erupgdo : N-normal (n=6), I-impedida (n=9) e D-desimpedida (n=9).

Regido 1 Regido 3 Regifio 5
Estruturas N L D N I D N I D
Fibroblastos 32.884£7.50 37481015 37371754 34.05+443 40701906 468311076 43.61+6.91 456611603 50.88+12.75
prolongamentos  4.66£295 4294278 5.58+2.84 7.38 + 3.4 4.66 £2.96 7.00:£5.09 10.00+588 5.5+4.04 3.88 £4.23
Matriz extracelular
. colageno 50.61 £1044 50481879 48081750 50384749 48.14 £9.96 38.58 + 10,64 35274780 37.12£1330 2674 £13.33
Relagdo fib/colag.  069+029 0.78 £0.33 0.80 + 0.23 0694015  090£036 1.37+ 0.69 1314047 178213 2.33%167
Relagdo prol/fibrob. 0.13+0.08 0.11 £0.08 .14 £0.07 0214010  0.11+£0.08 0.15¢ 0.11 0234015 013011 0.0710.08
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Tabela 2 - Densidades Volumétricas de fibroblastos e de seus prolongamentos citoplasmaticos, matriz extracelular (colageno) e das relacbes

fibroblasto/colageno e prolongamentos/fibroblastos , do compartimento junto ao osso das regides 1, 3 e 5 da face mesial do ligamento

periodontal de incisivos inferiores de ratos, nas condig8es de erupgfio : N-normal (n=6), I-impedida (n=9) e D-desimpedida (n=9).

Regido 1 Regido 3 Regifio 5

Estruturas N | D N I - D N 1 D
Fibroblastos 3544 £11.04 37221477 418311380  3211£1020 3633+1044 36791177 4461 £839 437911353  4566+17.94
. prolongamentos 344 +2.77 4.85 + 3.67 3.95+2.69 333+3.28 3.924£2.90 525+3.62 4.16 £3.76 3.91£3.77 270 +4.11
Matriz extracelular

. colageno 39661140 459241331 3579+1227  475%1230 443711189 47294961 212741275 3404+£1662  29.73+19.12
Relagfio fib/colag. 1.02+061 1.02 £0.90 1.45 £ 115 0.77 +0.43 0.92 £0.51 0.85+0.53 238 +1.64 1.7341.88 2.0342.42
Relagéo prol/fibrob. 0.09+0.08 0.15£0.13 0.09 £0.06 0.11 £0.11 0.11 £0.09 0.14 £0.09 0.09 £0.09 0.10£0.11 0.06£0.12




Legenda das figuras 523 9:

Fig. 5, 6 e 8 - Comparagéo das densidades volumétricas ( em %
de volume em relagdo & area teste * desvio padrio) das estruturas da face
mesial do Ligamento periodontal de incisivos inferiores de ratos, nos
compartimentos junto ao dente € junto ao osso alveolar, entre regides (A e B)
e entre condic¢des funcionais (C e D) nas diferentes regides { RI, R3 e R5) e
condi¢des de erupgdo: N - normal, I - impedida, D - desimpedida. As figuras
5a, 6a ¢ 8a apresentam as comparacdes estatisticas de acordo com o 2°
esquema de analise de varidncia.

Fig. 7 e 9 - Comparacio das rela¢des das densidades volumétricas
de fibroblasto/colageno e prolongamentos/fibroblastos .

Entre cada grupo de barras, letras mintsculas diferentes indicam

diferenca estatistica significativa, p<< 0,05.
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Fig. 10 e 11 - Graficos mostrando as curvas de regressdo
quadratica das densidades volumétricas de  fibroblastos, colageno e
prolongamentos de fibroblastos nos compartimentos junto ao dente e junto ao
osso alveolar da face mesial do ligamento periodontal de incisivos de ratos em

diferentes condig¢des funcionais.

39



oF

002 -

0,15

6,01

6,05

Fibroblasto

0,02 |

EERES

L. o TS

0,05 -

Impedida
Desimpedida

Fig.10 - Compartimento junto ao dente,

Ri

Colageno

R3

RS

FoT Y e T

Prolongamentos de Fibroblasto

0,07 ¢

0,15

0,01

0,05

&

EF SEFCEHFELEL

=~
-
.

=]

&1

EB. B EBEEE

Lo



iv

0,02

¥

Fibroblasto

@ 0.02

0,15

0,63

ATATA Normal
FEW Impedida

Desimpedida

Erupgdo -

Fig. 11- Compartimento junto ao osso.

5
B
#
"

R1

Colageno

R3

RS

Prolongamentos de fibroblastos

0.02

0,15

0.01

0,03

@%% g% O T & AL S SRS

o

mreE asERER

8

BB E B

3% RO



DISCUSSAO

Antes de discutir os resultados deste trabalho, € preciso comentar
sobre o método estereologico empregado. A determinagdo da densidade
volumétrica pela intersecgdo de pontos de uma drea teste (reticulo) é um
método seguro quando aplicado a estruturas denominadas isotrépicas —
aquelas que independente do sentido ou orientagdo dos cortes, a proporgéo das
estruturas ndo varia, tendo como exemplo clissico o parénquima hepatico.
Nestes casos ndo ha nenhuma restricdo a nfo ser o tamanho da amostra, e
eventualmente o nimero € o mnumero de pontos a serem contados por
amostra.

Em estruturas denominadas anisotrOpicas, a propor¢do dos
elementos que as compde varia com o sentido do corte, caso por exemplo da
pele e das mucosas. O ligamento periodontal dos incisivos de roedores
enquadra-se meste tipo de estrutura, com uma particularidade de que, para
distinguir com seguranga seus dois compartimentos, € preciso que o corte
contenha as estruturas vizinhas — cemento e osso-alveolar. Para tais estruturas,
ha métodos recomendados para se obter cortes aleatérios , sendo o que mais se

aplicaria ao ligamento periodontal € o denominado de cortes verticais proposta
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por Braddley et al (1986). O dificil ¢ aplica-lo a uma estrutura que tem cerca
de 300 um de espessura divididas em regides de 2 a 4 mm de extensio.
Optamos entdo em obter cortes com orientagdo definida. De um
s6 bloco por regido, usou-se somente a face mesial do ligamento,
posicionando-se a grade como indicado, de modo a excluir as células
cementogénicas e osteogénicas. Assim procedendo, pode-se estimar que a
falta de aleatoriedade fo1 igual para todos os animais nas diferentes regides ¢
compartimentos. O nimero de pontos, 300 por amostra, pode ser considerado
exagerado para o compartimento junto ao dente tanto pela férmula de Hally
segundo Mandarim-de-Lacerda (1995) ou de acordo Gundersen & Jensen
(1987) e Gundersen ef al (1999). Os coeficientes de variagdo encontrados
porém, variando de médios a muito altos (no caso dos prolongamentos
citoplasmaticos), indicam que o desenho experimental possa ¢ deva ser
modificado. Contudo, os resultados em relagdo ao compartimento junto ao
dente, pareceram mais consistentes devido sua composicdo homogénea de
fibroblastos e matriz extracelular. O mesmo ndo pareceu acontecer com ao
compartimento junto ao osso onde, devido a presenga de vasos € nervos, era
preciso “ procurar ~ 4reas de tecido conjuntivo principalmente na regido 5 e

as vezes na regifo 3.
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Primeiramente os resultados aqui apresentados devem ser
analisados em relagdo aos obtidos no mesmo material sobre o volume relativo
dos compartimentos do ligamento da face mesial do dente usando cortes semi-
finos (1pum de espessura) corados com azul de toluidina ( Silva er a/ 1998,
dados ndo publicados), cujos dados passamos a resumir.

As densidades volumétricas do ligamento como um todo e do
compartimento junto ao dente nio variaram entre as regides R1 ¢ R3, mas
diminuiram significativamente na regido RS nos dentes normofuncionais. Nos
dentes hiper e hipofuncionais, as densidades volumétricas diminuiram da
incisal para a apical com diferencgas significativas entre as trés regides.

No compartimento junto ao osso, avaliou-se separadamente o
tecido conjuntivo € os vasos mais nervos ( ou terminagdes nervosas) . O tecido
conjuntivo comportou-s€ como 0 compartimento junto ao dente nos MCisivos
normofuncionais ¢ nos de fun¢do alterada. Os vasos apresentaram uma
densidade volumétrica crescente da incisal para apical com diferencas
significativas entre as 3 regies ¢ nas 3 condi¢des funcionais. No conjunto o
compartimento junto ao osso tem seu volume crescente de incisal para apical

nido sendo a diferenca entre R1 e R3 significante nos normofuncionais,
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enquanto que nos hiper e hipofuncionais as diferengas foram significantes
entre as trés regides.

Nas comparagdes entre condigdes funcionais, o ligamento como
um todo e seus dois compartimentos foram sempre maiores nos dentes de
funcdo alterada em relagdo aos correspondentes normais, com diferengas
significativas variaveis mais freqiientes em relagio a regido 1 do
compartimento junto ao dente e aos vasos e nervos. O volume relativo do
tecido comjuntivo do compartimento junto ao osso, foi menor nos dentes
hiperfunciopais ¢ maior nos dentes hipofuncionais em relagio aos
normofuncionais. As densidades volumétricas dos hiperfuncionais foram
significantemente maiores no compartimento junto ao dente ¢ menores no
compartimento junto ao 0sso como um todo € no seu tecido conjuntivo em
relacio aos dentes hipofuncionais.

Em relacdo aos nossos resultados, o aumento dos volumes
relativos do ligamento, no compartimento junto ao dente e tecido conjuntivo
do compartimento junto ao 0sso nos incisivos com fungdes alteradas, pode ser
relacionado com aumento da propor¢gdo de densidade volumétrica
fibroblasto/colageno que apresentou valores significantes nas regides 1 ¢ 3. O

aumento deste indice se deveu tanto pela diminui¢do do volume relativo do



colageno como pelo aumento deste volume dos fibroblastos mais acentuada
nos dentes hipofuncionais que nos hiperfuncionais.

Estes resultados concordam com os dados morfométricos
esparsos na literatura como os de Beertsen ¢ Everts (1977), Michaeli e al
(1986), Shore et al (1982), Steigman et al (1989) e Novaes (1996) referidos na
introdugdo. Nos parece oportuno, porém, destacar as semelhangas dos dados
deste trabalho e também os de Silva et a/ (1998) com os obtidos por Michaeli
et al (1986) que usaram metodologia bem diversa da aqui utilizada. No
trabalho desses autores, imitado ao compartimento junto ao dente em toda a
extensdo do ligamento de incisivos de ratos, nos dentes normofuncionais a
area desta estrutura na série de cortes aumenta nos primeiros milimetros da
por¢do apical e depois € praticamente constante até a regido incisal. O mesmo
resultado apresentado por Silva et al (1998) e também evidenciada pela
densidade volumétrica dos dois principais compartimentos desta estrutura
( perfazendo mais de 80% do volume do tecido) cujas diferengas foram
significantes entre a regido mats apical e as duas regides mais incisais.

Nos dentes hipofuncionais, Michaeli er a/ (1986) mostram o
compartimento junto ao dente com areas crescentes de apical para incisal,

alcangando valores iguais aos dos normais proximo a crista alveolar. O mesmo



comportamento foi mostrado por Silva et al (1998) ¢ encontra correspondéncia
com as diferencas mais acentnadas de densidades volumétricas de fibroblastos
e principalmente de colageno. Outro dado é a diminui¢do do que os autores
citados Michaeli et al (1986), denominam de “espago vital” do fibroblasto ou
a propor¢do de células em relagio a matriz extracelular . Este espago diminui
na hipofung¢io atribuido pelos autores a um aumento do numero de células por
unidade de area . O que em relagcdo aos nossos dados corresponderia a um
aumento da densidade volumétrica dos fibroblastos, ¢ uma diminuigdo desta
densidade no colageno.

Quanto aos prolongamentos dos fibroblastos, eles também nio
apresentaram diferenca nas regides e compartimentos entre as trés condigdes
funcionais. Entre regides, so na condi¢o normal no compartimento junto ao
dente, a densidade volumétrica desta estrutura apresentou diferencas
significativas. Ja na rela¢dio prolongamento/fibroblasto, foi verificada a
diminui¢do significativa nas regiGes 3 e 5 nas condigdes de hiper e
hipofungdo, o que poderia explicar as diferengas de resuitados entre Silva
(1997) e Novaes (1996), o que contra indica estudos estereologicos desta
estrutura ao microscopio de luz onde estes prolongamentos ndo podem ser

diferenciados da matriz extracelular.
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As observagbes de Pender er al/ (1991) em relagio a
polimerizagdo de actina em fibroblastos gengivais e de ligamento que diminui
com o aumento da for¢a a que foram submetidos in vitro, parecem corrobar os
nossos dados, uma vez que a forma da célula depende de seu citoesqueleto.
Weinreb et al (1997) por sua vez mostraram que em incisivos desimpedidos, a
morfologia do nucleo (alongamento) ¢ a mudanga de orientagio, se altera.

Em geral, os autores que estudaram morfometricamente o
ligamento periodontal de incisivos de roedores, como Beertsen ¢ Everts
(1997), Michaeli er al (1986), Steigman et al (1989) e Weinreb er al (1997)
tendem a correlacionar as alteragdes descritas com © processo eruptivo, ou
ainda que tais alteragdes demonstram a participagdo do ligamento periodontal
no processo. A unica excegio € o trabalho de Shore et al (1982) que atribui as
alteragdes do desimpedimento — aumento de microtibulos e da substincia
interfibrilar — ao aumento do metabolismo dos fibroblastos. Neste sentido
parece ser a explicagdo mais plausivel para o aumento do nimero de células,
resultado da aceleracdo do crescimento e da erupgdo do dente desimpedido
(Michaeli et al, 1986), o que se traduz em nossos resultados num aumento da
densidade volumétrica dos fibroblastos . Nos dentes hiperfumcionais onde néo

ocorre alterac@o na taxa de erup¢do, o mesmo quadro se apresenta em relagdo
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as densidades volumeétricas analisadas e que também ¢é relatado por Steigman
et al (1989).

E de se ressaltar, que todas as alteragbes descritas, so foram
evidenciadas algum tempo apds o estabelecimento da hipofungdo ( de 7 dias
no caso deste trabalho € em tempos variaveis de 14 dias a 3 meses no caso dos
autores citados), enquanto o aumento da velocidade da erupgdo se instala num
periodo inferior a 24 hs. (Chiba ef al,1976). No mesmo sentido podem ser
interpretados os dados bioquimicos relativos a proteinas no coldgenas (Van
den Bos e Tonino,1984) ¢ de glicosaminoglicanas ( Kirkham et al 1993), cujo
aumento em dentes desimpedidos ocorrem apoés 14 e 21 dias de hipofungao.

As diferencas entre as densidades volumétricas de células e
colageno das regides mais incisais em relagdo a regidio mais apical do
ligamento periodontal dos incisivos , parecem estar de acordo com o conceito
que o ligamento amadurece, em relagdo a fungfio de sustentacfio, de apical
para a incisal, conforme as observag¢des de Sloan (1981) e também de Silva
(informagdo pessoal) que descrevem um aumento de fibras de Sharpey no
osso alveolar de apical para incisal.

Por outro lado, a teoria do ligamento periodontal como tecido

responsavel pelo processo eruptivo estd sendo questionada com a evidéncia
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que dentes sem raiz ou réplicas de dente erupcionam na auséncia de
ligamento (Marks et al, 1984). Em rela¢fo aos incisivos de ratos ha indicagfo
de que o ligamento mais maduro, préximo da crista alveolar ndo participa do
processo eruptivo (Merzel et al, 2000 a) e que lesGes parciais deste ligamento
nfio alteram o processo eruptivo (Merzel et al, 2000 b).

Em conclusdo, os nossos resultados indicam uma diferenga em
relacdo as densidades volumétricas de fibroblastos e do coldgeno ( fibrilas
mais substdncia interfibrilar), particularmente no compartimento junto ao
dente, entre a regido junto a crista alveolar (onde o ligamento € mais maduro
no sentido de sustentagdo) e a regido apical (onde o ligamento € imaturo). Esta
diferenca se acentua nas condi¢des de hiper e hipofuncido do incisivo. Nas
condigbes funcionais alteradas parece haver também um aumento do volume
relativo de fibroblastos e uma diminui¢io do colageno mais acentuados na
condigdo hipofuncional.

Contudo ¢ possivel que um outro desenho experimental para a
avaliagdo estereologica desta estrutura resulte em dados mais seguros. Nesse
sentido, seguindo as recomendagdes de Gundersen e Osterby (1981) devemos
aumentar © numero de amostras - particularmente dos animais

normofuncionais,  tommando o experimento balanceado; provavelmente
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aumentar o numero de blocos por regido, ndo seria dificil subdividir cada
regido em 2 blocos e, para compensar, poderiamos até diminuir o nimero de
pontos por amostra. Poderemos tentar também associar as determinagdes do
volume relativo das estruturas ao uso de cortes sistematicos para determinagdo
do volume real do tecido em estudo, segundo as indicagbes de Gundersen e

Jensen (1987) e Gundersen ef al (1999).
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