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RESUMO 
 

Okada, EMP. Avaliação do periodonto de sustentação após a aplicação de forças 

ortopédicas em ratos diabéticos. [Tese]. Ribeirão Preto. Faculdade de Odontologia 
de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto; 2018. 
 
Introdução: Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabólica associada a 
diversas alterações sistêmicas e uma das características é afetar o metabolismo 
ósseo. As modificações teciduais induzidas pela força ortodôntica estão 
relacionadas à sua remodelação por ativação da reabsorção óssea alveolar no lado 
de pressão e conseqüente aposição óssea no lado de tração. Objetivo: avaliar o 
processo de remodelação do periodonto de sustentação através da análise 
imunohistoquímica e histológica após a aplicação da expansão rápida da maxila 
(ERM) em ratos sob estado diabético. Material e Métodos: Noventa ratos Wistar, 
machos, foram distribuídos aleatoriamente em seis grupos de estudo, contendo cada 
um, 15 animais: grupo C: animais não-diabéticos e sem expansão rápida da maxila 
(ERM); grupo DM: animais com diabetes mellitus (DM) induzidos por Streptozotocina 
(STZ); grupo ERM: animais com ERM; grupo DM+ERM: animais com DM + ERM; 
grupo DM+INS: animais com diabetes mellitus e tratados com insulina (INS); grupo 
DM+INS+ERM: animais com diabetes mellitus, tratados com insulina e realizada a 
ERM. Os animais foram submetidos à eutanásia 3, 7 ou 10 dias após a ERM. Foram 
realizadas análises histológicas qualitativas e imunoistoquímicas para avaliar a 
expressão da tríade protêica (TRAP, RANKL e OPG). Para as reações 
imunoistoquímicas foram realizadas análise qualitativa e semi quantitativa através da 
atribuição de scores para a intensidade da expressão das proteínas analisadas. Nos 
dados não paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn 

nas comparações (p0,05). Resultado: Em relação aos aspectos histológicos houve 
alteração na disposição das fibras colágenas, morfologia dos fibroblastos, 
quantidade de vasos sanguíneos e quantidade de tecido ósseo neo-formado 
caracterizado pelas linhas incrementais nos grupos ERM, DM+ERM e 
DM+INS+ERM comparado com seus respectivos grupos controle. Qualitativamente, 
a neoformação do osso alveolar dos ratos diabéticos foi menor quando comparado 
com os normais e, a alteração sistêmica diabetes melittus promoveu redução 
significativa na taxa de formação e maturação óssea. O grupo ERM mostrou os 
maiores valores para indicadores de osteoclastogênese (TRAP) nos períodos iniciais 
sendo que nos grupos diabéticos (DM+ERM e DM+INS+ERM), essa expressão foi 
maior nos períodos finais do experimento. O mesmo comportamento foi verificado 
com as proteínas de remodelação e neo-formação óssea (RANKL e OPG) óssea. 
Conclusão: A diabetes mellitus atrasou o processo de reparo do periodonto de 
sustentação e alterou o turnover ósseo. A insulina utilizada para o controle do 
diabetes melhoraram as respostas, mas não restabeleceram completamente os 
valores iniciais do grupo controle. Porém, apesar das diferenças qualitativas nas 
respostas teciduais do periodonto, a condição diabética em estado inicial mostrou 
pouco impacto clínico sobre o procedimento de movimentação dentária induzida. 
 
Palavras-chave: diabetes mellitus, movimentação ortodôntica, remodelação óssea, 
expansão rápida da maxila, ligamento periodontal.  
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ABSTRACT 
 

Okada, EMP. Evaluation of the support periodontium after the application of 
orthopedic forces in diabetic rats. [Thesis]. Ribeirão Preto. Dentistry School of 
São Paulo University, Ribeirão Preto, Brazil; 2018. 
 
 
Introduction: Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder associated with several 
systemic changes and one of the characteristics is to affect bone metabolism. Tissue 
modifications induced by orthodontic force are related to its remodeling by activation 
of alveolar bone resorption on the pressure side and consequent bone apposition on 
the traction side. Objective: To evaluate the remodeling process of the support 
periodontium through immunohistochemical and histological analysis after the 
application of rapid maxillary expansion (RME) in rats on diabetic state. Material and 
Methods: Ninety male Wistar rats were randomly assigned to six study groups, each 
containing 15 animals: GC: non-diabetic animals without rapid maxillary expansion 
(RME); GDM: animals with diabetes mellitus (DM) induced by Streptozotocin (STZ); 
GRME: animals with RME; GDM+RME: animals with DM + RME; GDM+INS: animals 
with DM, treated whit insulin; GDM+INS+RME: animals with DM, treated with insulin 
and RME. The animals were submitted to euthanasia 3, 7 or 10 days after RME. 
Qualitative and immunohistochemical histological analyzes were performed to 
evaluate the expression of the protein triad (TRAP, RANKL and OPG). For the 
immunohistochemical reactions, qualitative and semi quantitative analysis were 
performed through the assignment of scores for the expression intensity of the 
analyzed proteins. The non-parametric data were used the Kruskal-Wallis test and 
Dunn post-test in the comparisons (p <0.05). Results: In relation to the histological 
aspects, there was alteration in the collagen fibers, fibroblast morphology, number of 
blood vessels and quantity of neoformed bone tissue characterized by the 
incremental lines in the RME, DM+RME and DM+INS+RME groups, compared to 
their respective control groups. Qualitatively, the neoformation of the alveolar bone of 
the diabetic rats was smaller when compared to the normal ones, and the systemic 
alteration diabetes melittus promoted a significant reduction in the formation rate and 
bone maturation. The RME group showed the highest values for indicators of 
osteoclastogenesis (TRAP) in the initial periods, and this expression was higher in 
the diabetic groups (DM+RME and DM+INS+RME) in the final periods of the 
experiment. The same behavior was verified with bone remodeling and neo-
formation (RANKL and OPG) proteins. Conclusion: Diabetes mellitus delayed the 
periodontal repair process and altered bone turnover. Insulin used to control diabetes 
improved responses but did not completely restore control group initial values. 
However, in spite of the qualitative differences in the tissue responses of the 
periodontium, the diabetic condition in initial state showed little clinical impact on the 
induced tooth movement procedure. 
 
Keywords: diabetes mellitus, orthodontic movement, bone remodeling, rapid 
maxillary expansion, periodontal ligament. 
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osteoclastos. Coloração de HE e Masson............................................... 
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Figura 7- Análise semi-quantitativa da expressão de TRAP nos diferentes 

grupos e períodos analisados. Expressão da mediana, amplitude 

interquartil, valores máximos e mínimos dos escores de 

imunorreatividade para TRAP (p<0,05; Kruskal-Wallis, teste de Dunn). 

Os dados correspondem a 10 dias de experimento. *p‹ 0,05%, ** p‹ 

0,01.......................................................................................................... 
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Figura 8- Análise semi-quantitativa da expressão de RANKL nos diferentes 

grupos e períodos analisados. Expressão da mediana, amplitude 

interquartil, valores máximos e mínimos dos escores de 

imunorreatividade para RANKL; (p<0,05; Kruskal-Wallis, teste de 

Dunn). Os dados correspondem a 10 dias de experimento. * p‹ 0,05%, 

** p‹ 0,01.................................................................................................. 
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Figura 9- Análise semi-quantitativa da expressão de OPG nos diferentes grupos 

e períodos analisados. Expressão da mediana, amplitude interquartil, 

valores máximos e mínimos dos escores de imunorreatividade para 

OPG (p<0,05; Kruskal-Wallis, teste de Dunn). Os dados correspondem 

a 10 dias de experimento. * p‹ 0,05%, ** p‹ 0,01..................................... 
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Figura 10-  Gráficos mostrando os escores para TRAP (A), RANKL (B) e OPG (C) 

dos grupos analisados. Fotomicorgrafias mostrando a aparência 

histológica da imunomarcação para TRAP (A1, A2 e A3); RANKL (B1, 

B2 e B3) e OPG (C1, C2 e C3).…………………...........................……… 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença caracterizada pelo aumento da 

concentração plasmática de glicose no sangue de forma crônica, devido à 

deficiência da produção de insulina no pâncreas, ou à redução de sua ação, ou 

ambas (SBD, 2009; ADA, 2011, WHO, 2016). O DM é reconhecido pela 

Organização Mundial da Saúde (WHO, 2016) como uma importante causa de 

incapacidade e morte prematura. Quando o diabetes não é bem controlado, podem 

desenvolver complicações que ameaçam a saúde e põem em risco a vida. 

Complicações agudas são um importante contribuinte para a mortalidade, custos e 

baixa qualidade de vida (WHO, 2016).  

Estimou-se que em 2017 havia 451 milhões de pessoas com diabetes no 

mundo (Cho et al., 2018) e em 2014, 422 milhões de adultos viviam com diabetes, 

em comparação a 108 milhões em 1980. A prevalência global de diabetes quase 

duplicou desde 1980, passando de 4,7% para 8,5% na população adulta (WHO, 

2016). Este crescimento vertiginoso pode ser explicado pelo aumento e 

envelhecimento populacional, seguido da prevalência específica relacionada a cada 

faixa etária, assim como ao tipo de dieta, estilo de vida, sedentarismo, obesidade e 

acesso ao tratamento médico (SBD, 2009; Danaei et al., 2011).  

Desde 1991, visualizando a importância desta doença, a Federação 

Internacional de Diabetes (FID) vinculada a OMS criou o dia mundial de controle e 

prevenção do diabetes, celebrado no dia 14 de novembro. No Brasil o dia nacional 

do DM é comemorado no dia 27 de junho e há uma lei federal n° 11.347/2006 que 

está em vigor desde 2007, que determina que pacientes diabéticos devem receber 

gratuitamente pelo Sistema Único de Saúde (SUS), os medicamentos necessários 

para o tratamento, assim como os materiais exigidos para a sua aplicação e a 

monitoração da glicemia capilar (glicosímetro).  
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De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) e a Associação 

Americana de Diabetes (ADA) há quatro classes clínicas de diabetes, DM tipo 1 

(DM1), DM tipo 2 (DM2), DM gestacional e outras formas específicas de diabetes 

devido a outras causas, tais como DM de origem genética, medicamentosa ou 

infecciosa (como algumas medicações para tratamento de HIV ou após transplante 

de órgãos). Além disso, a glicemia de jejum alterada e a tolerância à glicose 

diminuída não são consideradas entidades clínicas, mas são fatores de risco ao DM 

e à doenças cardiovasculares, sendo referidas como estágios pré-diabéticos (WHO, 

1999; ADA, 2011).  

O DM1 é caracterizado pela destruição parcial ou completa das células beta 

(β) do pâncreas, o que gera a deficiência de insulina (5-10% dos diabéticos). Esta 

categoria pode ser de origem autoimune ou idiopática. O DM2 caracteriza-se pela 

perda progressiva de secreção de insulina, ou resistência à mesma, associado ao 

quadro de sobrepeso ou obesidade do paciente (90-95% dos diabéticos). O DM 

gestacional é geralmente diagnosticada no segundo ou terceiro trimestre de 

gravidez, sendo qualquer intolerância à glicose, devido às mudanças hormonais 

(SBD, 2009; WHO, 1999; ADA, 2016, WHO, 2016).  

Para o diagnóstico de DM, temos: condições de poliúria, polifagia, polidipsia e 

perda de peso associados à glicemia sanguínea casual acima de 200 miligramas 

(mg) de glicose por decilitro (dl) de sangue; relacionado à glicemia plasmática de 

jejum (GPJ) (oito horas sem ingestão de alimentos) que deve ser igual ou superior 

ao valor de 126mg/dl; baseado no teste oral de tolerância à glicose (TOTG), isto é, a 

avaliação glicêmica de duas horas pós-sobrecarga de 75g de glicose com valores 

acima de 200mg/dl (SBD, 2009). O teste A1C ou teste de hemoglobina glicada 

(HbA1c) com limiar abaixo ou igual a 6,5% foi recentemente foi recomendado 

(resume o valor glicêmico do paciente no período anterior de 60 a 90 dias) (ADA, 

2016, WHO, 2016).   

O indivíduo portador diabetes está sujeito a complicações crônicas de 

caráter micro e macrovascular. As microangiopatias estão associadas com 

complicações clínicas clássicas como retinopatia, nefropatia e neuropatia, enquanto 

as macroangiopatias são complicações relacionadas com doença isquêmica do 

coração, infarto e doenças vasculares periféricas (WHO 1999; WHO, 2016).  

Existem evidências de que pacientes diabéticos apresentam anormalidades 

de desenvolvimento dos maxilares e mandíbula. Estudos clínicos e experimentais 
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(El-Bialy, Aboul-Azm, El-Sakhawy, 2000; Giglio e Lama, 2001; Abbassy, Watari, 

Soma, 2008) relataram uma diminuição nos parâmetros cefalométricos e atraso no 

desenvolvimento esquelético em pacientes com DM1, fatores que predispõe às 

maloclusões dentárias.  

O DM também é responsável por aumentar a suscetibilidade à doença 

periodontal (IDF, 2009; Um et al., 2010; Sanz et al., 2018), aumentar o risco de 

fratura em ossos (Starup-linde et al., 2016; Palermo et al., 2017), alterar e 

comprometer o processo de reparo ósseo e de tecido mole (Mishima et al., 2002; Lu 

et al., 2003; Thrailkill et al., 2005; Villarino, Lewicki, Ubios, 2011). Como o diabetes 

afeta o metabolismo ósseo, pode afetar não apenas a movimentação dentaria, mas 

também a reabsorção radicular (Arita et al., 2016). Segundo Kanazawa e Sugimoto 

(2018), a fragilidade óssea induzida pelo DM foi recentemente reconhecida como 

uma complicação diabética e como o risco de fratura é independente da redução da 

densidade mineral óssea, a deterioração da qualidade óssea pode ser a principal 

causa da fragilidade óssea. 

A sustentação dos dentes nos óssos basais ocorre através do periodonto, 

composto por quatro tecidos conjuntivos, subdividido em periodonto de sustentação 

(cemento, ligamento periodontal e osso alveolar) e o peridonto de proteção (gengiva) 

(Katchburian, Arana, 1999; Tem, Cate 2001). O ligamento periodontal (LP) 

apresenta elevado metabolismo celular e sofre grande remodelação. É um tecido 

conjuntivo celular, inervado e vascularizado, que possui função sensorial, de suporte 

e fixação do dente no alvéolo, nutrição e homeostasia. Através de seus espessos 

feixes de fibras colágenas, conecta o cemento (que recobre a raiz do dente) à 

superfície cortical do osso alveolar, ambos tecidos mineralizados. Dentre as células 

que o compõe, temos cementoblastos, osteoclastos, osteoblastos, células de 

defesa, células progenitoras (Tem Cate, 2013).  

A movimentação dentária é a base do tratamento ortodôntico e está 

fundamentada no princípio biológico de que uma pressão prolongada aplicada nos 

dentes, resulta na remodelação das estruturas periodontais, como osso alveolar e 

ligamento periodontal (Kirkanydes et al., 2000). A transmissão da força gera uma 

resposta biológica descrita por Garlet et al. (2007) como uma inflamação aguda e 

não patológica. Segundo Hughes (2000), este evento inflamatório desencadeia 

mudanças vasculares, síntese e liberação de prostaglandinas, citocinas e fatores de 
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crescimento, os quais induzem à diferenciação de células mesenquimais 

indiferenciadas em osteoblastos e osteoclastos, responsáveis pela deposição e 

reabsoção do osso alveolar, respectivamente. Nas áreas de compressão, ocorre a 

reabsorção da matriz óssea e remodelação do colágeno extracelular, e nas áreas de 

estiramento do ligamento periodontal, ocorre a deposição de osso alveolar e de 

colágeno (Nakagawa et al.,1994; Krishnan, Davidovitch, 2006; Masella, Meister, 

2006).  

Qualquer força exercida sobre os dentes é imediatamente transmitida ao 

ligamento periodontal e, através de seus feixes de fibras, ao osso de suporte, mas 

para a força ser eficiente e produzir movimentação dentária, é necessário que cause 

certo grau de estresse nos tecidos periodontais, por hipóxia ou por compressão 

(Consolaro, 2005), formando áreas de pressão e tração, associadas à absorção e 

aposição de osso alveolar, respectivamente, (Gianelly, 1969; Gianelly e Goldman 

1951; Macapanpan, Weinmann, Brodie 1954). Na área de tração, na fase inicial 

pode-se observar distensão periodontal, estiramento de fibras periodontais e 

aumento do espaço periodontal, enquanto que na área de pressão, ocorre 

compressão tecidual e deflexão óssea (Consolaro, 2005).  

Estudos observaram que tanto a movimentação dentária ortodôntica 

decorrente da ortodontia, foram significantemente menores em ratos diabéticos do 

que em ratos normais (Arita et al., 2016). Maia et al. (2014), ao analisarem as 

alterações histológicas do ligamento periodontal e osso alveolar após a 

movimentação dentária em ratos com diabetes, observaram alterações metabólicas 

e efeitos indesejáveis na remodelação óssea pós forças leves. Na literatura observa-

se um relato de caso de DM associado ao tratamento de expansão rápida da maxila 

(ERM), no qual o paciente apresentou uma úlcera necrótica no palato após a ERM, e 

a reversão dos sinais e sintomas após identificação e tratamento do DM1 (Maia et 

al., 2011). Já Villarino, Lewicki e Ubius (2011) analisaram histologicamente a 

resposta óssea de ratos diabéticos não tratados e insulino-tratados após a aplicação 

de forças ortodônticas e observaram que a resposta óssea a forças ortodônticas em 

animais diabéticos insulino-tratados, não diferiu significantemente à observada em 

animais saudáveis, mesmo que na utilização de forças pesadas.  

Arnez (2014) observou que ratos induzidos ao diabetes mellitus e 

submetidos à ERM, tiveram alteração da expressão gênica e proteica de diferentes 
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biomarcadores do processo de remodelação óssea, resultando em um 

comprometimento do reparo ósseo na região da sutura palatina mediana. 

A remodelação óssea é orquestrada por células da linhagem osteoblástica e 

envolve uma rede complexa de interações célula-célula, célula-matriz e de múltiplas 

vias de sinalização celular, juntamente com a participação de hormônios sistêmicos, 

fatores de crescimento, produção de citocinas locais, que atuam de maneira 

autócrina e parácrina (Meikle, 2006). Estas moléculas podem estimular muitas 

respostas celulares através de diversos tipos de células no tecido ósseo, desta 

forma, fornecendo um microambiente favorável para deposição e reabsorção 

tecidual (Davidovitch et al.,1988).  

Os eventos celulares e moleculares que acontecem durante a osteogênese 

tem sido amplamente investigados com a finalidade de compreender o processo de 

remodelação óssea. O processo de reabsorção óssea necessita da ação dos 

clastos, osteoblastos e macrófagos, que juntos formam a unidade 

osteoremodeladora, cujos gerentes são os osteoblastos, presentes nas corticais e 

trabéculas ósseas e que recebem informação através de mediadores químicos e 

transmitem as informações para as demais células (Consolaro, 2005). 

Os osteoclastos são células gigantes multinucleadas e responsáveis pela 

reabsorção óssea, móveis, fagocitárias, e encontradas ao longo da superfície 

endóstea cortical e nas lacunas de Howship (áreas de reabsorção). Originam-se das 

células do sistema monócito/macrófago (sistema hematopoiético). A 

osteoclastogênese começa com o estímulo das células hematopoiéticas, que então 

se diferenciam em pré-osteoclastos. Os pré-osteoclastos fundem-se com outras 

células semelhantes para formar um osteoclasto imaturo multinuclear (Garant, 2003; 

Lerner, 2000; Robey et al. 1993). Em cortes histológicos, os osteoclastos são 

facilmente identificados por sua aparência multinuclear e coloração positiva para 

fosfatase ácida tártaro-resistente (TRAP). Embora o TRAP não seja um marcador 

específico para a identificação de osteoclastos (é expressado em macrófagos 

alveolares humanos, osteoclastos, baço e fígado), ele é um marcador útil para 

identificar osteoclastos em lâminas histológicas, pois células de linhagem 

osteogênica não expressam TRAP (Fukushima, Bekker, Gay 1991; Minkin, 1982). A 

tríade RANK, RANK-L e OPG tem sido estudada por sua importante participação na 

remodelação óssea (Arnez et al., 2017). O desequilíbrio da tríade 

RANK/RANKL/OPG pode ser observado na doença periodontal, osteoporose e 

artrite reumatóide (Boyle et al., 2003, Amorim et al., 2008). O RANKL (RANK ligante) 
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é uma molécula importante para a diferenciação das células hematopoiéticas 

progenitoras em osteoclastos maduros e exerce seus efeitos por meio de sua 

ligação ao receptor RANK (receptor ativador do fator nuclear kappa B). Por outro 

lado, a proteína circulante osteoprotegerina (OPG) bloqueia a osteoclastogênese 

(Boyle et al 2003),  pois se a OPG se liga ao RANKL, este não pode se ligar ao 

RANK, impossibilitando que as células osteoprogenitoras se diferenciem em 

osteoclastos.  

Apesar de vários estudos mostrarem que em pacientes e animais diabéticos 

há um processo de reparo ósseo comprometido, quando do emprego de estresse 

ortodôntico, a maioria (Li et al., 2010; Braga et al., 2011; Villarino, Lewicki e Ubios, 

2011; Zhang et al., 2011; Maya et al., 2014; Plut et al., 2015; Arita et al., 2016; 

Gomes et al., 2017) observou resultados associados aos movimentos dentários em 

diabéticos, mas não as alterações no periodonto de sustentação, durante 

movimentos ortodônticos de grande magnitude, como a expansão rápida da maxila.  

Durante a última década, a prevalência de diabetes aumentou mais 

rapidamente em países de baixa e média renda do que nos países de alta renda 

(WHO, 2016). Visto que o diabetes mellitus é um problema de saúde pública de 

grande relevância, sendo que um em cada 11 adultos no mundo tem diabetes, 

destes, 1 em cada 2 adultos não foi diagnosticado, mais de 1 milhão de crianças e 

adolescentes tem diabetes tipo 1 e no Brasil estima-se 30900 crianças com DM tipo 

1 (IDF, 2017),considerando que essa doença sistêmica interfere no desenvolvimento 

esquelético e no processo de formação e remodelação óssea, e o crescente acesso 

ao tratamento ortodôntico de maloclusões inclusive submetidas a forças de grande 

magnitude, acredita-se ser de fundamental importância avaliar a expressão de 

proteínas ósseas envolvidas na sinalização osteoblasto-osteoclasto no periodonto 

de sustentação após a expansão rápida da maxila em ratos diabéticos-induzidos, 

insulino-tratados e não tratados, em avaliações de diferentes períodos.  

A análise da qualidade óssea através do ponto de vista histológico e 

protêico, tem grande potencial para contribuir para um melhor entendimento da 

formação óssea em diabéticos submetidos à forças ortopédicas e isso pode 

contribuir para a investigação da fisiopatologia óssea no alvéolo dentário.  



 

2. Proposição
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2. PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivo geral 

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vivo a influência da aplicação de 

forças ortopédicas obtidas através da expansão rápida da maxila (ERM), em ratos 

com diabetes mellitus tipo I, sobre o processo de remodelação do periodonto de 

sustentação, por meio de análise miscroscópica e imunoistoquímica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Avaliar através da descrição histomorfológica qualitativa o efeito da 

ERM em ratos com diabetes mellitus tipo I, insulino-tratados ou não, na 

remodelação do periodonto de sustentação, em diferentes períodos, 

comparativamente a ratos saudáveis. 

 

2. Avaliar quantitativamente a imunomarcação das proteínas TRAP, 

RANKL e OPG, em ratos com diabetes mellitus tipo I, insulino-tratados 

ou não, submetidos ou não à ERM, em diferentes períodos, 

comparativamente a ratos saudáveis. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Amostragem 

Foram usados 90 ratos da raça Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, 

com 90 dias de vida (adultos), pesando em média 300g. Os animais apresentavam-

se saudáveis e em condições de serem submetidos aos procedimentos operatórios. 

Animais machos foram utilizados para eliminar qualquer variabilidade hormonal 

devido ao ciclo reprodutivo feminino. Neste projeto consideramos para o cálculo 

amostral a variável primária diabetes para testar a hipótese de que o diabetes 

apresenta efeito na remodelação óssea pós-disjunção. O poder do teste foi de 80%, 

com nível de significância de 5%, determinando um número amostral de 5 animais 

por grupo. Ou seja, o ¨n¨ amostral foi calculado com base no alfa igual a 5% (p=0.05) 

e o beta de 80%. Os ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade de 

São Paulo, campus de Ribeirão Preto. Este projeto teve a aprovação da Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA– USP), sob protocolo 10.1.1026.53.6 (anexo). 

Durante o período experimental os animais foram alimentados com dieta padrão 

constituída por ração convencional (Labina – Purina) em grãos para os ratos sem a 

instalação de aparelho ortodôntico e moída para os ratos submetidos ao uso de 

aparelho ortodôntico, a fim de se evitar eventuais danos ao aparelho ortodôntico 

durante a mastigação, água ad libitum e mantidos em ambiente aclimatizado por 

todo o período experimental. 

Durante a fase experimental, as gaiolas foram identificadas com etiquetas, 

nas quais constavam o número de animais e o grupo ao qual pertenciam. Além 

disso, cada animal recebeu a marcação de seu número na cauda com caneta de 

retroprojetor (Faber-Castell), o que o diferenciou dentro de seu próprio grupo e dos 

animais de outros grupos, facilitando a sua identificação. 
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3.2 Delineamento Experimental  

Para cada período experimental após a expansão rápida da maxila (3°, 7° ou 

10° dia) foram utilizados cinco animais (n= 5), distribuídos aleatoriamente de acordo 

com a Tabela 1. 

 

Tabela 1. Grupos experimentais, tempos, número de animais e procedimentos propostos.  

Grupos 

Imunohistoquímica e Histológico 

Descrição do Grupo Experimental Tempo experimental 

3 dias 7 dias 10 dias 

C 5 ratos 5 ratos 5 ratos Veículo 

ERM 5 ratos 5 ratos 5 ratos Veículo + Expansão Rápida da Maxila (ERM) 

DM 5 ratos 5 ratos 5 ratos Induzidos ao diabetes 

DM+ERM 5 ratos 5 ratos 5 ratos Induzidos ao diabetes + ERM 

DM+INS 5 ratos 5 ratos 5 ratos Induzidos ao diabetes + insulina 

DM+INS+ERM 5 ratos 5 ratos 5 ratos Induzidos ao diabetes + insulina + ERM 

Total 90 ratos 
Total de animais distribuídos nos 

diferentes grupos experimentais 

 

No primeiro dia de experimento (dia zero), todos os animais foram 

submetidos à análise de normoglicemia de jejum. Após esta análise, todos os grupos 

receberam uma injeção intraperitoneal, ou contendo veículo (para os animais 

controle, não induzidos ao diabetes), ou contendo o medicamento estreptozotocina 

(para os animais induzidos ao diabetes).  No dia seguinte, os valores de glicemia 

foram reavaliados (animais normoglicêmicos ou hiperglicêmicos, de acordo com seu 

grupo), e novamente avaliados no vigésimo oitavo dia. No 28º dia após a avaliação 

da glicemia, os animais foram enfim anestesiados para a realização da expansão 

rápida da maxila (de acordo com seu grupo). A partir deste momento, os animais 

foram submetidos à eutanásia no período de 3, 7 ou 10 dias. No 29º dia, iniciou o 

tratamento dos animais dos grupos tratados com insulina. Os animais foram 

monitorados quanto ao controle de glicemia, consumo hídrico e peso corporal. 
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Figura 1- Esquema ilustrando o delineamento experimental do estudo e os procedimentos 
experimentais executados em seus respectivos intervalos de tempo 

 
 

 

3.3 Manipulação dos animais 

3.3.1 Anestesia dos animais 

Os procedimentos nos animais foram realizados sob anestesia e sedação 

por via intramuscular utilizando solução de Cloridrato de Ketamina (Vetaset - Fort 

Dodge Animal Health, Iowa, USA) na dosagem de 0,07 ml para cada 100 g de peso 

corporal para a indução anestésica) associado com a solução de Cloridrato de 

Xilazina (Coopazine® - Coopers Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil) na dosagem de 0,03 

ml para cada 100 g de peso corporal, promovendo o relaxamento muscular.  

A avaliação do valor glicêmico foi realizada com o animal acordado e sob 

contenção manual, para não haver alteração deste valor. 

 

3.3.2 Indução e Controle do Diabetes Mellitus  

Inicialmente todos os animais foram submetidos à coleta de sangue, via veia 

caudal, para a realização do exame da taxa glicêmica. Após o período de 24 horas 

de jejum, exceto água ad libitum, para a realização da taxa glicêmica, os animais dos 

grupos DM, DM+INS, DM+ERM e DM+INS+ERM foram induzidos ao diabetes 

mellitus, no dia zero do experimento, através da administração de dose única de 

estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) na concentração de 

50mg/kg por peso e diluído no veículo tampão citrato (Sigma Chemical, St. Louis, 

MO) a 0,09M e pH = 4,5, por via intraperitoneal (Nascimento-Saba et al., 1997; Li et 

al., 2010; Villarino, Lewicki, Ubios, 2011), com seringa de 1ml e agulha acoplada de 

12,7mm (BD Ultra-Fine® Original). A substância estreptozotocina é um antibiótico de 

ocorrência natural, derivado do Streptomyces acromogenes, que apresenta uma 

ação diabetogênica em animais, uma vez que destrói as células β das ilhotas do 

pâncreas. Esta toxina quando injetada em ratos produz uma prejudicada resposta 
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insulínica às injeções de glicose, assim como baixa tolerância a glicose e um 

elevado nível glicêmico basal (Blondel, Bailbe, Portha, 1989).  Os animais do Grupo 

C e ERM (n=30) receberam também por via intraperitonial o veículo tampão citrato 

(1ml), com o intuito de promover nestes animais o mesmo grau de estresse dos 

demais grupos. A alimentação foi restituída aos animais 12 horas após a 

administração da STZ e da solução tampão. 

No primeiro e no segundo dia, após dez horas de jejum diurno, todos os 

animais da amostra foram submetidos ao exame sanguíneo para verificação da 

concentração de glicose capilar (taxa glicêmica).  

A avaliação do valor glicêmico foi realizado com o animal acordado e sob 

contenção manual. A verificação da hiperglicemia foi feita na cauda do rato. A veia 

caudal do rato foi dilatada com o auxílio de água à temperatura de 30ºC. No terço 

médio e inferior da cauda do rato foi feita uma punção venosa, a fim de coletar o 

sangue para verificação da glicemia. O sangue foi gotejado em fita reagente própria 

para o aparelho One Touch Ultra, (Johnson & Johnson Medical S.A., China), que 

realizou imediatamente a leitura da glicemia. A concentração de glicose padronizada 

foi menor que 126mg/dl para os animais dos grupos C e ERM, e maior que 300mg/dl 

para os grupos STZ-injetados (DM, DM+INS, DM+ERM, DM+INS+ERM).  

Exames semelhantes foram realizados no vigésimo oitavo dia de 

experimento, a fim de confirmar os ratos hiperglicêmicos (níveis glicêmicos maiores 

que 300 mg/dl) antes da realização da expansão rápida da maxila. 

No dia 29, foi instituído o tratamento com insulina NPH humana (Novolin N 

Penfill, Bagsvaerd, Dinamarca) montada em caneta (NovoPen® 3 Demi, Novo 

Nordisk®, Tiajin, China) e acoplada com agulhas apropriadas de 4mm  (BD Ultra-

fineTM, Dublin, Irlanda) nos animais dos grupos DM+INS e DM+INS+ERM. A 

administração de insulina foi feita por via subcutânea. O protocolo de insulinoterapia 

utilizado foi de 2 UI pela manhã (8h) e 4 UI a tarde (17h) até a data da eutanásia 

(Sabino-Silva et al., 2009; Okamoto et al., 2011). 

 

3.3.3 Procedimento de Expansão Rápida da Maxila e instalação de 

dispositivo ortodôntico 

No vigésimo oitavo dia após a indução do diabetes mellitus, realizou-se os 

testes glicêmicos e depois os animais dos grupos ERM, DM+ERM e DM+INS+ERM 

foram anestesiados e posicionados em mesa operatória apropriada. A expansão 
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rápida da maxila foi realizada por um operador treinado, com o auxílio de uma 

espátula 7 (S.S. White, Duflex, RJ, Brasil), posicionada no terço cervical dos 

incisivos, e com movimentos rotacionais, obteve a separação da sutura palatina 

mediana e realizou a instalação do dispositivo ortodôntico para mantê-la aberta.  

Os dispositivos ortodônticos foram confeccionados com auxílio de alicate 

no139 (3M Unitek) para manter a disjunção maxilar, e eram constituídos de uma 

mola passiva (1,5 mm largura de fio de aço inoxidável de 0,5mm de diâmetro) 

(Morelli, SP, Brasil) posicionada entre os incisivos superiores (Figura 2). A espessura 

da mola de aço inoxidável foi determinada com base em resultados de um estudo 

preliminar (Sawada e Shimizu, 1996) que indicou que 1,5mm de disjunção entre os 

incisivos induz a taxa máxima de disjunção na sutura palatina mediana sem 

diminuição contínua do peso corpóreo do animal. 

 

Figura 2- A- Fotografia do dispositivo ortodôntico utilizado, B- Animal posicionado na mesa 
operatória, C- espátula 7 utilizada na ERM, posicionada entre incisivos, D- dispositivo ortodôntico em 
posição, E- resina recobrindo o dispositivo ortodôntico 

 
 

Na montagem do dispositivo para disjunção foram utilizados alicates no 139 

(3M Unitek, SP, Brasil), alicate para corte de fio espesso (Dentaurum, Springen, 

Alemanha), espelho bucal (S.S. White, Duflex, RJ, Brasil), sonda exploradora no 5 

(S.S. White, Duflex, RJ, Brasil) e calcador de anéis (S.S. White, Duflex, RJ, Brasil). 

Todos os dispositivos ortodônticos foram confeccionados e instalados pelo mesmo 

operador e assistente, seguindo sempre o mesmo protocolo. 

Previamente a montagem do dispositivo para a disjunção maxilar, a 

superfície dos incisivos foi preparada para aumentar a retenção e estabilização do 

mesmo. Foi utilizada uma broca esférica diamantada no 1011 (K.G. Sorensen, SP, 

Brasil) em motor de alta rotação (Dabi-Atlante, SP, Brasil) para confeccionar sulcos 

rasos, apenas no esmalte, no terço gengival das faces vestibular e distal dos 

incisivos superiores. Em seguida foi realizada profilaxia dos incisivos com pasta de 

pedra-pomes misturada com água aplicada em taça de borracha (Viking) em contra-
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ângulo adaptado ao micromotor (Dabi- Atlante, SP, Brasil) por 15 segundos. 

Realizou-se a lavagem com spray (água-ar) e a secagem com ar proveniente da 

seringa tríplice. O condicionamento do esmalte nos incisivos foi realizado utilizando 

ácido ortofosfórico à 37% em forma de gel (3M, SP, Brasil), durante 60 segundos, 

conforme recomendações do fabricante. Na sequência foi feita novamente a 

lavagem e secagem das superfícies dentárias, por 15 segundos, com o auxílio da 

seringa tríplice. O agente de união Primer & Bond 2.0 (Dentsply, SP, Brasil) foi 

aplicado sobre a superfície condicionada do esmalte e fotopolimerizado com luz 

halógena por 20 segundos (comprimento de onda de 470nm) com auxílio do 

aparelho Heliomat II (Vigodent, RJ, Brasil). 

 A resina fotopolimerizável TransbondTM (3M Unitek, SP, Brasil) foi adaptada 

sobre o segmento de fio nas faces vestibular e distal recobrindo-o e, em seguida foi 

realizada a polimerização durante 30 segundos, dirigida em orientação oclusal, 

vestibular, mesial e distal de cada incisivo. Para compensar o desgaste decorrente 

do contínuo hábito roedor dos animais, várias camadas de resina foram 

fotopolimerizadas sobre o grampo. Após a colocação do aparelho, ele não recebeu 

ativação adicional durante o experimento. 

Todos os procedimentos operatórios foram realizados na sala de Cirurgia 

Experimental do Bioterio I da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (FORP–USP), sob condições de assepsia higiene 

adequada e pelos mesmos operadores. 

 

3.3.4 Avaliações Clínicas 

O correto posicionamento do dispositivo ortodôntico foi conferido 

diariamente, quanto à posição, à estabilidade e à necessidade de correções na 

eventualidade de estar causando injúrias à mucosa oral do animal.  

Foi realizada a mensuração do consumo hídrico (ml) dos animais através de 

garrafas de vidro graduadas, a avaliação de peso (g) em balança digital (Filizola, SP, 

Brasil) e mensuração da glicemia dos animais (mg/dl). Tais avaliações foram feitas 

para acompanhar o polidipsia, alteração de peso e nível glicêmico dos animais e 

foram realizados diariamente na primeira semana de experimento e depois 

semanalmente, até o vigésimo oitavo dia, quando foi confirmada a glicemia. A partir 

de então, a avaliação de peso e consumo hídrico continuaram diariamente, até o dia 

da eutanásia. 
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3.3.5 Eutanásia dos animais e coleta dos Espécimes 

Os procedimentos operatórios foram realizados na sala de cirurgia 

experimental do Biotério I da FORP-USP, sob condições de limpeza, anti-sepsia e 

desinfecção, com instrumentos esterilizados em autoclave. Decorrido os períodos 

experimentais de 3, 7 ou 10 dias, foi administrado a todos os animais uma 

sobredose de  Ketamina (80mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg), via intramuscular e, em 

seguida, os animais foram perfundidos por via intracardíaca utilizando bomba 

perfusora Masterflex LS (Cole-Parmer Instrumet Company, Vermon Hills, IL, USA). A 

perfusão foi realizada com 200ml de tampão fosfato salino a 10%, pH 7,4 (PBS) a 

38ºC seguida de solução fixadora (400 ml) de paraformaldeído (Sigma ChemicalCo., 

St. Louis, MO, USA) a 4% em tampão fosfato de sódio (Sigma ChemicalCo.,St. 

Louis, MO, USA) a 0,1 M, pH 7,4 a 4ºC. A maxila, preservando a sutura palatina 

mediana e os incisivos superiores, foi removida, dissecada e, imediatamente 

conservada e fixada em formol tamponado a 10% por 48 horas em frascos 

individuais de cada grupo experimental, para posterior processamento histológico. 

 

3.4  Preparo das peças para exame histológico e imunohistoquímico 

O preparo das peças para a microscopia ótica foi realizado no Departamento 

de Morfologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto (FORP-USP). Após a 

eutanásia, as peças foram fixadas em formol tamponado a 10% por 48 horas, em 

frascos individuais. Na sequência, os espécimes foram lavados em água corrente 

por 24 horas e colocados em solução desmineralizadora à base de EDTA a 4,13% 

(etileno-diaminotetra-acético, Merck®, Darmstadt, Alemanha), tamponado em pH 

neutro (7,0 – 7,4), por um período de aproximadamente 3 meses. Esta solução foi 

renovada a cada 72 horas, com o intuito de preservar a matriz orgânica durante o 

processo de descalcificação. A confirmação da descalcificação das secções 

anatômicas foi realizada através de radiografias obtidas das peças anatômicas, 

durante o período de descalcificação, a fim de avaliar o grau de calcificação das 

peças. 

Depois de submetidos à desmineralização, todos os espécimes foram 

imersos em sulfato de sódio a 5% por 24 horas à temperatura ambiente, com a 

finalidade de neutralizar a ação da solução descalcificadora. Os espécimes foram 

lavados em água corrente por 24h. Posteriormente, foi realizada desidratação em 

concentrações crescentes de álcoois, 70%, 80%, 90% e 100% (Reagen, PR, Brasil), 
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sucessivamente, por 60 minutos à temperatura ambiente, a fim de evitar trocas 

osmóticas bruscas, o que poderia causar alterações nas estruturas teciduais. 

Concluída a desidratação, as peças foram diafanizadas em três banhos de xilol 

(Merck, RJ, Brasil). O xilol é miscível em álcool e em a parafina, isto é, remove todo 

o álcool das peças anatômicas e fornece ao tecido condições de ser impregnado 

pela parafina. O tempo de imersão em cada solução de xilol I, II e III dependeu da 

evolução da diafanização. De modo geral, as peças ficaram em torno de 40 minutos 

em cada solução. 

Após o xilol substituir todo o álcool nas peças, estas foram submetidas à 

parafinização lenta, promovida por seguidos banhos de xilol-parafina, nas 

proporções de 2:1, 2:2, e parafina pura (Reagen, PR, Brasil), sendo que as peças 

ficaram imersas uma hora em cada banho. Durante este procedimento as peças 

foram mantidas em estufa de temperatura constante regulada para 58°C, até que o 

xilol fosse completamente substituído pela parafina fundida. Assim que a infiltração 

se completou, as peças foram posicionadas no centro de formas de alumínio com 

dimensões aproximadas de 30mm de extensão por 15 mm de largura e profundidade 

que foram preenchidas com parafina fundida de baixa temperatura de fusão (56-

58°C, Reagen). Antes da solidificação, cada peça foi posicionada no centro da forma 

de alumínio com parafina, com o auxílio de uma pinça clínica (Duflex) aquecida, de 

tal modo que a superfície oclusal dos molares ficasse paralela ao sentido dos cortes 

desejados. Os blocos de parafina solidificados foram identificados e colocados em 

água gelada e, em seguida, no refrigerador, para evitar sua cristalização. Em 

seguida esses blocos foram removidos das formas de alumínio, reduzidos com 

navalha apropriada, até permanecer 5mm de parafina de cada lado da peça de 

interesse e alcançar paralelismo ideal para serem seccionados no micrótomo rotativo 

de precisão (Spencer, modelo 820). 

Secções longitudinais semi-seriadas foram obtidas em micrótomo com 5μm 

de espessura. As fitas foram levadas ao cristalizador (Robertshaw, IL, EUA), onde 

foram distendidas e montadas em lâminas silanizadas para microscopia 

(Objektträger – Knittel Gläser, Bielefeld, Alemanha).  Posteriormente, estas lâminas 

foram mantidas em estufa, em posição vertical, por 24 horas, a 40° C, para favorecer 

a remoção da umidade e aderência do material à lâmina. 
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As lâminas foram divididas em dois grupos, sendo que o primeiro grupo foi 

corado pela técnica de Hematoxilina e Eosina (H/E) e Tricrômico de Masson (TM) e 

o segundo grupo para análise imunohistoquímica. 

 

3.4.1 Coloração dos cortes para microscópio de luz  

Para que o corte pudesse ser submetido à coloração, foi realizada a 

desparafinização das lâminas. Para isso procedeu-se primeiro à eliminação da 

parafina dos cortes pelo xilol, mergulhando as lâminas em soluções de xilol I, II e III, 

com duração de 10 minutos em cada solução. Assim que foi constatada a eliminação 

da parafina dos cortes, foi iniciado o processo de hidratação, quando o xilol foi 

removido com banhos de álcool absoluto I, II e III, (Reagen) e, em seguida álcool 

95%, por 3 minutos em cada solução, até chegar à água destilada. Esse 

procedimento tem a finalidade de evitar fenômenos osmóticos bruscos, os quais 

produzem retrações e deslocamento do material da lâmina. Os cortes histológicos 

foram montados em série e corados com hematoxilina e eosina (H/E) e tricrômico de 

Masson (TM). 

Para a coloração por H/E, os cortes hidratados foram submetidos à 

coloração pôr hematoxilina (Merck) por 3 minutos. Em seguida, realizou-se a 

lavagem das lâminas em água corrente até assumirem tom azulado, sendo então, 

mergulhadas rapidamente em solução de álcool acetificado (solução de ácido 

acético glacial diluído em álcool 95%). Nova lavagem foi realizada em água corrente 

por 2 a 5 minutos e álcool a 95%. A eosina foi utilizada (Merck) pôr 2,5 minutos, 

dando aos tecidos uma cor rosada. A seguir foi realizada nova desidratação através 

de três banhos de álcool absoluto I, II e III por 3 minutos cada, e três banhos de xilol 

(Merk) I, II e III também por 3 minutos cada.  Finalmente, as lâminas foram cobertas 

com lamínulas montadas com Entellan (Merck). 

Para a coloração por TM, os cortes hidratados foram submetidos à coloração 

por Alumen de ferro a 5%, dentro da estufa (38°C a 40°C) por 17 min. Em seguida, 

realizou-se a lavagem das lâminas em água corrente, seguida por água destilada. 

Os cortes foram então submetidos à coloração pôr Hematoxilina de Regaud dentro 

da estufa (38°C a 40°C) por 15 minutos. Em seguida realizou-se a lavagem em água 

destilada sendo então, mergulhadas rapidamente em solução de álcool 95%, e em 

seguida mergulhadas também rapidamente em solução de álcool pícrico por 30 

segundos. As lâminas foram então, submetidas à nova lavagem em água destilada e 
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a Mistura de Ponceau por 12 minutos. Os cortes foram mergulhados rapidamente 

em água acetificada a 1% (solução de ácido acético glacial diluído em água 

destilada) e submetidos à solução de Ácido fosfomolibídico a 1% por 15 minutos. 

Nova lavagem em água destilada foi realizada e os cortes foram submetidos à 

solução de Azul de anilina por 3 minutos, seguida por lavagem rápida em água 

acetificada à 1%, submetidas à solução de Ácido fosfomolibídico por 2 minutos e 

nova lavagem rápida em água acetificada a 1%. A seguir foi realizada nova 

desidratação através de três banhos de álcool absoluto I, II e III por 3 minutos em 

cada e três banhos de xilol I, II e III também por 3 minutos cada.  Finalmente, as 

lâminas foram cobertas com lamínulas montadas com Entellan (Merck). 

Terminada a montagem e secagem das lâminas, estas com os respectivos 

cortes corados foram rotuladas, onde os cortes foram identificados, e, 

posteriormente, foram acondicionadas em caixas apropriadas e armazenadas em 

ambiente seco e fresco, estando, finalmente, prontos para exame histológico ao 

microscópio de luz. 

 

3.4.2  Coloração dos cortes para imunoistoquímica  

As lâminas foram preparadas para o processamento imunoistoquímico  

previamente à adição dos anticorpos. Como anticorpos primários foram utilizados a 

Osteoprotegerina – OPG (Goat anti-OPG polyclonal antibody – Santa Cruz 

Biotechnology® – SC 21038, Califórnia, USA), o TRAP (Goat anti-TRAP polyclonal 

antibody – Santa Cruz Biotechnology® – SC 30832, Califórnia, USA) e o RANKL 

(Goat anti-RANKL polyclonal antibody – Santa Cruz Biotechnology® – SC 7627, 

Califórnia, USA). O anticorpo secundário utilizado foi o biotinilado anti-cabras, 

produzido em coelhos (Pierce Biotechnology®, Illinois, USA). 

Para os cortes destinados aos ensaios de imunoistoquímica para as 

proteínas TRAP, RANKL e OPG, as lâminas foram desparafinizadas, hidratadas em 

série descrecente de álcoois e mantidas em solução salina fosfatada tamponada 

(PBS). Em seguida a peroxidase endógena foi bloqueada com peróxido de 

hidrogênio a 1,5% diluído em metanol por 30 minutos. As lâminas foram lavadas em 

PBS por 5 minutos (2X) e submetidas à recuperação dos epítopos antigênicos 

utilizando solução tampão de citrato de sódio (pH 6,0) aquecido a 93oC por 15 

minutos. Depois foram lavadas em PBS por 5 minutos (2×) e os sítios de ligação 

não-específica foram bloqueados com albumina de soro bovino a 1% por 30 
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minutos. Os tecidos foram incubados com os anticorpos primários (Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Santa Clara, CA, EUA) para cada proteína de interesse. Estes 

anticorpos foram previamente titulados com o objetivo de determinar as 

concentrações e tempo de incubação adequados para cada anticorpo. Em seguida 

as lâminas foram lavadas e incubadas com anticorpos secundários biotinilados por 1 

hora, lavadas em PBS, e incubadas com estraptavidina conjugada à horseradish 

peroxidase (HRP) por 20 minutos. O sinal da reação imunoistoquímica foi 

amplificado com o sistema avidina-biotina (Kit DAKO, Glostrup, Dinamarca) e a 

reação foi revelada utilizando a diaminobenzidina (DAB, DAKO Co., Califórnia, USA) 

como cromógeno, por 5 minutos; as lâminas foram lavadas em PBS, contra-coradas 

com hematoxilina de Harris por 15 segundos, lavadas com água destilada, 

desidratadas em concentrações crescentes de álcool e montadas em Permount®.  

Lâminas-controle foram utilizadas para testar a efetividade e especificidade 

da imunomarcação nas quais foi omitido a anticorpo primário e as lâminas foram 

incubadas com imunoglobulinas obtidas da mesma espécie animal na qual o 

anticorpo primário foi produzido. O objetivo é avaliar a efetividade e especificidade 

das reações de TRAP, OPG e RANKL. Assim, funciona como uma contra-prova: se 

houver marcação no controle, provavelmente a imunomarcação das outras proteínas 

são inespecíficas. Não havendo marcação no controle, as marcações das demais 

proteínas são consideradas específicas. A coloração em hematoxilina e eosina 

também foi utilizada como uma referência para a citoarquitetura dos cortes 

analisados. 

 

3.5 Análise dos resultados 

3.5.1 Descrição histológica (análise qualitativa) 

As análises foram realizadas qualitativamente em microscópio de luz. As 

faces mesial e distal da raiz foram consideradas. Observou-se as características do 

ligamento periodontal, osso alveolar, cemento, dentina, além da ocorrência de 

reabsorção inflamatória, anquilose e reabsorção por substituição. O periodonto de 

inserção foi didaticamente dividido em terço cervical, médio e apical para realizar a 

análise histológica e histométrica. Para análise microscópica descritiva, foram 

selecionadas aleatoriamente dez lâminas, contendo três cortes corados em cada 

uma, totalizando 30 cortes para cada tempo experimental. Os cortes corados pela 

técnica de H/E e TM foram analisados, por um único avaliador calibrado e cego ao 
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tratamento realizado, através da microscopia de luz com a avaliações subjetivas das 

morfologias do contorno ósseo, gengival e ligamento periodontal, visualização do 

infiltrado inflamatório, presença de clastos, dos fibroblastos, áreas de hialinização, 

organização das fibras colágenas, dos vasos sanguíneos e formação do tecido 

osteóide. Para análise das fibras colágenas foi utilizada a coloração de TM. 

A leitura das estruturas histológicas foi realizada com o auxilio do 

microscópio óptico HM-LUX (Wild Leitz, Periplan), com as seguintes resoluções: 10 

NF X 4.0, para visualização panorâmica do preparo histológico; 10 NF x 10, para 

identificação e visualização das estruturas do osso neoformado e 10 NF X 20, para 

identificação das células e demais estruturas. 

Após a análise, as imagens histológicas em H/E e TM foram capturadas para 

análise, com o auxílio do microscópio Olympus BX-BX61 (Olympus, Tokio, Japão) 

acoplado a uma câmera de captação de imagem (Olympus, Tokio, Japão) conectada 

a um microcomputador DELL® (Dell Inc., Round Rock, USA), com software DP2-

BSW® (Olympus) para captura e análise de imagens digitalizadas. 

O objetivo da análise histológica foi investigar os eventos morfológicos que 

ocorreram no interior do periodonto de inserção, focando na presença de 

remodelação óssea. A vitalidade do tecido conjuntivo e ósseo foi observada por 

meio da análise microscópica com auxílio do microscópio de transmissão de luz e 

considerou-se como critério de avaliação qualitativa a observação de tecido 

conjuntivo com presença de camada de osteoblastos delimitando as bordas ósseas, 

com vasos sanguíneos, fibroblastos e outros tipos celulares na porção central desse 

tecido, áreas de fibras colágenas, presença ou não de processo inflamatório, 

formação e organização do tecido conjuntivo, ósseo e medular, e remodelação 

óssea. 

 

3.5.2 Análise histométrica  

Para a histometria das reações de imunoistoquímica, a região do terço 

médio do periodonto de inserção foi escolhida, pois o processo de reparo alveolar 

ocorre de maneira mais homogênea nesta região (Okamoto e de Russo, 1973; 

Carvalho e Okamoto, 1987), evitando dessa forma o terço cervical, em virtude da 

interferência do ato cirúrgico nessa região, pelo uso do instrumental, para a abertura 

da sutura palatina mediana.  
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Para a realização da análise histométrica, foi utilizado o método 

“estereológico” ou “casualização de amostra” que consiste em determinar 

parâmetros quantitativos tridimensionais de estruturas anatômicas a partir de cortes 

histológicos, com intuito de eliminar a ocorrência de vício na amostragem. O referido 

método baseia-se no princípio geométrico-estatístico, derivados da probabilidade 

das imagens e dos perfis da estrutura no corte histológico, resultando num sistema-

teste efetivo. Portanto, realizaram-se os procedimentos de escolhas aleatórias para 

as seguintes fases do experimento: seleção dos animais, dos blocos histológicos, 

das lâminas histológicas, dos cortes e campos histológicos.  

Todas as medidas foram realizadas por um mesmo pesquisador que 

desconhecia os grupos experimentais e os tratamentos realizados. O pesquisador foi 

submetido a um rigoroso processo de calibração pela repetição de mensurações, em 

um intervalo de 48 horas, utilizando 10% do total das imagens digitais, selecionadas 

aleatoriamente. A calibração foi aceita se a concordância existente entre as medidas 

iniciais e aquelas realizadas após 48 horas era maior ou igual a 90%. 

Nas lâminas onde foram realizadas as reações imunoistoquímicas foi 

realizada análise dos dados de forma semi-quantitativa, para mensurar o nível de 

intensidade da expressão das proteínas (marcação ausente, discreta, moderada e 

intensa) onde foram considerados com “escores” padrão contendo fotos 

representativas das intensidades: score 0 (0%) para as lâminas que não 

apresentaram nenhuma marcação, score 1 (1%-30%); score 2 (31%-60%) e score 3 

(61%-100%) de intensa marcação. Para a análise qualitativa foram levados em 

consideração os tipos celulares marcados positivamente pelas proteínas analisadas. 

 

3.5.2.1 Método e critérios para leitura de lâminas 

As imagens obtidas das imunomarcações das proteínas TRAP, OPG e 

RANKL de todos os grupos estudados foram comparadas através da contagem de 

células positivas utilizando o “software” IMAGEJ 1.28u (programa de domínio público 

desenvolvido por Wayne Rasband NIMH, NIH,U.S.A.). Os cortes teciduais 

submetidos à imunomarcação (cor marrom) foram avaliados quanto a intensidade, 

presença ou a ausência das imunomarcações. Para a análise qualitativa foram 

levados em consideração os tipos celulares marcados positivamente pelas proteínas 

analisadas. As secções histológicas foram analisadas sob iluminação de campo 

claro em microscópio óptico (Olympus BX-BX61, Tokio, Japão) por um investigador 
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que desconhecia os grupos experimentais que foram analisados. Para a realização 

da análise semi-quantitativa foi realizada contagem do número das células 

imunorreativas para os anticorpos TRAP; OPG e RANKL para cada grupo e período 

estudado. O número de osteoclastos/µm2 e células precursoras de osteoblastos/µm2 

do tecido ósseo na região do ligamento periodontal (Nm) foi determinada no sistema 

de análise IMAGE J. Foram consideradas células imuno positivas osteoclastos 

maduros contendo três ou mais núcleos e células osteoblásticas e precursoras de 

osteoblastos. A imunomarcação foi definida como aquela de coloração acastanhada 

presente no compartimento nuclear das células ou no compartimento citossólico das 

células.  

Cada espécime foi mensurada por um examinador calibrado em sistema de 

duplo cego usando método semi-quantitativo a partir de imagens capturadas no 

microscópio Olympus BX-BX61 (Tokio, Japão) acoplado a um computador DELL® 

(Dell Inc., Round Rock, USA), através do programa DP2-BSW® (Olympus). Os 

seguintes critérios foram usados para padronizar a análise histométrica: 1) análise 

de apenas cinco lâminas (10 cortes histológicos) de cada animal; 2) delimitação de 

vinte campos (alvéolo mesio-vestibular e mésio-palatino) de tamanhos equivalentes 

no terço médio do alvéolo; 3) padronização no tamanho e posição dos campos. 

 

3.6  Precisão da Metodologia (Calibração do examinador) 

Para a confiabilidade dos resultados desse trabalho, procurou-se minimizar 

os erros dos métodos de mensuração empregados. Calculou-se a precisão do 

investigador pelo erro sistemático intraexaminador. O erro sistemático reflete uma 

falta de padronização do método, uma vez que o examinador tende a sub ou 

superestimar os valores de suas medições de maneira inconsciente, de modo a 

direcionar os resultados de acordo com as expectativas em relação às conclusões 

do estudo. Para avaliar a calibração do examinador, nas mensurações de cada 

espécime, foi realizada, previamente às leituras finais, a correlação intraclasse. Vinte 

cortes foram aleatoriamente selecionados e suas contagens foram feitas e repetidas 

três semanas após a primeira medição pelo mesmo examinador. A análise de 

variância para dados repetidos (one-way ANOVA) foi usada para verificar o erro 

intraexaminador sistemático do método (Erro do método), por meio da comparação 

dos valores das duas análises distintas com intervalo de 30 dias, independente do 

grupo e do tempo. Valores de p<0,05 foram considerados para estimar a viabilidade 
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de utilização do método proposto. Assim, observou-se que erros na verificação da 

precisão desse estudo foram admissíveis, promovendo resultados fidedignos. 

 

3.7 Análise Estatística 

A hipótese de não haver diferença estatisticamente significante na taxa de 

expressão protêica no periodonto de inserção entre os diferentes períodos e tipo de 

tratamento entre os grupos foi testada. A análise estatística foi realizado com o 

programa de estatística GraphPad Prism versão 5 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, EUA), tendo sido adotado o nível de significância de 5% (p<0,05) para 

que as diferenças fossem consideradas estatisticamente significativas, ou seja, para 

rejeitar a hipótese nula. 

 Na análise intra-grupo o teste paramétrico de análise de variância (One-

Way ANOVA) foi utilizado e, quando detectada diferença estatisticamente 

significante foi utilizado o teste paramétrico de Tukey-Kramer, detectando assim a 

diferença significativa entre os grupos dentro do mesmo ensaio.  

Para as medidas em escores os dados foram agrupados e apresentados em 

medianas, intervalos interquartil, e os valores mínimos (variáveis ordinais) e máximo. 

O teste Kruskal-Wallis e os testes de Dunn (p<0,05) foram utilizados para os 

escores.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação Clínicas 

Durante avaliação clínica, pôde-se notar que em todos os animais sem a 

ERM, a gengiva marginal livre apresentava-se sadia, sem sinais clínicos de 

inflamação ou ulceração. Não se observou separação dos pontos de contato entre 

os incisivos centrais, apenas na região cervical, onde estava presente a papila 

interdental, compatível com a normalidade, achados estes que foram confirmados na 

avaliação histológica.  

Nos animais submetidos à ERM, após a remoção do aparelho ortodôntico 

que estava fixado nos incisivos centrais superiores, observou-se a demarcação do 

grampo sobre a mucosa fina, sem áreas de ulceração, porém com a presença de 

leve hiperplasia gengival. Além disso, pôde-se notar clinicamente a separação do 

ponto de contato entre os incisivos superiores. Estes resultados foram confirmados 

pelos exames histológicos e em radiografias da maxila realizadas anteriormente pelo 

nosso grupo de pesquisa (Okada, 2012; Arnez, 2014; Monteiro, 2017). Estes 

exames radiográficos foram realizados no momento da eutanásia para certificar-se 

da eficácia da ERM e manuntenção com dispositivo ortodôntico. A sutura palatina 

mediana nos grupos controle se apresentava intacta, e nos grupos ERM, 

apresentava-se aberta.  

 

4.1.1 Análises clínicas (glicemia, peso e consumo hdrico) 

Os animais foram separados por grupos (diabéticos, não-diabéticos e 

diabéticos tratados) e subgrupos (com ERM e sem ERM) e mantidos em número de 

3 por gaiola, todos nas mesmas condições de temperatura, luz, alimentação e 

higiene; tiveram o peso, consumo hídrico e as taxas glicêmicas monitorados durante 

todo o experimento. 



78 | Resultados  

 

4.1.2 Glicemia 

Consideramos a taxa glicêmica acima de 300 mg/dl para os animais 

diabéticos. As taxas de glicemia dos ratos mensuradas após a indução e antes da 

eutanásia mostraram que os ratos diabéticos mantiveram em estado diabético no 

início e no final do experimento, apresentando um valor aproximadamente três a 

quatro vezes maiores em relação aos ratos normais. Esses dados foram importantes 

apenas para indicar a manutenção do estado diabético, não sendo necessário 

efetuar comparações estatísticas (Tabela 2). 

Durante todo o experimento não houve alterações relevantes nas taxas 

glicêmicas dos animais do grupo DM e DM+ERM, onde a média glicêmica após a 

indução do diabetes foi de 439,33mg/dl e de 460,67mg/dl, respectivamente. Nos 

animais dos grupos diabéticos tratados com insulina, as taxas glicêmicas tiveram 

alguma redução. A média glicêmica dos animais do grupo DM+INS após a 

administração da insulina foi de 285,3g/dl. 

Os valores glicêmicos foram estatisticamente diferentes quando se 

comparou os grupos C x DM, ERM x DM+ERM após 2 e 28 dias da indução ao 

diabetes e nos períodos de 3, 7 e 10 dias após a instalação dos aparelhos 

ortodônticos (p<0,05), isto é os grupos diabéticos com ou sem disjunção 

apresentaram níveis glicêmicos mais elevados comparado aos grupos controles. 

Entretanto não se observou diferença nos índices glicêmicos no grupo C comparado 

ao grupo ERM, DM x DM+ERM (p>0,05) (Tabela 2). 

 
 
Tabela 2- Avaliação glicêmica (mg/dl) nos diferentes grupos de estudo e tempos de avaliação 

      Grupo 
Média  DP 

Inicial 

Média  DP 

2 dias 

Média  DP 

28 dias 

Média  DP 

3 dias 

Média  DP 

7 dias 

Média  DP 

10 dias 

Controle (C) 93,3  14,58 88  10,76 91,4  9,99    

DM 89,8  12,46 411,1  51,25 467,5  82,24    

DM+INS 90,26  11,76 358,5  38,41 575,1  44,55 193,8  41,59 240,9  134,71 421,2  64,75 

ERM 99,3  10,92 92,1 12,70 105,3  14,63    

DM+ERM 102,9  12,63 415,5  92 505,9  97,16    

DM+INS+ERM 89,8  9,86 365,1  37,14 543,6  68,89  201,8  170,52 545,6  73,96 

 

4.1.3 Peso Corporal 

Os animais não diabéticos, após a administração de tampão citrato, 

apresentaram-se sem alterações clínicas na saúde geral durante o experimento, 

com ganho de peso dentro dos níveis médios esperados para ratos sadios, além de 
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não apresentaram clinicamente sinal de polifagia, poliúria ou polidipsia. Todos os 

animais deste grupo tiveram níveis glicêmicos estáveis, dentro do padrão de 

normalidade, sem diferença significativa entre eles, durante todos os períodos 

experimentais. Os animais diabéticos após a administração de STZ, apresentaram 

parâmetros clínicos gerais compatíveis com diabetes grave, como caquexia e 

progressiva perda de peso. Esta perda de peso foi significativa quando comparada 

com os animais não diabéticos. Nos animais dos grupos DM e DM+ERM a perda de 

peso foi mais acentuada quando comparada aos grupos DM+INS e DM+INS+ERM, 

que receberam doses de insulina. Ainda com relação ao peso corporal, após o início 

do tratamento com insulina, os animais do grupo DM+INS e DM+INS+ERM, pararam 

de perder peso e observamos uma tendência a ganhar peso (Tabela 3). 

Ao comparar os grupos C x DM, observou-se diferença estatisticamente 

significante no peso dos animais nos períodos de 28 dias de avaliação e nos 

períodos de 3, 7 e 10 dias de eutanásia (p<0,05), isto é, os animais diabéticos 

perderam peso durante o estudo, ao passo que os animais do grupo controle tiveram 

um ganho de peso durante os tempos de avaliação. Este mesmo padrão de 

resultado foi observado quando se comparou os grupos, ERM x DM+ERM (p<0,05). 

Por outro lado, não houve diferença estatística entre os pesos dos animais C x ERM 

e DM x DM+ERM (p>0,05), isto é, os animais do grupo controle, assim como os 

animais dos demais grupos submetidos ou não à disjunção apresentaram pesos 

similares durante todo o desenvolvimento da pesquisa.  

Em resumo, os animais dos grupos não diabéticos submetidos ou não à 

disjunção ganharam peso (p<0,05) nos tempo de 28 dias e nos períodos de 3, 7 e 10 

dias de eutanásia, porém, os animais diabéticos com ou sem disjunção perderam 

peso nestes períodos (p<0,05) (Tabela 3).  

 

Tabela 3- Avaliação do peso corporal (g) nos diferentes grupos de estudo e tempos de avaliação 

       Grupo 
Média  DP 

Inicial 

Média  DP 

2 dias 

Média  DP 

28 dias 

Média  DP 

3 dias 

Média  DP 

7 dias 

Média  DP 

10 dias 

Controle (C) 343,8  19,76 348,9  19,67 499,2  36,57 526,4  36,36 544,1  41,38 563  54,74 

DM 319,4  25,70 313,5  23,70 319,1  41,93 342,6  44,46 326,2  50,43 318,6  46,82 

DM+INS 354,7  24,98 324,5  26,46 276,8  40,72 296,5  42,08 305,2  39,39 321,4 47,79 

ERM 418,3  58,73 407,2  52,19  547,9  36,95 549,2  43,23 533,6  33,93 519,4  51,22 

DM+ERM 376  21,54 359,9  20,18 300,7  30,82 318,3  29,98 333,4  45,20 303,8  25,60 

DM+INS+ERM 320,5  20,72 303  30,40 260,8  40,73 280,9  38,92 282,1  37,87 313  36,38 
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4.1.4 Consumo hídrico 

Avaliando-se o consumo hídrico dos animais observou-se diferença 

estatística quando se comparou os grupos C x DM, ERM x DM+ERM após 2 e 28 

dias da indução ao diabetes e nos períodos de 3, 7 e 10 dias após a instalação dos 

aparelhos ortodônticos (p<0,05), isto é, os grupos diabéticos com ou sem disjunção 

apresentaram maior consumo de água comparado aos grupos controles. Para os 

grupos DM x DM+ERM observou-se maior consumo de água nos animais do grupo 

DM nos tempos de 28 dias de validação e 7 dias de eutanásia (p<0,05). Entretanto 

não se observou diferença no consumo hídrico dos animais do grupo C x ERM 

(p>0,05) (Tabela 4). 

 
 
Tabela 4- Avaliação do consumo hídrico (mL) nos diferentes grupos de estudo durante todo o 
experimento 

Grupo 
Média  DP 

Inicial 

Média  DP 

2 dias 

Média  DP 

28 dias 

Média  DP 

3 dias 

Média  DP 

7 dias 

Média  DP 

10 dias 

Controle (C) 44,3  16,59 51,1  13,57 67  0 63,6  7,03 58,5  12,02 60,2  9,31 

DM 67  0 160,8  51,04 154,4  30,90 176,7  40,60 229,4  60,99 219,8  50,39 

DM+INS 67  0 102,1  17,54 217,7  42,89 226,7  40,60 210  21,08 200  0 

ERM 67  0 59,6  14,32 53,7  16,11 63,3  28,13 60  17,48 55  11,18 

DM+ERM 55,7  16,59 134,4 + 31,23 116,8  18,96 164,7  37,10 147,4  44,31 160  54,77 

DM+INS+ERM 67  0 116,8  39,80 138,7  25,71 164,3  34,60 183,3  28,44 200  61,23 

 

4.2 Descrição histológica qualitativa 

A fim de permitir a comparação, as ocorrências verificadas nos grupos 

controle e experimentais foram apresentadas juntas seguindo-se os períodos 

cronológicos de eutanásia dos animais. Os resultados obtidos pelo grupo controle foi 

similar para todos os tempos de estudo, devido à ausência de aplicação de força 

ortodôntica. Assim sendo, foram descritos, após análise, as seguintes estruturas: 

ligamento periodontal, cemento radicular e tecido ósseo. 

 

4.2.1 Grupo Controle (C) 

O exame histológico do periodonto de sustentação dos dentes dos animais 

do Grupo Controle mostrou características de normalidade destas estruturas, que 

serviram como comparativo com os animais dos demais grupos. As características 

do Grupo Controle nos diferentes períodos (3, 7 e 10 dias) foram descritas juntas. 

Na identificação de cada componente do periodonto, os cortes histológicos 

revelaram a delgada camada de cemento acelular uniforme, regular e íntegra 
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presente no terço cervical e médio da superfície radicular. O cemento celular, 

também distribuído de modo regular, ocupava principalmente o terço médio e apical 

da raiz, caracterizado pela presença de cementócitos no seu interior. Lacunas 

(cementoblastos) vazias foram encontradas nas camadas mais profundas do 

cemento, principalmente no ápice radicular, ou contendo cementócitos. Estes 

conferem ao cemento celular desta região, aspecto mais celularizado. Entre os 

espécimes, notaram-se, pequenas variações relativas à espessura e à extensão, de 

cada tipo de cemento. A espessura do cemento aumentou, gradativamente, da 

região cervical em direção apical, onde a camada do mesmo era mais espessa. Ao 

longo de toda superfície externa do cemento, recobrindo-a, verificou-se uma fina 

camada de tecido cementário recoberta por cementoblastos inativos (células 

achatadas e com núcleos paralelos à superfície radicular e pouco evidentes) e 

alguns cementoblastos ativos (células grandes, arredondadas contendo núcleos 

volumosos e de coloração mais intensa) enfileirados, geralmente de maneira 

organizada. Por entre estes cementoblastos, foi evidenciado o sistema de fibras de 

Sharpey, oriundas do ligamento periodontal, que inseriam-se, na sua maioria, 

perpendicularmente ao cemento, atingindo suas camadas mais profundas. Não se 

observou presença de reabsorção nas superfícies radiculares, evidenciando nos 

terços cervical e apical radicular camada de cemento acelular e celular preservada.  

(Figura 3, página 85).  

O espaço periodontal apresentou espessura uniforme ao redor das raízes de 

todos os dentes. O ligamento periodontal mostrou-se com abundância de fibras 

colágenas e estas estavam mergulhadas, tanto no cemento quanto no osso alveolar, 

de tal forma que foi possível verificar nítida conexão entre os tecidos conjuntivos 

mineralizados do periodonto. A maioria das fibras penetrava, perpendicularmente, ao 

osso e ao cemento e, projetava-se para o centro do espaço periodontal, nas mais 

diversas direções, onde formava um emaranhado na região central do espaço 

periodontal. A distribuição das fibras periodontais foi, facilmente, verificada nos 

cortes histológicos, sendo que o grupo das fibras horizontais era o mais abundante e 

o mais espesso. O plexo vásculo-nervoso, irregularmente distribuído localizava-se a 

meia distância entre o osso alveolar e o cemento, porém, o tecido conjuntivo, 

próximo ao osso, apresentou-se mais rico em vasos do que o tecido conjuntivo que 

revestia o cemento. Os vasos sangüíneos, normalmente, seguiam a orientação dos 

feixes de fibras e apresentaram-se com luz circular ou levemente ovaladas e 
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repletos de células sangüíneas. A camada compacta do osso da parede do alvéolo 

apresentou-se rica em perfurações, através das quais os vasos oriundos dos 

espaços medulares subjacentes penetravam no ligamento periodontal. O ligamento 

periodontal apresentou-se densamente celular com predominância de fibroblastos 

distribuídos por todo o espaço periodontal, que observados em maiores aumentos, 

alinhavam-se ao longo dos feixes de fibras, individualizando-se pelo seu grande 

tamanho e núcleo em forma de fuso. Também foram observadas as células 

mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos de tamanho discreto, dispostos em 

fileiras únicas junto das camadas de osteóide e cementoblastos (Figura 3, página 

85). 

A superfície interna do processo alveolar era lisa em seu contorno e estava 

bem regular e organizado, exceto por perfurações que podiam ser observadas na 

superfície óssea, devido à irrigação proveniente dos espaços medulares 

subjacentes, penetrando no ligamento periodontal. Este osso caracterizava o osso 

fasciculado (imaturo) sustentando a inserção das fibras ligamentares no lado 

alveolar. O terço cervical da crista óssea alveolar caracterizou-se por osso 

predominantemente compacto com vários sistemas de Havers organizados e 

circundados por escassas e pequenas cavidades medulares, preenchidas por tecido 

conjuntivo fibroso. No terço apical a quantidade de osso esponjoso era maior. Este 

situava-se na parte central do processo alveolar, constituído por delgadas trabéculas 

ósseas, compostas de lamelas intersticiais e com a ocorrência, também, de alguns 

sistemas harvesianos. Nesta região, as cavidades medulares eram amplas e com 

células mesenquimais e osteoblastos em seu interior. Todo o osso lamelar 

apresentou-se recoberto por camada fina e irregular de osso não lamelar com matriz 

orgânica ainda em calcificação mostrando grande número de osteócitos já bem 

definidos. Justaposta à camada de osso não lamelar, foi verificada fina camada de 

osteóide. Grande número de osteoblastos, de corpo celular cubóide, recobria toda a 

extensão desse tecido osteóide. (Figura 3, página 85). 

 

4.2.2 Grupo Diabetes mellitus (DM) 

Embora as características histológicas do DM foram bastante semelhantes 

às do grupo controle, foram notadas algumas alterações na morfologia normal do 

ligamento periodontal, vascularização e osso alveolar. 
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As superfícies dentárias mostraram-se preservadas, uniformes inclusive com 

tecido cementário, revestido por cementoblastos, dispostos ao acaso, em paliçada, 

predominantemente justapostos à superfície, não ocorrendo modidicações nucleares 

dignas de registro. As áreas de absorção radicular eram raras e, quando presentes, 

discretas e rasas, sem extensão para a camada dentinária. O cemento acelular 

apresentou-se de modo geral, pouco espesso e regular, mostrando camada nítida 

de pré-cemento. No tipo celular notou-se espessura variável, maior em direção ao 

ápice radicular (Figura 3, página 85). 

No ligamento periodontal duas áreas distintas foram observadas: a primeira 

camada, próxima ao cemento, era extremamente celular com predomínio de 

fibroblastos jovens, com núcleos arredondados e volumosos quando comparado ao 

GC com uma discreta perda de orientação de fibras colágenas; a segunda camada, 

voltada para o osso alveolar, notou-se predomínio de fiblobrastos com morfologia 

alongada ou estrelada e, maior quantidade de fibras, de morfologia semelhante aos 

do GC. Os fibroblastos, em menor número nesta última camada, apresentavam 

núcleo alongado e estavam posicionados entre as fibras colágenas. Nesta camada, 

a quantidade de vasos sanguíneos estava aumentada, e com sinais de hiperemia e, 

estes eram mais numerosos no grupo diabético do que no GC, em toda extensão da 

membrana periodontal. As fibras colágenas estavam preservadas em toda extensão 

do ligamento periodontal, tanto na face mesial como na distal das raízes, porém com 

maior perda de orientação e se apresentavam mais delgadas no grupo diabético em 

comparação com o controle. A superfície do osso alveolar, voltada para o ligamento 

periodontal, apresentou contorno levemente irregular, com linhas incrementais em 

maior número, sem orientação definida. Osteócitos e suas lacunas apresentaram 

características normais. Às margens do tecido ósseo foram observados alguns 

osteoblastos ativos (Figura 3, página 85). 

 

4.2.3 Grupo Diabetes mellitus + Insulina (DM+INS) 

Os animais tratados com insulina apresentaram, características histológicas 

semelhantes àquelas visualizadas no DM, porém menos marcadas. 

Os cortes microscópicos analisados revelaram ligamento periodontal com 

largura constante e uniforme em toda sua extensão. Suas fibras colágenas 

mantiveram-se, em geral, paralelas entre si inserindo-se perpendicularmente, às 

superfícies óssea e cementária. A superfície cementária apresentou-se uniforme e 



84 | Resultados  

 

revestida por cementoblastos dispostos em paliçada, geralmente de maneira 

organizada, não sendo observadas lacunas de reabsorção. A superfície radicular 

dos terços cervical e apical possuía camada de cemento acelular preservada, com 

raras áreas de reabsorções atingindo cemento. A camada de cemento celular 

presente na região apical também se encontrava preservada. No ligamento 

periodontal, novamente, foram observadas duas áreas distintas, porém de forma 

mais tênue. A primeira camada, próxima ao cemento, altamente celular, com 

predomínio de fibroblastos de núcleos arredondados com cromatina finamente 

granular e a segunda, próxima ao osso alveolar, com maior quantidade de fibras. Na 

segunda camada preodominava fibroblastos, em menor número, com núcleo 

alongado e estavam em paralelismo com as fibras. Áreas hialinas não foram 

visualizadas e raras mitoses dos fibroblastos foram detectadas. Os vasos 

sanguíneos estavam distribuídos por todo o ligamento, com tamanho variado, e 

alinhados às margens do tecido ósseo (Figura 3, página 85). 

A superfície do osso alveolar voltada para o ligamento apresentou contorno 

levemente irregular, discretamente recortada, com poucos clastos dispostos em 

lacunas de Howship ou justapostos à superfície. Os osteoblastos dispunham-se 

justapostos à superfície arranjados em paliçada. As linhas de reversão estavam 

presentes em toda extensão óssea. O osso maduro apresentou maior número de 

linhas incrementais e osteócitos de tamanho normal. O que diferenciou o Grupo 

Controle do Grupo Diabético com e sem Insulina, foi a grande presença de vasos 

sanguíneos hiperêmicos no interior do ligamento periodontal nos animais diabéticos. 

Esses vasos hiperêmicos estavam mais próximos ao osso alveolar do que da 

superfície radicular (Figura 3, página 85). 

 

 

 

 

 



 

Figura 3- Fotomicrografias dos Grupos controles, não submetidos à ERM (C, DM e DM+INS) de 3, 7 e 10 dias após o começo do período experimental: O - 
tecido ósseo, LP - ligamento periodontal com fibras colágenas, vasos sanguíneos e células, d - dente, seta- vaso sanguíneo hiperêmico. Coloração de HE e 
Masson 
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4.2.4 Grupo Expansão Rápida da Maxila (ERM) 

As estruturas do periodonto de sustentação, frente à aplicação da força 

resultante da ERM, revelaram modificações expressivas nos seus componentes, em 

decorrência da força aplicada. Após a aplicação da força ortodôntica sobre a coroa 

dos incisivos superiores, ficou caracterizada a presença de áreas de pressão (face 

distal) e tração (face mesial) no ligamento periodontal deste dente, sendo esta maior 

no terço cervical e médio do que no terço apical, características do movimento de 

inclinação dentária. Microscopicamente, a gengiva marginal livre entre os incisivos 

centrais mostrou a instalação de processo inflamatório no seu interior, 

principalmente no período inicial de aplicação de força ortodôntica, verificado 

também ao exame clínico, porém, tal processo não invadiu o periodonto de inserção. 

Os quadros histológicos apresentados indicaram reações teciduais mais intensas 

nos períodos de 3 e 7 dias pós-movimentação, enquanto que no período de 10 dias, 

os quadros denotaram condições de reparação e tendência para retornar à 

normalidade. 

 

4.2.4.1 Animais submetidos à eutanásia 3 dias após ERM 

No lado de pressão, na sua maior parte, a superfície dentária mostrou-se 

com cemento acelular, fino e uniforme, revestido por cementoblastos. Alguns focos 

de absorção cemento-dentinária, com intensidade e tamanho variando de discreto a 

intenso, foram observados, principalmente no terço apical, onde predominava o 

cemento celular. A largura do ligamento periodontal mostrou-se bastante diminuída, 

com poucos núcleos corados, fibras desorganizadas e comprimidas impossibilitando 

a identificação, poucos capilares e presença de algumas áreas de hialinização. 

Numa camada mais profunda, observou-se quantidade discreta de fibroblastos e de 

capilares, predominando um infiltrado inflamatório com polimorfonucleares 

neutrófilos estendendo até o nível da crista alveolar. Na superfície radicular, 

evidenciou-se poucos cementoblastos distribuídos, e poucos osteoblastos presentes 

no osso alveolar frontalmente à hialinização. Nos espaços medulares e nas 

superfícies do osso alveolar adjacente às áreas de hialinização, observou-se 

presença de células clásticas promovendo reabsorção óssea à distância (Figura 4 

página 91). 

No lado de tração, apresentava características semelhantes com 

alargamento do ligamento periodontal, que continham fibras colágenas estiradas, 
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oblíquas e paralelas entre si, com maior quantidade de capilares em relação ao lado 

de pressão, além de fibroblastos fasciculados predominantemente fusiformes. 

Algumas áreas hemorrágicas foram observadas. De modo geral, a superfície 

radicular apresentou-se preservada com a camada de cemento acelular uniforme e 

contínua.  

 

4.2.4.2 Animais submetidos à eutanásia 7 dias após ERM 

No lado de pressão o cemento mostrou sinais de recuperação nas áreas de 

absorção prévia, com fibroblastos e cementoblastos acoplados à sua superfície e, 

depósito de tecido cementário. De modo geral, mostrou-se delgado e regular sem 

grandes áreas de absorção radicular, com exceção do ápice onde ainda mostrava 

cavidades contendo cementoclastos. Portanto, ainda foram notadas áreas de 

absorção radicular ativa atingindo tanto cemento quanto a dentina. Notou-se ainda, 

diminuição da largura do espaço do ligamento periodontal com compressão das 

fibras, capilares e células. Na área de concentração de maior pressão (região 

cervical da superfície distal) o ligamento apresentava baixa celularidade, fibras 

desorganizadas com características de massa amorfa e irrigação diminuída, 

formando áreas semi-hialinizadas. Em outras áreas as fibras do ligamento 

periodontal apresentaram-se com trajeto alterado. A superfície óssea submetida à 

pressão mostrou áreas de absorção variando de moderadas a intensas com 

presença de células multinucleadas do tipo osteoclásticas, bem como áreas de 

hialinização, mas com maior atividade clástica em sua volta. A absorção óssea 

ocorreu tanto na superfície periodontal, quanto na endosteal, com pequenas 

variações entre as regiões, sendo que na porção cervical, onde o osso era mais 

compacto predominou a absorção óssea frontal e o reparo iniciou-se de forma mais 

rápida. A superfície óssea apresentou-se irregular e com alguns osteoclastos 

recobrindo-a. Na região apical, onde havia a predominância de osso esponjoso, 

encontrou-se absorção óssea solapante, principalmente em associação com a 

formação de áreas hialinas. Os osteoclastos das cavidades medulares absorviam o 

tecido ósseo em direção ao espaço periodontal. Houve aumento do número de 

cavidades medulares, sendo que algumas se comunicavam com o ligamento 

periodontal, e proliferação intensa de osteoclastos nestas cavidades (Figura 4, 

página 91). 
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No lado de tração observou-se aumento do espaço do ligamento periodontal; 

feixes de fibras colágenas distendidas e fibroblastos com núcleos mais alongados, 

demonstrando estiramento. Vasos sanguíneos estavam em maior número que no 

grupo controle e, alguns vasos apresentavam hiperemia e hemorragia. Raras figuras 

de mitoses, células polimorfonucleadas, mononucleadas e multinucleadas estavam 

presentes. Havia intensa neoformação óssea que, em algumas áreas, apresentou 

formação em camadas e, em outras, na forma de espículas orientadas na direção da 

força de tração. A superfície cementária mostrou-se predominantemente regular, 

com os cementoblastos arranjados em paliçada em quase toda a superfície 

cementária e justapostos em outras áreas. 

 

4.2.4.3 Animais submetidos à eutanásia 10 dias após ERM  

No lado de pressão, a superfície distal revelou algumas áreas de absorção 

radicular de pouca profundidade, no terço cervical, atingindo preferencialmente a 

camada de cemento, porém em sua maior extensão apresentou a camada de 

cemento íntegra. Na região apical as áreas de absorções eram maiores e mais 

profundas. A largura do ligamento periodontal mostrou-se ainda diminuída com fibras 

comprimidas, porém, às vezes, esta largura mostrou-se um pouco aumentada, 

principalmente na região da crista alveolar. No espaço periodontal restou apenas 

pequenas áreas hialinizadas e caracterizou por acentuada celularidade do ligamento 

periodontal, próximo ao tecido ósseo, com núcleos seguindo o longo eixo das fibras 

colágenas e bem demarcados. Na região apical era constante a presença de alguns 

macrófagos. Também foi verificada proliferação vascular, com vasos sangüíneos 

dilatados e hiperêmicos próximos à superfície óssea, conferindo boas condições de 

suprimento vascular. Feixes de fibras colágenas se mostravam delicados, dispersos, 

porém com orientação mais definida, nas regiões mais alargadas. A superfície óssea 

mostrou-se irregular com poucas lacunas de Howship e osteoclastos em seu interior. 

(Figura 4, página 91). 

No lado de tração observou-se a partir deste período, aspecto de 

organização tecidual, onde predominava um tecido conjuntivo imaturo contendo 

proliferação fibroblástica e vasos neoformados. Indícios de linhas de neoformação 

óssea, que delimitavam o osso alveolar maduro e o tecido osteóide também foram 

observados, sendo que os osteoblastos estavam distribuídos ao longo da superfície 

óssea alveolar. O osso alveolar apresentava maiores quantidades de trabéculas 
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quando comparado com o osso alveolar do grupo controle. Em algumas regiões o 

processo de neoformação óssea se apresentou com deposição em camadas e, em 

outras, na forma de espículas orientadas na direção da força de tração. O tecido 

ósseo recém-mineralizado tinha, aproximadamente, metade da espessura do osso 

maduro e podia ser distinguido deste pela presença das linhas incrementais, 

caracterizadas pela sua coloração mais rosada (Figura 4, página 91). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 4- Fotomicrografias do Grupo ERM, de 3, 7 e 10 dias pós-aplicação da força: O – tecido ósseo, LP – ligamento periodontal com fibras 
colágenas, vasos sanguíneos e células, d - dente, * tecido inflamatório e áreas hemorrágicas, seta - osteoclastos. Coloração de HE e Masson 
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4.2.5 Grupo Diabetes mellitus + Expansão Rápida da Maxila (DM+ERM) 

Numa vista panorâmica, observou-se que no grupo DM+ERM os 

movimentos dentários induzidos também foram predominantemente de inclinação, o 

mesmo observado no grupo ERM podendo presenciar na mesma face, distal ou 

mesial, de regiões de compressão e de tração. 

O grupo DM+ERM apresentou alterações teciduais com uma magnitude 

inflamatória mais intensa em relação ao grupo ERM, devido à persistência do 

infiltrado inflamatório intenso na maioria dos animais avaliados, especialmente nas 

regiões cervicais, com a formação, até mesmo de seqüestros ósseos em alguns 

animais (Figura 5, página 97). 

 

4.2.5.1 Animais DM submetidos à eutanásia 3 dias após ERM  

No lado de pressão verificou-se a presença de lesões de profundidade maior 

do que no grupo ERM, na superfície do cemento acelular e algumas atingiram a 

camada de dentina. As áreas de absorção radicular eram mais intensas na região 

cervical onde a força de pressão foi maior, devido ao movimento de inclinação 

dentária, e, no ápice radicular, onde o cemento era altamente celular, sendo 

observado presença de clastos adjacentes às áreas de hialinização reabsorvendo o 

cemento. O ligamento periodontal mostrou-se de largura reduzida, com predomínio 

de vasos sangüíneos estreitos e feixes de fibras colágenas comprimidos e 

desorganizados e, algumas vezes, com perda de inserção no osso e no cemento, e 

havia início de perda de fasciculação de alguns fibroblastos, pois além de fusiforme, 

os fibroblastos mostraram-se, também, em forma ovalada e estavam distribuídos ao 

acaso. Havia pouca visualização de capilares, caracterizando áreas semi-

hialinizadas, e na camada mais profunda, a presença de células inflamatórias 

estavam distribuídas por todo espaço do ligamento periodontal, predominando as 

mononucleares e neutrófilos polimorfonucleares. O osso alveolar, na região cervical 

(osso compacto) apresentou áreas típicas de zonas de pressão, com várias lacunas 

de absorção contendo osteoclastos multinucleados ativos em seu interior. Próximo a 

esta região houve aumento significativo da vascularização e do número de células, 

porém, mais evidente nos espaços medulares, na região apical. As áreas socavadas 

estavam preenchidas com tecido conjuntivo, densamente vascularizado com vasos 

de pequeno diâmetro. Os espaços medulares apresentavam-se recobertos por 

osteoclastos ativos, principalmente na região do terço apical onde os espaços 
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medulares eram maiores e mostraram atividade de absorção mais intensa (Figura 5, 

página 97). 

No lado de tração, observou-se um aumento da espessura do ligamento 

periodontal e, a superfície radicular apresentou-se preservada com a camada de 

cemento acelular uniforme e contínua em quase toda a sua extensão. As fibras 

colágenas estavam estiradas, mas bem orientadas, com maior quantidade de 

capilares em relação ao lado de pressão, sendo que alguns estavam hiperêmicos. 

Algumas áreas hemorrágicas foram observadas por entre as fibras colágenas 

estiradas. A superfície óssea na porção periodontal mostrou-se irregular, no entanto 

as cavidades reabsortivas estavam inativas, com presença de linhas de reversão. Os 

osteoblastos apresentavam-se em disposição aleatória e alguns justapostos (Figura 

5, página 97). 

 

4.2.5.2 Animais DM submetidos à eutanásia 7 dias após ERM 

Da mesma forma que o período anterior, absorções radiculares foram 

encontradas. Estas áreas mostraram margens denteadas e irregulares, recobertas 

por cementoclastos, com profundidades variadas, ora atingindo a camada de 

cemento, ora aprofundando-se na dentina. O reparo dessas áreas mostrou apenas 

tecido conjuntivo fibroso. No terço cervical, o ligamento periodontal se encontrava 

ainda com largura reduzida em relação ao normal, estando a raiz bastante próxima 

do osso alveolar e os vasos sangüíneos estavam com o lúmen reduzido e achatado. 

Os feixes de fibras mostravam-se comprimidos entre o dente e o osso, perdendo a 

sua disposição original. As fibras colágenas se apresentavam mais afiladas e em 

muitos locais sem definição dos feixes, produzindo imagem de tecido amorfo. Os 

fascículos de fibras colágenas e os fibroblastos encontravam-se desorganizados, 

perdendo sua configuração alongada. Discreto infiltrado inflamatório mononuclear 

apresentou-se mais concentrado e com predomínio de linfócitos. Nas áreas de 

diminuição da largura do espaço do ligamento periodontal, a superfície óssea 

alveolar estava irregular e socavada, com lacunas de Howship distribuídas em sua 

extensão, mostrando áreas de absorção que atingiam, de maneira uniforme, toda a 

parede alveolar. Esta região, contendo osteoclastos localizados no interior das 

lacunas e justapostos à superfície óssea caracterizaram áreas de absorção óssea 

frontal. As áreas endosteais não apresentaram modificações quanto à forma de 

absorção. Na crista óssea alveolar havia perda de organização e individualidade das 
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fibras de Sharpey, com a crista tornando-se mais pontiaguda, exibindo áreas de 

absorção ativa. Na região apical as cavidades medulares ainda estavam amplas e 

com presença de muitos osteoclastos ativos (Figura 5, página 97). 

No lado de tração evidenciou-se, provavelmente em decorrência do tipo de 

movimentação dentária promovida, o aumento do espaço periodontal, associado ao 

estiramento das fibras com os núcleos celulares orientados na direção do 

estiramento. A superfície radicular ainda possuía uma distribuição visível de 

cementoblastos. Os osteoblastos localizavam-se justapostos à superfície, em sua 

maioria, dispondo-se em paliçada, observavam-se ainda poucos espaços medulares 

com presença de discreto infiltrado inflamatório mononuclear (Figura 5, página 97). 

 

4.2.5.3 Animais DM submetidos à eutanásia 10 dias após ERM 

A partir deste período, mudanças topográficas significativas na raiz dentária 

foram observadas de forma mais intensa. De modo geral, no cemento radicular 

foram observados focos de absorção radicular mais intensas, geralmente adjacentes 

às áreas semi-hialinas, com grau de severidade variando desde pequenas e pouco 

profundas, às lesões profundas e extensas, associadas ou não a cementoclastos, 

que, quando presentes, eram evidentes e multinucleadas. Foi observada ainda, 

expressiva diminuição na largura do espaço do ligamento periodontal e, os feixes de 

fibras colágenas encontravam-se comprimidos, desorganizados sem orientação 

definida. Lateralmente, a esta área havia intensa proliferação celular e vascular. Os 

fibroblastos mostraram-se com mudanças relevantes na área de pressão, com perda 

do formato fusiforme característico, assumindo a forma ovalada e, quanto à 

disposição, foram encontrados comumente ao acaso. Em relação ao sistema 

circulatório, os vasos sangüíneos mostraram-se distribuídos, principalmente nas 

adjacências do osso alveolar, geralmente distendidos, hiperêmicos e com vários 

tamanhos e discreta hemorragia. Além da presença de discreto infiltrado inflamatório 

mononuclear contendo linfócitos, macrófagos e células polimorfonucleadas, tipo 

neutrófilos, foi observada pequena área de necrose na região apical do espaço 

periodontal. A superfície periosteal da cortical alveolar interna da região cervical 

apresentou-se recoberta por osteoclastos multinucleados ativos, dispostos em 

cadeia, caracterizando intensa atividade de absorção óssea frontal, deixando a 

superfície alveolar irregular, recortada, com várias lacunas de Howship, distribuídas 

em sua extensão. Na crista óssea alveolar, notaram-se perdas de organização e 
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individualidade das fibras de Sharpey e a crista tornando-se pontiaguda, exibindo 

áreas de absorção ativa, com menor quantidade de massa óssea. Os osteoclastos, 

caracteristicamente multinucleados, também se localizavam no interior das 

cavidades medulares não apresentando mudanças quanto a absorção óssea (Figura 

5, página 97). 

No lado de tração as alterações morfológicas foram bem demarcadas, 

quando comparadas ao grupo ERM. Observou-se aumento na largura do espaço 

periodontal, feixes de fibras colágenas distendidas e fibroblastos com núcleos 

alongados. Vasos sanguíneos estavam presentes em maior número, dilatados, 

congestos e localizados de forma semelhante em todos os campos histológicos 

examinados; sempre entre as áreas de deposição de matriz óssea. Algumas áreas 

hemorrágicas foram observadas. O processo de neo-formação óssea apresentou 

padrão diferente daquele observado no grupo ERM com deposição de matriz em 

espículas. Independente dessas diferenças, osteoblastos foram vistos alinhados, 

cobrindo a superifície óssea, associados à camada de osteóide. O tecido ósseo 

recém-mineralizado tinha aproximadamente, um terço da espessura do osso maduro 

e ambos apresentaram aspecto desorganizado com presença de numerosas linhas 

incrementais (Figura 5, página 97). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 5- Fotomicrografias do Grupo DM+ ERM, de 3, 7 e 10 dias após aplicação da força: O – tecido ósseo, LP – ligamento periodontal com fibras 
colágenas, vasos sanguíneos e células, d - dente, *(preto)  tecido inflamatório e *(branco) áreas hemorrágicas, seta - osteoclastos. Coloração de 
HE e Masson 
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4.2.6 Grupo Diabetes mellitus + Insulina + Expansão Rápida da Maxila 

(DM+INS+ERM) 

4.2.6.1 Animais diabéticos tratados (INS), submetidos à eutanásia 3 

dias após ERM 

No lado de pressão as àreas de absorção radicular estavam presentes ao 

longo da superfície radicluar. Tais áreas de absorção se localizavam principalmente 

no terço cervical das raízes e, nessas lesões não foram visualizados indícios de 

processo reparador. No ligamento periodontal comprimido encontraram-se feixes de 

fibras colágenas, com áreas apresentando desorganização tecidual e, as áreas 

hialinas estavam presentes. Ao longo do ligamento periodontal observaram-se vasos 

sangüíneos com a luz mais constrita (Figura 6, página 101). 

No lado de tração, a superfície radicular apresentou-se preservada com a 

camada de cemento acelular uniforme e contínua em quase toda a sua etensão. As 

fibras colágenas estavam estiradas, com maior quantidade de capilares em relação 

ao grupo anterior, sendo que alguns estavam hiperêmicos e, áreas hemorrágicas 

também foram observadas (Figura 6, página 101). 

 

4.2.6.2 Animais diabéticos tratados (INS), submetidos à eutanásia 7 

dias após ERM 

Econtrou-se áreas de hialinização, e indícios de atividade clástica em sua 

volta, bem como na superfície do cemento, e à distância nos espaços medulares. A 

superfície interna do osso alveolar, nas regiões de menor espessura do espaço 

periodontal, foi caracterizada pela presença de algumas áreas de absorção óssea 

frontal, porém com predomínio da absorção óssea solapante. A cortical interna do 

alvéolo, na região cervical, apresentou áreas típicas de zonas de pressão, com 

contorno irregular, de aspecto denteado, formando inúmeras lacunas de Howship, 

que alojam osteoclastos ativos, denotando absorção óssea frontal. O calibre dos 

vasos sangüíneos, próximo à superfície óssea estava aumentado. Observou-se 

discreto infiltrado inflamatório mononuclear contendo linfócitos, macrófagos, vasos 

sangüíneos congestos e discreta hemorragia. Os espaços medulares da região sob 

pressão apresentavam-se maiores que o normal e com intensa proliferação de 

osteoclastos ativos (Figura 6, página 101). 

No lado de tração, observaram-se linhas de reversão em toda a extensão 

óssea, de forma mais pronunciada a partir do terço médio em direção ao ápice, 
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demonstrando indícios de linhas de neoformação óssea, que delimitavam o osso 

alveolar maduro e o tecido osteóide, caracterizando o remodelamento da região. Na 

crista óssea alveolar, encontrou-se contorno caracteristicamente arredondado, ainda 

com focos de absorção bem como de linha de reversão, sendo nítidas as fibras de 

Sharpey (Figura 6, página 101). 

 

4.2.6.3 Animais diabéticos tratados (INS), submetidos à eutanásia 10 

dias após ERM 

Após 10 dias da aplicação da força ortodôntica nos animais diabéticos 

tratados com insulina, as áreas de pressão e tração estavam bem definidas. Na zona 

de pressão, observou-se características semelhantes ao grupo DM+ERM. Na região 

apical, apesar da compressão do ligamento periodontal ser nítida, sua largura 

começou aumentar em função da absorção óssea frontal, predominantemente 

caracterizada pelos osteoclastos na superfície óssea e absorção solapante com 

osteoclastos nos espaços medulares. Observou-se atividade vascular aumentada 

nesta região, contendo vasos ora normais, ora comprimidos, e, alguns se 

apresentando congestos. Notou-se, ainda, discreta hemorragia pontual, em alguns 

casos. Persistiram poucas áreas de hialinização, porém agravou a profundidade das 

crateras nas superfícies radiculares que sofreram reabsorção, especialmente 

quando estavam associadas ao persistente infiltrado inflamatório. Nesta região, 

próxima aos vasos sangüíneos, algumas células semelhantes a macrófagos foram 

observadas, como também ocasionais células polimorfonucleadas e células gigantes 

multinucleadas. Estas últimas encontravam-se a certa distância da superfície óssea 

e radicular (Figura 6, página 101).  

Na região de tração, observou-se um aumento na largura do espaço do 

ligamento periodontal, feixes de fibras colágenas perpendiculares, discretamente 

estiradas, oblíquas e paralelas entre si e bastante celularizadas com fibroblastos 

fusiformes, e alguns ovalados, distribuídos entre essas fibras. Vasos sanguíneos 

estavam presentes, dilatados, congestos e localizados de forma semelhante à 

observada no grupo diabético tratado (DM+INS). A neoformação óssea apresentou-

se com deposição de matriz em espículas. Osteoblastos estavam alinhados 

recobrindo a superfície óssea, associada à camada de osteóide. O osso alveolar 

apresentou aspecto desorganizado com numerosas linhas incrementais. Os 

cementoblastos estavam justapostos em toda extensão cementária e dispostos em 

paliçada (Figura 6, página 101). 



 

Figura 6- Fotomicrografias do Grupo DM+ INS+ ERM, de 3, 7 e 10 dias após aplicação da força: O – tecido ósseo, LP – ligamento periodontal com 
fibras colágenas, vasos sanguíneos e células, d - dente, seta - osteoclastos. Coloração de HE e Masson 
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4.3 Análise Imunoistoquímica 

As análises das reações imunoistoquímicas foram qualitativa e semi 

quantitativa em microscópio de luz. Na análise qualitativa foram consideradas a 

ausência e presença de marcações para as proteínas estudadas e a expressão das 

mesmas em diferentes tipos celulares. A avaliação semi quantitativa foi realizada a 

partir da atribuição de escores para as lâminas dos diferentes grupos e períodos 

experimentais. Foram avaliadas as imunomarcações para as proteínas TRAP; OPG 

e RANKL, representadas na figura 7, página 104. Nos grupos Controles (Controle, 

Diabetes Mellitus e Insulina) que não receberam aplicação de forças nos elementos 

dentários, apresentaram escore 0 (zero), não havendo diferença entre eles, portanto 

não foram considerados nos testes estatísticos aplicados. 

 

Quadro 1- Escore utilizado para descrever a 
intensidade da presença de imunomarcação das 
proteínas analisadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Escore Imunomarcação 

0 Ausente    (0%) 

1 Discreta    (1% - 30%) 

2 Moderada (31% - 60%) 

3 Intensa      (61% - 100%) 
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4.3.1 TRAP 

 A técnica de imunorreatividade para TRAP foi específica para osteoclastos. 

Ao analisar as marcações para a proteína TRAP os resultados mostraram a 

imunomarcação de células semelhantes aos osteoclastos que estavam presentes ao 

redor do alvéolo e também no interior das cavidades medulares, no lado de pressão  

(Figura 10, página 107). Os grupos exprimentais (ERM, DM+ERM, DM+INS+ERM) 

mostraram marcação intensa de células multinucleadas por milímetro na região do 

periodonto durante o período experimental, sendo que no grupo não diabético (ERM) 

essa marcação foi maior no período inicial e nos grupos Diabetes Mellitus 

(DM+ERM) e Diabético tratado com insulina (DM+INS+ERM) a marcação foi mais 

intensa nos períodos posteriores, demonstrando que a reabsorção óssea ainda 

estava intensa nestes períodos (p<0.05). (Figura 7, página 104) 

 

Figura 7- Análise semi-quantitativa da expressão de TRAP nos diferentes grupos e períodos 
analisados. Expressão da mediana, amplitude interquartil, valores máximos e mínimos dos escores 
de imunorreatividade para TRAP (p <0,05; Kruskal-Wallis, teste de Dunn). Os dados correspondem a 
10 dias de experimento. * p‹ 0,05%, ** p‹ 0,01 
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4.3.2 RANKL 

Através de análise qualitativa, podemos sugerir que ao analisarmos as 

marcações positivas contra a proteína RANKL (Figura 10, página 107) foram 

visualizadas em células do tecido conjuntivo com morfologia semelhantes a 

osteoblastos dispostas ao redor do trabeculado ósseo em fase inicial de formação, e, 

também em alguns osteócitos aprisionados no tecido ósseo formado durante o 

processo de reparo alveolar, foram observados com marcação discreta para RANKL. 

Observamos também, a imunomarcação para o anticorpo contra RANKL nas células 

de revestimento do tecido ósseo. Estas células marcadas positivamente, apresentam 

morfologia semelhante a osteoblastos, que pela ausência de atividade metabólica, 

adquirem forma alongada e desempenham papel de revestimento do tecido ósseo 

(Figura 10, página 107). Para os grupos controles (C, DM e DM+INS) o escore 0 foi 

predominante, sem diferença estatística entre eles. Nos grupos experimentais, 

submetidos ERM o escore 3 prevaleceu, com diferença estatística quando 

comparado ao seu respectivo tempo experimental inicial (p<0.05). Nos grupos 

diabéticos os escores 1 e 2 predominaram  (Figura 8, página 105). 

 

 
Figura 8- Análise semi-quantitativa da expressão de RANKL nos diferentes grupos e períodos 
analisados. Expressão da mediana, amplitude interquartil, valores máximos e mínimos dos escores 
de imunorreatividade para RANKL (p <0,05; Kruskal-Wallis, teste de Dunn). Os dados correspondem 
a 10 dias de experimento. * p‹ 0,05%, ** p‹ 0,01 
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4.3.3 OPG   

A Osteoprotegerina (OPG) foi visualizada em células do tecido conjuntivo, 

osteoblastos e osteócitos presentes ao redor e no interior do trabeculado ósseo 

neoformado (Figura 10, página 107). 

Para os grupos controles (N, DM e DM+INS) prevaleceu o escore 1, sem 

diferença estatítica. Houve diferença estatítica entre os grupos controles e 

experimentais, sendo que aos 10 dias no grupo ERM prevaleceu o escore 3 e nos 

grupos DM+ERM e DM+INS+ERM prevaleceram os escores 1 e 2, respectivamente  

(Figura 9, página 106).  

 

Figura 9- Análise semi-quantitativa da expressão de OPG nos diferentes grupos e períodos 
analisados. Expressão da mediana, amplitude interquartil, valores máximos e mínimos dos escores 
de imunorreatividade para OPG (p <0,05; Kruskal-Wallis, teste de Dunn). Os dados correspondem a 
10 dias de experimento.  * p‹ 0,05%, ** p‹ 0,01 
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Figura 10- Gráficos mostrando os escores para TRAP (A), RANKL (B) e OPG (C) dos grupos analisados. Fotomicorgrafias mostrando a aparência 
histológica da imunomarcação para TRAP (A1, A2 e A3); RANKL (B1, B2 e B3) e OPG (C1, C2 e C3) 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

5. Discussão 
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5. DISCUSSÃO 

 

O Diabetes mellitus é uma doença de importância mundial, considerada um 

problema de saúde pública, caracterizada por anormalidades no metabolismo de 

carboidratos, proteínas, lipídios, água e eletrólitos (ADA, 2017; IDF, 2017) e em 2017 

aproximadamente 451 milhões de pessoas (entre 18 e 99 anos) eram portadoras de 

diabetes em todo o mundo. A expectativa é que em 2045 serão 693 milhões de 

pessoas e praticamente metade das pessoas (49,7%) que vivem com diabetes, não 

são diagnosticadas (Cho et al., 2018). Estimativas atuais presumem que os custos 

de saúde entre pessoas com diabetes são o dobro daqueles em pessoas sem 

diabetes, além de que, elas têm um risco aumentado de desenvolver vários 

problemas de saúde, redução da qualidade de vida e aumento da mortalidade.  (Cho 

et al., 2018).  

O diabetes mellitus tem importantes consequências negativas para a saúde, 

incluindo complicações microvasculares, macrovasculares e neuropáticas. É uma 

doença sistêmica que afeta quase todos os sistemas, desde a pele até o sistema 

renal (Abbassy et al., 2015). 

Ismail et al. (2015) investigaram em sua revisão sistemática o estado de 

saúde bucal de crianças com DM1 e verificaram que elas apresentavam um estado 

de saúde oral geral mais fraco, com fluxo salivar reduzido, a capacidade de 

tamponamento alterada, pior saúde periodontal, com maior acúmulo de placa, 

quando comparadas com crianças saudáveis. Os dados também sugeriram que o 

diabetes mal controlado estava associado a pior estado de saúde bucal (Ismail et al., 

2015). Durante as últimas décadas, pesquisadores exploraram o efeito do diabetes 

mellitus na saúde bucal e nos procedimentos odontológicos. A regeneração 

deficiente dos tecidos moles e a remodelação óssea retardada em pacientes com 

diabetes são complicações conhecidas durante a cirurgia oral (Al-Maskari et al., 

2011).  
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Tanto o DM1 quanto o DM2 estão associados ao comprometimento da 

saúde óssea. Em indivíduos com DM1 há um aumento de cerca de seis vezes no 

risco de fratura de quadril e um aumento de cerca de duas vezes no risco de fratura 

vertebral em comparação com indivíduos sem diabetes (Napoli et al., 2016). Apesar 

de a DM1 afetar negativamente a qualidade óssea, ela também é caracterizada por 

uma redução significativa na densidade mineral óssea (DMO), em particular no 

fêmur (Napoli et al., 2016). Consequentemente, a maior duração da doença e o pior 

controle da glicose estão associados a maior risco de fraturas (Palermo et al., 2017).  

Devido à alta incidência do diabetes mellitus, elevado número de não 

diagnosticados, torna-se cada vez mais provável, que um paciente diabético, 

diagnosticado ou não, controlado ou não, procure o tratamento ortodôntico.  

O tratamento ortodôntico é baseado no princípio de que uma aplicação 

prolongada de pressão no dente resultará em movimento, que é uma consequência 

da remodelação do osso circundante (Villarino, Lewicki, Ubios, 2011). A Ortodontia 

envolve a indução da movimentação dentária por aparelhos removíveis e fixos, com 

ou sem modificação do crescimento craniofacial, a fim de tratar o desalinhamento 

dos dentes e ou maxilares. Vários fatores sistêmicos têm sido observados para 

afetar adversamente o tratamento ortodôntico (Najeeb et al., 2017).  

A ERM é um procedimento ortopédico que tem o objetivo de tratar a mordida 

cruzada posterior dental, esquelética, ou ambas (Betts et al., 1995; Carvalho et al., 

2013; Kumar et al., 2013), e este estudo foi importante para avaliar como se 

comporta esta força ortopédica sobre o periodonto de sustentação dos dentes que 

ancoraram o dispositivo ortopédico, em ratos diabéticos tratados ou não com 

insulina.  

A utilização de ratos Wistar como modelo de estudo, tem sido amplamente 

relatada na literatura (Maia et al., 2014; Gomes et al., 2017; Ferreira et al., 2018), 

além de minimizar fatores de confusão que podem haver em humanos. A escolha de 

machos foi para não haver interferência de hormônios do ciclo reprodutivo feminino. 

Quando aspectos das doenças não podem ser estudados diretamente em humanos, 

os animais de laboratórios são utilizados para o desenvolvimento das pesquisas. 

Dentre os diversos animais utilizados como modelo experimental do diabetes, o rato 

possui algumas vantagens, e a de especial interesse para esta pesquisa é a 

possibilidade da obtenção de alterações crônicas e degenerativas em pouco tempo, 

o que concorda com dados de Schellini et al. (1995). 
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Existem diversas formas de estudar o diabetes em animais. Alguns autores 

fazem uso de animais geneticamente modificados (Plut et al., 2015), outros tem feito 

a indução experimental com aloxano (Maya et al., 2014; Gomes et al., 2017; Ferreira 

et al., 2018), outros pela estreptozotocina (Li et al., 2010; Braga et al., 2011; 

Villarino, Lewicki e Ubios, 2011, Zhang et al., 2011; Arita et al., 2016), dentre outras. 

No presente trabalho o diabetes mellitus foi induzido pela administração de dose 

única de estreptozotocina (Nascimento-Saba et al., 1997; Li et al., 2010; Villarino, 

Lewicki, Ubios, 2011), que trata-se de uma droga com alta especificidade e 

toxicidade menor quando comparada com o aloxano, também indutor do diabetes. 

Há evidência histológica de necrose das células beta do pâncreas, sete horas após 

a indução do diabetes com estreptozotocina. Após 24 horas esses sinais tornam-se 

ainda mais evidentes e o conteúdo de insulina pancreática é reduzido a 5% do 

normal (Junod, Lambert, Orci,1967). 

Em nosso trabalho, os animais foram considerados diabéticos se o nível 

glicêmico estava acima de 300mg/dl, concordando com outros autores (Braga et al., 

2011; Zhang et al., 2011) sendo que outros trabalhos consideraram os animais 

diabéticos, com níveis acima de 200mg/dl (Maya et al., 2014; Gomes et al., 2017). 

Plut et al. (2015) observaram que os animais geneticamente diabéticos 

apresentavam glicemia acima de 150mg.  No presente experimento, todos os 

animais tiveram sua glicemia aferida antes da indução do diabetes, para eliminar 

animas que não fossem normoglicêmicos, e reavaliada 24h após a injeção de STZ, 

quando verificou se os animais induzidos estavam realmente diabéticos (valor acima 

de 300mg/dl), e se os animais que receberam veículo tiveram alguma alteração do 

nível glicêmico. Os animais foram novamente avaliados quanto à glicemia no 28º 

dia, e os animais que por algum motivo tiveram reversão do quadro hiperglicêmico, 

ou do grupo não diabético que teve a glicemia alterada em alguma dessas aferições, 

foram descartados do experimento. Sabe-se que animais tratados com 

estreptozotocina retêm alguma capacidade de secretar insulina (Taborsky, 1989) e 

para eliminar a possibilidade de recuperação da glicemia normal, ao longo do 

experimento, somente foram considerados diabéticos com glicemia superior a 

300mg/dl.  

Diferentes tempos de “ação da hiperglicemia” nos animais foram relatados 

na literatura, antes que se realizasse o experimento. Alguns autores optaram por 

induzir o diabetes e apenas 2 semanas depois realizar o experimento, (Arita et 
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al.,2016; Gomes et al., 2017), outros aguardaram 3 semanas (Braga et al., 2011) 

outros 6 semanas (Villarino, Lewicki e Ubios 2011; Maya et al., 2014; Plut et al., 

2015) e outros por 8 semanas (Li et al., 2010; Zhang et al., 2011). Em nosso 

experimento optamos por induzir o diabetes e aguardar 4 semanas (28 dias) de ação 

do quadro hiperglicêmico, para depois iniciarmos os experimentos e tratamentos. 

Nos animais não diabéticos, o nível glicêmico manteve-se baixo, como 

esperado. Já nos animais diabéticos não tratados com insulina (DM e DM+ERM), 

após a indução do DM, os níveis glicêmicos se mantiveram elevados (acima de 

300mg/dl), e para os grupos DM+INS e DM+INS+ERM, mantiveram-se elevados até 

os 28 dias (acima de 300mg/dl), quando começaram a ser tratados com insulina. O 

tratamento foi realizado com insulina NPH humana de ação intermediária, e foi 

aplicada 2 UI pela manhã e 4 UI a tarde, até a data da eutanásia (Freitas et al., 

2007; Sabino-Silva et al., 2009; Okamoto et al., 2011). Uma vez que ratos tem 

hábitos noturnos de alimentação (Karam, 1997), a maior dose era dada no período 

da tarde. Embora tenha havido uma queda na glicemia dos animais tratados com 

insulina, não foi o suficiente para voltar à normoglicemia. Outros autores também 

fizeram tratamento dos animais induzidos ao diabetes com a insulina. Braga et al. 

(2011) não deixaram claro quando começaram o tratamento com a insulina, mas 

relataram conseguir um controle de 90-190mg/dl. Arita et al. (2016) e Villarino et al. 

(2011) optaram por iniciar o tratamento com insulina apenas 24h após a aplicação 

de STZ, e relataram uma melhoria nos níveis glicêmicos. O primeiro estudo relatou 

que conseguiram uma melhoria da glicemia para menos de 180mg/dl, já o segundo 

estudo não relatou os valores obtidos. Estes autores simularam um quadro agudo de 

hiperglicemia nos animais e 24 horas após a indução do diabetes, já estabeleceram 

o tratamento com insulina. Nossos resultados glicêmicos nos animais tratados com 

insulina foram diferentes, pois os animais foram mantidos hiperglicêmicos por 28 

dias, causado um quadro de cronicidade antes de instituir o tratamento com a 

insulina e provavelmente, teríamos resultados diferentes se utilizássemos a insulina 

por mais tempo (3, 7, ou 10 dias, de acordo com o grupo), que possibilitaria 

estabilizar os altos valores glicêmicos obtidos nos experimentos. Outra explicação 

pelo qual os animais diabéticos tratados com insulina não atingiram os valores de 

normalidade encontrados nos grupos C e ERM (não diabéticos), pode ser devido ao 

fato de que a administração de insulina efetuada não correspondeu a secreção 

fisiológica da mesma pelo pâncreas, talvez precisando ser uma dosagem maior.  
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Ferreira et al., (2018) ao estudar o efeito da periodontia em ratos diabéticos 

submetidos ao uso de aparelho ortodôntico, detectaram que o DM teve efeitos 

deletérios na densidade óssea e perda óssea na região de furca, e estes efeitos 

foram maximizados quando associados à indução de periodontite, em animais sob 

movimentação ortodôntica. Alguns autores (Almadih et al., 2018, Sanz et al., 2018) 

sugerem que o a periodontite pode levar a um descontrole da glicemia em pacientes 

diabéticos. Embora em nosso experimento não tenhamos associado a indução de 

periodontite, pode ser que a glicemia dos animais do grupo DM+ERM estaria ainda 

mais aumentada pós ERM em relação aos animais do grupo DM, pois o uso do 

dispositivo ortodôntico favorece ao acúmulo de placa bacteriana local, podendo levar 

a uma inflamação e possivelmente descontrolaria ainda mais a glicemia de tais 

animais. 

Em relação ao peso corporal, os animais do grupo controle e do grupo ERM, 

desenvolveram-se normalmente, tiveram ganho de peso similar entre si, exceto nos 

dias iniciais que se seguiram à montagem do aparelho no grupo ERM, que devido à 

dificuldade inicial de alimentação, verificou-se perda de peso logo após sua 

instalação, mas na última pesagem os animais mostraram sinal de recuperação, 

ganhando peso, confirmando que tanto a ERM quanto a mudança da consistência 

da ração (moída), não interferiu no peso e saúde destes animais (Sawada e Shimizu, 

1996; Stuani, 2012).  

Já os animais induzidos ao diabetes (DM, DM+INS, DM+ERM e 

DM+INS+ERM), tiveram uma redução do seu peso corporal observada aos 28 dias, 

uma das características avaliadas inclusive para auxiliar no diagnóstico do diabetes 

em humanos (WHO 2016). Nos grupos não tratados com insulina (DM e DM+ERM), 

estes valores continuaram baixos nos períodos de 3, 7 e 10 dias após a ERM. Estes 

resultados assemelham-se aos encontrados em outros estudos da literatura (Arita et 

al., 2016; Villarino, Lewicki e Ubios, 2011). 

Por outro lado, nos animais diabéticos tratados com insulina após os 28 dias 

com hiperglicemia, o peso corporal ainda continuava baixo, semelhante aos animais 

diabéticos não tratados com insulina, mas com uma tendência ao aumento, que não 

atingiu o peso dos animais controles. Esse fato provavelmente ocorre, porque o 

tratamento com insulina que instituímos levou à compensação parcial do 

metabolismo da glicose, não restaurando a normoglicemia. No trabalho de Villarino 

et al. (2011), relataram que nos animais induzidos ao diabetes e tratados com 
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insulina, o peso foi semelhante aos animais do grupo controle. Isso pode ser devido 

ao tratamento com insulina ter começado apenas 24 após a injeção de STZ, não 

havendo tempo da hiperglicemia afetar a perda de peso de modo notável. 

A polidipsia faz parte de alguns dos sintomas que são observados para 

auxiliar no direcionamento do diagnóstico do diabetes junto aos exames laboratoriais 

(ADA, 2017; IDF, 2017; Cho et al., 2018). No período inicial, todos os animais 

tiveram um consumo hídrico diário semelhante, que mudou no dia posterior à injeção 

de STZ e já tiveram seu consumo hídrico aumentado. Nos animais que receberem 

injeção intraperitoneal do tampão citrato (C, ERM), não houve alteração na 

quantidade de consumo hídrico, que permaneceu baixo, e nós consideramos o 

padrão de normalidade para a ingestão de água. Já nos grupos que receberam 

tratamento com insulina pós 28 dias de hiperglicemia, a ingestão de água foi 

elevada, semelhante aos grupos diabético não tratados. Possivelmente isso se deve 

ao fato de a insulina aplicada não ter conseguido normalizar a glicemia de tais 

animais. Schellini et al. (1995), em experimento com animais, não constataram 

diferença na média de ingestão hídrica dos grupos diabéticos e diabéticos tratados, 

concordando com os achados do presente estudo. 

Em resumo, os animais que receberam a indução do diabetes pela STZ 

(DM, DM+INS, DM+INS, DM+INS+ERM), tiveram perda de peso, aumento do 

consumo hídrico e principalmente o quadro de hiperglicemia (maior do que 

200mg/dl), sinais clínicos utilizados para confirmar o diagnóstico do DM (SBD, ADA, 

WHO, CHO 2018), e validar que estes animais estavam com a doença sistêmica 

diabetes mellitus instalada, e as alterações de normalidade que obtivemos no 

periodonto de sustentação, provavelmente foi em decorrência dela. 

Em relação à descrição histológica, o grupo controle foi utilizado como 

padrão de normalidade. Como os grupos controle, DM e DM+INS não receberam 

aplicação de forças ortopédicas, tanto o lado mesial quanto o distal, apresentavam-

se de modo semelhante. Além disso, entre estes 3 grupos (C, DM e DM+INS), não 

observamos variação histológica nos 3 tempos estudados (3, 7 e 10 dias pós início 

experimental), sendo assim, abordamos estes 3 períodos em um resultado “único” 

para cada um destes grupos.  

Os grupos DM e DM+INS foram semelhantes entre si, possivelmente pelo 

longo tempo de ação da hiperglicemia (28 dias) antes de iniciar o tratamento com 

insulina, ou devido à dose de insulina aplicada ter sido baixa, ou porque não houve 
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tempo suficiente para haver reversão do quadro histológico. Já os dados dos grupos 

DM e DM+INS, foram distintos em relação ao grupo controle. Os grupos diabéticos 

apresentaram o contorno interno do osso alveolar levemente irregular em relação ao 

grupo C. Já o ligamento periodontal, no grupo C era uniforme, com abundância de 

fibras ordenadas e várias células presentes. O trabalho de Zhang et al. (2011), teve 

resultados histológicos semelhantes ao nosso no grupo controle, em que tanto o 

colágeno quanto os capilares, estavam normalmente distribuídos e orientados no 

ligamento periodontal. Já em nossos grupos DM e DM+INS, o LP apresentou duas 

regiões distintas, uma próxima ao cemento, caracterizada pela leve perda da 

orientação das fibras colágenas, presença de muitas células com fibroblastos jovens 

e núcleos arredondados e volumosos; e a camada voltada para o osso alveolar, com 

maior vascularização e sinais de hiperemia, menor número de fibroblastos e estes 

eram alongados ou estrelados, em meio à maior quantidade de fibras colágenas, 

embora estas apresentassem perda de orientação e mais delgadas.  

Nos grupos Diabéticos notou-se alterações na morfologia do ligamento 

periodontal e osso alveolar. Sabendo-se que a insulina é regulador fisiológico da 

manutenção da síntese de colágeno tipo I (Johnson, 1992; Nevis, Karimbux, Weber, 

1998) e uma vez que esse é o componente principal do ligamento periodontal e da 

matriz orgânica do osso alveolar, as alterações metabólicas, associadas ao diabetes 

mellitus, podem afetar a integridade e a resistência das fibras do ligamento 

periodontal e osso alveolar e a conexão entre os mesmos (Johnson, 1992), razão 

pela qual maior perda óssea é verificada em pacientes diabéticos, quando 

comparados aos controles, durante avaliação periodontal (Cianciola, Park, Bruck, 

1982; Emrich, Shlossman, Genco, 1991).  

Nos Grupos Diabéticos e Diabéticos tratados, duas áreas distintas foram 

observadas no ligamento periodontal. A primeira camada, próxima ao cemento, e a 

segunda camada, voltada para o osso alveolar, com maior quantidade de fibras e 

feixes vásculo-nervoso. Diferenças no arranjo dos fibroblastos no ligamento 

periodontal, em ratos diabéticos, haviam sido descritas por Sasaki, Ramamurthy e 

Yu (1992). Nesses grupos, a superfície do osso alveolar, voltada para o ligamento, 

apresentou contorno irregular. As linhas incrementais estavam em maior número e 

sem orientação definida.   

Alterações específicas na formação e absorção óssea tem sido associadas 

ao diabetes mellitus (Nevis, Karimbux, Weber, 1998). Diminuição na síntese de 
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matriz osteóide (Goodman e Hori 1984), redução no número de osteoclastos 

(Hough, Avioli, Bergfeld,1981) e osteoblastos (Verhaeghe, Herck, Visser, 1990), 

alterações estruturais e menor número de proteoglicanas, compondo a matriz óssea 

(Weiss, Gorn, Nimni, 1981), embora tenham observado quantidades semelhantes de 

osso neoformado em torno de implantes, relatam a aparência imatura e 

desorganizada desse osso. 

No grupo ERM, entre os incisivos centrais superiores, foi colocado o 

dispositivo ortodôntico que mantinha a sutura palatina mediana aberta, causando 

uma área de tração (face mesial), e pressão (distal), no ligamento periodontal dos 

incisivos superiores, maior nos terços cervical e médio. A escolha dos períodos 

avaliados neste estudo foi feita a partir de estudos prévios, (Zhang et al.,2011, 

Stuani, 2012; Arnez, 2014) que observaram aos 3 e 7 dias pós ERM uma reação 

tecidual intensa e aos 10 dias já uma tendência ao retorno da normalidade.  

Nos animais do grupo ERM, observou-se na gengiva marginal livre dos 

incisivos centrais um processo inflamatório superficial, que pode ser devido ao 

dispositivo ortodôntico recoberto por resina ter se tornado uma barreira física, onde 

restos alimentares podem parar. No grupo ERM, no lado de pressão, aos 3 dias, 

houve uma redução do ligamento periodontal em relação ao controle, com 

compressão de vasos, células, e áreas de hialinização, com predomínio de infiltrado 

inflamatório. Na superfície da raiz, havia poucos cementoblastos destruídos e 

poucos osteoblastos. No ápice radicular, havia absorção cemento-dentinária. Na 

superfície alveolar adjacente à área de hialinização, células clásticas promoviam 

reabsorção à distância. Aspectos histológicos semelhantes aos relatados em 

diferentes pesquisas (Reitan 1967, Reitan e Rygh 1994, Rygh, Bowling, Sorsa, 

1999). 

Nos grupos DM+ERM e DM+INS+ERM, as zonas de tração e pressão 

também foram facilmente distinguidas. Na área de tração, observou-se aumento na 

largura do espaço do ligamento periodontal, feixes de fibras distendidas, mas os 

fibroblastos apresentavam núcleos menos alongados, quando comparados com os 

do grupo ERM. Já no trabalho de Zhang et al. (2011), no grupo ortodôntico as 

alterações de capilares comprimidos e colágeno irregular se mantiveram até os 7 

dias, e ao 10 dias já apresntou sinais de normalidade, enquanto no grupo DM com 

ortodontia, capilares distendidos e as fibras colágenas permaneceram anormalmente 

orientadas até o final do experimento (14 dias).  
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Observamos também que nos grupos DM+ERM e DM+INS+ERM, os feixes 

vásculo nervosos estavam presentes em maior número. O processo de neoformação 

óssea apresentou deposição de matriz em espículas. O tecido ósseo recém 

mineralizado apresentava aspecto desorganizado com presença de numerosas 

linhas incrementais. Na área de pressão, a superfície óssea mostrou-se irregular 

com poucas lacunas de Howship e osteoclastos em seu interior. A absorção óssea 

foi frontal em todas as laminas examinadas. As proximidades das áreas de absorção 

estavam livres de osteoblastos. Achados histológicos realizados por Li et al. (2010), 

em períodos semelhantes aos do nosso estudo, também evidenciaram que a força 

ortodôntica estimulou a osteoclastogênese e a formação de lacunas de Howship, 

tanto no grupo normal quanto no diabético. O número de osteoclasto aumentou em 

ambos os grupos até seu pico aos 7 dias, mas enquanto aos 14 dias o grupo normal 

teve uma grande redução, no grupo DM houve uma pequena redução no número de 

osteoclastos. Em nossos achados também observamos uma redução na quantidade 

de osteoclastos no grupo ERM ao final dos 10 dias de experimento.   

Já no experimento de Gomes et al., (2017), avaliaram histologicamente os 

períodos de 7, 14 e 21 dias. No grupo DM com aparelho ortodôntico, aos 7 dias, 

observaram perda óssea alveolar, vasos sanguíneos congestionados, e intenso 

infiltrado de células inflamatórias mononucleares, enquanto que nos não diabéticos, 

havia uma perda óssea discreta e leve infiltrado inflamatório. Aos 14 dias, agravou-

se a reabsorção óssea e aumentou o infiltrado inflamatório, tanto no grupo diabético 

quanto no normal, com aparelho ortodôntico, o que diferiu de nossos resultados, 

pois aos 10 dias vimos uma tendência a recuperação no grupo ERM. Este resultados 

distintos podem ser devido a tipos diferentes de aparelhos e forças utilizados nos 

trabalhos, gerando um resposta tecidual diferente.  

Outros estudos também avaliaram o periodonto de sustentação em animais 

diabéticos com animais saudáveis, submetidos ao tratamento ortodôntico, e 

verificou-se uma maior reabsorção óssea e remodelação óssea diminuída em 

animais diabéticos (Li et al., 2010, Braga et al., 2011; Villarino, Lewicki e Ubios, 

2011; Zhang et al., 2011; Plut et al., 2015; Arita et al., 2016). Nossos resultados 

foram semelhantes aos destes pesquisadores. 

Os resultados dessa pesquisa diferem dos encontrados por Souza (2001). 

Embora nas duas pesquisas o tempo de aplicação da força tenha sido semelhante, o 

período durante o qual os animais ficaram diabéticos antes da instalação do 
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aparelho e início da movimentação ortodôntica foi de 28 dias no presente 

experimento. Souza (2001) iniciou a movimentação logo após a constatação do 

diabetes e, logo após o sacrifício observou presença de células inflamatórias e 

absorção óssea mais acentuada no grupo diabético. 

As alterações histológicas verificadas nesse estudo mostraram-se mais 

marcantes nos grupos Diabéticos. As características observadas nos grupos 

Diabéticos tratados com Insulina mostraram padrão intermediário, não tendo atingido 

as características de normalidade do grupo controle. Resultado discordante de 

trabalhos que afirmam que o trabalho com insulina tenderia a reverter o quadro de 

alterações (Goodman e Hori 1984; Shyng, Devlin, Sloan 2001; Braga et al., 2011; 

Villarino, Lewicki, Ubios,  2011, Sun et al., 2017).  

Zhang et al., (2011) observaram que após o estresse ortodôntico em animais 

normoglicêmicos, o Colágeno tipo I teve uma pequena queda até o terceiro dia, 

quando começou a aumentar gradualmente até atingir o nível do controle, enquanto 

o MMP-1 teve um aumento até o terceiro dia, quando retornou gradualmente aos 

níveis de controle no dia 14. No entanto, os níveis de Col ‐ I em ratos induzidos ao 

diabetes permaneceram mais baixos do início ao final do estudo e os níveis de 

MMP‐1 permaneceram estáveis durante os primeiros 3 dias e após o sétimo dia, 

aumentaram acentuadamente e permaneceram elevados até o dia 14.  Sabendo-se 

que a MMP-1 causa degradação das fibras de colágeno e outros componentes da 

matriz extracelular (Kubota et al., 1996), este estudo pode contribuir e corroborar 

com nossos resultados, pois os animais hiperglicêmicos demonstraram iniciar 

tardiamente o reparo do periodonto e osso em relação a animais saudáveis.  

Reações imunoistoquímicas foram realizadas para evidenciar as proteínas 

TRAP, RANKL, e OPG. Para estas reações foram realizadas análise qualitativa e 

semi quantitativa através da atribuição de scores para a intensidade da expressão 

das proteínas analisadas, sendo escore 0 (ausente), escore 1 (discreta marcação), 

escore 2 (moderada marcação) e escore 3 (intensa marcação). A alteração sistêmica 

do diabetes mellitus promove aumento na taxa de reabsorção óssea, pois a 

imunomarcação para a proteína TRAP foi alta aos 10 dias e, redução significativa na 

taxa de formação e maturação óssea, pois a imunomarcação para as proteínas 

RANKL e OPG aos 10 dias foi menor. Isto atrasa o processo de reparo alveolar e 

reduz as respostas sinalizadoras das células envolvidas no processo de reparo 

alveolar, mostrado pela menor imunomarcação para as proteínas formadoras de 
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osso avaliadas neste projeto. Nosso resultado em relação ao TRAP, concordou com 

com os de Hie et al. (2007), que após 1 semana da indução do diabetes com STZ 

em ratos, obtiveram aumento na expressão gênica de TRAP e da catepsina K em 

osteoclastos, e obtiveram também uma redução dos níveis de osteocalcina em 

osteoblastos e isso resultou em aumento da atividade de reabsorção óssea e uma 

diminuição da formação óssea. 

No grupo que teve apenas a ERM os resultados mostraram que 

qualitativamente ocorre um balanço na expressão das proteínas que caracterizam 

reabsorção e neoformação óssea nos diferentes períodos estudados, onde aos 10 

dias ocorre maior expressão de OPG e RANKL e menor expressão de TRAP. Com 

relação à proteína TRAP, observou-se que ela foi expressa em osteoclastos 

diferenciados e às proteínas OPG e RANKL, observou-se que elas apresentavam-se 

expressas nas células da linhagem osteoblástica e células do tecido conjuntivo, 

como os fibroblastos, de forma similar, sendo que aos 10 dias foi o período de maior 

expressão destas proteínas. 

O GRUPO ERM apresentou o maior turnover ósseo representado pelas co-

localizações de TRAP, OPG e RANKL observada nas células, durante os períodos 

experimentais. Aos 10 dias apresentou intensa atividade celular representada pela 

alta imunorreatividade à OPG e RANKL. Nos GRUPO DM+ERM e DM+INS+ERM 

apresentaram menor turnover ósseo. 

Braga et al., (2011) em seu experimento com ratos induzidos ao diabetes por 

STZ, avaliaram o número de TRAP-positivo (osteclastos) e observaram que todos os 

grupos que foram submetidos ao tratamento ortodôntico (diabéticos ou não), após 6 

dias da sua instalação, tiveram um aumento na quantidade de osteoclastos, e esta 

quantidade foi estatisicamente maior no grupo diabetes + ortodontia, do que no 

grupo diabetes+ortodontia+insulina, do que no grupo ortodontia, e estes dois últimos 

tinham quantidade semelhante entre si. Aos 12 dias, a expressão de TRAP positivo 

dobrou para todos os grupos com ortodontia, e continuou significante a diferença do 

grupo diabetes+ortodontia em relação aos outros dois grupos com valores 

semelhantes (grupo ortodontia+diabetes+insulina e grupo ortodontia). Estes 

resultados foram semelhantes ao nosso, em que o teve maior marcação para o 

TRAP no grupo DM+ERM, por volta dos 10 dias. Já em nossos resultados, o grupo 

DM+ERM+INS teve resultado diferente ao do grupo ERM, pelos possíveis motivos já 

mencionados. 
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No estudo de Gomes et al., (2017), avaliaram pela imunohistoquímica a 

expressão de OPG e RANKL, e observaram que no período de 14 dias, houve 

redução significativa da expressão de OPG do grupo não diabético com aparelho em 

relação ao diabético com aparelho. Em nosso estudo avaliamos o período de 10 

dias, que apresentava também baixa expressão de OPG, embora seja difícil 

estabelecer uma comparação, pois em ratos as mudanças ocorrem muito depressa, 

além de que, os nossos resultados foram expressos em scores enquanto eles 

quantificaram. 

O receptor ativador do Fator Nuclear Kappa B (RANK), o ligante de RANK 

(RANKL) e a osteoprotegerina (OPG) fornecem a base celular e molecular para o 

cross-talk entre osteoblasto e osteoclasto, células cruciais no processo de 

remodelação óssea (Horowitz et al., 2001). O RANK, que pertence à superfamília do 

fator de necrose tumoral (TNF), está presente na superfície dos precursores de 

osteoclastos e é ativado pelo RANKL. Esta interação induz a diferenciação de 

monócitos em osteoclastos, assim iniciando o processo de reabsorção. O sistema 

RANK/RANKL/OPG controlam o processo de remodelação e fazem parte do 

metabolismo ósseo. O RANKL é um agonista que regula aspectos importantes dos 

osteoclastos como diferenciação, fusão, sobrevivência, ativação e apoptose. Uma 

vez que a ativação de RANK por RANKL inicia o processo de reabsorção óssea, 

esse mediador solúvel pode ser considerado um marcador de reabsorção óssea. Por 

outro lado, a OPG também membro da superfamília do TNF, é um receptor solúvel 

secretado, que é um antagonista do RANKL, uma vez que interrompe esta ativação 

pela ligação direta do RANKL, evitando o processo de reabsorção óssea, isto é, a 

OPG regula negativamente o processo de osteoclastogênese (Horowitz et al., 2001). 

Autores sugerem que a hiperglicemia crônica desempenham um papel 

central na fragilidade óssea e os produtos finais da Glicosilação acançada agem em 

ação coordenada, inibindo a diferenciação osteoblástica e a formação óssea 

diretamente e indiretamente, aumentando a expressão da esclerostina nos 

osteócitos, bem como contribuir para uma baixa taxa óssea de remodelação 

diminuindo o balanço RANKL / OPG em osteoblastos e osteócitos (Palermo et al., 

2017, Kanazawa e Sugimoto, 2018). 

Nathan et al., (2014) fazem parte do DCCT (Diabetes Control and 

Complications Trial) e do EDIC (Epidemiology of Diabetes Interventions and 

Complications Study). O primeiro é um estudo clínico randomizado (1982-1993), 
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multicêntrico, com 1.441 indivíduos com DM1, cujo objetivo era comparar a terapia 

intensiva, (níveis de glicemia tão próximos do intervalo não diabético), com a terapia 

convencional (controle glicêmico assintomático) e o segundo (1994-presente), um 

estudo observacional da coorte do DCCT. Foram projetados para determinar se as 

complicações que afetam as pessoas com diabetes tipo 1 poderiam ser melhoradas 

pela terapia glicêmica intensiva. Coletaram dados sobre a história médica, exames 

de saúde e avaliações laboratoriais e outras avaliações para doença microvascular e 

macrovascular. O controle glicêmico intensivo reduziu nestes pacientes o risco de 

retinopatia, nefropatia e neuropatia em 76%, 50% e 60%, respectivamente. Com o 

tratamento intensivo do diabetes, observaram um atraso no início e retardo da 

progressão da retinopatia diabética (Nathan et al., 2014). Os resultados desta 

grande coorte vem juntamente com nossos dados demonstrar que um “controle 

relativo” da glicemia, não é o suficiente para trazer o paciente à normalidade, e que 

é necessário e mais salutar, que o paciente faça um controle glicêmico bem 

monitorado. 

Como para a maioria dos pacientes com diabetes tipo 1, as estratégias 

atuais para otimizar o controle glicêmico são insuficientes para prevenir ou retardar 

completamente o desenvolvimento de complicações neuropáticas (Nathan et al., 

2014), é necessário que mais pesquisas sejam feitas, para que saibamos os 

pormenores da doença diabetes mellitus e suas complicações clínicas, pois se 

mesmo muito bem controlada, haverá sequelas, e que uma grande parcela da 

sociedade possui esta doença, precisamos aprender a lidar tais pacientes.  

Os resultados apresentados e discutidos nesta pesquisa mostram que o 

tratamento ortodôntico em pacientes diabéticos deve ser realizado com ressalvas. A 

força aplicada aos dentes não mostrou diferença clinicamente significativa quando 

da comparação dos grupos. No entanto, alterações histológicas foram verificadas, o 

que indicam uma resposta alterada quando na presença do diabetes não controlado. 

Sendo assim, a preocupação ao se deparar com paciente diabético, deve ser quanto 

à importância de um controle glicêmico rigoroso por parte do paciente. 
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6. CONCLUSÃO  

 

A partir do presente estudo, pode-se concluir que: 

 

1. A ERM resultou em intensa remodelação do periodonto de sustentação 

dos incisivos superiores dos ratos, caracterizada por tecido 

desorganizado com intensas áreas inflamatórias, hemorrágicas e 

reabsortivas em períodos iniciais, seguida por tecido ósseo neo-formado 

bastante celularizado com numerosos vasos sanguíneos, fibroblastos e 

osteoblastos em fase tardia de reparo. O Diabetes mellitus tipo I 

exacerbou e prolongou os eventos inflamatórios após a ERM, com 

presença de tecido desorganizado e atividade osteoclástica persistente 

em períodos mais tardios de reparo. 

 

Nos animais com diabetes mellitus, não submetidos à ERM, observou-se 

histologicamente um atraso na remodelação óssea fisiológica. 

 

2. Ocorreu estímulo à osteoclastogênese nos grupos submetidos à ERM, 

com menor magnitude nos ratos com diabetes. Os marcadores de 

osteogênese foram estimulados nos animais submetidos à ERM, 

durante todo o tempo avaliado. A associação entre os dois fatores de 

estudo, o diabetes e a ERM, contribuiu para o atraso no reparo ósseo. 
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ANEXO 1 - COMITÊ DE ETICA EM PESQUISA 

 

 


