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Introdugao

E um facto bem conhecido que a aplicagio de cargas mecanicas aos dentes com o objetivo de promover
movimento dentario tem um papel crucial na regulagao da fisiologia quer do osso alveolar quer do ligamento
periodontal, uma vez que a forca exercida induz respostas celulares que estio na base do movimento
dentario ortodontico. Deste modo, as estratégias clinicas utilizadas no tratamento ortodontico deverao estar
fundamentadas nas interages que ocorrem entre os sistemas de forcas aplicados e os mecanismos bioldgicos
que intervém na resposta dos tecidos periodontais afetados.

A énfase num tratamento ortodontico centrado apenas na corregao das alteragdes oclusais, como
se os dentes e os maxilares existissem e funcionassem independentemente do resto do organismo, nao
sera a aproximagao mais correta ao problema. A investigacao realizada sobre a biologia basica subjacente ao
movimento ortodontico tem demonstrado a importancia dos processos biologicos que decorrem com uma
grande variedade de respostas provenientes dos diferentes tipos de células presentes no periodonto.Tal facto
implica que as abordagens terapéuticas e a escolha da mecanoterapia a utilizar no tratamento ortodéntico
tenham em linha de conta nao s6 o perfil bioquimico de cada paciente (Krishnan e Davidovitch, 2006), mas
também o respetivo fenotipo, nomeadamente no que diz respeito a sua suscetibilidade a reabsorcao ossea e a
reabsorcao radicular (Abass e Hartsfield, 2008).

Diferentes individuos com o mesmo tipo de ma oclusao, sujeitos a0 mesmo tipo de tratamento e com a
mesma prescri¢ao de brackets poderao apresentar diferentes graus de lesao iatrogénica dos tecidos periodontais,
postulando-se que algo mais do que a aparatologia e a mecanica utilizadas tenha influéncia no resultado final
do tratamento.A histologia demonstrou que a resposta as forgas ortodonticas além de variar de individuo para
individuo, depende de fatores como a idade, sexo, tipo e densidade do osso alveolar ou tipo de movimento
criado (Reitan, 1954; Reitan, 1964; Bridges e col., 1988). Ha que ter também em consideragio o facto de que
forgas idénticas ndo se distribuem do mesmo modo ao longo do ligamento periodontal e do osso alveolar
afetados; que a magnitude da aposicdo e reabsorgao de tecido 6sseo esta dependente da intensidade, direcao e
da duragio das forgas atuantes (Meikle, 2006); e que a agao dessas forgas sobre o ligamento periodontal é mais
significativa para a remodelacdo 6ssea do que os efeitos de forgas agindo diretamente sobre o osso alveolar
(Tanne e col., 1992).

A pratica ortodontica prevé que o movimento dentario se dé através de alteragoes adaptativas, cujo
principal objetivo € restabelecer o equilibrio do meio periodontal, principalmente por remodelagao dos varios
tecidos constituintes. O principio de que o movimento ortodontico se da devido a aposigao e reabsorgio de
tecido 6sseo ao nivel do alvéolo é conhecido pelo menos desde 1839, quando C.A. Harris publicou o seu livro
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“The dental art, practical treatise on dental surgery” (Meikle, 2006).As bases bioldgicas deste movimento, baseadas
na remodelagao e reparagao do osso alveolar e do ligamento periodontal que ocorrem no lado de pressao e no
lado de tensao, tém sido bem documentadas nos diferentes estudos sobre movimento dentario ortodontico.
Para tal foi paradigmatica a contribuicao de Carl E. Sandstedt que em 1901 foi o primeiro a demonstrar através
de experimentagao em modelo animal em cao, que além de haver formagao de novo osso nas areas de tensao
e reabsor¢ao de tecido dsseo nas areas de pressao, havia também o desenvolvimento de zonas de hialinizagao
durante o movimento (Persson, 2005).

Ja Albin Oppenheim, a partir de 1911, com base em estudos experimentais efetuados em modelo
animal em macaco, tera sido o primeiro a referir que ndo ¢ a forga exercida que desloca o dente, mas que o
movimento ocorre pelo facto daquela forga estimular a atividade celular e a atividade circulatoria, enfantizando
que o movimento seria mais eficaz quando realizado através do uso constante de forgas leves (Noyes, 1945).

Atualmente, a investigagdo estd principalmente voltada para a pesquisa dos mecanismos biologicos
subjacentes as respostas que ocorrem ao nivel genético, celular e molecular (Krishnan e Davidovitch, 2006).
Elementos celulares dos sistemas nervoso, vascular e imune participam nas reagdes do periodonto, situagao
que se torna mais complexa, uma vez que a deslocagio dos dentes ao longo do osso alveolar através da
aplicacao de forgas tem na sua base um processo inflamatorio. Tal facto implica que a compreensao plena do
movimento dentario ortodontico exija, além de conhecimentos sobre os mecanismos de mecanotransdugio
esquelética, que se compreendam os mecanismos inflamatorios mais importantes (Wise e King, 2008).

O movimento dentario gerado pela aplicagio de forgas ortodonticas é resultante de um processo
inflamatorio controlado, criado artificialmente pelo ortodontista, com o objetivo de obter resultados
terapéuticos. Deste modo, a remodelagao tecidular que acontece durante o movimento é facilitada em grande
parte por reagdes inflamatorias que ocorrem nos tecidos periodontais sujeitos a forgas de pressao no lado do
movimento e a forcas de tensdo no lado oposto ao do movimento. Estas forcas ortodonticas vao estimular o
sistema nervoso e o sistema imunitario, sendo a inflamagao produzida a resposta temporaria de um sistema
fechado que as entende como uma agressao. No entanto, nenhuma sequela devera ser posteriormente detetada,
se as forgas aplicadas forem de fraca intensidade e desde que a inflamagao nao seja complicada por qualquer
infecao local (Davidovitch e col,, 1997).

As forgas exercidas sobre os dentes sao transmitidas ao ligamento periodontal, cujas células respondem
regulando a reabsor¢ao e aposi¢ao de tecido osseo através de sinalizagdo autdcrina e paracrina as células alvo.
Este ligamento, intermediario da transmissao das forgas ao osso alveolar, que apresenta a dupla fungao de
funcionar como sistema de suporte dos dentes, a0 mesmo tempo que permite o seu movimento fisiologico ou
ortodontico, compartilha semelhangas morfologicas e funcionais com o peridsteo (Horiuchi e col., 1999), com
o qual se vai fundir ao nivel da crista alveolar. Ele tem nomeadamente a capacidade de influenciar a formagao
de tecido mineralizado quer ao nivel do osso alveolar quer do cemento radicular (Sisminadou e col., 1996).

Para que o movimento ortodontico seja efetivo, basicamente trés tipos de populagdes celulares do
periodonto respondem n3o s a estas cargas mecanicas, mas também a um largo nimero de moléculas
sinalizadoras como citocinas e fatores de crescimento que se encontram sobrexpressos tanto no lado de
pressao como no lado de tensao (Davidovitch, 1995). No osso alveolar, os osteoblastos estao implicados no
mecanismo de formagao ossea e na sinalizagdo do mecanismo de reabsorgdo dssea mediada pelos osteoclastos;
ja no ligamento periodontal, as células mais comuns, os fibroblastos, tém papel importante na remodelagao,
reparagao e desenvolvimento do ligamento, bem como uma fungao importante na sintese de citocinas pro-
-inflamatorias.

E importante, no entanto, referir que os fibroblastos ligamentares com origem em células das
cristas neurais (CCNs) nao sio fenotipicamente idénticos. Existem duas importantes sub-populagoes: uma
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correspondente a fibroblastos comuns que sao principalmente produtores de matriz de tecido conjuntivo
e outra correspondente a fibroblastos osteoblasto-like. Esta populagao de fibroblastos osteoblasto-like ricos
em Fosfatase alcalina (ALP), além de ser considerada como uma linha celular percursora de osteoblastos e de
cementoblastos, é a responsavel pela producao das fibras de cemento acelular extrinseco (Cho e Garant, 2000;
Garant, 2003b; Ten Cate, 2003).

O ligamento periodontal, em desenvolvimento ou maduro, contém também células mesenquimatosas
indiferenciadas localizadas nos espagos perivasculares (McCulloch e Melcher, 1983; McCulloch, 1985) com
potencial para se diferenciarem em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos (Roberts e Chase, 1981;
McCulloch e Melcher, 1983). Deste modo, tanto as células mesenquimatosas indiferenciadas como os fibroblastos
do ligamento sao células fundamentais a remodelagao, regeneragao e reparagao quer do tecido laxo quer dos
tecidos mineralizados do periodonto.

As respostas tecidulares e celulares iniciam-se na fase inicial do movimento ortodontico, na qual a
inflamagao é aguda e predominantemente exsudativa, havendo vasodilatagao dos vasos periodontais e migragao
dos leucocitos para o ligamento periodontal. Aqui, estes sao localmente responsaveis pela sintese de variadas
citocinas sinalizadoras que estimulam a sintese e secretagao de mediadores como prostaglandinas (PGs), fatores
de crescimento, assim como de mais citocinas. Um a dois dias apds a aplicagao da forga, a inflamagao aguda
converte-se numa inflamagao cronica predominantemente proliferativa no que diz respeito aos fibroblastos,
células endoteliais, osteoblastos e as células dos espagos medulares que se mantém até a reativagao do aparelho
fixo durante a consulta de controlo seguinte com o ortodontista, da qual resultara uma nova fase de inflamagao
aguda que se ira sobrepor ha ja existente inflamagao croénica (Krishnan e Davidovitch, 2006).

Dentro deste cenario, tornou-se importante a determinagao do papel que estas diferentes moléculas,
como os fatores de crescimento, tém nos processos bioquimicos do movimento dentario. Efetivamente,
estudos efetuados até a data tém-se vindo a debrugar sobre diferentes aspetos dos mecanismos moleculares
da resposta inflamatéria do ligamento periodontal. A participagao deste tecido é efetuada através da sintese
e secretagao de mediadores que alteram a proliferagao, a diferenciacao e as fungdes secretoras das suas
células constituintes. Neste processo tem-se observado um aumento da sintese do Fator de crescimento
transformante-f3 (TGF-f, Transforming growth factor-B); de mediadores proé-inflamatérios como a Interleucina-
IB (IL-1B), do Fator de necrose tumoral-o. (TNF-a, Tumor necrosis factor-o.) e da Prostaglandina E2 (PGE2); de
Colagénio tipo | e diminuicao da ALP (Brady e col., 1998).

Como a forgas aplicadas levam a distorgao da matriz extracelular do ligamento, o fluido periodontal
extravasa, pelo que também é possivel detetar a presenca de IL-1 B, IL-6, TGF-f3, Fator de crescimento epidermal
(EGF, Epidermal growth factor), Microglobulinas-f2 e TNF-o no fluido crevicular do sulco gengival dos dentes
sujeitos a estas forgas (Lowney e col., 1995; Uematsu e col., 1996a; Uematso e col., 1996b).

Atualmente, os processos inflamatérios subjacentes a um vasto nimero de doengas tém sido objeto
de estudo dada a crescente descoberta de patologias associadas a marcadores moleculares da inflamagao.
Muitos aspetos das cascatas inflamatorias que decorrem nestas situagoes ainda estio sob analise, sendo
crucial a identificagdo dos participantes teciduais, celulares e bioquimicos, tendo em vista particularmente a
implementagio de novas estratégias terapéuticas (Schmid-Schonbein, 2006).

Apesar da cascata inflamatoria ser reconhecidamente um mecanismo de reparagao tecidual, a detegao
precoce da presenca de sinais associados a inflamacao nao deixa de ser um indicio importante que um tecido
ou orgao esta envolvido num processo de reparagao que podera ou nao ter a sua resolugao.A monotorizagao
intima e constante deste mecanismo é mandatoria, designadamente durante o tratamento ortodontico, de
modo a que nao haja a desregulagdo de todo o processo que possa levar a perdas irreparaveis nos tecidos
periodontais.
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Existem varias abordagens ao estudo da inflamagdo em tecidos vivos, com recurso a modelos
experimentais agudos ou cronicos, mas em humanos o seu estudo é ainda bastante limitado, a menos que
os processos inflamatorios a decorrer sejam superficiais e acessiveis por técnicas microscopicas (Schmid-
-Schonbein, 2006).

No humano, o estudo dos mecanismos celulares dos processos inflamatérios que ocorrem no periodonto
ainda é limitado, muito embora seja um modelo testado e validado nos estudos sobre a homeostase de tecidos
conjuntivos, dado que contém populagoes celulares que sintetizam, reparam e remodelam tecidos conjuntivos
laxos e mineralizados. O recurso a modelos de experimentagao animal permite, no entanto, colmatar esta
contingéncia, principalmente nos estudos sobre movimento dentario ortodontico.



Introdugao

I. Inflamacao

Os organismos multicelulares vertebrados respondem a agressao dos seus tecidos através de uma série
de eventos cujo objetivo final € a eliminagao do agente causal, a contengao da lesao e a remogao e reparagao
do tecido lesado e danificado (Bartold e Narayanan, 1998). Nestes casos, a resposta inflamatoria produzida é
pré-programada e estereotipada, sendo o Unico mecanismo conhecido de reparagao tecidular apds uma lesao
(Schmid-Schonbein, 2006).

O sistema imune destes organismos multicelulares € muito complexo e envolve respostas inatas ou
naturais nao especificas e respostas especificas adquiridas ou adaptativas, estando a diferenga essencial entre
os dois mecanismos no modo pelo qual o agente agressor ¢ identificado (Martinez-Borra e col., 2012).

Excetuando as barreiras mecanicas e quimicas,a resposta inata é primeira linha de defesa de um hospedeiro
contra um agente infecioso ou contra um trauma ou agressao, tendo um papel importante no reconhecimento
precoce destes e no subsequente despoletar do processo inflamatério (Medzhitov e Janeway, 2000).

Esta resposta imune inata apresenta um grau médio de especifidade uma vez que consegue fazer
a distingao entre o self e o non-self (Mogense, 2009; Danilova, 2012). Na presenca de agentes infeciosos,
as células do sistema inato residentes nos tecidos como macrofagos, fibroblastos, mastocitos e células
dendriticas; bem como leucocitos circulantes, nos quais se incluem os neutrofilos e monécitos (Newton e
Dixit,2012); reconhecem padroes moleculares especificos comuns a um largo nimero de agentes patogénicos
(Martinez-Borra e col.,2012), geralmente designados por Padroes moleculares patogeno-associados (PAMPs,
pathogen-associated molecular patterns). Estes padroes sao caracteristicos de organismos infeciosos, faltando-
-lhes a especificidade estrutural que lhes permite serem reconhecidos (Danese e col., 2007; Libby, 2007),
pelo que sao identificados como non-self por recetores reconhecedores de padroes (PRRs, pattern recognition
receptors) presentes na superficie dos granulocitos, macrofagos, células dendriticas, células exterminadoras
naturais (NK, natural killers) e células T NK (NKT), assim como pelo sistema do complemento (Vivier e col.,
2008; Mogensen, 2009).

Na cavidade oral em particular, o Lipopolissacarideo (LPS) e as enzimas proteoliticas das bactérias
gram-negativas, os acidos teicoicos das bacterias gram-positivas (Walter, 2007) e outros antigénios bacterianos
desencadeiam respostas no hospedeiro que incluem a expressao de citocinas pro-inflamatérias, o aumento da
proliferacdo e da migragdo de células inflamatorias e a secregdo e ativagdo das metaloproteinases da matriz
extracelular (Tjaderhane e col., 2007).
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A penetragao do epitélio juncional por estas moléculas gera uma resposta inflamatoria local e apesar de
muitos produtos inflamatérios finais terem uma atividade protetora contra as bactérias e os seus metabolitos,
muito deles tém, no entanto, a capacidade de agravar a lesio do tecido hospedeiro (Oshiro e col., 2012).

A membrana citoplasmatica de células como os neutrofilos, macrofagos, células dendriticas e células
endoteliais tem uma grande variedade de recetores de reconhecimento de PAMPs como os recetores Toll-like
(TLRs) (Walter, 2007; Lodish e col.,2013; Danese e col.,2007) ou como os recetores scavenger expressos nos
macrofagos (Janeway e Medzhitov, 2002) que monotorizam o ambiente circundante com o objetivo de detetar
estas moléculas (Medzhitov e Janeway, 2000).

A sinalizagdo dos TLRs é afetada por pequenas diferengas estruturais que existem nos produtos
bacterianos e a combinagao entre diferentes TLRs diversifica e amplifica o reconhecimento de um grande
nimero de ligandos (Wong, 2001).

Em situagoes que decorrem do trauma, isquémia, morte celular ou outro tipo de lesao celular,
determinadas moléculas endogenas que usualmente executam fungoes nao imunologicas sao libertadas ou
secretadas, iniciando uma resposta imune asséptica (Newton e Dixit, 2012; Krysko e col.,2013). Estas moléculas
imunoestimuladoras sio chamadas de Padroes moleculares lesao-associados (DAMPs, damage-associated
molecular patterns) e podem ter origem em qualquer compartimento das células afetadas (Garg e col., 2010;
Krysko e col., 201 I).

A maijor parte dos DAMPs que se assemelham aos PAMPs estimulam o sistema imune através dos
mesmos recetores (Kono e Rock, 2008) pertencentes a uma grande familia de recetores citoplasmaticos
reconhecedores de padroes onde se incluem os TLRs, os recetores NOD-like (NLRs, NOD-like receptors), os
recetores RIG-1-like (RLRs, RIG-like receptors) e os recetores purinérgicos (Krysko e col., 201 I).

A resposta imune nao especifica decorre com uma cascata complexa de fenomenos biologicos, na
qual varios mecanismos celulares e humorais participam no controlo e coordenagio das respostas defensivas
produzidas. Estas respostas sao reguladas por uma grande variedade de mensageiros quimicos, muitos deles
expressos quer por células circulatorias que sdo recrutadas para a area afetada, quer por células residentes tais
como células epiteliais, fibroblastos e células endoteliais (Garant, 2003a).

A resposta imune inata destes organismos multicelulares, além de reter o mecanismo primario da
fagocitose, requer também a participagdo ativa do sistema vascular e de células especializadas contidas nos
tecidos afetados. Nestas circunstincias, a inflamagao podera ser definida como uma resposta vascular a agressao
(Majno, 1998), dado que é um processo caracterizado basicamente pelo movimento de fluido e leucocitos
desde da corrente sanguinea até ao local lesado. Convém mencionar também que, dependendo da intensidade
da lesao e da magnitude da resposta inflamatoria, podera ocorrer envolvimento sistémico.

Nao existe uma compartimentagao bem definida entre a inflamagao nao especifica e a reagao imunitaria
especifica, fazendo ambas parte do mesmo mecanismo e ocorrendo concomitantemente. A resposta imune
adaptativa evoluiu a partir dos mecanismos da resposta inata e nio pode funcionar sem esta (Danilova, 2012).
O sistema inato além de ser essencial ao reconhecimento precoce de um patogeno, alertando o sistema
adaptativo, esta também envolvido na ativagao e formatagao da imunidade adaptativa. No fundo, o sistema inato
interpreta o contexto biologico do agente antagonista e informa e instrui o sistema adaptativo a produzir a
resposta apropriada, exercendo o controlo deste através do fornecimento de sinais coestimuladores, antigénios
e citocinas (Wong, 2001).

Fatores quimiotaticos como o Fragmento C5a que apresenta fungoes biologicas amplas, induzido pela
via do complemento e por citocinas pro-inflamatorias expressas por células pertencentes ao sistema inato,
sdao potentes estimuladores de uma resposta inflamatoria que abre caminho a ativagdo do sistema adaptativo
(Wang e col., 2010). De igual modo, os recetores opsonicos ou os PRRs presentes nos macrofagos sinalizam e
induzem estes fatores quimiotaticos a estimular as células T (Flajnik e Du Pasquier, 2004).



Introdugao

O sistema adaptativo é responsavel pela eliminagao de patogenos na fase tardia de uma infegao, sendo
também responsavel pela criagado da memoria imunitaria, facto que permite ao organismo hospedeiro responder
mais rapidamente ao agente ofensivo num futuro contacto. A resposta adaptativa caracteriza-se, tal como
referido anteriormente, por uma especificidade desenvolvida a partir de combinagoes genéticas clonais de um
amplo nimero de recetores antigénio-especificos presentes nos linfocitos (Mogensen, 2009).

A inflamagao pode ser aguda ou crénica dependendo da duragio da agressio, da natureza da resposta
inflamatoria e dos sintomas clinicos. A inflamagao aguda tem uma curta duragio e é caracterizada pela
acumulacio de fluido e de componentes do plasma no tecido afetado, pela estimulagao vascular de plaquetas
e pela infiltragdo do tecido lesado por células inflamatorias, as quais na fase inicial sio predominantemente
neutrofilos. Quando uma infegao se torna incontrolavel ou ha persisténcia do estimulo nocivo, o processo
inflamatorio desregula-se e surge a inflamagao cronica (Kannaiyan e col., 2012). Uma cascata inflamatéria que
nao alcance a resolugio leva a disfungao do orgao ou tecido afetado e eventualmente a morte (Hiittemann e
col., 2012).

A inflamagao crénica tem uma maior duragao e envolve principalmente o sistema celular monocitico-
-macrofagico, linfocitos e plasmocitos e esta usualmente associada a proliferagdo de vasos sanguineos e de
tecido conjuntivo (Bartold e Narayanan, 1998).

I1.1. Células inflamatoérias

As células participantes na inflamagao incluem os polimorfonucleares (PMN), os monécitos/macrofagos,
os linfocitos e as plaquetas. Os granulécitos e os monocitos migram da corrente sanguinea em resposta a
alteragoes moleculares da superficie dos vasos sanguineos que assinalam uma agressao ou infegao, ndo podendo
contudo, ao contrario dos linfocitos, recircular os tecidos e os vasos (Vaday e Lider, 2000). E a natureza do
estimulo inflamatoério que determina qual o tipo celular predominante e consequentemente a especificidade
dos sinais moleculares que controlam os variados tipos celulares atuantes (Springer, 1994).

Os neutrofilos sao a populagio de células inflamatorias predominante nas primeiras 24 a 48 horas da
resposta inflamatoria, mas posteriormente, esta vaga inicial de neutrofilos é seguida por uma segunda vaga de
monacitos (Casey, 201 1), células que sao muito menos frequentes na circulagao. Uma vez chegados aos tecidos,
os monocitos vao diferenciar-se em macrofagos tecidulares e/ou migram para os locais onde esta a ocorrer a
inflamagao (Schmid-Schonbein, 2006).

Deste modo, uma importante linha de defesa de um tecido € a rapida mobilizagao de células fagocitarias,
cujo principal fungdo é a ingestdo e destruicdo do organismo agressor, mecanismo no qual os neutrofilos sao
as células primordiais. Estes sao células suicidas programadas para localizar e se direcionarem ao organismo
invasor (quimiotaxia), captura-lo (adesdo), ingeri-lo por fagocitose e proceder a sua destruicio expondo-o
a espécies de oxigénio reativo (ROS, reactive oxygen species), a enzimas proteoliticas e a proteinas cationicas
(Garant, 2003c; Casey, 201 1).

1.1.1. PMNs

Os granuldcitos PMN s3o uma familia constituida por neutrofilos, eosindfilos, basofilos e mastocitos,
cada qual com a sua fungao. Se os neutrofilos sao as células fagocitarias por exceléncia, expressando citocinas
que modelam diversos aspectos do processo inflamatorio como a atragao de mais células inflamatérias, ja
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os eosindfilos estdo associados as reagoes alérgicas e as infe¢oes helminticas (Ponte e col., 2007; Cruvinel e
col., 2010). Os basdfilos, que existem em muito pouca quantidade, tém um papel importante na iniciagao da
resposta imune tipo Th-2, tal como acontece nas reagoes inflamatorias alérgicas, ao expressarem IL-4 e ao
funcionarem como células apresentadoras de antigénios, contribuindo também para a imunidade protetora
contra patogenos como parasitas (Gibbs, 2008; Karasuyama e col.,2011).

Os neutrofilos sio as células migratérias mais frequentes nas lesoes inflamatorias e os maiores efetores
da lesdo do tecido afetado, o que ocorre através da libertagao das suas proteases neurais e acidas e devido a
sua capacidade de gerar derivados de oxigénio reativo (Baggiolini, [995).

Os neutrdfilos circulantes estao quiescentes e tém de ser ativamente recrutados para o local da inflamagao,
o que acontece através da mediagao de agentes quimioatratantes como o Fragmento do complemento C5a, o
peptideo bacteriano N-Formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), a IL-8 ou as quimiocinas CXC (Baggiolini, 1995).

Os leucocitos PMN, tal como todas as outras células efetoras da inflamagao, desenvolvem-se a partir
de células estaminais pluripotentes da medula 6ssea estimuladas pelo Fator de estimulagio de colonia de
granulocitos-mondcitos (GM-CSF, Granulocyte-monocyte colony-stimulating factor) (Liu e col., 1991; van Eeden e
col., 2000), que além de estimular os neutrofilos estimula também monécitos, macroéfagos e eosindfilos; e pelo
Fator de estimulagdo de colénia de granulocitos (G-CSF, Granulocyte colony-stimulating factor). O GM-CSF induz
também o aumento dos efeitos pré-inflamatorios nomeadamente através do aumento quer da ativagao quer da
resposta das integrinas 3 a0 TNF-a e pelo aumento da expressao de IL-1f na linha celular monocitica-macrofagica
(Rosenbloom e col., 2005).

Uma vez que os neutrofilos sao células de vida curta, ha necessidade de uma produgao constante a partir
de células tronco hematopoiéticas e células progenitoras da médula 6ssea, de modo a garantir um reservatorio
que assegure a protegao contra patogenos invasores. Se uma infe¢ao nao for contida e ha o desenvolvimento
de uma situagao potencialmente letal, os neutroéfilos sao ativados em larga escala e o sistema hematopoiético
tem que se adaptar, passando a um estadio de granulopoiese de emergéncia. Este estadio é acompanhado de
uma intensa producao de neutrofilos de novo, o que estimula a proliferagao ao nivel da medula 6ssea de células
mieloides percursoras (Manz e Boettcher, 2014).

A marca distintiva dos PMNs sao os seus trés tipos de granulos lisosomais especializados que se formam
a partir do aparelho de Golgi. O primeiro tipo a formar-se contém Elastase, hidrolases acidas, Lactoferrina,
Lisozima, Glicoronidase [3, defensinas e Mieloperoxidase. O segundo tipo a formar-se, os granulos secundarios,
contém Lactoferrina, Citocromo C, Colagenase 2 (MMP8); MMP9 e Mac-1 (CDI 1b/CD18, aMp2, Recetor do
complemento 3, Macrophage-1 antigen, Membrane-activated complex-1). Os ultimos a formarem-se, os granulos
terciarios, contém MMP9, Trifosfato de adenosina, Citocromo C e Mac-I. Além disso, pequenas vesiculas
secretoras contém aindaALP e elementos do sistema Citocromo C oxidase (Garant,2003c; Zarbock e Ley,2008).

1.1.2. Sistema monocitico-macrofagico

Tal como ja foi referido, os mondcitos sao o segundo tipo celular participante na resposta inflamatoria,
chegando ao local geralmente sete horas depois da lesao inicial. A sua presenca no local da inflamagao podera
prolongar-se caso esta evolua para uma inflamagdo croénica, fase em que os neutrofilos ja ndo se encontrardo
presentes (Casey, 201 1).

Os macrofagos encontram-se distribuidos pelos tecidos corporais onde sio responsaveis pela ingestao e
processamento de corpos estranhos, células mortas e outros tipos de residuos, sendo também responsaveis pelo
recrutamento adicional de mais macrofagos quando esta acionada a cascata da inflamagao (Murray e Wynn, 201 1).
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As células do sistema monocitico-macrofagico sao multipotentes no que diz respeito a sua diferenciagao
e sao, como tal, percursores de osteoclastos, cementoclastos, macrofagos ou células dendriticas (Atanga e col.,
201 1). Deste modo, eles constituem um grupo de células muito heterogéneo que consegue rapidamente alterar
a sua fungao e a sua diferenciagao terminal em resposta a sinais do micro-ambiente, sendo essa diferenciagao
regulada por um conjunto de fatores de crescimento e citocinas (Atanga e col., 201 |; Murray e Wynn, 201 1).

Os mondcitos,quer na fase final da inflamagao aguda quer na inflamagao cronica,uma vez chegados ao local
da inflamagao, diferenciam-se em macrofagos que atuam funcionalmente como: (1) células dendriticas mieldides
ou macrofagos classicamente ativados; (2) macroéfagos anti-inflamatorios e pré-resolugao alternativamente
ativados que asseguram a depuragao de neutrofilos em apoptose e de residuos celulares, participando na
resolugao da inflamagao e consequente regeneragao e reparagao tecidual e (3) macrofagos reguladores que
suprimem as respostas imunes através da produgio de altos niveis de IL-10 (Garant, 2003c; Kimura et al,
2010; Murray & Wynn, 2011). Com efeito, os macrofagos tém a capacidade Unica de produzir dois tipos de
respostas com polaridades opostas de acordo com o metabolismo da L-arginina: () o subtipo reparagao/
cura (M2) quando aquela é metabolizada em NO supressor do crescimento ou (2) o subtipo morte/inibigao
(M1) quando o produto da metabolizagao € a L-ortinina promotora de crescimento (Mills, 2012; Mills e col.,
2015). Os macrofagos com a fungao M2/cura mantém a homeostase participando na reparagao e substituindo
células perdidas ou lesadas, mas tém a habilidade se converterem rapidamente no tipo com fungao Ml /inibigao.
Ambos os subtipos sio eficazes e potencialmente perigosos: (1) a sobrexpressao do subtipo M2 contribui
para a manutencao de infe¢des cronicas, fibrose, alergia e processos tumorais (Mills, 2012); (2) enquanto a
sobrexpressao do subtipo M| tem um papel importante na aterosclerose, auto-imunidade e outras patologias
que decorrem com inflamagao cronica (Mills e col., 2015).

Os monocitos/macrofagos sao células fagocitarias, responsaveis também pela expressao de cerca de
cem mediadores inflamatérios, sendo capazes de os sintetizar de novo, secretando-os no local da agressao. Eles
sintetizam proteinas do sistema do complemento, bem como uma grande variedade de citocinas reguladoras e
enzimas proteoliticas, importantes nao s6 durante a resposta inflamatoria, mas também durante o processo de
reparagao e remodelagao dos tecidos (Garant, 2003c).

Os monocitos expressam a Glicoproteina ligando- | da Selectina-P (PSGL-1,CD 162, P-selectin glycoprotein
ligand-1) que conjuntamente com as selectinas neles expressas, particularmente a Selectina-L (CD62L), medeiam
o seu rolamento (Ley, 2003). Eles recorrem também as integrinas 1 e B2, particularmente a Integrina o4p |
que tem como ligando a Molécula de adesao celular vascular | (VCAM-1, Vascular cell adhesion molecule), para
abandonar o sistema vascular e transmigrar para o compartimento extravascular.

As células do sistema monocitico-macrofagico apresentam na sua superficie um largo espectro de
recetores como recetores scavenger que tém um numero de ligandos muito diverso nos quais se incluem
estruturas microbianas, moléculas endégenas DAMPs, polirribonucleotideos, polissacarideos ou produtos da
degradagdo dos tecidos como lipoproteinas oxidadas de baixa densidade (Pliiddemann e col., 2007). Deste
modo, torna-se possivel aos recetores mediarem mecanismos como a fagocitose de bactérias opsonizadas,
ativagao de vias de sinalizagao que regulam a quimiotaxia, produgao de citocinas pelos macroéfagos e monocitos,
depuragao de células apoptoticas ou reconhecimento de antagonistas microbianos, entre outros (Garant,
2003c;Taylor e col., 2005).

1.1.3. Linfécitos

Os linfécitos apesar de serem células atuantes principalmente na imunidade adaptativa, sio também
algumas das células que se acumulam em locais de inflamagao cronica. Existem principalmente duas populagoes
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de linfocitos: (1) os células T ou linfocitos derivados do timo e (2) células B ou linfocitos derivados da medula
oOssea. Mas nem as células B nem as T constituem uma populagao homogénea. Ambos os grupos sao compostos
por varias sub-populagoes identificadas pela regido conservada dos seus recetores, por associagoes especificas
dos marcadores de superficie, pela sua localizagao nos orgaos linfoides e pela sua fungao variada. Na pritica, a
ligacdo de diferentes combinagoes de anticorpos monoclonais aos recetores antigénio-especificos, resultantes
de diferentes combinagdes genéticas, que estao presentes na superficie destas células, é o método utilizado para
identificar os diferentes sub-grupos celulares expressos (Mogensen, 2009).A familia de células B apresenta uma
grande variedade de genes que combinados permitem identificar um nimero quase infinito de antigénios,
enquanto as células T apresentam uma capacidade mais reduzida na identificagdo de antigénios (Libby, 2007).

Quando em circulagao, os linfocitos sao células inocentes/naives que utilizam como via de migragao através
dos vasos linfaticos a passagem pelo endotélio especializado composto por células das vénulas endoteliais altas
(HEVs, high endothelial venules) nos nédulos linfaticos periféricos ou nas placas de Peyer, sendo frequentemente
detetados no bago (Schmid-Schonbein, 2006). Nos nodulos linfaticos, os linfocitos antigénio-especificos sao
ativados e migram até ao local da inflamagao recorrendo a moléculas de adesdo constitutivamente expressas
nas células das HEVs como a Molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1/CD54, Intercellular adhesion molecule-1)
(Cook-Mills e Deem, 2005).

A resolugao da inflamagao aguda traduz-se também na expansao clonal dos linfocitos, no aumento da
sintese de anticorpos alergeno-especificos ou patogeno-especificos e na sintese de células B e T do plasma e de
memoria. Isto implica que, quando o hospedeiro tornar a entrar em contacto com o mesmo patogeno ou for
exposto a0 mesmo estimulo antagonista, o sistema imune estara preparado para responder com uma resposta
imunitaria rapida e apropriada (Khatami, 2014).

De entre os linfocitos, as células B produzem anticorpos, enquanto que as células T participam na resposta
do hospedeiro mediada celularmente (Libby, 2007). Os linfocitos T invadem os tecidos mesmo que n3o existam
sinais obvios de inflamagao, recorrendo as selectinas para adesdo inicial ao endotélio (Schmid-Schonbein, 2006).
Deste modo, também os linfocitos sofrem rolamento através da sua ligagao as selectinas, evento que é seguido
pela adesdo firme efetuada pelas integrinas e mediada pelos recetores Gi-acoplados (Cinamon e col., 2001).
Apos a adesao firme, as células T transmigram através do endotélio e adquirem motilidade no tecido linfoide
(Okada e col., 2002).

As células B e T em circulagio expressam um grande nimero de recetores para quimiocinas, sendo
o CCR7 e o CXCR4 os principais recetores que fornecem os sinais que induzem a entrada das células B
nos nodulos linfaticos. Estes recetores conjuntamente com o recetor CXCR5 fornecem os sinais essenciais
a entrada das células B nas placas de Peyer. O CCR7 e os seus ligandos CCLI19 e CCL2I| sdo responsaveis
pela quimiotaxia dos linfocitos T.A presenca de um grande nimero de ligandos destes recetores quer no lado
abluminal quer luminal das HEVs sugere que eles sejam responsaveis pelo despoletar da adesao firme das
células em rolamento, bem como da sua subsequente diapedese (Okada e col., 2002).

O Fator ativador de linfocitos B (BAFF/BLyS, B-cell activating factor, B-lymphocyte stimulator) é um
potente fator de sobrevivéncia celular, pertencente a familia do TNF-o, expresso em muitas células com
origem hematopoiética (Fragioudaki e col.,, 2012). Ele tem um papel primordial na homeostase, tolerancia
e transformagdo maligna das células B. Ele regula a sobrevivéncia, proliferagiao e diferenciacio das células
B através da sua ligagdo a trés recetores do TNF-a: (1) o Ativador transmembranar modelador de calcio e
interator de ligando da ciclofilina (TACI, Transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand
interactor); (2) o Antigénio da maturagao das células B (BCMA, B-cell maturation antigen); (3) e o Recetor para o
BAFF/BR3 (BAFF-R, BAFF receptor, BLyS receptor 3) que é especifico para o BAFF (Shen e col., 201 1).
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A familia do fator de transcri¢do Fator nuclear kapa B (NF-kB, Nuclear factor kappa B) regula o
desenvolvimento, manutengao e estimulagao das células B.A ligagao do par BAFF/BAFF-R induz a sobrevivéncia
celular destas células através da ativagao da via do NF-kB| e da via do NF-kB2 (Shen e col., 201 1).

1.1.4. Plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos celulares nao nucleados derivados dos megacariocitos da medula 6ssea
e formadas por granulos de substancias vasoativas. Durante a resposta inflamatéria elas sio ativadas por
complexos antigénio-anticorpo, corpos estranhos, endotoxinas bacterianas, mediadores quimicos e outras
moléculas; o que induz o seu deslocamento para o local da agressao, onde vao aderir e libertar o seu contetdo
por desgranulagio.

As plaquetas tém na sua membrana moléculas de adesio similares as dos leucocitos, mas também tém
moléculas Unicas, algumas das quais se encontram armazenadas em granulos citoplasmaticos, sendo libertadas
quando as células sao estimuladas. Designadamente, a Selectina-P (CD62P) encontra-se presente na superficie
quer dos granulos granulofisina-positivos (granulos lisosomais) quer dos granulos o (Israels e col., 1992).

Os granulos o sao os mais abundantes granulos secretérios das plaquetas e sio uma fonte de amino-
-acidos vasoativos, fatores de crescimento e outros moléculas. Eles libertam um largo nimero de proteinas
adesivas como o Fator de von Willebrand (vWF, von Willebrand factor), a Trombospondina e a Fibronectina;
fatores mitogénicos como o Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF, Platelet-derived growth factor),
o TGF-$ e o Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF, Vascular endotelial growth factor); fatores de
coagulagao como os fatores V,VII, XI, XIIl e multiplas quimiocinas (Zarbock e col., 2007).

As plaquetas ativadas expressam Selectina-P que ao interagir com os seus ligandos PSGL-| e Glicoproteina
(GP) IB (Romo e col., 1999) permite o rolamento daquelas na parede endotelial recoberta pelo vWF libertado
pelos corpos de Weibel-Palade das células endoteliais ativadas (Kragh e col., 2014).

Apos a adesdo das plaquetas ao endotélio, elas formam uma plataforma sobre a qual os leucocitos rolam
(Zarbock e col., 2007). Os leucocitos sao também recrutados para os trombos que vao ajudar a organizar e
resolver (Ley, 2003).A Selectina-P recruta também microparticulas derivadas dos monocitos que sao uma fonte
importante Tromboplastina (Fator de tecido) para o trombo em formagao (André e col., 2000).

As plaquetas também utilizam o complexo GP IB-IX-V para se ligarem as proteinas subendoteliais
da matriz extracelular. A ligagdo ao Colagénio é facilitada pelos Recetores a2 e GPVI (glicoproteina de
membrana Vl), enquanto que a Integrina a.2bf3 (GPIIbllla), o mais abundante recetor nas plaquetas, estabelece
a adesao firme das plaquetas ao Colagénio, Fibronectina e Laminina da matriz extracelular, bem como aos
leucocitos (Zarbock e col., 2007).

1.2. Inflamacao aguda

A inflamagao aguda é normalmente uma resposta protetiva localizada a um trauma ou a uma infegao, na
qual a interagao entre os fenomenos inflamatoérios e os fendmenos imunes podera ser menos manifesta. Esta
interagdo torna-se, no entanto, mais evidente na inflamagao cronica, na qual o agente causal persiste durante
um largo periodo de tempo.

A inflamagao aguda pode durar minutos ou dias e é caracterizada pelos sinais cardinais descritos por
Celsus (c25 AEC — ¢50 EC): rubor, calor, tumor e dor (Winyard, 2003; Schmid-Schonbein, 2006), primariamente
associados as alteragoes vasculares que ocorrem devido a libertagao de mediadores quimicos. O quinto sinal
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functio laesa, identificado por Galeno (c129 AEC — c217 AEC) e posteriormente recuperado por Virchow (1821
EC - 1902 EC) em 1858 no seu livro Cellularpathologie (Majno, 1975), que diz respeito a disfungao dos tecidos
e orgdos atingidos, é provavelmente resultante da resposta neuroldgica a dor.

A presenca de produtos de origem bacteriana, proteinas do choque térmico (HSPs, heat shock proteins)
e proteinas do Complexo principal de histocompatibilidade classe I-like (MHC, Major histocompatibility complex)
ou a auséncia de moléculas da superficie celular MHC classe | representam sinais de infegao ou de stress celular
(Wong, 2001), alertando para o desenvolvimento de uma reagao inflamatoria.

Nos casos de lesoes assépticas que decorram sem a presenca de patogenos, a inflamagao aguda tem
como objetivo a reparagao tecidual ao mesmo tempo que atua prevenindo a colonizagao dos tecidos lesados
por patogenos oportunistas. Sabe-se que moléculas libertadas por células em processo de morte, produtos
da degradagao da matriz extracelular e produtos da cascata proteolitica ativada pela lesao vascular estio
envolvidos no processo.Todos eles sao detetados quer por macrofagos residentes nos tecidos que vao induzir
uma resposta inflamatoria com o objetivo final de reparagao, quer por nocicetores que despoletam a sensagao
de dor na drea afetada (Medzhitov, 2010).

Mas invariavelmente qualquer processo agudo é despoletado por mastocitos e macrofagos teciduais,
cuja desgranulagdo e ativagao levam a libertagdo de um grande niumero de mediadores pro-inflamatorios, nos
quais se incluem aminas bioativas como a histamina e a 5-hidroxitriptamina (5-TH), citocinas, quimiocinas e
mediadores lipidicos que coletivamente ativam e recrutam as células inflamatoérias (Lawrence e Gilroy, 2006).

A resposta aguda caracteriza-se pelo rapido influxo de granulécitos, primariamente neutréfilos (Ohashi
e col., 1996), seguido pela acelerada afluéncia de monocitos que maturam em macrofagos inflamatorios, que
subsequentemente proliferam e vao afetar a fun¢ao e fenotipo dos macrofagos residentes no tecido danificado
(Majno, 1975; Ricciotti e FitzGerald, 201 I).

A cascata da inflamagao aguda apresenta como componentes principais: (1) alteragoes no calibre vascular
que se traduzem num aumento do fluxo sanguineo (hiperémia); (2) alteragdes estruturais da microvaculatura
que induzem um aumento da permeabilidade e permitem que fluido, proteinas do plasma e leucocitos saiam
da microcirculagao; (3) a chegada das células inflamatérias a zona afetada; (4) a diluicdo dos agentes agressores
presentes na area; (5) desagregacao do tecido lesado através de atividade enzimatica e formagao de radicais
livres de oxigénio; (6) isolamento desta area do tecido saudavel e da circulagao sistémica; (7) necrose e
apoptose; (8) remogao de detritos e células por fagocitose (9) e o proporcionar do micro-ambiente necessario
ao processo de regeneragao/reparagao (Schmid-Schonbein, 2006; Granger e Senchenkova, 2010).

Nos casos que decorrem com a presenga de agentes nocivos, uma vez este eliminado por meio de
fagocitose, a reagao inflamatéria pode diminuir e resolver-se. Nessa altura, também os granulécitos sao
eliminados e os macrofagos e linfocitos retomam quer o seu fenotipo quer a sua quantidade pré-inflamatoria.
A finalizagao normal de um processo inflamatorio ¢, deste modo, a sua resolugao acompanhada pela reparagao
do tecido lesado e ndo a sua persisténcia que pode, em Ultimo caso, traduzir-se em perda de fungio (Ricciotti
e FitzGerald, 2011).

1.2.1. Eventos vasculares

A microvasculatura pode ser dividida em trés segmentos com diferentes estruturas e com distintas
fungoes fisiologicas: (1) arteriolas que regulam o fluxo sanguineo e que se ramificam em vasos de menor
diametro, nos quais o nimero de camadas musculares diminui progressivamente até que células endoteliais
individuais atapetem a membrana basal formando (2) os capilares, seguidos pelas vénulas pos-capilares (3) e
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posteriormente pelas vénulas (Scalia, 2013). Os capilares nao sao inervados e devido ao pouco contetudo em
musculo liso ndo dilatam (Turner, 1992). E aqui, na rede de capilares, que geralmente se efetuam as trocas entre
0 sangue e os compartimentos teciduais (Scalia, 2013).

Em circunstancias normais, o fluxo sanguineo é controlado pelo equilibrio entre a pressao hidrostatica
e a pressdo oncdtica do plasma e tecidos, sendo o fluido normalmente perdido ao nivel da terminagao arterial
e reabsorvido ao nivel da terminagdo venular. Na microvasculatura ele é em grande parte controlado pela
resisténcia ao afluxo pelas arteriolas pré-capilares e pela resisténcia ao escoamento pelas vénulas pos-capilares
(Turner, 1992).

A inflamagao aguda inicia-se com eventos vasculares que decorrem com altera¢oes da hemodinamica da
microvasculatura e que se tornam aparentes |5 a 30 minutos depois da injuria ao tecido (Bartold e Narayanan,
1998) e que duram aproximadamente 24 horas (Majno, 1998). As arteriolas sofrem uma vasoconstrigao
transitoria, produto da estimulagao direta da musculatura lisa vascular pelo agente agressor, que geralmente se
resolve em poucos segundos ou minutos. Seguidamente ha vasodilatagdo das mesmas mediada por substancias
como prostaciclina e PGs (Wild e col., 2010) que vao induzir o aumento da rede de capilares e vénulas pos-
capilares (Turner, 1992). Como consequéncia ha o aumento rapido do fluxo sanguineo e da pressao hidrostatica
em todos os vasos, provocando rubor e calor localizados (Bartold e Narayanan, 1998). Este aumento da
temperatura ao nivel do micro-ambiente cria um ambiente hostil a permanéncia de micro-organismos.

De um modo geral, pode considerar-se esta vasodilatagao e resultante hiperémia como produtos
da resposta inicial das arteriolas a lesio e a rapida libertagdo de mediadores vasoativos como histamina,
bradiquinina, neuropeptideos, PGs e o6xido nitrico (NO) produzidos por mastocitos, macrofagos, fibroblastos,
células parénquimatosas e por células endoteliais (Holzer, 1998) que vao atuar sobre a musculatura lisa vascular
(Newton e Dixit, 2012).

Devido a este aumento de fluxo, a pressao hidrostatica intravascular aumenta nas extremidades arterial
e venosa (Bartold e Narayanan, 1998) e, acompanhando o aumento de permeabilidade vascular, o fluido
primeiro e as proteinas plasmaticas depois, extravasam para o espago extravascular. Este fenomeno estd, no
entanto, fundamentalmente confinado a regiao das vénulas pos-capilares (Granger e Kubes, |994; Ohashi e col.,
1996), apesar das arteriolas também contribuirem para o transporte de proteinas plasmaticas para os tecidos
(Sarelius e col., 2006).

A velocidade de escoamento para o compartimento extravascular é demasiado rapida para que possa
haver reabsor¢ao atempada pelos vasos linfaticos, nao sendo possivel evitar o desenvolvimento do edema
(Turner, 1992).

Num processo inflamatério que decorre normalmente, o extravasamento de fluido atinge o maximo
em 5 a 10 minutos, resolvendo-se em seguida. Mas quando as células endoteliais sao destruidas, tal como
acontece nas queimaduras, o extravasamento pode persistir até que os vasos lesados sejam reparados ou
sofram trombose (Bartold e Narayanan, 1998; Schmid-Schonbein, 2006).

Este fluido extravasado é rico em proteinas como o Fibronogénio e imunoglobulinas (Igs) que nao sao
reabsorvidas nas extremidades venosas devido a alta pressio hidrostatica, pelo que um exsudato rico em
proteinas fica acumulado no interior do tecido lesado. Com o tempo, este exsudato pode passar a conter
também células e detritos celulares e a continua acumulagio destes elementos contribuird eventualmente
também para o edema presente (Bartold e Narayanan, 1998).

Qualquer estimulo nocivo ativa os recetores nocitetivos aferentes, levando a despolarizagao e libertagao
da taquiquinina substancia P (SP, substance P) e do Peptideo relacionado com gene da calcitonina (CGRP calcitonin
gene-related peptide). A SP é largamente responsavel pela vasodilatagao, pela alteragdo da permeabilidade
endotelial (Carmichael e col.,2008) e pelo extravazamento das proteinas do plasma num processo conhecido
como inflamagao neurogénica (Lembeck e col., 1992).
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Apos ativagao dos nocicetores, a SP € libertada e vai-se ligar ao recetor neuroquinina-| presente nos
vasos sanguineos (Andrews e col., 1989), o que leva a formagao de pequenas fendas nas paredes dos vasos
que permitem o extravazamento de plasma (McDonald, 1994). A SP também atua sobre os mastocitos e os
leucocitos, estimulando a secregao por estes de histamina, serotonina e PGs que tém um papel importante na
manutengao do extravazamento prolongado (Schmelz e Petersen, 2001).

Os terminais aferentes primarios contém também CGRP que é libertado apds estimulagdo e ativagao.
Este produz vasodilatagdo e potencia os efeitos da SP, contribuindo também para a resposta inflamatoria
neurogénica (Carmichael e col., 2008).

A libertagdo de mediadores quimicos como a histamina e a bradiquinina associada a libertagdo de
PGE2 e Prostaglandina Fo. (PGFat), bem como de Prostaciclina (Wild e col., 2010), durante todo este processo
também é responsavel pela sensibilizagdo dos nocicetores e consequentemente pela hiperalgesia no local
da agressdo (Juan, 1981; Moriyama e col., 2005). A dor tem aqui um papel fundamental, dado que obriga a
diminuigao da atividade desta parte do corpo que se encontra lesada.

De um modo geral, este exsudato inflamatério tem um papel positivo na resposta de defesa, protegendo
o hospedeiro contra a infecdo e promovendo a reparagao e cicatrizagao do tecido afetado. Ele contém, entre
outros, as proteinas necessarias a ativagdo da cascata do complemento que levara a lise celular; contém
anticorpos bactericidas; opsoninas que ao recobrir material estranho, permitem que ele seja reconhecido
para fagocitose; Fibrina que gera uma barreira contra a infecao (Bartold e Narayanan, 1998); nutrientes para as
células epiteliais e fornece o ambiente humido necessario a reparagao (Cutting, 2003).

O papel das células endoteliais é aqui de relevante importincia e apesar da sua heterogeneidade, de um
modo geral elas atuam na homeostase da resposta imune, regulando o tipo e quantidade de leucdcitos que
transmigram para o espago intersticial (Danese e col.,2007).A morfologia e permeabilidade da parede endotelial
dos vasos sanguineos em diferentes orgaos é variada e mesmo a libertagao de mediadores, a apresentagao de
antigénios e a resposta a tensoes varia com o tipo de orgao e o tipo de vaso sanguineo (Pries e Kuebler, 2006).

Em situagdes normais, a camada de células endoteliais que recobre a parede dos vasos atua como uma
barreira passiva semipermedvel que permite a difusio de fluido e pequenas moléculas hidrofilicas, mas nao a
passagem de moléculas maiores como as proteinas plasmaticas (Turner, 1992). No entanto, a sua capacidade
de controlar a passagem de macromoléculas e de fluido entre o sangue e o espago intersticial é fundamental
na criagdo de gradientes proteicos necessarios ao equilibrio de fluidos e moléculas entre os tecidos, o que
é particularmente relevante no caso da Albumina, proteina chaperone de substancias hidrofébicas vitais ao
organismo (Mehta e Malik, 2006). No entanto, nesta fase da inflamagao, o extravasamento de fluido, por si so,
nao justifica a presenga de um exsudato rico em proteinas.

De um modo geral, o mecanismo que permite o aumento da permeabilidade envolve eventos de
sinalizagdo transmembranar e reagdes do citoplasma das células endoteliais a mediadores inflamatérios, a
adesao dos leucocitos ao endotélio, a0 aumento da tensao tangencial do fluido atuando sobre a membrana
endotelial ou ao estiramento das células devido a obliteragao dos vasos e estase no lado venoso (Zilberberg
e Harris, 2001 a; Zilberberg e Harris, 2001 b). Assim, nao s6 os mediadores inflamatorios como a histamina e os
leucotrienos agem sobre as células endoteliais induzindo um aumento da permeabilidade vascular (Newton e
Dixit, 2012), mas para tal contribuem também as alteragoes da tensao tangencial.

Os vasos sanguineos sao “tubos” distensiveis e a velocidade do sangue altera-se num sentido radial,
alcangando o seu maximo no centro e zero junto a parede vascular (Long e col., 2004). Inversamente, a tensao
tangencial é maior junto a parede dos vasos e nula no centro. Devido a esta e a viscosidade do fluido, camadas
adjacentes de fluido movimentam-se a velocidades diferentes, originando uma for¢a de arrasto (Sundd e col.,2013).
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O fluxo sanguineo através dos vasos sujeita as células endoteliais a uma tensdo tangencial (Woolhouse e
col.,2005) que em situagdes normais é superior a forca de adesao dos leucocitos (Jin e col.,2012). Mas, durante
um processo inflamatério, o aumento da tensado tangencial induz a remodelagio do citoesqueleto e a ativagio
de cascatas de sinalizacio, o que inclui nomeadamente a ativagio do NF-kB e a regulacao positiva da ICAM-I
(Petzold e col., 2009).

A tensao tangencial exerce, deste modo, um controlo regulador da inflamagdo através da ligagdo de
fatores de transcricao como o NF-kB e o Egr-1 (Early growth response protein I; Zif268, Zinc finger protein 225;
NGFI-A, Nerve growth factor-induced protein A) a elementos de resposta a tensao tangencial (SSREs, shear stress
response elements) (Khachigian e col., 1995; Khachigian e col., 1997).

A contragdo das células endoteliais, principalmente ao nivel das vénulas pos-capilares, através da
despolimerizagdo da sua proteina contractil Actina como resposta a mediadores quimicos como a PGE2 e a
PGFa (Wild e col.,2010), leva ao afastamento lateral da Catenina o, da Catenina 3, da Catenina y e da Caderina
vascular endotelial (VE-Caderina) nas jungoes intercelulares (lonescu e col., 2003). H3, deste modo, a criagao
rapida de poros/lacunas entre elas, mais propriamente lacunas verticais e fissuras obliquas, facto que contribui
para o aumento da permeabilidade vascular (McDonald e col., 1999). Contudo, sabe-se que pode haver um
atraso de algumas horas quer na abertura das jungdes quer no aparecimento das lacunas, facto que estd
dependente da natureza e intensidade do estimulo antagonista (Turner, 1992).

A perda de proteinas plasmaticas para o espago extravascular permite a chegada de sistemas enzimaticos
do plasma ao tecido lesado que, ao levar também ao aumento da pressao oncética, contribui consequentemente
para uma maior perda de fluido pelo compartimento vascular (Turner, 1992). De um modo geral, as jungoes
intercelulares tornam-se a juntar ao fim de 15 a 30 minutos por repolimerizacao dos feixes de Actina (lonescu
e col., 2003).

O aumento da permeabilidade vascular e a migragao transendotelial de leucocitos da circulagao para
o espaco intersticial, apesar de serem passos importantes da resposta inflamatoria aguda, sio fendomenos
independentes. Além do aumento de permeabilidade ocorrer muito antes da transmigragao dos leucocitos, o
diametro das lacunas criadas nao é suficientemente grande para permitir, por si s6, a transmigragao leucocitaria
(Muller, 2014).

1.2.2. Eventos celulares

Os eventos vasculares sio seguidos de eventos celulares, nos quais os leucocitos apos aderirem a
endotélio, migram em apenas 20 a 30 minutos para o compartimento extravascular (Ohashi e col., 1996).

O aumento de permeabilidade, com o consequente extravasamento de fluido e proteinas do plasma,
traduz-se também num aumento da concentragio de eritrocitos dentro dos vasos da rede capilar, o que

promove o aumento de viscosidade e congestao vascular (Turner, 1992).

Os leucocitos, maiores e mais rigidos, apresentam um fluxo mais marginal e centrifugo do que os
eritrocitos, movimentando-se na periferia dos vasos sanguineos. Aqui acabam eventualmente por contactar
o revestimento endotelial da parede vascular num processo chamado marginagao leucocitaria (Bartold e
Narayanan, 1998). Neste processo, os leucocitos colidem e tendem a ser empurrados pelos eritrocitos de
menor tamanho, no momento em que o didmetro das vénulas é 50% superior ao diametro dos leucocitos

(Granger e Kubes, 1994), permitindo o inicio do processo de adesao.
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A forca do fluxo sanguineo induz nos leucocitos um movimento rotacional e estes sofrem rolamento,
uma adesao de baixa afinidade, por agao dos recetores de adesiao Selectina-P, Selectina-E (CD62E, ELAM-1) e
Selectina-L (Granger e Kubes, 1994; Atarashi e col., 2005). Estas ligagoes estabelecem-se rapidamente, mas sao
reversiveis; e € o constante estabelecer e desfazer destas que permite o rolamento dos leucocitos.

A membrana citoplasmatica na superficie dos leucécitos encontra-se enrugada sob a forma de
microvilosidades. Durante o rolamento, quando as microvilosidades sao tracionadas por uma for¢a que aumenta
progressivamente ao longo do tempo, formam-se tethers que se estendem em sentido oposto ao do fluxo.
Quando se desligam do endotélio, os tethers nao se retraiem mas, devido ao rolamento, sao langados no sentido
do fluxo originando slings. Ambos os elementos estruturais contribuem para a estabilidade do rolamento sob a
acao de elevadas tensoes superficiais (Sundd e col., 2013).

As plaquetas, também elas maiores e mais rigidas que os eritrocitos, devido a ligagao da sua Selectina-P
ao respetivo ligando sofrem rolamento, passando também a deslocarem-se a uma velocidade menor que os
eritrocitos (Frenette e col., 1995).

Este evento pode traduzir-se na obstrugao dos microvasos e no desacelerar da circulagao ao nivel dos
capilares, o que ocasionalmente pode levar a estase. O aporte nutricional aos tecidos, nestas circunstancias, pode
ficar de tal modo comprometido que pode ocorrer isquémia e eventualmente necrose dos mesmos (Turner, [992).

Apos a marginagao, os leucocitos organizam-se em linha, tornam-se achatados e aderem de um modo
estacionario ao endotélio num processo chamado pavimentagio (Bartold e Narayanan, 1998). Os neutrofilos
que estao a sofrer rolamento deformam-se, adquirindo a forma de lagrima devido ao facto de se elongarem
na sentido do fluxo pela agdo da forga de arrasto hidrodindmica. Como sao células com um volume constante,
este alongamento achata-os, facilitando o rolamento em situagdes de tensao tangencial alta. Esta forma mais
achatada aumenta a sua superficie de contacto com a parede endotelial, elevando a probabilidade de ocorrer a
ligacao entre a Selectina-P e a PSGL-| (Sundd e col., 2013).

Nesta fase, as células endoteliais ativadas libertam fatores quimiotaticos que reprimem a expressao da
adesao pelas selectinas e estimulam a expressao da adesdo pelas integrinas f2 dos leucocitos. As principais
integrinas envolvidas sio a CDI1a/CDI8 (LFA-I, alLp2, Leukocyte function antigen-I, Lymphocyte function-
-associated antigen-1) e a CDIIb/CDI8 (Mac-1, aMpB2, Recetor do complemento 3, Macrophage-I antigen,
Membrane-activated complex-1) que interagem com a ICAM-I e outras estruturas das células endoteliais (Smith,
1993a; Smith, 1993b; Atarashi e col., 2005), permitindo a ligagdo dos leucécitos ao endotélio num fenémeno
chamado adesao firme de maior afinidade (Bartold e Narayanan, 1998).

Assim, os neutrdfilos expressam moléculas de adesiao como a Selectina-L e pelo menos dois membros
da familia das integrinas 2, fundamentais no desencadear da resposta inflamatéria aguda ao participarem na
expressao da adesdo e transmigragao através do endotélio e no reconhecimento e fagocitose dos organismos
opsonizados (Simon e col., 1999).

As quimiocinas tém aqui um papel importante, uma vez que medeiam o processo no qual as integrinas
B2 sd3o induzidas a adquirir a sua conformacao de alta-afinidade através de recetores acoplados a proteina
G (GPCREs, recetores G-acoplados, G protein-coupled receptors), particularmente os recetores Goii-acoplados
(Campbell e Butcher, 2000).

A adesao dos leucocitos as células endoteliais ocorre, deste modo, através de uma série de interagoes
especificas entre moléculas de adesio complementares presentes nos leucocitos e nas células endoteliais:
selectinas, integrinas e ICAMs pertencentes a familia das imunoglobulinas (Bartold e Narayanan, 1998). Estas
familias de multiplas proteinas, cada uma com a sua fungao especifica, sao responsaveis pela sinalizagao do
trafico dos leucocitos.
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Os locais preferenciais da adesao de leucocitos na microcirculagdo periférica estdio também
predominantemente ao nivel da regiao das vénulas pos-capilares (Zakrzewicz e col., 1997; Zarbock e Ley, 2008),
havendo pouco ou nenhum envolvimento das arteriolas. Estes locais, onde ocorre rolamento e adesao firme,
estao fisicamente separados do resto da microcirculagiao, podendo, no entanto, ocorrer areas de sobreposicao.
Na circulagao periférica, a retengao dos leucocitos e a obliteragao dos capilares ocorre basicamente durante
periodos de inflamagao e de ativagao leucocitaria (Schmid-Schonbein, 2006).

A adesao firme dos leucocitos € seguida pela projegao de pseudopodos citoplasmaticos, resultantes da
reorganizagao da Actina e de outras proteinas do citoesqueleto, através das lacunas do endotélio, sendo este
um dos sinais visiveis da ativacao das células inflamatérias. Esta projecao pode acontecer quer os leucocitos
estejam em suspensdo quer estejam aderidos ao endotélio ou outros substratos, permitindo que a célula
se movimente. Quando expostos a agentes antagonistas, a taxa de projecao dos pseudopodos leucocitarios
depende da concentragdo destes agentes (Zhelev e col., 2004).

A formacao de pseuddpodos nas vénulas é facilitada pela estase (Moazzam e col., 1997), mas a sua
adesao e a sua dispersao pelo citoplasma na presenca de fluxo sanguineo pode ocorrer desde que os leucécitos
tenham sido pré-estimulados por um mediador inflamatério (Fukuda e col., 2000). Também deste modo, os
mediadores controlam nao s6 a adesao e a capacidade de resposta a tensao tangencial do fluido sanguineo, mas
também a migragdo dos leucocitos ao longo de toda a membrana endotelial (Fukuda e col., 2000).

Para transmigrarem, os leucocitos movimentam-se através dos espagos intercelulares do endotélio,
desalojando células como péricitos e fibroblastos (Walker e col., 1995).No entanto, quando a inflamagao ocorre
por exposi¢ao a uma endotoxina como o fMLP, os neutrdfilos inserem os seus pseudopodos no citoplasma das
células endoteliais, percorrendo um trajeto transcelular (Hoshi e Ushiki, 2004).

De referir que os eritrocitos nao tém a capacidade de se locomoverem, pelo que a sua passagem através
das paredes vasculares é passiva através de lacunas suficientemente grandes que permitam a sua migragao, facto
que tem como consequéncia a criacao de hemorragias microvasculares (Schmid-Schonbein, 2006).

A libertagio de proteinases pelos leucocitos, particularmente Elastase (lonescu e col.,, 2003) e
metaloproteinases como a Gelatinase A (MMP2) e Gelatinase B (MMP9) no caso dos neutrofilos (Chakrabarti
e Patel, 2005; Stefanidakis e Koivunen, 2006), que degradam a membrana basal, vai posteriormente permitir
que aqueles se exteriorizem rapidamente do limen dos vasos por diapedese chegando ao compartimento
extravascular (Murphy, 2012).

Na maior parte dos tecidos, o recrutamento dos leucocitos ocorre, tal como visto, numa sequéncia
concreta desde a sua captura até ao rolamento, seguido da diminuigao sistematica da velocidade de rolamento
até a adesao e por Ultimo a transmigragao (Springer, 1994) que ocorre em apenas | a 2 minutos (Muller, 2014).

1.2.3. Quimiotaxia

Quimioatratantes sao mediadores hidrossoliveis fundamentais da defesa imunitaria do hospedeiro,
participando no recrutamento de células inflamatorias. Através deles, os leucocitos respondem a estimulos
quimiotaticos unidirecionais que os guiam até ao local da inflamagao.

Os quimioatratantes apresentam uma grande variedade quimica, estando neles incluindos lipidos
bioativos como leucotrienos, fragmentos proteoliticos das proteinas plasmaticas, quimiocinas e citocinas
(Serhan e col., 2008). Esta grande versatilidade permite que eles executem um controlo sensivel do trafico de
leucécitos, no qual quimioatratantes efetuando fungoes sequenciais guiam as células imunes recrutadas até ao
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tecido inflamado (Sadik e Luster,2012). Nomeadamente, os peptideos IL-8, C5a e fMLP (Ohashi e col. 1996) sao
ativadores da quimiotaxia atuando predominantemente nos leucécitos durante a inflamagao.

Todas estas moléculas induzem quimiotaxia através da ativagao dos recetores de sete dominios
transmembranares GPCRs que se encontram expressos nas células imunes. Os GPCRs sao a mais prolifica
familia de proteinas da membrana celular, com aproximadamente 800 membros responsaveis pela modelagao
de diversas respostas celulares a maioria dos neurotransmissores e hormonas que atuam no corpo humano.
Os GPCRs efetuam a transducdo de sinais extracelulares, ativando vias de transdugio de sinal intracelulares
através da ativacao da proteina G sua constituinte (Heng e col., 2013).

No que diz respeito as quimiocinas em particular, estas sao pequenos polipeptideos, contendo cisteina,
que apresentam atividade quimiotatica para leucocitos como mondcitos, linfocitos T ativados e neutrofilos
(Laudanna e col., 2002).

Tanto as quimiocinas nos tecidos como os seus recetores nos leucocitos estao expressos de um modo
sobreposto e atuam em conjugagao e sequencialmente no recrutamento e navegagao dos leucocitos. Isto
permite-lhes o controlo apurado e seletivo da resposta imune, nomeadamente quer através do recrutamento
de sub-populagées leucocitarias quer através do controlo do posicionamento correto destas no micro-
ambiente inflamatoério (Campbell e Butcher, 2000).

1.2.4. Mesénquima

A migragao dos leucocitos através do espago intersticial € um elemento importante da normal fungao
das células do sistema imune, quer inato quer adaptativo. O seu papel de patrulhadores exige que eles se
movimentem rapidamente através de complexas matrizes extracelulares a velocidades tao altas quanto 20 a 30
pm por minuto (Lam e Huttenlocher, 2013).

A mobilidade intersticial envolve ciclos de motilidade e paragem determinados por informagoes externas
que sdo traduzidas em sinalizagdo intracelular (Lam e Huttenlocher, 2013) e ocorre na auséncia de interagoes
adesivas com as células circundantes.

A migracao dos leucdcitos &, tal como visto, um processo complexo, controlado por um amplo conjunto
de moléculas de adesdo presentes nos leucocitos e nas células endoteliais e exigindo a presenca de moléculas
quimioatratantes.

Tal como referido anteriormente, as células inflamatorias sao atraidas até ao lugar da lesao por
quimiotaxia, ocorrendo a migragao unidirecional das células na diregdo de um aumento de gradiente de um
agente quimiotatico (Bartold e Narayanan, 1998). Tanto os mediadores quimiotaticos como os fatores de
crescimento siao responsaveis por uma migragao celular polarizada, sabendo-se também que a sinalizagao
pela Fosfatidilinositol-4,5-biofosfato 3-cinase/Akt (PI3Ks, Phosphoinositide 3-kinase) e pelas Rho guanosina
trifosfatases (Rho GTPases, Rho guanosine triphosphatases) estao envolvidas no controlo da motilidade celular
(Rickert e col., 2000). Do mesmo modo, a estimulagao pelo peptideo bacteriano fMLP, pelo Leucotrieno B4 e
pelo Fator ativador de plaquetas (PAF, Platelet-activating factor) aumenta significativamente a taxa de migragao
dos leucdcitos ativados relativamente a dos leucocitos extravasculares nio estimulados (Hickey e col., 2000).

Assim, apos a apropriada interagao recetor-ligando, os PMNs ficam polarizados e sofrem uma ativagao
parcial necessaria a quimiotaxia ou ficam totalmente ativados para efectuarem a fagocitose e desgranulagao ao
nivel dos tecidos (Stefanidakis e Koivunen, 2006).

As integrinas s3ao os principais mediadores das interagoes entre as células e o mesénquima da matriz
extracelular. Nas células migratorias, as integrinas sao os principais recetores transmembranares que permitem
as interagoes entre os ligandos celulares e a Actina do citoesqueleto, influenciando todo o mecanismo de
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sinalizagdo. Conjuntamente com estas, recetores multifuncionais da superficie celular como sindecanos (Lendorf
e col., 201 1), o Recetor hialuronato (CD44) (Hart e col., 2012) e recetores com dominio discoidina (DDRs,
discoidin domain receptors) (Ruiz e Jarai, 2012) coordenam a ligagao do ligando ao citoesqueleto e a sinalizagao
intracelular (Schmidt e Friedl, 2010).

Apos a rutura da membrana basal, os leucocitos movimentam-se através do endotélio desalojando
células como fibroblastos e péricitos, tal como referido anteriormente (Walker e col., 1995), extravasam para
o espago intersticial onde encontram a matriz extracelular que funciona como scaffold, influenciando a sua
adesao, migragao, ativagao e retengao.Aqui eles movimentam-se através da ligagao as fibras extracelulares de
Colagénio, ligagao essa que envolve um mecanismo associado a familia de integrinas 1 (Werr, 1998) que exige
particularmente a indugao da Integrina a2f 1 (VLA-2) (Werr e col., 2000).

Apos penetragao da membrana basal, também os monocitos migram através da matriz extracelular dos
tecidos inflamados onde se podem eventualmente diferenciar em macroéfagos tecidulares (Palframan e col.,2001).

Os ligandos dos recetores de adesao sdo outra célula; particulas multiméricas; macromoléculas proteicas
e glicoproteicas imobilizadas nos tecidos como Colagénios, Fibronectina,Vitronectina, Fibrinogénio e Laminina;
ou macromoléculas nao proteicas como proteoglicanos e o polissacarideo hialurano (Schmidt e Friedl, 2010).

As integrinas reconhecem particularmente proteinas scaffold como o Colagénio intersticial (Takada e
col,, 2007), enquanto o CD44 liga-se preferencialmente a polimeros de carbohidratos extracelulares como
glicoproteinas, glicosaminoglicanos e acido hialurénico (Thorne e col., 2004).

1.2.5. Resolucao da inflamagao aguda

A resolugdo da resposta inflamatoria aguda, apés a qual se volta a estabelecer um estadio tecidual
homeostatico, ¢ um mecanismo altamente regulado e independente dos mecanismos anti-inflamatérios (Serhan
e col., 2007).

Nela ocorre nomeadamente a transi¢ao da sintese de PGs proé-inflamatorias para a sintese de lipoxinas
anti-inflamatérias indutoras de resolugdo (Medzhitov, 2010). Esta transi¢do envolve também a alteragao no
recrutamento das células inflamatérias que deixam de ser neutrofilos e passam a ser monécitos, o que resulta
na depuragdo das células mortas e de detritos presentes no local e no inicio da reparagao tecidular (Serhan e
Savill, 2005).

As lipoxinas, que sao eicosanodides derivados do acido araquidonico, tém potentes agoes anti-inflamatorias
e pro-resolugao (Serhan e col., 2008). Elas participam no mecanismo da resolugao uma vez que retardam a
entrada de novos neutrdfilos no local da inflamagao, reduzem a permeabilidade vascular, promovem a infiltragao
de monécitos com fenotipo nao inflamatorio que é necessario a resolugao e estimulam os macrofagos a digerir
e depurar os neutrofilos apoptoticos (Godson e col., 2000; Serhan e col., 2008).

A resolucdo da inflamagao aguda envolve também a ativagao de outros percursores de acidos gordos
presentes nos exsudatos como os acidos gordos omega-3 polinsaturados, acido docosahexanodico (DHA) e
acido eicosapentanoico (EPA). Cada percursor é transformado através de mecanismos enzimaticos em familias
de compostos bioativos chamados resolvinas, respetivamente série-E e série-D, que atuam como mediadores
quimicos locais na regulagao da duragao e magnitude da inflamagao (Serhan e Savill, 2005; Serhan e col., 2008).

No caso particular da cavidade oral, em estudos efetuados em doentes com periodontite verificou-se
que a Resolvina El reduz a produgao de superdxido pelos neutrofilos em resposta quer ao TNF-a ou ao fMLP
(Serhan e col., 2008).
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1.2.6. Morte celular e fagocitose

A cascata de inflamagdo é acompanhada quer por morte celular programada (apoptose) quer por
necrose celular, cuja magnitude depende da natureza bioquimica e da quantidade do estimulo inflamatorio.
A morte celular estd também dependente das atividades fisiologicas e metabolicas. Nomeadamente ao nivel
das fibras musculares, aquelas que primeiro sao sujeitas a morte sio as que apresentam uma baixa taxa de
metabolismo oxidativo, o que implica a presen¢a de um baixo niumero de enzimas scavenger de radicais livres
de oxigénio (Schmid-Schonbein, 2006).

As células inflamatorias que invadiram o tecido lesado sao também alvo de apoptose. Normalmente,
os neutrofilos tém um tempo médio de vida de 6 a 10 horas, apos o que sofrem apoptose e consequente
depuragao no bago (Bicknell e col., 1994) ou fagocitose in situ por macrofagos e fibroblastos (Hall e col., [994).

No entanto, estudos experimentais com recurso a neutrofilos marcados demonstraram que os que
se encontram extravasados tém uma média de vida consideravelmente mais longa do que aqueles que ainda
se mantém em circulagdo. Variadas citocinas e mediadores quimiotaticos presentes durante a inflamagao
prolongam a sobrevida dos neutrdfilos, pelo que 24 horas depois do inicio da resposta inflamatéria é possivel
detetar no local da lesao uma grande quantidade desta populagao celular ainda presente, muito para além da
finalizagao do influxo de células inflamatorias que é observado apos uma a quatro horas (Bicknell e col., 1994).
Este facto esta dependente do GM-CSF libertado pelas células endoteliais ativadas e aumenta a capacidade
de sobrevivéncia dos neutrofilos, permitindo-lhes presumivelmente funcionarem de um modo mais eficaz nos
locais de inflamagao (Coxon e col., 1999).

A apoptose é teoricamente considerada uma via fisioldgica de morte celular imunologicamente silenciosa,
nas quais as células em decurso de apoptose sao detetadas pelos fagocitos. Durante este processo,a membrana
celular mantém-se intacta, pelo que as moléculas DAMP citotdxicas contidas no interior dos neutrofilos nao

sdo libertadas no local (Krysko e col., 201 1).

Os neutrofilos apoptoticos tornam-se nao funcionais e perdem a capacidade de se moverem como
resposta a mediadores quimiotaticos, sendo incapazes de gerar a libertagio de ROS ou de desgranular. Este
facto ocorre por perda de fucionalidade das suas vias de ativagdo ou por incapacidade de se ligarem aos
ligandos devido a diminuicao dos recetores de superficie. Estes neutrdfilos inativados sao subsequentemente
fagocitados (Akgul e col.,2001).

Os corpos apoptoticos podem inibir a transcrigao de genes de citocinas pro-inflamatorias e promover
a secregao de citocinas anti-inflamatorias pelos fagocitos, induzindo as células apresentadoras de antigénios a
apresenta-los de modo a promoverem tolerancia imunitaria (Zitvogel e col., 2010).

O reconhecimento destas células apoptoticas pelos macrofagos nao se traduz na libertagao por estes de
mediadores pro-inflamatorios, mas sim de mediadores anti-inflamatorios como a IL-10 e TGF-$ (Huynh e col.,
2002), o que lhes confere um fenotipo anti-inflamatorio, permitindo-lhes uma atividade conducente a resolugao
do processo inflamatorio. Deste modo, a depuragao por fagocitose de células e corpos residuais apoptoticos
nem sempre é imunologicamente neutra, uma vez que ela pode resultar em potentes efeitos anti-inflamatérios
e imunossupressores (Saville e col., 2002).

Se, pelo contrario, ocorre necrose ou se ha pouca expressao da atividade fagocitica dos macrofagos, ha
perda de integridade da membrana citoplasmatica das células em processo de morte e os produtos citotoxicos

sao libertados, agravando a lesao dos tecidos e potenciando o processo inflamatério (Lawrence e Gilroy, 2006;
Plataki e col., 2006).
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Os neutrofilos e os macrofagos tém a capacidade de reconhecer e ingerir particulas estranhas, apos o
reconhecimento de carbohidratos presentes na superficie destas particulas por recetores de fucose e manose.
Contudo, o seu recobrimento por opsoninas como o Fragmento do complemento C3b, Fibronectina do plasma
ou o Anticorpo IgG, exponencia a capacidade fagocitaria daqueles. Os neutrofilos fagocitam uma particula
opsonizada em menos de 20 segundos, enquanto que os macrofagos necessitam de alguns minutos para efetuar
a sua fagocitose (Turner, 1992; Bartold e Narayanan, 1998).

Apesar de num modo geral se considerar que s6 os neutrofilos e macrofagos participam na fagocitose,
alguns autores consideram que também os fibroblastos participam na fagocitose de neutrofilos apoptoticos
através do recurso a Integrina aVP3 e aos recetores lectina-like que reconhecem também alteragdes no
conteudo de carbohidratos da superficie das células apoptéticas.A molécula de adesao fagocitaria CD36 opera
conjuntamente com a aVP3 para ligar a Trombospondina que € secretada pelos fagocitos, estabelecendo a
ligagao entre os recetores e as estruturas da superficie dos neutrofilos apoptoticos (Akgul e col., 2001).

A fagocitose pelos neutrofilos de particulas opsonizadas acelera a sua apoptose, principalmente pela via
da Mac-| que é dependente de radicais de oxigénio gerados pela enzima Nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato-oxidase (NADPH oxidase). Este € um mecanismo eficaz de remogao de neutrofilos extravasados que
atingiram o fim da sua vida Util, impedindo a libertagcao de DAMPs citotoxicas (Coxon e col., 1996).

O mecanismo de fagocitose, através do qual agentes antagonistas, células apoptoticas e detritos sio
removidos, &€ um processo dependente de energia que exige trés fases distintas: (1) uma vez que os neutrofilos
e os macrofagos tém na sua superficie recetores capazes de reconhecer DAMPs e PAMPs, este reconhecimento
e subsequente ligagdo € o primeiro passo da fagocitose (Turner, 1992; Bartold e Narayanan, 1998). (2) Apos
ligagao ao corpo opsonizado, este € ingerido. A membrana citoplasmatica envolve o material e vacuoliza-o
para formar o fagosoma. (3) A medida que este é transportado ao longo do citoplasma vai-se fundindo com
os lisosomas mais proximos formando o fagolisosoma, o que permite a libertagio no seu interior de enzimas
lisosomais, de proteinas cationicas e de ROS capazes de degradar a maior parte dos constituintes celulares
(Turner, 1992; Bartold e Narayanan, 1998; Serhan e col., 2008).

A fagocitose estd associada a um aumento de atividade metabolica, durante a qual a morte celular e
a degradagao dos corpos estranhos pode ser efetuada de um modo oxigénio-dependente e/ou de um modo
oxigénio-independente. A morte celular oxigénio-dependente é extremamente eficaz e potente envolvendo a
ativacdo da via das pentoses fosfato e a NADPH oxidase, o que se traduz num aumento do consumo de oxigénio
que é metabolizado e reduzido ao seu anidao superdxido (O,) (Turner, 1992; Bartold e Narayanan, 1998).

Nos neutrofilos, o O,” é espontaneamente convertido pela superdxido dismutase em perdxido de
hidrogénio (H,0,) que na presenca da mieloperoxidase granular e de haletos é convertido em ides hipohaletos
altamente reativos e toxicos como o acido hipocloroso (HOCI), produto final da oxidacao (Turner, 1992;
Bartold e Narayanan, 1998).

A morte celular oxigénio-independente recorre ao pH dcido, enzimas lisosomais e complemento,
mecanismo cuja atividade bactericida é potenciada pelas proteinas cationicas e a Lactoferrina (Bartold e
Narayanan, 1998).

Os produtos do processo de desgranulagao sao transportados até ao citoplasma e incorporados em
macromoléculas ou ainda mais metabolizados. O material nao digerido é mantido no fagosoma, cujas membranas
sao recicladas através da membrana citoplasmatica (Turner, 1992).

Quando finalizam a sua atividade fagocitaria, os neutrofilos apoptoticos e nao apoptoticos que enviam sinais
“comam-me” sao fagocitados pelos macrofagos. Igualmente, também os macréfagos apoptoticos sdo fagocitados
pelos macrofagos saudaveis que nao sao destruidos e continuam a sintetizar mediadores inflamatorios. Ja os
eosindfilos e baséfilos nao participam no mecanismo da fagocitose (Bartold e Narayanan, 1998).
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1.2.7. Inflamacgao crénica

A eliminagio do agente antagonista ou do estimulo inflamatério leva ao fim da sintese e ao catabolismo
dos mediadores pro-inflamatérios como eicosandides, quimiocinas, citocinas ou moléculas de adesao; o que
parard o recrutamento de mais células inflamatorias para a area afetada, permitindo o inicio da resolugio da
inflamagao aguda (Lawrence e Gilroy, 2006).

A depuragao dos leucocitos inflamatorios inclui, tal como ja referido, a apoptose local dos PMNs ou
linfocitos associada a fagocitose por macréfagos com origem hematopoiética (Heasman e col., 2003). Depois de
terminada a fagocitose, os macrofagos podem deixar a area inflamada através de drenagem linfatica (Bellingan e
col., 2002).

Se estes passos forem cumpridos, a inflamagao aguda atingira a sua resolugdo sem que haja excessiva
destruicao e dano tecidual, ndo havendo também oportunidade para o desenvolvimento de uma inflamagao
crénica (Lawrence e Gilroy, 2006).

Inevitavelmente, caso nao haja resolucao da inflamagao aguda, estabelecer-se-a uma inflamagao
croénica. Esta decorre com proliferagao, migragao e recrutamento de mais células inflamatorias, o que se pode
tornar extremamente prejudicial para o tecido normal; remodelagao da matriz extracelular e angiogénese
(Libby, 2007). Ela é usualmente descrita como uma inflamagao prolongada durante a qual coexistem: (1)
infiltragao por células mononucleares como macrofagos, linfocitos e plasmocitos; (2) a destruigao de tecido;
(3) tentativas de reparagio tecidual, acompanhadas da proliferagao de fibroblastos, formagio de tecido
conjuntivo e eventual fibrose (4) e a formagao permanente de neovasos (Bartold e Narayanan, 1998; Majno,
1998). Apesar de se desenvolver em continuidade a uma inflamagao aguda, ela inicia-se incidiosamente e ¢é
muitas vezes assintomatica.

Os infiltrados inflamatorios presentes na inflamagao cronica contém uma populagao maioritariamente
constituida por macroéfagos e linfocitos, facto que é caracteristico da resposta imune nesta fase. Estes infiltrados
estao também comummente associados a fibrose subsequente a esta inflamagao cronica (Johnson e Ziff, 1976).

Os macrofagos, principais células participantes quer na fase final da inflamagao aguda quer na inflamagao
cronica, tém origem em monocitos circulantes ou multiplicam-se localmente por proliferagao (Bartold e
Narayanan, 1998).Tanto a VCAM-I| como a Selectina-P ligam-se aos mondcitos que ap6s a adesdo a superficie
endotelial migram num processo mediado por fatores quimiotaticos como a Proteina quimioatratante dos
monacitos-1 (MCP-1, Monocyte chemoattractant protein-1), o C5a, os peptideos de Fibrina, a Linfocina e fatores
de crescimento. Uma vez presentes na intima arterial e apds exposicdo ao Fator estimulador de coldnia
de macrofagos (M-CSF, Macrophage colony-stimulating factor), eles diferenciam-se em macrofagos e proliferam
(Palframan e col.,2001).

Os linfocitos B e T sao também células ativas durante a inflamagao cronica, durante a qual os linfocitos B
ao interagirem com antigénios transformam-se em plasmaocitos e passam a sintetizar anticorpos. Os linfocitos T
constituidos pelos sub-tipos killer, helper e regulador estao associados a imunidade celular (Bartold e Narayanan,
1998).

A angiogénese e a remodelagdo microvascular sio componentes intrinsecos da remodelagao tecidual
nas doengas inflamatorias cronicas. A expansiao e aumento da ativagao da rede microvascular promove o
influxo de mais células imunitarias, pelo que a angiogénese e a inflamagao tornam-se processos codependentes
(Jackson e col., 1997).

A reestruturagdo e reconstrucao da rede capilar e da microvasculatura podem ocorrer em qualquer
momento do processo inflamatorio, motivo pelo qual é possivel observar simultaneamente diferentes fases de
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alteragao da rede microvascular. Um evento comum a este fenomeno, dependendo da natureza e duragao do
estimulo inflamatorio, é a permanente reestruturagao do endotélio, a qual converte os capilares em vénulas
mais largas (Ezaki e col.,2001). Inclusivamente, os capilares podem desaparecer na sua totalidade, num processo
chamado de rarefagdo que é devido fundamentalmente a apoptose das células endoteliais (Vogt e Schmid-
-Schonbein, 2001).

Contudo, os macréfagos também sintetizam e libertam fatores de crescimento que, ao nivel da
microcirculagao,induzem a formagao de novos capilares em torno de agregados de macrofagos. Nomeadamente,
o recetor CX3CRI para as quimiocinas é essencial a formagdo, integridade estrutural e maturagdo de
neomicrovasos. A morfogénese por vacuolizacao e tubulagdo dos mondcitos/macroéfagos, a tunalizagao da
matriz extracelular e a diferenciagao em células de musculo liso sao, em parte, induzidas pela interagao entre
o CX3CRI e o seu ligando CX3CLI (Kumar e col., 2013).

Muitas células como queratinocitos, células tumorais, monocitos, macrofagos ou fibroblastos sinoviais
sdo capazes de produzir fatores angiogénicos em condigoes de hipoxia e de inflamagao. Designadamente, as
células do sistema monocitico-macrofagico podem ser encontradas em locais onde esta a ocorrer angiogénese
em situagoes patologicas. Na realidade, a maior parte dos fatores de crescimento e citocinas que regulam o
mecanismo de angiogénese podem ser sintetizados por macrofagos (Sunderkotter e col., 1994).

Também os macroéfagos residentes nos tecidos induzem a proliferagao, remodelagdo ou regressio
vascular (Frantz e col.,, 2005); sendo a sua atividade mediada por diversos TLRs em sinergia com recetores
adenosina A2A que regulam positivamente a expressao do VEGF (Pinhal-Enfield e col., 2003).

A remodelacio da matriz extracelular que rodeia os vasos em formacao facilita a angionése, uma
vez que envolve a degradacao da matriz antiga e a deposicio de novos componentes (Carmeliet, 2003). A
degradagao é efetuada por proteinases que incluem ativadores do Plasminogénio como a Urocinase ativadora
do plasminogénio (uPA, Urokinase plaminogen activator) e o Inibidor do ativador do plasminogéneo-1 (PAI-I,
Plasminogen activator inhibitor-1), cuja sintese é Smad-dependente (Datto e col., 999); metaloproteinases e seus
inibidores; heparinases; quimases; triptases e Catepsina (Carmeliet, 2003).

O mecanismo de angiogénese envolve, deste modo, a proliferagao, invasio e migracao de células
endoteliais e a consequente formagao do tubo vascular. Este processo é induzido por fatores de crescimento
vascular que interagem com moléculas da matriz extracelular como integrinas (Eliceiri, 2001).

A ativagdo da Integrina aVB3 (VnR, Recetor da vitronectina) tem como resultado diferentes estados
funcionais que influenciam eventos integrina-dependentes como a migragao celular, angiogénese e atividade
metastica. Efetivamente, esta integrina tem sido implicada na patofisiologia de tumores malignos, nos quais a
sua presenca € essencial para a angiogénese tumoral (Felding-Habermann e col., 2001). Assim, sabe-se que a
Integrina aVP3 regula positivamente a proliferagao e migragao das células endoteliais (Mahabeleshwar e col.,
2006), encontrando-se expressa durante processos de remodelagao vascular. Em modelos experimentais de
angiogénese in vivo verificou-se que a expressao de aVPB3 e aVPB5 estd relacionada com os fatores angiogénicos
principais: a expressao da aV[5 é regulada positivamente pelo VEGF, enquanto que o Fator de crescimento
de fibroblasto basico (bFGF, Basic fibroblast growth factor) estimula a regulagao positiva da VB3 (Eskens e
col., 2003). Deste modo, na angiogénese patoldgica, a expressao das Integrinas aVB3 e aVB5 nos vasos em
proliferagdo é fundamental, sendo a sua marca distintiva (Mahabeleshwar e col., 2006).

Os neovasos em formagao exercem uma regulagio positiva sobre recetores para fatores angiogénicos
produzidos por células imunes e nao imunes locais tais como bFGF TGF- e TNF-a, outros fatores de
crescimento, moléculas de adesdo, metaloproteinases da matriz bem como componentes da matriz extracelular
que contribuem para a ativagao e crescimento das células endoteliais (Carmeliet, 2003).

25



Resposta do Periodonto induzida pelo Movimento Dentario Ortodéntico

2. Inflamag¢ao e biomarcadores no movimento dentario

O ortodontista, através da mecanica ortodontica, inicia um processo inflamatério que vai permitir o
movimento dentario ortodontico controlado.Apesar de uma cascata inflamatéria ser um mecanismo de defesa
contra uma agressao, no caso concreto das forgas ortodonticas, ele vai facilitar a remodelagio tecidular que
ocorre ao nivel do ligamento e do osso alveolar sujeitos a estas forgas. Dado que esta inflamagao é asséptica,
ela devera em circunstincias normais evoluir no sentido da reparagdo dos tecidos afetados, sem que dela
permanecam sequelas (Davidovitch e col., 1997).

A remodelagao 6ssea que ocorre como resposta a uma agressao € o método pelo qual o osso alveolar
resiste e se adapta as cargas mecanicas, mas sao os efeitos destas ao nivel do ligamento periodontal os
responsaveis pelo despoletar de todo o mecanismo que esta na base do movimento dentario ortodontico
(Diercke e col.,201 I; Pavithra e col.,2014). De um modo geral,a reparagio final do ligamento periodontal sujeito
a lesdo nao é diferente daquela que ocorre ao nivel de outros tecidos conjuntivos (Sismanidou e col., 1996).

Durante o tratamento ortodontico, a forga aplicada é transmitida pelo ligamento ao osso alveolar
que flexiona (Pavithra e col., 2014). Concomitantemente ha distor¢ao da matriz extracelular e consequente
alteracao da morfologia celular e da configuragio do citoesqueleto do LP (Pan e col., 2014), o que provoca
o inicio do processo durante o qual ird ocorrer a remodelacao dos tecidos periodontais: gengiva, cemento
radicular, ligamento periodontal e osso alveolar; bem como da polpa dentaria.

A estimulagao mecanica é um factor essencial na remodelagdo de muitos tecidos, pelo que células neles
presentes como fibroblastos, células endoteliais e células de musculo liso sao sensiveis a aplicagao de forgas.
Estas células sdo, por isso, capazes de responder a forga mecanica, modificando varias das suas fungoes celulares
como proliferagio e expressao de componentes da matriz extracelular, o que se traduz numa geral alteragao
da estrutura, composigao e fungao dos tecidos (VWang e Thampatty, 2006).

As células do ligamento periodontal respondem, deste modo, a dois eventos diferentes: (1) a agressao
a matriz extracelular e (2) a aplicagao da for¢a mecanica. Os sinais provenientes da aplicagao de forga siao
percecionados pelos componentes da matriz extracelular e consequentemente por elementos das membranas
celulares, iniciando-se uma cascata que ativa vias de transdugdo de sinal que levam a expressio genética,
transdugao e modificagdes do processo pos-transdugao que tém como objetivo a sintese de constituintes
da matriz extracelular (Kjaer, 2004; Redlich e col., 2004). A remodelagao posterior desta matriz extracelular
afetada pela aplicagdo de forgas ortodonticas € um processo altamente complexo que controla a homeostase
e reparagao do ligamento periodontal, tal como acontece nos outros tecidos conjuntivos (Redlich e col.,2004).

Quando a forga aplicada é leve, a deformagido do osso alveolar da-se no primeiro segundo da fase
inicial do movimento, dado que o fluido do ligamento periodontal nio pode ser comprimido. Apos um a dois
segundos, o fluido extravasa do ligamento e o dente movimenta-se no interior do alvéolo, provocando no lado
do movimento ainda mais compressao do ligamento periodontal, do fluido periodontal e da microvasculatura
com a consequente diminui¢ao do fluxo sanguineo (Cardaropoli e Gaveglio, 2007). No lado oposto ao do
movimento, em que ha estiramento do ligamento com a criagdo de uma forga de tensao, o fluxo sanguineo &, de
modo geral, mantido ou aumentado, podendo contudo ocorrer uma diminuigao transitoria caso o estiramento
seja exagerado, levando a obliteragao dos vasos presentes. Estas alteragdes da vascularizagdo do ligamento
periodontal e do respetivo fluxo sanguineo estimulam a atividade de substancias e células que atravessam os vasos
sanguineos da zona atingida e vao formar o exsudato e o infiltrado inflamatério respetivamente (Consolaro, 1999).

Sao alteracoes quimicas como a mudanca do pH do meio, que se torna acido, que favorecem a chegada
e permanéncia de células clasticas; a diminui¢do da pressao parcial de oxigénio nas areas de compressao e o
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seu aumento nas areas de tensio; a alteragao do influxo celular dos ides calcio e sodio; bem como o aumento
da sintese e secrecdo de varias moléculas como neurotransmissores, citocinas, fatores de crescimento, fatores
estimuladores de colonias, hormonas ou metabolitos do acido araquidénico (Krishnan e Davidovitch, 2006;
d’Apuzzo e col,, 2013).

Estas diferentes moléculas agindo de modo autocrino e paracrino, sempre em associagao com outras
moléculas sinalizadoras sistémicas e locais, além induzirem a diferenciagio e a proliferagio celular; vao
proporcionar o micro-ambiente favoravel a invocagao de respostas pelas células periodontais, cujo objetivo final
€ a reabsorgao 6ssea no lado de pressao e a aposigao dssea no lado de tensao (Krishnan e Davidovitch, 2006).

As reagoes celulares e tecidulares produzidas iniciam-se logo apos a aplicagao da for¢a. Dado que ocorre
compressao e estiramento das fibras e células do ligamento periodontal, no lado de pressao e no lado de
tensao respetivamente, é imediatamente despoletado o recrutamento de células progenitoras de osteoclastos
e de osteoblastos, bem como a quimioatragao de células inflamatérias (Krishnan e Davidovitch, 2006).

Uma vez que o movimento ortodontico decorre sempre com algum grau de hialinizagao, ha a formagao
de tecido de granulagao apos a isquémia, necrose asséptica, hemorragia e subsequente formagao do coagulo
sanguineo. Na organizagdo do coagulo vao participar elementos vasculares e nervosos que invadem a area
(Parlange e Sims, 1993), bem como novo tecido conjuntivo com a sua componente em fibras de Colagénio,
fibroblastos e epitélio juncional (Sismanidou e col., 1996).

Propoe-se que cerca de quatro horas apds o inicio de aplicagao da forga aos dentes, as modificagoes
no meio quimico produzam alteragoes na atividade das células presentes, nomeadamente o aumento de AMPc
(adenosina monofosfato ciclica, cyclic adenosine monophosphate) e de GMPc (guanosina monofosfato ciclica,
cyclic guanosine monophosphate), segundos mensageiros necessarios a estimulagao da diferenciagao celular, cuja
expressao esta associada a secregao de PGE2 (Davidovitch, 1991). Também a deformacao das células da matriz
extracelular contribui para este fenomeno, uma vez que leva a libertagao de acido araquidonico da superficie
celular, cujo metabolismo pelas vias da cicloxigenase ou da lipoxigenase se traduz na libertagio de PGs e
leucotrienos que estimulam a libertagao dos segundos mensageiros (Cardaropoli e Gaveglio, 2007).

Apesar destes nucleotideos estarem envolvidos na resposta precoce dos osteoblastos ao estimulo
mecanico, sabe-se que esta ocorre com flutuagoes. Estudos experimentais em gato demonstraram que o AMPc
diminui nas primeiras trés horas apos a aplicagao de forga, aumentando sé por volta das 24 horas, enquanto que
o GMPc atinge o seu valor maximo nao so as trés horas, mas também as 24 horas (Davidovitch e col., 1978).

A distor¢do da matriz do ligamento periodontal sob a agao de forgas ortodonticas e consequente
deformagdo mecanica das suas células, conjuntamente com a anoxia ou a hipdxia criada pelo colapso dos vasos
comprimidos promove a libertagdo de peptideos livres no meio intersticial. A presenca destes, que é também
produto da destruicao de células do ligamento ou da degradagao das fibras de Colagénio e da matriz extracelular,
faz com que os mastocitos desgranulem libertando histamina, heparina, serotonina e enzimas (Consolaro, 1999).

O ligamento periodontal apresenta uma intricada rede nervosa com origem em ramos periféricos do
trigémio (nervos alveolar superior e inferior) que o penetram a partir do forame apical e dos canais de Volkmann
do osso alveolar, acompanhando os vasos sanguineos. Todas as fibras nervosas ramificam extensivamente e as
células nervosas das suas terminagoes livres e dos corpusculos de Ruffini-like estao associadas a nocicepgao e a
mecanorrecepcao, particularmente ao tato e pressio (Garant, 2003b). Em condigoes fisologicas normais, estes
recetores estao quiescentes e contém varios neuropeptideos como o SP e o CGRP (Vandevska-Radunovic, 1999).

Sob a aplicagdo de forgas, a distor¢do da matriz extracelular do ligamento conjuntamente com o
deslocamento do fluido periodontal provocam a deformagao das fibras nervosas dos nervos periféricos que
participam na inflamagao neurogénica, estimulando-as entio a libertar os neuropeptideos vasoativos neles
contidos como a SP, o Peptideo intestinal vasoativo (VIP, Vasoactive intestinal peptide) ou o CGRP (Hall e col.,2001).
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Estes neuropeptideos provocam vasodilatagao, aumentando a permeabilidade vascular; promovem a
transmigracao de leucocitos e o extravasamento de plasma para o espago intersticial; estimulam a proliferacao das
células endoteliais e dos fibroblastos; regulam positivamente a expressao das moléculas de adesdo presentes nas
células endoteliais e atuam como neurotransmissores ao nivel dos nervos sensoriais do ligamento (Hall e col.,2001;
Masella e Meister, 2006; d’Apuzzo e col.,2013), estabelecendo a ligagao entre o estimulo e a resposta bioquimica.

O CGRP induz a formagao de tecido dsseo estimulando a proliferagao de osteoblastos e inibindo a
atividade dos osteoclastos (Masella e Meister; 2006; d’Apuzzo e col., 2013). A ativagao dos seus recetores
presentes nos osteoblastos, monacitos, linfocitos e mastocitos traduz-se na amplificagao da sinalizagao intra e
intercelular, o que resulta também na sintese e secregao de citocinas (d’Apuzzo e col.,, 2013).

A SP acumulada no ligamento periodontal liga-se aos seus recetores celulares e,através da interagao com
as células endoteliais dos vasos da polpa, ligamento e osso alveolar, promove nestes uma rapida vasodilatagao.
Os eventos vasculares da cascata de inflamagdo aguda progridem normalmente e as células endoteliais
sdo estimuladas a expressarem moléculas de adesiao celular que interagem com os leucécitos circulantes,
provocando a adesao destes as paredes dos vasos sanguineos periodontais e a subsequente transmigragao para
o espago extravascular. Aqui, os leucécitos sdo estimulados a sintetizar e secretar um conjunto de citocinas
pro-inflamatorias, fatores de crescimento e moléculas de adesao celular que se difundem pelos tecidos sujeitos
a aplicacao da carga mecanica (Davidovitch e col., 1997).

A angiogénese e remodelagdo da rede de vasos sanguineos do periodonto permitem a adaptagao destes
ao novo micro-ambiente criado pelas agdes mecanicas. Apés uma diminuigao inicial transitoria, o nimero
de vasos periodontais aumenta, tornando-se neste processo inflamatério também uma importante fonte de
citocinas e quimiocinas (Anastasi e col., 2008). A citocina chave deste processo é o VEGF que além de induzir
angiogénese, estimula também as células endoteliais a expressarem integrinas (Nor e col., 1999).

Aproximadamente 90 minutos apos a aplicagdo da forca comega a ficar constituido o infiltrado
inflamatério. Os neutrofilos sao os primeiros a chegarem ao local da agressao atraidos por estimulos fagociticos
e mediadores quimiotaticos, sendo as células predominantes nas primeiras 24 a 72 horas (Consolaro, 1999). No
entanto, como as for¢as ortodonticas induzem uma resposta inflamatéria asséptica (Davidovitch e col., 1997;
Teixeira e col., 2010) e a principal fungao dos PMNs é combater infegoes bacterianas, eles nao interagem com
a forga agressora e a expressao do seu fendtipo vai diminuindo progressivamente, acabando por nao ocorrer
grande destruicao quer das células quer dos tecidos afetados (Consolaro, 1999).

Os macrofagos e outros leucocitos mononucleares chegam ao local 8 a 12 horas depois da lesdo e
tornam-se as células inflamatorias predominantes ao fim de cinco dias. Tém uma vida longa e exercem varias
fungdes, além de estimularem o fenétipo de reparagao dos fibroblastos, executam a fagocitose de particulas e
secretam substancias para o meio extracelular como citocinas, fatores de crescimento e derivados do acido
araquidonico (Consolaro, 1999; Nanci e col., 2013).

A hialinizagao provocada é um lesdo tecidual que impede o dente de se movimentar até que todo o
tecido necrético e o osso adjacente sejam removidos por osteoclastos, pelo que o dente atinge um plateau
que nos humanos dura entre 10 a 20 dias (Rody e col.,2001). No entanto, em modelo experimental em rato
verificou-se que o inicio da hialinizagao ocorre, no lado da pressao, 24 horas apos a aplicagao da forga e sao os
macrofagos as células responsaveis pela remocao dos tecidos hialinizados (Zainal Ariffin e col., 201 1).

No humano, ao fim de um a dois dias, a inflamagao aguda exsudativa é substituida por um processo
croénico asséptico que é predominantemente proliferativo, envolvendo fibroblastos, células endoteliais e células
da medula 6ssea alveolar, que persiste até a proxima consulta de controlo ortodontico, durante a qual torna a
ser desencadeado um novo processo de inflamagio aguda (Krishnan e Davidovitch, 2006). E ao fim destes dois
dias que se torna percetivel o inicio do movimento ortodontico (Cardaropoli e Gaveglio, 2007). Na fase tardia
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da cascata inflamatoria, o infiltrado tem um papel importante na reabsorg¢ao de restos celulares e tecidulares e
na reorganizagao e reparacgao do ligamento periodontal (Ten Cate e col., 2003).

Entre os produtos cuja libertagdo é induzida pela aplicagao de forgas ortodonticas encontram-se as PGs,
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Andrade e col.,2012). Estas moléculas interagem diretamente
com as células do tecido 6sseo ou indiretamente através das células presentes nos locais de inflamagao como
os mondcitos/macrofagos, linfocitos e fibroblastos que sao estimuladas a secretar também mais citocinas e
fatores de crescimento (Uematsu e col., 1996a).

Muitas das moléculas secretadas por estas células estdo, entao, envolvidas nos processos de reabsorgao
do tecido dsseo associados a0 movimento dentario. Quando se instala um processo cronico, continua a haver
transmigracao de leucocitos e percursores de osteoclastos com origem hematopoiética para os tecidos
periodontais afetados,onde vao modelar o processo de reparagao do tecido 6sseo (Krishnan e Davidovitch,2006).

Niveis elevados de expressao de citocinas inflamatorias e dos seus recetores indiciam nao s6 que um
processo inflamatério ou um processo patalogico esta a decorrer, mas que estara ativado o recrutamento
de osteoclastos e todo o dispositivo de remodelagio dssea (Krishnan e Davidovitch, 2009). Este facto €
importante, dado que a taxa de remodelagao 6ssea controla a velocidade e magnitude do movimento dentario
(Teixeira e col., 2010).

As células dos tecidos osseos, osteoblastos, osteoclastos e particularmente os osteocitos (Bonewald,
2007), sao sensiveis as agoes mecanicas e as alteragoes adaptativas que ocorrem como resposta a estas podem
modificar a massa e a morfologia do tecido 6sseo (Rubin e col., 2006).

O Ligando do recetor ativador do NF-kB (RANKL, Receptor activator of NF-kB ligand) e o M-CSF
expressos pelos osteoblastos e ostedcitos apoptoticos (Bonewald, 2007) sdo as mais importantes citocinas
pro-inflamatorias responsaveis pelo recrutamento, diferenciagao, ativagao e sobrevivéncia dos osteoclastos
(Boyce e Xing, 2008; Atanga e col., 201 1). Estas citocinas atuam através da ligagdo aos respetivos recetores,
Recetor ativador do NF-kB (RANK, receptor activator of NF-kB) e c-Fms, que se encontram expressos tanto
nos percursores dos osteoclastos como nos osteoclastos maduros, ativando os eventos descritos através da
comunicagao osteoclasto-osteoblasto (Boyce e Xing, 2008).

Tanto o RANKL como o RANK sao membros da superfamilia TNF. O RANKL, expresso na membrana
citoplasmatica de células estromais e de células osteoblasticas, liga-se ao RANK expresso na membrana
citoplasmatica de células progenitoras de osteoclastos, ativando a sinalizagao que leva a diferenciacao e fusao
de células percursoras de osteoclastos e a promocgao da atividade e sobrevivéncia dos osteoclastos maduros
(Krishnan e Davidovitch, 2006; Boyce e Xing, 2008). Os osteoblastos secretam também um recetor atrativo
soltvel para o RANKL, a osteoprotegerina (OPG), que bloqueia a interagio RANKL/RANK,; interferindo com
a osteoclastogénese e acelerando a apoptose dos osteoclastos maduros (Andrade e col., 2012).

Durante o movimento dentario, o RANKL encontra-se consistentemente expresso na superfice do
osso alveolar trés dias apos a aplicagao da forga (Nishimura e col., 2008).

A expressio do M-CSF pelas células osteoblasticas estromais é indispensavel a diferenciagio dos
progenitores em osteoclastos. No entanto, so por si, 0 M-CSF é incapaz de realizar esta fungao necessitando
também da expressao de RANKL pelas células osteoblasticas e estromais e de RANK pelos percursores dos
osteoclastos (Boyce e Xing, 2008).

A OPG protege o tecido 6sseo, limitando a extensao da reabsorcao através da sua ligagao ao RANKL,
impedindo-o de se ligar ao RANK (Boyce e Xing, 2008).A regulagao positiva da sua expressao conjuntamente
com a regulagdo negativa da expressio do RANKL pela citocina anti-inflamatoria IL-10, inibe a reabsorgao
ossea (Ren e Vissink, 2008).
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O TNF-a. é também uma citocina pro-inflamatoria pleiotropica envolvida na reabsorgao ossea tanto na
inflamagao aguda como na croénica. De facto, apesar de nao ser a citocina principal na osteoclastogénese, o TNF-
-o. € um potente estimulador da formagao dos osteoclastos e da reabsorgao 6ssea em situagoes patologicas
do metabolismo dsseo como a artrite reumatoide, nas quais atua principalmente em sinergia com o RANKL
(Atanga e col., 201 1). Ele é secretado por linfocitos T ativados (Atanga e col., 201 ), pelo sistema monocitico-
-macrofagico, mas também por osteoblastos, células epiteliais e células endoteliais (Aggarwal, 2000). E uma
citocina que medeia a apoptose, proliferagio celular, imunomodelagao, inflamagao, replicagao viral, alergia,
artrite ou choque séptico entre outras condig¢oes patologicas (Aggarwal, 2000).

Os efeitos pro-osteoclasticos do TNF-a dao-se por dois processos: (1) diretamente ele atua em sinergia
com o RANKL para regular positivamente a formagao de osteoclastos a partir de células progenitoras e (2)
indiretamente ele induz as células estromais e os osteoblastos a expressarem RANKL, M-CSF e IL-1 (Lam e
col., 2000; Lacativa e Farias, 2010;Atanga e col., 201 ).

.....

da indugao da expressao dos seus inibidores por diferentes tipos celulares como fibroblastos e osteoblastos.
Nomeadamente, a expressao da OPG ¢é regulada positivamente em fibroblastos sinoviais humanos tratados
com TNF-a (Kubota e col., 2004).

Tal como o TNF-a, a IL-1a e a IL-1 sdo citocinas pro-inflamatorias que sao sobrexpressas no lado de
pressao do ligamento periodontal e osso alveolar adjacente na fase inicial do movimento dentério. Elas sao
detetadas pouco tempo apos a aplicagao da forga, estimulando a remodelagao do ligamento comprimido e a
reabsorgao do osso alveolar adjacente (Grieve e col., 1994; Lowney e col., [995); em contrapartida no lado de
tensao podem inibir a formagao da nova matriz quer ligamentar quer dssea (Grieve e col., 1994).

A IL-1B, produzida principalmente por mondcitos ativados, € das duas IL-I aquela que tem um
papel primordial no processo inflamatério, encontrando-se envolvida no metabolismo 6sseo, estimulando a
reabsorcgao e deprimindo a deposi¢ao (Alhashimi e col.,2001) em resposta a varios estimulos, quer eles sejam
mecanicos, hormonais ou inflamatérios (Baba e col., 2011).

A IL- 1 é secretada por fibroblastos, macréfagos, cementoblastos, osteoblastos e osteoclastos durante o
movimento dentario (Alhashimi e col.,2001).No entanto, ela é particularmente expressa por osteoclastos como
resposta imediata a tensiao mecanica na fase mais precoce do movimento e por macrofagos acumulados no lado
de pressao em fases mais tardias do movimento. Dado que a ativagao, fusao e sobrevivéncia dos osteoclastos
estdo diretamente relacionadas com a presenga da IL-1f, ela também ajuda a determinar a magnitude e a
rapidez do movimento dentario ortodontico dependente da eficacia do mecanismo de remodelagao 6ssea
(Teixeira e col.,2010).

Nos fibroblastos esta demonstrado que a IL-1f estimula a produgao de colagenases, inibe a sintese de
Colagénio e induz a proliferagao celular (Saito e col., 1991).Assim,na remodelacao tecidular que ocorre associada
ao movimento ortodontico, sabe-se que os niveis quer de IL-1B quer de TNF-a sdo regulados positivamente
e que a auséncia de sinalizagdo de ambas as citocinas se traduz num movimento dentario menos eficaz (Baba
e col, 201 1). Nomeadamente, em estudos experimentais em rato, verificou-se que a expressao maxima de
IL-1B e IL-6 ocorre, no lado do movimento, trés dias depois da aplicagao da forga (Alhashimi e col., 2001).

A IL-1PB é um indutor da secregao da IL-6, sendo as suas agoes sobreponiveis quer as da IL-6 quer as do
TNF-a (Uematsu e col., 1996a).A IL-6 que apresenta um aumento 24 horas apos aplicagao da forga (Linkhart
e col,, 1991), regula as respostas imunes nos locais de inflamagio e atua de modo autécrino e paracrino,
estimulando a osteoclastogénese e a consequente reabsorc¢ao ossea (Kurihara e col., 1990).

A IL-1p e a PGE2 apresentam padroes de expressiao diferentes durante o movimento dentario
ortodontico (Ren eVissink,2008).A IL- |  tem um efeito aditivo na produgao de PGE2, dado que a administragao
in vitro de IL-13 leva a secregdo de PGE e de AMPc (Saito e col., 1991). O mesmo € demonstrado pelo facto dos
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niveis de IL-1 serem os primeiros a aumentar imediatamente ap6s a aplicagao da forga, isto €, ao longo das
primeiras 24 horas, e s6 posteriormente a associagao da IL-| 3 presente no meio e o stress mecanico induzem
sinergicamente a expressao de PGE2. Ja os niveis de PGE2 atingem o seu maximo entre as 24 e as 48 horas
apos a aplicacao da forga (Grieve e col., 1994; Ren e Vissink, 2008).

Segundo Koyama e colaboradores (2008), no ligamento periodontal comprimido, o aumento da
expressao das citocinas IL-1J3 e IL-6 e respetivos recetores, do recetor da IL-8, da IL-11 e TNF-o confirmam
que a inflamagdo é asséptica.

O interferao-gama (IFN-vy), importante indutor do MHC nos macrofagos, é um biomarcador precoce da
ativacao da imunidade durante a inflamacao, estimulando a secregio de outras citocinas como a IL-1 e o TNF-a
que induzem a produgao de NO, primordial na comunicagdo osteoblasto-osteoclasto. Durante o movimento
ortodontico, o IFN-y participa na remodelagao do periodonto levando nomeadamente a reabsorgao ossea
provocada pela apoptose das células T efetoras (Alhashimi e col., 2000).

O NO medeia a formagao ossea adaptativa, protegendo os ostedcitos contra a apoptose e mediando a
atividade dos osteoclastos. Nomeadamente, niveis elevados de NO reduzem a atividade osteoclastica, enquanto
que niveis baixos traduzem-se em osteoclastogénese e aumento da atividade dos osteoclastos (Hayashi e col.,2002).
No fundo, a libertagao de NO pelos ostedcitos estimula a formagao de novo tecido dsseo (Burger e Klein, 1999).

As PGs sao também mediadores bioquimicos associados a reabsorgao 6ssea pelos osteoclastos durante
o movimento dentario ortodontico, acelerando-o (Yamasaki e col., 1982). Tal como referido anteriormente,
as PGs tém origem no acido araquidénico libertado pela superficie celular das células sujeitas a forgas
deformadoras, nomeadamente as forcas atuantes durante o movimento ortodontico. Sdo sintetizadas em
resposta a inflamagao entretanto desenvolvida e tém uma origem multipla em células do ligamento periodontal
(Saito e col., 1990; Mayahara e col., 2012), em macrofagos (Tanamoto e col., |990) e em osteoblastos (Rapuano
e Bockman, 1991).

As PGs induzem reagdes inflamatorias como o aumento da permeabilidade vascular e a quimiotaxia e,
quando transferidas para um meio in vitro, promovem a reabsorgao ¢ssea. A PGE2 estimula tanto a atividade
osteoblastica (Bergmann e Schoutens, 1995) como a atividade osteoclastica (Grieve e col., 1994; Zhou e col.,
1997), esta implicada no recrutamento de osteoclastos e estimula a producao de colagenases pelos osteoblastos,
pelo que é um mediador importante do movimento dentario (Heath e col., 1984).

Apesar do efeito direto inicial das PGs na atividade osteoclastica ser inibitorio, ele é transitorio, e apos
duas a trés horas é detetado um aumento da reabsor¢io ossea. Em estudos efetuados com indometacina,
inibidor especifico da sintese das PGs, concluiu-se que esta nao inibe diretamente os osteoclastos presentes na
zona de compressao, mas sim as células mononucleares percursoras dos osteoclastos e numa fase mais tardia,
as células mononucleares com fenotipo osteoclasto-like, o que se traduz numa diminui¢ao do recrutamento de
novos osteoclastos para a zona (Zhou e col., 1997) e consequentemente num atraso na reabsor¢ao 6ssea e na
libertagao enzimatica pelos lisosomas. Estes factos sugerem que o recrutamento de osteoclastos é mediado
por PGs, enquanto que a atividade dos osteoclastos locais é independente das PGs (Zhou e col., 1997). Deste
modo, as PGs intervém nao s6 no movimento ortodontico mas também na reabsorg¢io dssea a ele associada,
nomeadamente através da modificagao da atividade e da quantidade de osteoclastos e das células osteoclasto-
like presentes no meio (Grieve e col., 1994).

Durante o movimento, os fatores de crescimento e as citocinas inflamatoérias como aIL-1, TNF-o. e o TGF-f3

tém a capacidade de estimular a sintese de PGs, quer por si s6 quer atuando sinergicamente (Saito e col., 1990).

Convém relembrar que a experimentagdao em humano detetou niveis elevados de IL-13, SP e PGE2
no fluido crevicular tanto no lado de pressao como no lado de tensao dos dentes movimentados. Contudo,
os dados obtidos sao contraditorios, uma vez que foram detetados niveis mais elevados no lado de tensao,
nao estando por isso a expressiao destes biomarcadores diretamente relacionada com a reabsorgio dssea
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a ocorrer no lado de pressao. Mas o facto de ser detetada neste lado do movimento é representativo da
atividade biologica que aqui esta a ocorrer (Dudic e col., 2006).

As interagoes entre os mediadores inflamatorios como citocinas e bradiquinina e as PGs na reabsorgao
ossea sao variadas. Tal como referido anteriormente, ha primeiro a expressao de IL-1[3 e s6 posteriormente de
PGE2. )4 o efeito da bradiquinina na reabsorgao 6ssea é totalmente dependente das PGs e potencia, no entanto,
a sintese destas estimulada pela IL-1 e pelo TNF-o; a agdo do TNF-a é também parcialmente dependente das
PGs; enquanto a agao da TGF-f é totalmente independente da sintese das PGs (Bergmann e Schoutens, 1995).

No que diz respeito aos odontoblastos, as PGs estimulam quer o recrutamento destes quer a sua
atividade ao nivel do osso trabecular e cortical, o que se traduz num aumento da remodelagao, turnover
e densidade ossea. A aplicagdo de forgas mecanicas in vitro a células osteoblasto-like com origem na calota
craniana de ratos, promove o aumento da sintese de ADN e a libertagdo de PGE2 pelos osteoblastos e a
aplicagao de cargas dinimicas a osso esponjoso de origem canina é acompanhada pela expressio de PGE2 e
PGI2 pelos ostedcitos e osteoblastos (Bergmann e Schoutens, 1995).

As células afetadas pela aplicagao da forga secretam varias enzimas MMPs como as colagenases e as
gelatinases que ao degradarem a matriz extracelular ajudam os osteoclastos a acederem ao tecido 6sseo
mineralizado (Capelli e col.,201 I). Neste processo também sio secretados os Inibidores tecidulares das MMPs
(TIMPs, tissue inhibitors of metalloproteinases) (Bildt e col., 2009).

As MMPs tém um papel primordial na remodelagio do ligamento periodontal quer em condigoes
fisologicas quer em condiges patoldgicas, na qual atuam com coordenagdo temporal. Nomeadamente, a MMP3
ativa outras MMPs como a MMP8 e a MMP9, as colagenases como a MMP1 3 dissolvem as fibrilas de Colagénio e as
gelatinases como a MMP9 segmentam o Colagénio desnaturado, finalizando a sua degradagao (Capelli e col.,2011).

No movimento ortodontico provocado em ratos, tanto a colagenase | (MMPI), secretada pelos
osteoblastos e ndo pelos osteoclastos, como a catepsina K estdo envolvidas na reabsor¢ao 6ssea, uma vez
que degradam a matriz 6ssea colagénica do tecido dsseo expondo o tecido 6sseo mineralizado a agao dos
osteoclastos (Domon e col., 1999).A experimentagao em humano demonstrou que a sua expressao aumenta
uma hora apés a aplicagio da forga, tanto no lado de pressio como no lado de tensao, havendo diminuigao
subsequente da sua expressao (Cantarella e col., 2006; Bildt e col., 2009).

A MMP2 também se encontra regulada positivamente tanto no lado de pressio como no lado de
tensao, apesar de neste lado onde ocorre aposicao, os seus valores serem significativamente mais baixos (Bildt
e col.,2009). A MMP2 induzida pela compressio do ligamento periodontal aumenta exponencialmente de uma
maneira dependente do tempo, atingindo o seu maximo 8 horas apds a aplicagao da forga. No lado de tensao,
os niveis de MMP2 aumentam também significativamente uma hora apos a aplicagao da forga, muito embora
ao fim de 8 horas retornem aos seus valores normais. Estes dados permitem concluir que a MMP2 é um
biomarcador da fase precoce do movimento dentério (Cantarella e col., 2006).

Em humano verificou-se que os niveis de MMP3,MMP9 e MMP| 3 oscilam no lado de pressao durante todo
o periodo de movimento, enquanto que no lado de tensao as oscilagoes que ocorrem nao sao estatisticamente
significativas (Capelli e col., 201 1). Também em humano, a MMP8 foi detetada no fluido crevicular 4 a 8 horas
depois da aplicagao da forga, sendo um marcador indicativo da remodelagio que esta a ocorrer no ligamento
periodontal (Apajalahti e col., 2003).

OTIMPI exerce uma fungao dupla: estimula a reabsorgao de tecido 6sseo no lado de pressao quando em
baixas concentragoes e reduz a reabsorgao no lado de tensao quando em altas concentragoes (Bildt e col., 2009).

As quimiocinas sao uma superfamilia de citocinas quimiotaticas que atuam como reguladoras quer do
processo inflamatorio quer do trafico celular, controlando e direcionando a migragao celular, em situagoes
fisiologicas (quimiocinas homeostaticas) e em sitagoes patologicas (quimiocinas inflamatérias). Elas apresentam
diferentes resultados biologicos numa maneira dependente do tipo de tecido, do tempo e da localizagao (Schall
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e Proudfoot, 201 1), sendo indutoras de processos como a angiogénese, proliferacdo celular e apoptose (Silva
e col., 2007).

Durante o movimento dentario ortodontico, as quimiocinas sao também essenciais ao desenvolvimento,
atividade e sobrevivéncia das células do tecido 6sseo, principalmente dos osteoblastos e percursores dos
osteoclastos (Bendre e col., 2003).

A secregao da IL-8 (CXCL-8), membro da familia das quimiocinas a/CXC, é efetuada pelos macrofagos,
neutrdfilos e células endoteliais, entre outros, na resposta inflamatoria e na lesao.A sua expressao induzida pela
aplicacao de forgas é dependente da IL-1, exigindo que a presenca desta citocina no micro-ambiente atinja os
niveis necessarios para que haja expressao (Ren e col., 2007).

No que diz respeito aos efeitos das quimiocinas sobre os osteoclastos, sabe-se que a sua diferenciagao
€ ativada pela interagio quimiocina-recetor, mas de um modo dependente da expressio do RANKL (Kim
e col, 2006). O facto do RANKL estimular a expressao das quimiocinas MPC-1, MIP-la. e RANTES pelos
osteoclastos, sugere que durante a diferenciagdo destas células ocorre uma amplificagdo do sinal através de
sinalizagdo autocrina e paracrina, ativando um loop continuo (Kim e col., 2006). Efetivamente, foi detetada uma
correlagao entre MPC-1, MIP-1a e RANKL no lado de pressao do movimento, resultando possivelmente numa
maior migracao e diferenciagdo de células percursoras de osteoclastos e consequentemente numa maior
atividade osteoclastica (Garlet e col.,2008). No entanto, no movimento dentario, ha que ter em atengao que se
observa a expressao de quimioatratantes para os osteoclastos quer no lado de pressao quer no lado de tensao,
independentemente da reabsor¢ao ser predominante no lado de pressao (Garlet e col., 2008).

As quimiocinas podem também ser produzidas pelos osteoblastos durante o movimento ortodontico,
quando estimulados por stress mecanico, mediadores inflamatorios ou proteinas dentinarias (Silva e col., 2004;
Kim e col., 2006; Brandow e col., 2007). Eles sao capazes de expressarem MCP-I, SDF-1 que induz quer a
proliferacao quer a expressao de Colagénio tipo I, KC, LIX, CINC-1 ou BCA-I, o que permite inferir da
importancia dos osteoblastos no desenvolvimento da reagao inflamatéria que ocorre no ligamento periodontal
apos a aplicacao de forgas (Garlet e col., 2008). Verifica-se que muitas células imunocompetentes sao deste
modo atraidas ao ligamento inflamado, onde modelam o metabolismo dos osteoblastos e dos osteoclastos
(Vandevska-Radunovic e col., 1997).

No que diz respeito aos fatores de crescimento expressos no movimento dentdrio ortodontico, uma
ultima palavra em relagao as proteinas morfogenéticas do osso (BMPs, bone morphogenetic proteins) que fazem
parte da superfamilia do TGF-f3.A ativagao dos osteoblastos resultante da forga exercida durante o movimento
ortodontico leva a que estes secretem também BMPs. Designadamente, tanto a BMP-2 como a BMP-7 estao
envolvidas na diferenciagdo dos osteoblastos (Nayak e col., 2013).

As BMPs ligam-se a recetores de superficie presentes tanto nas células progenitoras como nos
osteoblastos maduros, onde desencadeiam a via de sinalizagao de sinal que promove a diferenciagao das células
progenitoras e a ativagao dos osteoblastos, respetivamente (Zainal Ariffin e col., 2011).

As BMPs induzem a expressao do Cbfal/Runx2, um fator de trancri¢ao que regula a expressio dos mais
importantes genes expressos pelos osteoblastos, principalmente do gene BGLAP que codifica a osteocalcina.
O Cbfal é um regulador fundamental nao s6 da diferenciagdo dos osteoblastos, mas também da sua atividade,
determinando a taxa e magnitude da deposigao 6ssea efetuada pelos osteoblastos diferenciados (Ducy, 2000).
Deste modo, apesar de um grande nimero de genes controlar o mecanismo da osteogénese, o Cbfal é o
biomarcador especifico que mais precocemente se expressa (Komori e Kishimoto, 1998).

A BMP-2 regula o osterix/Sp7, um fator de transcri¢ao que contém um dominio dedo de zinco essencial
a diferenciagdo dos osteoblastos e a formagao dssea (Cao e col., 2005; Matsubara e col., 2008). Esta proteina
morfogénica também induz a diferenciagao das células do foliculo dentario em cementoblastos e osteoblastos
(Zhao e col., 2002) e das células progenitoras em osteoblastos e condrécitos (Lee, 1997).
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3. Biomarcadores da inflamacao

A resposta integrada das citocinas a uma infe¢ao ou a uma lesao, num local de inflamagao, é complexa e
a resposta tecidular esta dependente nao apenas da sua concentragao, mas também da presenga concomitante
dos seus inibidores naturais e de citocinas anti-inflamatérias (Ostrowski e col., 1999). Estas citocinas anti-
-inflamatérias facilitam o influxo de neutréfilos, monécitos, linfocitos e outras células que participam na resposta
imune inata ou adaptativa, ajudando a eliminar detritos e antigénios e ajudando também na reparagao do tecido
lesado (Ostrowski e col., 1999).

A indugao de uma inflamagao aguda é regulada por citocinas proé-inflamatoérias induzidas como resposta,
por exemplo,ao LPS das bactérias gram negativas e também pelos elementos ativos na resposta dos hospedeiros
(Thakur e col.,2002). Nomeadamente, o TNF-q,, IL-1, IL-6 ou IFN-y s3o citocinas pro-inflamatérias que medeiam
muitos processos fisiopatologicos em infegcoes severas como a febre, hipotensao, disfungao mdltipla de orgaos
ou queratite da cornea, recrutando e ativando os PMNs e induzindo enzimas responsaveis pelo dano dos
tecidos (Vonk e col., 1998;Thakur e col., 2002).

Estudos experimentais, tanto em animal como em humano, demonstraram que a injegao de TNF-q,
IL-1B ou IL-6 produz uma resposta com fenotipo inflamatorio agudo, levando a que estas citocinas sejam
denominadas proé-inflamatorias ou inflamatorias. No entanto, dado que a IL-6 por si s6 € incapaz de induzir
inflamacao, ela teoricamente devera ser denominada de citocina responsiva a inflamagao (Ostrowski e col.,
1999). )3 a IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria que inibe, nomeadamente, a secre¢ao de TNF-a e de IL-If
(Chernoff e col., 1999).

Estas situages decorrem, no entanto, com uma série de mecanismos contra-reguladores como a
produgdo de citocinas anti-inflamatorias que tém como objetivo minorar os efeitos das anteriores. O Antagonista
do recetor da IL-1 (IL-1ra, IL-| receptor antagonist) é o antagonista natural da IL-1f3, a qual se liga bloqueando
os efeitos derivados da estimulagao daquela. O aumento da razao entre as citocinas pro-inflamatorias e anti-
-inflamatorias € um evento primordial em doentes com diabetes tipo |, doenca inflamatéria intestinal cronica,
artrite reumatoide ou artrite de Lyme (Vonk e col., 1998).

As citocinas pro-inflamatorias induzem morte celular através de vias de sinalizagdo complexas e
especificas que sdo ativadas em fungao da citocina pro-inflamatoria em questdo, mas também em fungio da
combinagdo de citocinas as quais as células estdo expostas (Souza e col., 2008).

No que diz respeito em concreto ao TGF-f, este nao se enquadra no conceito de que uma “hormona”
tem somente uma fungdo importante, dada a enorme diversidade de respostas dependentes do contexto
celular. Apesar de se prever que esta aptidao mulfuncional se traduza numa série de complicadas vias de
transdugao de sinal, o que se verifica na realidade é que o TGF-f atua através de uma via aparentemente
simples, a via canonica das Smads (Massagué, 2012).

3.1. TGF-B

O TGF-f é uma citocina multifuncional, cujos recetores, acoes e efeitos biologicos sao sobreponiveis em
quase todas as células envolvidas na lesao e reparagao tecidular (Sporn e Roberts, 1993).

A superfamilia de citocinas TGF-$ tem um papel fundamental na regulagao de uma grande variedade de
processos celulares em organismos multicelulares. Os membros desta superfamilia estao presentes ubiquamente

e praticamente todas as células do organismo expressam e respondem a pelo menos um elemento da familia
(Shi e Massagué, 2003).
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A superfamilia do TGF-B3 é formada por duas sub-familias. Uma é constituida pelo TGF-f3,Activina, Nodal,
Miostatina e Inibina, entre outros; enquanto que a outra sub-familia inclui as BMPs, a Hormona anti-miilleriana
(AMH, anti-miillerian hormone) e muitos fatores de crescimento e diferenciagdo (Derynck e Akhurst, 2007;
Massagué, 2008).

A existéncia deste alto nimero de ligandos é justificada pelo desenvolvimento de recetores com
padroes sensiveis de ativagdo, o que é parcialmente conseguido pela regulagio diferencial da expressao dos
ligandos a partir dos complexos latentes. Deste modo, apesar de multiplos ligandos ativarem os mesmos
complexos recetores e as mesmas vias de sinalizagao, os padroes diferenciados na expressao desta superfamilia
sdo obtidos a partir da combinagao de um nimero limitado de recetores (Feng e Derynck, 2005).

Esta superfamilia, sendo produzida e secretada por diferentes tipos de células, intervém na regulagiao
da proliferacao, diferenciagao, migragao, adesao celular e da apoptose; induz a sintese de proteinas da matriz
extracelular como a Fibronectina e o PAl-I em muitos tipos celulares; modela a resposta imunitaria; regula
a transicao epitelial-mesenquimal (EMT, epitelial-mesenchymal transition) e tem um papel importante no
desenvolvimento embrionario e no desenvolvimento de doengas, particularmente na carcinogénese (Proetzel
e col., 1995; Chai e col., 2003; Gordon e Blobe, 2008).

Muitas das fungoes do TGF-f sdo o resultado de alteragoes na expressao dos genes alvo e, deste modo,
se compreende que as respostas celulares ao TGF-B sejam complexas, uma vez que sio produto de uma
regulagao transcricional diferenciada e também de efeitos nao transcricionais que dependem do contexto
celular e do ambiente fisiologico (Feng e Derynck, 2005). A estimulagao celular pelo TGF-3 produz alteragoes
imediatas na expressio de um grande nimero de genes e tanto a ativagado como a repressao da expressao
genética utilizam o mesmo conjunto de Smads (Shi e Massagué, 2003).

Numa lesao em processo de cicatrizagao, o TGF-f} pode estimular ou inibir a proliferagao celular
dependendo do facto da célula alvo ser um fibroblasto ou um queratinécito (Ashcroft e col., 1999);ja nas células
epiteliais mamarias, o TGF-f produz paragem do crescimento ou comportamento metastatico, dependendo do
nivel de atividade do oncogene Ras presente nas células (Oft e col., 1996).

Dado a larga expressao tanto dos ligandos como dos seus recetores, & possivel presumir a existéncia
de varios niveis de regulagao da atividade biologica mediada pelo TGF-f. Os membros da familia TGF-3 atuam
como morfogénios induzindo diferentes destinos celulares dependendo das concentragées do ligando (ltoh e
ten Dijke, 2007). Efetivamente, a regulagido da atividade bioldgica mediada pelo TGF-f passa por variagdes na
quantidade desta citocina produzida por indugao da transcrigao e translagio do gene TGFB, pelas diferentes
expressoes dos seus recetores de sinalizagao e pelo facto de ele se encontrar ativo ou latente (Khalil, [999).

3.2. TGF-B e SMADs

O TGF-B além de ativar vias de sinalizagao nao canonica como as vias das proteinas-cinase activadas
por mitogénese (MAPK) ERK /2, da cinase c-Jun N-terminal (JNK, cJun N-terminal kinase) e p38a (Chaudhury e
Howe, 2009), da PI3K/Akt, da proteina fosfatase 2A, das proteinas da familia Rho,bem como a via da proteina de
polaridade epitelial Paré (Li e Flavell, 2008;Yan e col., 2009); ativa também a sinalizagao canénica Smad através
dos seus dois recetores na superficie celular, o que se traduz na regulagdo da transcrigao efectuada pelas Smads
(Siegel e Massagug, 2003).

As Smads sio mediadores intracelulares da fungdo do TGF-, modelando a sua atividade e atuando
como ativadores transcricionais/fatores de transcri¢io que regulam a expressio de um grande nimero de
genes (Siegel e Massagué, 2003). A plasticidade das proteinas Smad na regulagao transcricional, bem como
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a diversidade de vias de sinalizagdo Smad-independentes permitem ao TGF-f} exercer as suas propriedades
pleiotropicas (Li e Flavell, 2008).

Com a delineagao nos finais dos anos 90 de uma via de sinalizagao central do TGF-3 que envolve os seus
recetores de membrana e os fatores de trancricao Smad, efetores intracelulares da resposta ao TGF-$ (Feng
e Derynck, 2005), tornou-se evidente que a variabilidade das respostas ao TGF-3 dadas pelos diversos tipos
celulares é produto da diferente leitura que estes fazem de uma mesma via de sinalizagao, de acordo com o
contexto celular em que ela se desenvolve, e nao resultante da ativagao de diferentes vias de sinalizagao (Siegel
e Massagué, 2003).

Apesar de ser uma via de sinalizagao relativamente simples, as interagdes combinatorias das suas
moléculas efetoras proporciona um alto grau de especificidade, versatilidade e complexidade. As respostas
obtidas podem ser quantitativa e qualitativamente reguladas pelas interagoes com os recetores, pela formagao
de complexos de Smads, pela formagao de complexos das Smads com outras proteinas efetoras como fatores de
transcricao especificos do ADN, coativadores ou correpressores e através do crosstalk desta via de sinalizagao
com outras vias (Feng e Derynck, 2005).

A capacidade das Smads determinarem a ativagao ou repressao da transcricao de um gene alvo em
particular é determinada pela presenca de cofatores. A grande variedade de cofatores presentes nas células,
dependente da sua linhagem, do seu estadio de desenvolvimento e dos sinais ambientais, confere aos complexos
envolvendo diferentes Smads a sua capacidade discriminatoria, bem como versatilidade no que diz respeito a
transcrigao e as respostas genéticas.Também, deste modo, se compreende que a reposta mediada pelo TGF-f3 seja
lida de diferentes maneiras e dependa do contexto celular (Massagué e Wotton, 2000; Siegel e Massagué, 2003).

O TGF-p regula o desenvolvimento embrionario e a homeostase celular principalmente através da via
de sinalizagdo canodnica mediada pelas Smads, mecanismo que aparentemente é bastante simples e consiste
apenas em alguns componentes essenciais. No entanto, a transducdo do sinal é finamente regulada quer
temporalmente quer espacialmente, a diferentes niveis, através da ativagao dos ligandos, pela formagao de
complexos, pela ativagao das R-Smads, pela translocagao ou pela transcrigao no nucleo. Muitas proteinas que
regulam a sinalizagdo da familia quer no citoplasma quer no nucleo foram identificadas em associagao com os
recetores, com os fatores de transcricao Smad recetor-regulados (R-Smads, receptor-activated Smads) ou com a
Smad mediadora comum (Co-Smad, common-partner Smad) (Yan e col., 2009).

Das R-Smads, a Smad2 e a Smad3 sao muito similares em termos estruturais e siao as proteinas
sinalizadoras da via do TGF-B. A Smad4 tem uma relagiao distante com a Smad2 e a Smad3 e forma um
complexo heteromérico com aquelas apos a ativagao pelo TGF-p ou pela Activina (Nagarajan e Chen, 2000).
Existe ainda uma terceira classe de Smads, as Smads inibidoras (I-Smad, inhibitory Smads), cuja expressao regula
negativamente a sinalizagao do TGF-f3. Nesta via canodnica é interveniente a smad7 que se encontra presente
no nucleo (Moustakas, 2002) e que nao se liga ao ADN (Shi e Massagué, 2003).

Os mamiferos expressam trés isoformas de TGF-f}, conservadas em termos de evolugao filogenética,
chamadas TGF-B 1, TGF-B2 e TGF-B3 que tém propriedades similares in vitro, mas comportamentos biologicos
distintos in vivo (Annes e col.,2003). Estas isoformas sao multifuncionais e atuam de modo autdcrino, paracrino
e algumas vezes endocrino, de modo a regularem diversos mecanismos ativos durante o desenvolvimento,
participando também na manutengao da homeostase tecidual no adulto (ten Dijke e Arthur, 2007).

O TGF-B1 no homem, vaca, porco, macaco e galinha é idéntico e entre o homem e o rato ha apenas a
substituicdo de um Unico amino-acido (Derynck e col., 1986). O mesmo alto grau de conservagao encontra-se
no TGF-B2 e TGF-B3 (Gatherer e col., 1990).

As trés isoformas do TGF-f sdo sintetizadas a partir de percursores inativos e estao impossibilitadas de
se ligarem aos respectivos recetores sem que sejam ativadas. Os TGF-fs sao secretados pelas células sob uma
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forma biologica latente e inativa denominada TGF-f3 latente (L-TGF-f) (Flaumenhaft e col., [993; Khalil, [999).
De referir que sendo o TGF-BI a isoforma mais ubiquamente expressa, a referéncia ao TGF-§ nos trabalhos
experimentais dizem respeito, de um modo geral, a esta isoforma.

Intracelularmente, os TGF-Bs sofrem varias fases de processamento, sendo uma das mais importantes
a sua digestdo proteolitica ao nivel do aparelho de Golgi, que origina um dimero no qual: (1) um homodimero
é constituido por um proé-peptideo derivado da pro-regiao N-terminal chamado peptideo associado a laténcia
(LAP, latency-associated peptide) e (2) o outro homodimero é constituido por um peptideo derivado da regiao
C-terminal do percursor que corresponde ao TGF-$ maduro. Ambos os homodimeros encontram-se unidos
por ligagoes nao covalentes e a presen¢a da por¢ao LAP facilita a secregao pela célula e mantém o TGF-f3
biologicamente inativo (Nunes e col., 1997; Khalil, 1999; Li e Flavell, 2008).

O armazenamento do TGF-f latente na matriz extracelular permite aquele atuar como um sensor que
fornece a informagao sobre qualquer perturbagio do micro-ambiente, despoletando o mecanismo que tem
como resposta a reparagao, reorganizagao e reestruturagao da matriz. Neste contexto, a proteina de ligagio do
TGF-p latente (LTBP, latent TGF-f binding protein) atua como o localizador, a LAP como detetor e o TGF-§ como
o efetor.Todos os ativadores identificados do TGF-f3 estio associados a perturbagdes da matriz extracelular e
perante qualquer lesdo ou alteragiao que aqui ocorra, a falha na localizagao do TGF-f latente pela LTBP traduz-
se numa sinalizagao alterada da via (Annes e col., 2003).

Como o TGF-f nao se pode ligar aos seus recetores na sua forma latente inativa, ele tem que se libertar
quer do LAP quer da LTBP, o que ¢é efetuado através de um ativador do TGF-3 (TA) que ativa a degradagao por
protedlise do LAP pela Plasmina (Khalil, 1999), Integrina ou Trombina ou a sua alteragao conformacional em
resposta a sinais ambientais (Nunes e col., 1997;Annes e col.,2003). Remarcavelmente, as células que produzem
o TA podem nao ser as mesmas que secretam o TGF-f3, facto que podera justificar a capacidade desta citocina
em integrar sinais de variadas células na regulagao das respostas bioldgicas (Li e Flavell, 2008).

Os efeitos celulares do TGF-§ sio mediados por recetores transmembranares especificos, o tipo | (TP
RI) e o tipo Il (TP RIl) (Yamashita e col., 1994; ten Dijke e Arthur, 2007; Li e Flavell, 2008), associados num
complexo recetor hetero-tetramérico (Yamashita e col., 1994) constituido por duas moléculas T RI (ALKS,
activin-linked kinase 5) e duas moléculas TP RIl. A interagdo do TGF-B com o complexo, ativa-o, permitindo a
fosforilagao de alvos a juzante, o que consequentemente amplifica a sinalizagao do TGF-f (Li e Flavell, 2008).

O betaglicano, também conhecido como recetor do TGF-f tipo lll, € um proteoglicano ancorado na
membrana citoplasmatica que aumenta a afinidade do TGF-f3 para os seus recetores, particularmente do TGF-
-f2 ao TR RIl (Brown e col., 1999; Shi e Massagug, 2003).

Assim, apos a ligacao do ligando ao complexo recetor, o T Rl transfosforila e ativa por fosforilagao
o TP Rl que atua a juzante, permitindo a subsequente propagacao do sinal (Shi e Massagué, 2003) através do
reconhecimento e fosforilagao das R-Smads no C-terminal (Tsukazaki e col., 1998; ten Dijke e Arthur, 2007)
(Figura 1.1).
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Figura |.1 — Ativacdo e sinalizagdo do TGF-f3 através da via de sinalizagao canénica das Smads. O TGF-f € secretado como
constituinte do complexo latente grande (LCC, Large latente complex) que apos ativagao por protedlise enzimatica, o liberta.
O TGF-f interage com o T Rll que posteriormente fosforila e ativa o T RI. O T3 RIll promove a interagao e afinidade do

TGF- com o TR RIl.O TP RI, por sua vez, vai ativar os transdutores de sinal Smad2 e Smad3, que formam um complexo

com a Smad4 e translocam para o nicleo onde modelam a transcrigdo dos genes alvo.A sinalizagio ¢é inibida pela Smad7
que pode bloquear a fosforilagio da Smad2 ou da Smad3, competindo com elas pela ligagdo ao T} RI.A Smad7 pode levar a
desfosforilagado do T Rl ao interagir com a proteina paragem do crescimento e lesio do ADN (GADD34, growth arrest and
DNA damage protein) que recruta a proteina fosfatase | (PPI, protein phosphatase 1).A Smad7 recruta a Smurf que degrada o

TP Rl.Adaptado de Biancheri e col., 2014.

De referir que as R-Smads sao reconhecidas e ativadas pelo TP Rl e pelos recetores tipo | da Activina
e do Nodal, enquanto que a Smadl, Smad5 e Smad8 sio reconhecidas e ativadas pelos recetores tipo | da
sub-familia das BMPs e Fatores de crescimento da diferenciagao (GDFs, Growth differentiation factors) (Shi e
Massagué, 2003).

As fosfosserinas do dominio C-terminal das R-Smads sao também reconhecidas pelo dominio MH2 de
outra Smad, o que leva a sua homo-oligorizagao ou a hetero-oligorizagdo com uma Smad Unica dos mamiferos,
a Co-Smad ou Smad4 (Moustakas, 2002; Brown e col.,, 2007). Deste modo, quando ativadas, as R-Smads
formam complexos heteroméricos com a Smad4 e acumulam-se no nicleo onde vao participar no controlo
transcricional dos genes alvo (Massagué e Gomis, 2006).

A Smad4 nao é fosforilada como resposta ao TGF-f3, mas é primordial na formagao da maior parte dos
complexos transcricionais das Smads (Siegel e Massagué, 2003).A Smad4 esta ancorada ao citoplasma através de
proteinas scaffolding comoa proteina | associadaao recetor doTGF-f3 (TRAP-1,TGF-b receptor-associated protein-1)
que suporta positivamente a oligomerizagdo R-Smad/Smad4 (Moustakas, 2002; Chaudhury e Howe, 2009).

No seu estado basal de monémero nao fosforilado, a Smad2 e a Smad3 conseguem ligar-se a diversas
proteinas, entre elas a SARA (Smad anchor for receptor activation), uma proteina associada a membrana
citoplasmatica que as mantém ancoradas no citoplasma através de microtubulos e proteinas de ligagao a Actina
como a Filamina (Moustakas, 2002). Deste modo, a SARA interage diretamente com as Smads, recrutando-as
para o complexo recetor do TGF-3 e controlando a sua localizagao subcelular (Tsukazaki e col., 1998).

Mutagoes da SARA levam a alteragoes na localizagao subcelular das R-Smads e inibem as respostas
transcricionais dependentes do TGF-f3, 0 que permite concluir que uma correta localizagao destas no citoplasma
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é essencial a sinalizagdo do TGF-f, tornando a SARA um componente de controlo primordial desta via de
sinalizagao (Tsukazaki e col., 1998).

Assim, o recrutamento pela SARA da Smad2 e da Smad3 permite a ligagdo destas ao TPRI. Este passo é
essencial para a transdugao do sinal, uma vez que a conformagao das R-Smads é alterada (Moustakas, 2002), ha
diminuigdo da sua afinidade para a SARA (Siegel e Massagué, 2003), o que leva a sua rapida dissociagao quer do
recetor quer da SARA.A alteragao conformacional das R-Smads, retira-lhes a sua auto-inibi¢ao, permitindo a
formacao de complexos heteroméricos com a Co-Smad (Brown e col., 2007).

Apos a sua dissociagao da SARA e do recetor e consequente formacao de complexos Smad2/Smad4 e
Smad3/Smad4, estes translocam para o nucleo, passo requerido para que haja uma transdugao de sinal eficiente
(Tsukazaki e col., 1998; Brown e col., 2007).

Na sua chegada ao nlcleo os complexos R-Smad/Smad4 sao recebidos por proteinas parceiras especificas
para cada tipo de célula em determinadas condigdes. Sdo estes parceiros que determinam quais as sequéncias
de ADN que se ligarao aos complexos R-Smad/Smad4, quais os coativadores ou correpressores que serao
recrutados, com quais fatores de transcrigao adicionais os complexos cooperarao e durante quanto tempo
todo o processo demorara. E este conjunto de parceiros das Smads e de reguladores presentes numa dada
célula no momento em que ocorre estimulagao pelo TGF-3 que determinara a resposta dada e que definira,
em termos moleculares, o contexto celular (Massagué e Wotton, 2000) (Figura 1.2).

nucleo

Co-ativadores
Cofatores gue li 'Co-repressores
ao ADN s

-

Figura 1.2 — O TGF-f3 liga-se ao T3 RIl que ativa o TP} RI. Este por sua vez, fosforila as R-Smads, libertando-as do citoplasma
e permitindo a sua translocagio para o nucleo sob a forma de complexos com a Smad4. No nucleo a interagdo das Smads
com os cofatores, coativadores e correpressores determinara quais os genes que serdo reconhecidos pelos complexos.
Adaptado de Massagué e Gomis, 2006.

As vias de sinalizagdo do TGF-f} sao, deste modo, reguladores essenciais de processos biologicos,
promovendo o crescimento tecidual e morfogénese. Dado que apresentam fungdes e papéis especificos em
processos como a vasculogénese e a angiogénese que ocorrem durante o processo embrionario (Siegel e
Massagué, 2003), qualquer alteragao que ocorra, quer por mutagao genética quer por variagao na expressao
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das suas moléculas constituintes traduz-se frequentemente em doenga. A intima e fina regulagio destas vias
de sinalizagdo é exigida em todos os niveis, particularmente no que diz respeito aos ligandos, dado que quer o
excesso quer a deficiéncia na sua expressao resulta em situagoes patologicas (Gordon e Blobe, 2008).

Ao regular o crescimento celular, a principal fungdo do TGF-f3 é atuar como um potente inibidor ou
supressor do crescimento de uma grande variedade de tipos celulares, nomeadamente das células epiteliais, nas
quais limita a proliferagao e induz a diferenciacao através de um programa citostatico de respostas genéticas
(Massagué e Gomis, 2006; Brown e col., 2007). Neste caso, o TGF-} é a tipica citocina anti-mitogénica que
fornece sinais citostaticos a maior parte das células epiteliais, neurais e imunes (Massagué e col., 2000).

Nas células normais, os efeitos citostaticos sobrepoem-se aos sinais mitogénicos e os efeitos citostaticos
do TGF-B sao produto da sua regulacao negativa da progressiao do ciclo celular através da indugido dos
inibidores das cinases ciclino-dependentes (CDKs, Cyclin-dependent kinase) criticas na transicao G1-S,p/5INK4b
e p21Cipl; e da repressao do fator de transcricio promotor do crescimento e proliferagio c-Myc (Siegel e
Massagué, 2003; Kim e col., 2005; Massagué e col., 2005).

O TGF-B pode ativar as respostas genéticas citostaticas em qualquer fase do ciclo celular, mas como
estas afetam principalmente os eventos da fase Gl, células que tenham ultrapassado este ponto de restrigao
nao cessarao o ciclo celular em progressio (Massagué e Gomis, 2006).

Esta fungao regulatoria torna-se evidente nos casos de proliferagao de células tumorais que perderam a
sua capacidade de responder aos efeitos repressores do TGF-f na proliferagao celular (Nagarajan e Chen,2000).
A perda deste elemento controlador tem como consequéncia a continua proliferagao celular e progressao e
expansao do tumor (Hartsough e Mulder, 1997).

A atuacao do TGF-f manifesta-se, deste modo, na manutengao de um constante estado de equilibrio no
mecanismo de crescimento, nunca esquecendo que muitos dos efeitos citostaticos estio dependentes da sua
concentragdo.A concentragao nuclear das Smads fornece uma medida direta e proporcional da concentragao
externa do TGF-, facto que pode ser essencial ao estabelecimento de gradientes de sinalizagao responsaveis
pelo controlo preciso do destino das células alvo (Attisano e Wrana, 1998).

3.3. TGF-B, Smads e EMT

No que diz respeito particularmente as células epiteliais, o TGF- regula o crescimento, diferenciagao
e a transformagao epitelial nos mecanismos que decorrem nas etapas da carcinogénese, cicatrizagio e
embriogénese (Bhowmick e col., 2001). Assim, o TGF-f estimula a proliferagao das células mesenquimatosas e
inibe o crescimento das células epiteliais (Yan e col., 2009), endoteliais e linféides (Flaumenhaft e col., 1993).A
EMT induzida pelo TGF-f3 é indispensavel ao desenvolvimento de estruturas derivadas das CCNs, do coragao e
de estruturas craniofaciais;sendo um mecanismo regulado temporal e espacialmente (Chaudhury e Howe,2009).

O desenvolvimento embriondrio é produto de um conjunto de interagoes genéticas, extremamente
bem ordenadas e sequenciais, que vao determinar a proliferacao e diferenciagio de cada tipo celular e a
consequente organogénese, de um modo especifico no tempo e especifico do tecido (Chai e col., 1999; Chai
e col.,, 2003). Isto implica que a ativagao de um programa genético em organismos multicelulares tenha de ser
rigidamente controlada e a familia do TGF-J é responsavel por um variado nimero de sinais que efetuam esse
controlo (Massagué e wotton, 2000).

Durante etapas especificas da embriogénese,algumas células epiteliais apresentam uma maior plasticidade,
sendo capazes de se movimentarem entre o estado epitelial e o estado mesenquimal através dos mecanismos
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de EMT e de transicao mesenquimal-epitelial (MET, mesenchymal-epitelial transition). Apés o desenvolvimento
final dos tecidos epiteliais, as células epiteliais aqui presentes sao capazes de alterar o seu fenotipo através do
mecanismo de EMT, o que lhes permite transdiferenciarem, convertendo-se em derivados mesenquimatosos.

Durante o desenvolvimento e a idade adulta, este mecanismo continua presente em associagao com
a reparagao de tecidos lesados e em situagoes patologicas como as associadas a inflamagdo e carcinogénese.
Ele demonstra ser um método eficaz de dispersar células num embriao, produzir células mesenquimatosas
em tecidos lesados e é uma via que inicia e controla o comportamento metastatico e invasivo dos tumores
epiteliais (Kalluri e Weinberg, 2009).

Convém relembrar que a regulagao positiva da EMT pelo TGF-} estd dependente da sinalizagao pela
familia RhoA, pequenas GTPases responsaveis pela regulacio do citoesqueleto de Actina e da estabilizagao
das jungoes das caderinas nas fibras de stress. A sinalizagdo do TGF-3 é capaz de desestabilizar as jungdes da
Caderina E e induzir o rearranjo do citoesqueleto e a motilidade celular (Bhowmick e col., 2001).

Os fatores de transcricaio Smad2 e Smad3 tém um papel importante na EMT mediada pelo TGF-f3, que
através deles tem a capacidade de promover a paragem do ciclo celular e de induzir EMT em células da mesma
linha celular (Brown e col., 2004). Em linhas celulares epiteliais verificou-se que a Smad3 tem um papel mais
importante como mediador chave da sinalizagao citostatica dependente TGF-§ do que a Smad2, nomeadamente
através de efeitos na paragem do ciclo celular.Além disso, a Smad2 nao é um efetor neste programa citostatico,
o que é demonstrado pelo facto da diminuigao da sua expressao por interferéncia ao nivel do ARN, nao
diminuir as respostas genéticas citostaticas induzidas pelo TGF-f3, ndo se observando paragem do ciclo celular
em G| nem a inibi¢ao do crescimento sendo, bem pelo contrario, qualquer uma destas respostas exponenciada
(Kim e col., 2005). Quando a ativagdo da Smad2 e o aumento da sua atividade transcricional em resposta ao
TGF-p s3o potenciadas pela repressao da expressao da Smad3, nao se observa o correspondente aumento dos
efeitos citostaticos mediados pelo TGF-f3, mas a citostase é quase completamente eliminada (Kim e col., 2005).

A auséncia de expressdo da Smad2 ou da Smad3 resultante da delegdo dos respetivos genes Smad em
rato revelou a diferente fungao que ambas tém no desenvolvimento embrionario. A perda homozigética de
mutagoes funcionais do gene Smad2 por delegao dos dominios MHI ou MH2 resulta na morte embrionaria
devido a falha no estabelecimento do eixo antero-posterior, nao sendo os embrides capazes de expressar
o disco germinativo tridérmico ao n3ao entrarem na gastrulagao, havendo, por isso, falha na formagao da
mesoderme (Nomura e Li, 1998;Weinstein e col.,1998; Datto e col., 1999).

Estes eventos demonstraram ser controlados por sinais dependentes da Smad2 vindos da endoderme
(Waldrip e col., 1998; Heyer e col., 1999).Verificou-se que os ratos mutantes Smad2 que ainda permaneceram
vivos algum tempo apos a gastrulagdo apresentavam diversas malformagdes como ciclopia, anomalias cranianas
e alteragoes de padroes morfoldgicos do bolbo cardiaco e de flexdao do embriao. Em contraste, ratos que
apresentavam delecoes homozigdticas do gene Smad3 eram viaveis e sobreviveram por varios meses (Heyer
e col,, 1999). A mesma situagao foi demonstrada com ratos Smad3 null que sobreviveram até a idade adulta,
apesar de serem mais pequenos que os wild-type da mesma ninhada e apresentarem penetragao incompleta de
anomalidades da formagao articular (Datto e col., 1999). Estes factos sao pertinentes, indicando que a Smad3
é dispensavel ao desenvolvimento e viabilidade embrionaria (Heyer e col., 1999).

Esta fungdo diferenciada da Smad3 em relagio a Smad2 podera estar relacionada com o facto de
algumas das fungoes exercidas por aquela durante a embriogénese poderem ser redundantes ou poderem ser
compensadas pela sinalizagao da Smad2 (Datto e col., 1999). Por outro lado,a Smad3 aparenta ter um papel mais
importante como efetor nos tecidos adultos, bem como nos eventos patologicos mediados pelo TGF-f e estar
menos envolvida na sinalizagao que ocorre durante a embriogénese (Ashcroft e col., 1999; Datto e col., 1999).
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Também foi demonstrado que ratos com disturbios da Smad4 apresentavam um fendtipo letal numa
fase embrionaria precoce, nao tendo os seu embrides capacidade de entrarem em gastrulagao e expressarem
marcadores mesodermais, apresentando também um desenvolvimento endodermal anémalo (Datto e col.,
1999; Chai e col., 2003).

3.4. TGF-B, Smads e embriogénese craniofacial

A maior parte das células da regido craniofacial, nomeadamente aquelas que dao origem ao esqueleto
facial, a musculatura lisa e a inervagao sensorial, derivam das células das CCNs.As CCNs pos-migratorias podem
diferenciar-se nesta variedade de tipos celulares em fungao de interagdes epiteliais-mesenquimais especificas.
Fatores de crescimento como o TGF-} ou fatores de transcricio como o Msx| e Msx2 estao implicados na
especificidade e destino final destas células (Chai e col., 2003). Deste modo, a sinalizagao do TGF-f§ tem funcdes
importantes nestes eventos participando, por exemplo, na palatogénese, mediando a proliferagao e diferenciagao
celular e formagao de matriz extracelular através da regulagdo a juzante de genes alvo (lwata e col., 2012).

As isoformas TGF-f tém, entao, um papel fundamental durante a embriogénese, designadamente durante
a morfogénese craniofacial. A presenca do TGF-f foi detetada no mesénquima durante as interagdes criticas
epiteliais-mesenquimais que ocorrem durante a formagao dos orgaos dentarios ou da cartilagem de Meckel
durante a morfogénese mandibular (Chai e col., 2003). Todas as isoformas intervém durante a palatogénese
(Fitzpatrick e col., 1990; Nawshad e col., 2004), sendo particularmente importante o TGF-§3, cuja inibicao
impede a fusao normal dos processos palatinos (Brunet e col., 1995; Proetzel e col., 1995; Cui e col., 2003;
Prime e col.,, 2004). As isoformas TGF-§ participam também no desenvolvimento mandibular, regulando a
condrogénese e osteogénese, determinando consequentemente a formagao da cartilagem de Meckel, condilo
e apofise corondide (Oka e col., 2007).

O TGF- tem um papel primordial na modelagao da embriogénese precoce, sabendo-se que murganhos
TGF-B null nao sobrevivem in utero, apresentando uma vasculogénese e hematopoiese defeituosas (Dickson e
col.,, 1995). OTGF-p é de entre os fatores reguladores dos condrocitos o mitogénio mais potente, promovendo
a condrogénese através do aumento seletivo da proliferagao de condrocitos derivados das CCNs e da produgao
de matriz extracelular adicional (Ito e col., 2002), mas inibindo simultaneamente a sua diferenciagao terminal e
a mineralizagao (Talley-Ronsholdt e col., 1995; Alvarez e col., 2001).

Durante o desenvolvimento da cartilagem de Meckel, a via de sinalizacio do TGF-3 é mediada pela
Smad2, mas nao a Smad3, tendo-se demonstrado que niveis baixos de Smad2 nao permitem a transmissao
do sinal do TGF-, retardando a formagao da cartilagem de Meckel (Ito e col., 2002). O colapso da via de
sinalizacado do TGF-§ traduz-se em multiplas anomalias como uma mandibula de menores dimensdes sem
angulo goniaco (Ito e col., 2002).

De referir que o pericondrio tem um papel fundamental na regulagao da formagao endocondral mediada
pelo TGF-B.A remogio dos recetores deste aqui presentes afeta a capacidade da via de sinalizagao de modelar
a proliferagao e diferenciagio dos condrocitos, o que se traduz eventualmente no subdesenvolvimento e
malformacao da cartilagem de Meckel (Alvarez e col.,2001).

O recetor do TP Rl do TGF-f esta especificamente expresso nos estadios de condensagao, proliferagio
e diferenciagdo do desenvolvimento do osso mandibular, sendo por isso um elemento fundamental da
regulagao da osteogénese (Janssens e col., 2005). Também o T RIl estd expresso no mesénquima palatino
derivado das CCNss, estando demonstrado que mutagoes do seu gene TGFBR2 sao responsaveis pela sindrome
multissistémica de Loeys-Dietz que inclui malformagoes craniofaciais como fenda do palato (lwata e col.,2012).
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A experimentagao em rato demonstrou que a ablagao condicional do gene Tgfbr2 resulta em fenda do
palato com uma penetrancia fenotipica de 100%, havendo uma regulagdo negativa da expressdo da Ciclina D1
e a diminuicdo da proliferagio das CCNs no mesénquima palatino (Iwata e col.,2012). Do mesmo modo, ratos
com alteragdo do Tgfbr2 apresentam defeitos severos nos ossos craniofaciais, particularmente na mandibula,
evidenciando que a sinalizagao do TGF-f é fundamental na proliferagao das células ésteoprogenitoras (Oka e
col.,, 2007).

O TGF-p é também um mediador na cicatrizagio de tecidos, sendo uma das citocinas osteotropicas
que regulam a remodelagao local do tecido o6sseo. Tanto as trés isoformas como os dois recetores tém
fungdes fundamentais quer na ossificagdo endocondral quer na ossificagdo intramembranosa (Chen e col,
2012). Designadamente, a formagao de tecido 6sseo mediada pelo TGF-} é efetuada através de quimiotaxia
que recruta células progenitoras de osteoblastos, da estimulagio da sua proliferagio e da promogao dos
estadios precoces de diferenciagdo associados a produgao de proteinas da matriz extracelular (Janssens e
col., 2005). Este processo decorre com a estimulagdo quer da expressiao do Colagénio tipo Il quer da sintese
de proteoglicanos pelos percursores de condrocitos e com a supressao da proliferagao dos percursores das
células de origem hematopoiética como os osteoclastos. Assim se compreende que o TGF-f3 seja uma citocina
primordial na formagao do tecido 6sseo quer durante a embriogénese quer na manutengao da sua homeostase
ao longo da vida (Janssens e col., 2005).

O TGF-f afeta tanto a proliferagdo como a diferenciagao tardia da linha celular osteoblastica, inibindo
ou bloqueando a mineralizagdo 6ssea sem alterar o crescimento celular (Breen e col., 1994;Tally-Ronsholdt e
col., 1995;Alliston e col.,2001). Ele inibe também a expressao da atividade da ALP, a expressao da Osteocalcina,
da Osteopontina e das colagenases (Breen e col., 1994; Harris e col., 1994;Alliston e col.,2001), muito embora
esteja demonstrado que a Smad3 estimula tanto a expressao da ALP como a mineralizagao (Sowa e col.,2002).

Sabe-se que a diminuigao de atividade da ALP é diretamente proporcional a concentragao de TGF-3
presente no meio e inversamente proporcional a atividade mitogénica, fenomeno que é observado em células
jovens em divisao rapida e nao em células maduras bem diferenciadas e formadoras de nodulos (Harris e col.,
1994).

Os estadios tardios de diferenciagao sao regulados por outros fatores de crescimento como as BMPs
(Canalis e col., 2003). Mas a cascata de sinalizagado do TGF-f§ é complexa. A apoptose dos osteoblastos é
bloqueada pelo TGF-f, permitindo a sua transdiferenciagao em osteocitos (Jilka e col., |998). Por outro lado, o
TGF-p através da Smad3 visa também o Cbfal/Runx2, um fator de transcrigao especifico dos osteoblastos, com
o objetivo de inibir a transcri¢ao do gene BGLAP da Osteocalcina e consequentemente suprimir a diferenciagao
dos osteoblastos. Este efeito da Smad3 é especifico quer da célula quer do promotor (Massagué e col., 2005;
Lian e col., 2012). De referir que o TGF-§ é também responsavel pelo aumento da incidéncia da apoptose dos
osteoclastos, minimizando assim as perdas 6sseas (Hughes e col., 1996).

3.5. TGF-p e cavidade oral

O TGF-p é essencial a manutencao da homeostase do complexo dentina-polpa quer durante o
desenvolvimento dentario quer durante a reparagao da polpa dentaria apos lesoes. Estudos in vitro demonstraram
que tanto o TGF-B| como o TGF-B3 conseguem estimular os efeitos dentinogénicos dos odontoblastos. Estas
isoformas tém também efeitos mitogénicos na populagdo de células subodontoblasticas e quando o TGF-$3
estava presente detetou-se a indugao de diferenciagao de células odontoblasto-like (Sloan e Smith, 1999).Também
durante o desenvolvimento dentario, as interagoes epiteliais-mesenquimais sao responsaveis pela sinalizagao
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dos eventos que ocorrem, desde a iniciagdo da formagao do dente até a diferenciagio dos odontoblastos
responsaveis pela secregio de dentina e dos ameloblastos responsaveis pela secregao de esmalte (Smith, 2003).

Na cavidade oral, estudos experimentais determinaram que as células do ligamento respondem ao TGF-
-B através do aumento da sintese quer de proteinas quer de ARN in vivo (Mailhot e col., 1995) e através de
uma forte mitogénese in vitro que se traduz numa rapida proliferacao destas células nas primeiras 48 horas de
exposicao ao TGF-f3 (Brady e col., 1998). No entanto, ele regula negativamente a expressao das células com um
fenotipo osteoblasto-like (Brady e col., 1998).

Nas células do ligamento periodontal, o TGF-f§ regula a sua propria expressio de um modo depende
dos seus niveis e temporalidade (Mailhot e col., 1995). Numa fase inicial, pequenas doses de TGF-f3 exogeno
estimulam a expressio quer do ARNm especifico do TGF-B quer do ARNm do Colagénio tipo |. Mas a
exposigao continua das células do ligamento ao TGF- exdgeno, mesmo em pequenas concentragoes, traduz-
se na regulagao negativa da sintese de ambas as moléculas (Brady e col., 1998).

Determinando o TGF-f as caracteristicas osteoblasto-like das células do ligamento, quando este é sujeito
a forgas como as que atuam no movimento ortodontico, tanto os osteoblastos como as células osteoblasto-
-like além de expressarem alteragoes fenotipicas, sintetizam TGF- com a consequente indugdo da redugdo da
atividade da ALP. No entanto, estes tipos celulares, ao contrario das outras células do ligamento periodontal,
nao sintetizam citocinas proé-inflamatorias como IL-1, TNF-o. ou PGE2 (Brady e col., 1998).

3.6. TGF-p e inflamacao

Os recetores, acoes e efeitos do TGF- sao similares em quase todos os tipos celulares que estao
envolvidos quer na resposta a agressao a um tecido quer na sua consequente reparagao.A presen¢a do TGF-
-p em células ou em fragmentos de células com origem hematopoiética permite inferir que ele tem um
papel importante na resposta inflamatoria e na consequente reparagao dos tecidos (Roberts e col., 1986).
Nesta situagao, o TGF-f§ além de potenciar a angiogénese, potencia também a resposta dos macroéfagos e dos
fibroblastos em qualquer lesao tecidular (Sporn e Roberts, 1993).

De referir que a Unica isoforma expressa com valores elevados no endotélio humano e no tecido
hematopoiético é o TGF-f 1. Ele é um regulador autocrino do crescimento quer das células endoteliais quer
das células hematopoiéticas, inibindo nomeadamente, tal como ja foi mencionado, o crescimento das células
endoteliais. No que diz respeito, em particular, ao sistema endotelial durante a embriogénese, a expressao
diferencial das trés isoformas esta relacionada com as suas especificidades funcionais (Gatherer e col., 1990).

O TGF-f é o mais potente imunossupressor fisiologico dos mamiferos, sendo, por tal, um inibidor global
da fungdo do sistema imunitario e um regulador chave da sua homeostase, cuja disfungdo leva a patologias
como a doenga auto-imune ou a doenga inflamatéria intestinal. Nesta patologia, ha reducio da fosforilagao
da Smad3 e a formagao dos complexos Smad3/Smad4 esta alterada, pelo que a sinalizagdo esta perturbada
independentemente do facto de o TGF-f3 ser abundante no intestino inflamado (Monteleone e col., 2001).

Esta fungdo regulatoria do TGF- é demonstrada em ratos TGF-B null que desenvolveram doenga
inflamatéria multifocal com infiltragio linfocitaria de varios orgaos e a produgao de anticorpos auto-imunes
(Datto e col., 1999). Dado que o TGF- controla a homeostase das células T através da inibicao direta da
sua ativagao e proliferagao, mas também inibindo a apresentagao dos antigénios pelas células apresentadoras
de antigénios (Gorelik e Flavell, 2002), pode-se inferir que a expressio deste fenotipo nos ratos null seja
basicamente devida a perda de efeitos anti-proliferativos do TGF-f3 nas células B e T (Datto e col., 1999).
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Na fase inicial da resposta imune, o TGF-§ estimula o processo inflamatorio através do aumento de
expressao das moléculas de adesdo, da criagao de um gradiente quimiotatico e da indugao de um grande
nimero de citocinas proé-inflamatérias. Mas a expressao do TGF-f é paradoxalmente também fundamental na
regulacao negativa do processo inflamatorio, promovendo a produgao de matriz extracelular (Aoki e col.,2005).

Verifica-se que os granulos o das plaquetas sio uma fonte importante de TGF-f3 e quando este é
secretado por desgranulagao, o espectro dos seus efeitos é amplo. Ja os macrofagos além de responderem
ao sinal quimiotatico do TGF-f também sdo estimulados a secretar varias outras citocinas quando expostos
a ele (Sporn e Roberts, 1993). Efetivamente, tanto os macrofagos como os linfocitos produzem fatores de
crescimento, como o TGF-f, que estimulam a proliferagdo de fibroblastos e a sintese de Colagénio. Os linfocitos
ativados além de produzirem ARNm para o TGF-f3, também o secretam (Kehrl e col., 1986). No entanto, a
sintese de TGF-f pelos linfécitos coexiste com a sintese de outras linfécinas como a Linfotoxina, com fatores
inibidores da clonagem ou fatores inibidores da proliferacao que tém como objetivo a redugao quer do numero
de células quer da atividade fibroblastica (Johnson e Ziff, 1976).

Assim, nos processos inflamatorios, o TGF-} além de ser secretado por desgranulagdo das plaquetas é
também secretado por outros tipos de células envolvidas no processo de reparagio como os queratinocitos,
monacitos e fibroblastos. Os queratinocitos sio responsaveis pela reconstrugiao da barreira subcutinea; os
monacitos, que infiltram a lesio numa fase precoce da cascata de inflamagao, secretam uma ampla variedade
de citocinas reguladoras entre as quais esta o TGF-f3; e os fibroblastos sao responsaveis pela sintese de quase
todos os componentes da matriz extracelular como Colagénio, proteoglicanos, Fibronectina, Tenascina bem
como os recetores moleculares integrinas; e pelo bloqueio da destruicao destes componentes por aumento da
expressao de proteases inibidoras e diminuicao da expressao de proteases degradadoras de matriz extracelular
como a Estromalina, a Colagenase e de H,O, (Sporn e Roberts, 1993; Chung e col., 2007).

A secregao de TGF-f pelas plaquetas, linfocitos e pelo sistema monocitico-macrofagico em locais de
lesao tecidular associada ou nao a uma resposta imune parece ter influéncia na estimulagdo da migragao de
fibroblastos dos tecidos conjuntivos adjacentes, estimulando também os fibroblastos a sintetizarem quantidades
adicionais de componentes da matriz extracelular (Postlethwaite e col., 1987).

O bloqueio da sinalizagdo do TGF-P3 por delegao especifica do recetor TR RIl nas células T leva a
alteragoes quer no desenvolvimento das células T quer na sua homeostase, traduzindo-se numa inflamagao
auto-imune e eventualmente em morte (Li e col., 2006b). Igualmente, o TGF-f regula a diferenciagdo e ativagao
de outros tipos de leucocitos como células B, células NK, células dendriticas, granulocitos e mastocitos (Li e
col.,, 2006a).

O TGF-B regula diversas fungoes dos fibroblastos como quimiotaxia ou a sintese de Colagénio e de
Fibronectina, cuja expressio de ARNm ¢é estimulada pela presenca do TGF-f. Esta resposta é dependente da
dose e dependente do tipo de célula, sabendo-se, nomeadamente que os fibroblastos da gengiva apresentam
respostas diferentes dos fibroblastos do ligamento periodontal (Mailhot e col., 1995). No entanto, também este
facto tem implicagoes na embriogénese, onde o TGF- tem um papel importante na sinalizagdo da migragao
dos fibroblastos que sintetizam o scaffolding da matriz necessario a organogénese (Postlethwaite e col., 1987).

Apesar do TGF-§ ser um regulador da atividade dos fibroblastos, induzindo a neoformagao de tecido
conjuntivo e Colagénio, ele também bloqueia a destruicdo da matriz extracelular recém-sintetizada através de
dois mecanismos distintos: (1) regulando positivamente a sintese dos inibidores das proteases como o PAI-1 e
o inibidor tecidual das metaloprotainases e; (2) regulando negativamente a sintese das proteases propriamente
ditas como a Estromalina, a Colagenase e a Hidrogénio peroxidase (Sporn e Roberts, 1993;Yan e col., 2009).
Estes efeitos conjuntamente com a indugao de uma intensa resposta angiogénica permite especular sobre o
seu importante papel como mediador na reparagao tecidual.
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Devido a este facto, o TGF-f3 tem um papel importante no desenvolvimento de fibrose em diferentes
tecidos como a derme, figado, rim, olho, pulmao e em células sistema cardiovascular. Como ele induz a
transcri¢cao de fibrilas de Colagénio dependente da Smad3 e inibe a degradacao da matriz extracelular, esta
logicamente acumula (Yan e col., 2009).

Experimentagao em rato demonstrou que animais Smad3 null apresentavam inibicao quer da proliferacao
dos fibroblastos quer da resposta genética mediada pelo TGF-f (Datto e col., |999),uma aceleragiao do processo
de cicatrizagdo em comparagao com os wild-type da mesma ninhada, bem como uma resposta inflamatoria
limitada (Ashcroft e col.,1999). Este facto é consequéncia do aumento da reepitilizagao pelos queratindcitos
em proliferagdo, da diminuigao da infiltragio da lesdo e da diminuigao da produgao de TGF-f pelos mondcitos,
o que se traduz subsequentemente numa diminui¢do da resposta fibrotica (Ashcroft e col.,1999; Chung e
col,, 2007). Contrariamente, a expressao da Smad3 in vivo determina a inibicio da reepitelizacio com os
consequentes efeitos na diminuicdo da proliferacio dos queratinécitos e na quimiotaxia dos monocitos e
neutrofilos mediada pelo TGF-B (Chung e col., 2007). Apesar do TGF-f} ser um potente quimioatratante para
os macrofagos, este facto sugere que as respostas inflamatérias nao sao primordiais para a reepitelizagao, mas
fornecem os meios de combate a uma possivel infegdo e servem de reservatorio local de TGF-§ necessario a
deposicao de matriz e a reparagao tecidular elaborada pelos fibroblastos (Chung e col., 2007).

Niveis elevados de TGF-§ e diminuicdo dos niveis de Smad7 sdo encontrados em tecidos nos quais
ocorre uma resposta fibrotica incontrolada (Yan e col., 2009). Deste modo, em estudos experimentais em
rato, a inibicdo da expressao da Smad3 por sobrexpressio de Smad7 demonstrou ser o melhor método para
controlar e minimizar este fenomeno no figado, pulmao e rim, permitindo inferir o importante papel anti-
-fibrotico da Smad7 na sinalizagao da Smad3 (Flanders, 2004)

Alteragoes da expressio da Smad7 foram associadas com diversas doengas como fibrose, doengas
inflamatérias e a carcinogénese. Demonstrou-se que a sobrexpressao da Smad7 além de ter uma agao anti-
-fibrotica tem também um papel inibidor na carcinogénese e na inflamagao. Na realidade, a Smad7 é de todas
as Smads a que tem maiores efeitos, por exemplo, no desenvolvimento da derme. Ela encontra-se expressa
em niveis muito baixos em queratindcitos normais (He e col., 2001) e esta frequentemente sobrexpressa
em condigdes patologicas como no caso dos individuos idosos, em individuos com a pele precocemente
envelhecida pela exposigao solar (He e col., 2002) e na carcinogénese dérmica (He e col.,2001).

3.7. TGF-B e clinica

A manutengdo da homeostase dos tecidos quer durante o desenvolvimento embrionario quer durante
o crescimento subsequente resulta de um cuidadoso e complexo equilibrio das vias de transdugio de sinal,
sendo a maior parte das doengas humanas produto da inadequada ativagao ou inibicao destas vias. O facto
da superfamilia do TGF- ser um dos reguladores que esta ubiquamente presente nos mecanismos de
desenvolvimento embrionario e nos processos fisiologicos e celulares (Gordon e Blobe, 2008), transformou-a
num alvo terapéutico importante em diversas doengas.

Mutacoes quer do TGF-B quer de elementos das suas vias de sinalizagio sao também fenomenos
frequentemente associados a diversas patologias (Gordon e Blobe, 2008). Estas mutagdes e o facto do TGF-f e
dos seus antagonistas serem reguladores multifuncionais da proliferagdo e da diferenciagao celular, modelando
a sintese de proteinas da matriz extracelular ou suprimindo o sistema imunitario, compromete-o em diversas
patologias como feridas com processos de cicatrizagao alterados, fraturas, lesdes de isquémia-reperfusao ou
doengas auto-imunes (Flanders e Burmester, 2003).
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A capacidade que o TGF-f apresenta de promover a cicatrizagao de les6es tanto em tecidos moles como
em tecidos duros, bem como os seus efeitos imunossupressores estio na base da sua utilizagao terapéutica.
Verificou-se que a aplicagao topica de TGF-f3 beneficia e acelera a cicatrizagao de feridas cutaneas em modelos
experimentais animais nos quais se provocou alteragao dos processos de cicatrizagio com corticosterdides,
agentes antineoplasicos, radiagdao, diabetes ou mesmo no envelhecimento (Beck e col, 1993; Flanders e
Burmester, 2003).

Os corticosterdides, nomeadamente, atrasam o processo inflamatorio e a cicatrizagdo através da
diminuicao da quimiotaxia das células inflamatérias, pela inibicao da angiogénese, pela diminuigao da proliferagao
de fibroblastos e da sintese de matriz extracelular (Wahl, 1989). Ja o TGF- promove a neovascularizagao,
a quimiotaxia dos macrofagos, a proliferagao dos fibroblastos, bem como a sintese e maturagdo da matriz
extracelular, sendo capaz de reverter muitos dos efeitos quer dos corticosteroides quer do envelhecimento
(Beck e col., 1993).Também foi determinado que a aplicagao topica de TGF-f3 no tratamento de lesoes maculares
é positiva, sendo um tratamento pratico e eficaz (Glaser e col., 1992).

A investigacdo realizada sobre o TGF-f, as suas vias de transdugao de sinal e os seus antagonistas em
associagao ou nao a patologias nas quais ele € um interveniente primordial permitiu estender, deste modo, a
pratica clinica e ao tratamento rotineiro de muitas situagoes comuns debilitantes que nao respondem bem aos
tratamentos convencionais, a utilizagao de fatores de crescimento como o TGF-3 (Flanders e Burmester, 2003).

Na realidade, devido ao interesse crescente na medicina preventiva bem como na relagdo qualidade-
-custo dos tratamentos, a atuagao terapéutica sobre a grande variedade de mecanismos nos quais o TGF-f3
tem um papel fundamental, permite a prevengao de lesoes teciduais bem como a aceleragao da sua reparagao
(Sporn e Roberts, 1993). Atualmente, encontram-se ja em comercializagao produtos anti-envelhecimento e
produtos promotores de cicatrizagdo nos quais o TGF- é um dos componentes fundamentais (Gorouhi e
Maibach, 2009).

Como o TGF-f estimula a transcricao de fibrilas de Colagénio e inibe a degradacdo da matriz extracelular,
o que conduz a sua acumulagao (Yan e col., 2009), nas patologias que decorrem com a formagao de queldides,
na glomerulonefrite ou na fibrose pulmunar, a excessiva expressio de TGF-f é responsavel pela acumulagio de
tecido cicatricial nocivo. Isto implica que a eventual utilizagdo de agentes que inibam ou bloqueiem a agao do
TGF-B se traduza na reversao ou na prevencgao da doenga em causa (Flanders e Burmester, 2003).

Muitas das condi¢oes clinicas que decorrem com fibrose como o linfedema, que se desenvolve como
resultado quer da excisdo dos nodulos linfaticos nas mastectomias quer da subsequente radioterapia, estao
associadas a um aumento da expressao do TGF-B (Martin e col., 2000). A inibicao do TGF- ou das suas
moléculas efetoras como a Smad3 diminui o tecido cicatricial fibroso produzido pela radiagao e melhora a
cicatrizacao da lesao (Gauldie e col., 2006).

Um fator comum a muitas doengas renais progressivas € a alteragao fibrotica do compartimento
tubulointersticial, na qual ha acumulagao estrutural de proteinas da matriz acompanhada pela infiltragao
de macrofagos e do aumento do nimero de fibroblastos no intersticio (Eddy, 1996). Sendo os fibroblastos
intersticiais a principal fonte de TGF-p, a utilizagao de oligodeoxinucleotideos anti-senso para o TGF-f nas
células intersticiais demonstrou ser eficaz na supressdo da regulagao positiva do TGF-f, levando ao bloqueio
da fibrose intersticial (Isaka e col., 2000).

No que diz respeito a investigagdo relacionada com a intervengio terapéutica nos processos
carcinogénicos, esta € longa e complexa, abragendo varios tipos de tumores. O TGF-f3 tem um papel fundamental
na carcinogénese, suprimindo o crescimento tumoral numa fase inicial da neoplasia, mas promovendo a
progressao do tumor e a sua metastizagao nas fases mais tardias (Prud’homme, 2007), altura em que as
células tumorais se tornam resistentes aos efeitos inibidores do crescimento desta citocina. E por este motivo
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que os tumores malignos expressam grandes quantidades de TGF-B que deprimem as respostas imunes anti-
-carcinogénicas ao nivel das células T helper, linfocitos T citotoxicos, células denditricas, macréfagos, células
NK e células B,ao mesmo tempo que estimulam as células T reguladoras. Estes efeitos em conjunto tornam as
vacinas anti-carcinogénicas pouco eficazes e sio um obsticulo colossal na imunoterapia (Prud’homme, 2007).

No entanto, existem estudos clinicos efetuados em doentes com glioblastomas sobre a eficacia de
vacinas de células tumorais modificadas com ADN anti-senso para o TGF-B2, cujo objetivo é imunossuprimir
a expressao do TGF-B nas células dos tumores, potenciando o reconhecimento destas pelo sistema imune
(Fakhrai e col., 2006).

Experimentagdo em rato demonstrou a eficacia da utilizagdo de antagonistas do TGF-f na inibicao quer
do crescimento tumoral quer metastatico. Também aqui, a utilizagdo de oligonucleotideos anti-senso para o
TGF-B2 inibe o crescimento de melanomas (Fakhrai e col., 1996) e de fibrossarcomas (Spearman e col., [994).

Dado que o TGF-f é um potente imunossupressor, a sua administragao inibe o crescimento e a
metastizagdo de carcinomas orais em ratos sem promover a alteragio da morfologia ou diferenciagao celular
(Davies e col., 2000).

Na cavidade oral, o TGF-f3 € um mediador fundamental na cicatrizagao de lesoes (Yang e col., 1996).Aqui,
o TGF-P com origem principalmente em macrofagos ativados, mas também em eosindfilos (Tyler e col., 1999),
linfocitos, fibroblastos, osteoblastos e osteoclastos (Bodine e col., 1995), acelera o processo de cicatrizagao
tanto dos tecidos duros como dos moles, participando na reparagao dos tecidos periapicais lesados (Tyler e
col,, 1999). No entanto, a eficacia da utilizagao de TGF-f, particularmente de rhTGF-f3 (TGF-p3 recombinante
humano), na regeneragao de lesoes periodontais em humanos ou em modelos experimentais em cao nao tem
sido solidamente confirmada (Wikesjo e col., 1998;Tatakis e col., 2000).

Nas hiperplasias gengivais de origem medicamentosa, nas quais além dos fibroblastos gengivais
proliferarem como resposta ao TGF-f (James e col., 1998; Pakosz e col.,2012), ocorrer também um desequilibrio
entre a sintese e a degradagao de matriz extracelular (Subramani e col., 2013), o ligando TGF-f nao é o alvo
direto da terapia anti-fibrotica. O recurso a utilizagao de inibidores do T Rl parece ser a estratégia mais eficaz,
uma vez que o bloqueio deste recetor reduz os efeitos pro-fibroticos do TGF- nos fibroblastos gengivais que
persistem estimulados pelo medicamento (Thompson e col., 2010; Subramani e col., 2013).

A atividade do TGF-3 como citocina anti-inflamatéria associada a sua capacidade de estimular a sintese
de proteinas da matriz extracelular permite-lhe limitar de algum modo a destruigao tecidual que ocorre
nos doentes com periodontite. Ele suprime os efeitos das citocinas pré-inflamatérias ao mesmo tempo que
medeia a reparagao e reconstrucao do ligamento periodontal (Terranova e Wikesjo, 1987), sendo, por isso, um
biomarcador importante do processo regenerativo destes doentes (Sattari e col., 201 I).
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4. Objetivos

A literatura atualmente disponivel é relativamente omissa no que concerne ao estudo das vias de
sinalizagao do TGF-f no movimento dentario ortodontico, sendo por tal desconhecido se nas alteragoes que
o periodonto sofre sob a agao de forgas, esta citocina multifuncional se expressa nomeadamente através da via
de sinalizacao canodnica das Smads.

Uma vez que o movimento dentario ortodontico se apoia na presen¢a de um mecanismo inflamatério
sistematicamente reativado pelo ortodontista nas consultas de controlo, a possibilidade de ocorrer uma
desregulagao incontrolada quer do processo inflamatério quer da atividade de qualquer uma das moléculas
intervenientes, com consequéncias graves para os tecidos periodontais, € uma constante.

No ligamento periodontal sujeito a forgas ortodonticas, os fibroblastos sio células essenciais a
regeneracao, adaptaciao e remodelagiao quer deste tecido conjuntivo quer do osso alveolar adjacente, dado
que a sua grande plasticidade e versatilidade Ihes permite diferenciar em outros tipos celulares como células
do tecido osseo.

Em virtude da relevancia do TGF-f como regulador da atividade dos fibroblastos na formagao de
tecido conjuntivo e Colagénio, bem como da atividade das células do tecido 6sseo, é objetivo deste trabalho
determinar o papel desta citocina e os mediadores da sua sinalizagio no mecanismo de reparagao dos
tecidos periodontais lesados pela aplicagao de forgas, dada a possibilidade de poderem ser utilizados como
biomarcadores terapéuticos da reposicao das populagoes celulares essenciais a regeneragao destes tecidos
durante os processos inflamatorios associados ao movimento dentario ortodontico. Tendo em mente a
persecucao deste objetivo avaliou-se a persisténcia da ativagdo/inativagao da via de sinalizagio do TGF-B/R-
Smads, Smad2 e Smad3, no ligamento periodontal sujeito a agdo de forgas, a fim de determinar o envolvimento
da via canédnica do TGF-B nos processos de remodelagdo, adaptagao e reparagao do periodonto durante o
movimento ortodontico, perspetivando-se o seu uso como alvo terapéutico em processos biologicos que
decorrem com alteragoes dos tecidos periodontais.
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Estudo experimental em modelo animal

1. Material e Métodos

I.1. Animais e Grupos Experimentais

O estudo foi efetuado em rato nao consaguineo da estirpe Wistar (Rattus Norvegicus albinus), do
sexo masculino e jovem no inicio da experiéncia. Este rato é considerado bom para a execugdo de modelos
experimentais em patologia oral. Esta espécie e estirpe é frequentemente usada em Medicina Dentaria
experimental, permitindo que os resultados obtidos sejam, de um modo geral, transpostos para a espécie
humana.

O ensaio experimental foi realizado de acordo com as normas da Diregao-Geral de Alimentagao e
Veterinaria, tendo a autorizagao n° 0421/000/000/2014.

Os animais utilizados foram adquiridos a Charles River Laboratories (Charles River Laboratories Inc.,
Research Models and Services, Barcelona) com |0 semanas de idade. Foram mantidos em quarentena durante
uma semana, seguida de uma semana de repouso, iniciando-se a sua manipulagao as 12 semanas.

Os ratos Wistar foram mantidos em condi¢oes de manutengao de acordo com a legislagao em vigor e
aplicada no Biotério instalado na Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra no polo I. A legislagao
atual esta disposta no Decreto-Lei n.° 113/2013 de 7 de Agosto do Ministério da Agricultura, do Mar, do
Ambiente e do Ordenamento do Territorio que transpos para a ordem juridica interna a Diretiva n.° 2010/63/
UE do Parlamento Europeu e do Conselho de 22 de setembro de 2010, revogando o Decreto-Lei n.° 129/92
de 6 de julho, alterado pelo Decreto-Lei n.° 197/96 de 16 de outubro, bem como a Portaria n.® 1005/92 de 23
de outubro, alterada pelas Portarias n.>* 466/95 de |7 de maio e |1131/97 de 7 de novembro.

Os ratos foram escolhidos aleatoriamente, identificados e distribuidos em nimero de trés por gaiola.
Foram mantidos durante toda a experiéncia em sala propria com ar condicionado, com temperatura ambiente
de 21°C, com ciclos de luz/escuro de 12/12 horas e humidade relativa de 55%*15%. A dieta alimentar
proporcionada uma vez por dia foi o granulado padronizado para roedores de laboratério (SAFE, Scientific
Animal Food e Engineering) e a agua proporcionada teve origem na rede de abastecimento municipal, ambas
providenciadas ad libitum. Foram aclimatados durante duas semanas antes de se iniciar o protocolo experimental.
O controlo diario das condigoes de salubridade da sala de tratamento e dos animais foi realizado por técnicos
especializados do Biotério.
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Foram utilizados 70 animais divididos por 5 grupos experimentais correspondendo a: (1) Grupo COl,
grupo de controlo onde ndo foi induzido movimento ortodontico, com 10 animais; (2) Grupo TOI, no qual o
movimento ortodontico foi realizado durante 24 horas, com |5 animais (3) Grupo T02, no qual o movimento
ortodontico foi realizado durante 48 horas, com |5 animais (4) Grupo T03, no qual o movimento ortodéntico
foi induzido durante 72 horas, com |5 animais (5) e Grupo T04, no qual o movimento ortodéntico foi induzido
durante 96 horas, com |5 animais (Tabela Il.1 ).

Tabela Il.| — Esquematizagao do protocolo experimental
Grupo Designagao dos grupos Procedimento Tempo n° de animais
Col Controlo Sem manipulagio 10
TOlI Elastdmero no 1°e 2° Q 24 horas 15
T02 Teste Elastomero no 1°e 2° Q 48 horas 15
TO3 Elastdmero no 1°e 2° Q 72 horas 15
TOo4 Elastdmero no 1°e 2° Q 96 horas 15

Nota: Q - quadrante.

As diferentes fases do protocolo experimental deste estudo, desde a chegada dos animais ao biotério
até ao seu sacrificio estao esquematizadas no cronograma (Figura 2.1).

Sobredosagem
Grupo de |
controlo CO1 > 0 > 48h
(n=10)
Anestesia Sobredosagem
| I
Grupo teste TO1 > 0 > 2s > 24h
(n=15)
|
Aneitesia Sobredosagem
]
Grupo teste T02 > 0 >2s > 48h
(n=15) 1
Anestesia Sobredosagem
I I
Grupo t_este TO3 > 0 >2s > 72h
(n=15) 1
Anestesia s ’hs?’:jgis Sobredosagem
Grupo teste T04 . v
(n=15) —> 0 > 28 > 96h

Figura 2.1 — Cronograma do estudo experimental em rato Wistar.

1.2. Movimento dentario experimental

O movimento dentario ortodontico experimental foi induzido com os animais posicionados numa mesa
operatoria, em decubito dorsal com a cabeca e membros imobilizados e a mandibula em hiperextensao.

Com base em protocolos ja testados e publicados, o movimento dentario foi induzido de acordo
com uma modificacio do Método de Waldo (Waldo e Rothblatt, 1954; Zaki e Vanhuysen, 1963; Tanabe e col,,
2010). Elastomeros com 0,8 mm de espessura (ref.* 774-549-00, Dentaurum, Springer, Germany), escolhidos
aleatoriamente, foram inseridos entre o primeiro e o segundo molares maxilares, quer no primeiro quer no
segundo quadrante (Figura 2.2).
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Figura 2.2 — Desenho ilustrando a distribuicdo da forga atuante sobre o 1° (M1),2° (M2) e 3° molar (M3) maxilares
apos a colocagio do elastdmero.Adaptado de Waldo e Rothblatt, 1954.

No rato Wistar, os dentes maxilares (Figura 2.3) tém uma area de contacto maior do que os dentes
mandibulares, sendo também mais acessiveis principalmente quando o animal esta em decubito dorsal.

Figura 2.3 — (A) Os trés molares maxilares (M1, M2 e M3), sendo visivel as suas diferentes dimensées,
bem como a disposigio radicular. (B) Face oclusal dos dentes do |1° quadrante, mostrando as dimensdes
coronarias relativas e as respetivas superficies de contato.

Cada elastomero, cuja espessura foi previamente confirmada com um paquimetro digital electrénico
(Powerfix.Profi®, model No. Z22855, version 07/2008), foi colocado no espago interproximal com duas pingas
mosquito curvas (Ref.* 800-8014,AEZ®*/ETM®, Orange, CA,USA). Depois de colocado e estabilizado na posicao
correta, o elastomero foi cortado por palatino e por vestibular com uma tesoura cirurgica (Ref.* 855A/18,
Carl Martin, Solingen, Germany). Apesar da cavidade oral e os espagos interdentarios destes animais serem de
dimensoes reduzidas, o elastomero foi colocado no espago interproximal, de modo a abranger a superficie de
contacto entre os dois molares e evitando tocar a papila interproximal.

Durante este procedimento experimental foi necessario induzir uma anestesia geral profunda, algo que
é requerido para permitir uma boa pratica médica e por razoes éticas e legais.A imobilizacao do animal permite
que a sua manipulagao seja executada com o menor desconforto possivel, sendo também mais rapida e eficaz.

Antes de iniciar a indugao do movimento dentario todos os animais foram anestesiados por via
intramuscular com 100mg/kg de um anestésico geral dissociativo injetavel, ndo barbiturico e de agao rapida,
o cloridrato de ketamina (Ketalar®, Parke-Davis Co., Barcelona, Spain) em associagio com |4mg/kg de um
hipnético nao narcético, tranquilizante adrenérgico com propriedades de relaxamento muscular, a xilazina
(Rompun, Bayer Co., Amadora, Portugal). Esta associagao permitiu uma anestesia profunda por um periodo
médio de 40 minutos, suficiente para a colocagao do elastémero indutor de forca.
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Apos a execugao deste protocolo, os ratos Wistar foram controlados até a recuperagao total da anestesia.
Cada animal foi colocado separadamente numa gaiola sem forragem, para niao haver risco de aspiragao, nao
lhe tendo sido fornecida agua ou comida até que estivesse completamente desperto. A gaiola foi mantida
parcialmente isolada da luz ambiente e, dado que a hipotermia € uma das causas mais corrente de morte apos
anestesia, o animal foi mantido aquecido. Como a manipulagao foi pouco invasiva, optou-se por nao administrar
algum analgésico ou anti-inflamatorio.

Os animais foram sacrificados individualmente com uma sobredosagem de cloridrato de ketamina
(Ketalar®, Parke-Davis Co., Barcelona, Spain) administrada por via intramuscular. Apés a confirmagao do 6bito,
foi efetuada a necropsia.

1.3. Estudo Necropsico Macroscopico

A todos os animais foi feita a necropsia obedecendo a normas do Instituto de Patologia Experimental
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

Apos o sacrificio foi feita a observagao do habito externo, fotografias, pesagem e medigoes necessarias
para se calcular o indice de Lee. De seguida, efetuou-se a observagao do habito interno, a colheita de dados
macroscopicos e envio de fragmentos para estudo histologico de todas as topografias com alteragoes
morfoldgicas ou que fossem alvos privilegiados do estudo. Foram sempre colhidos fragmentos de figado, rim
e pulmao para estudo morfoldgico de rotina. Como coloragao de rotina foi sempre utilizada a Hematoxilina-
-Eosina (HE).

Para o estudo dos dentes foi colhido o maxilar. De modo a otimizar a recolha das amostras, fez-se
a luxagdo das articulagdes temporomandibulares e apos incisao jugal bilateral mésio-palatina removeu-se a
mandibula. Com acesso direto removeu-se o maxilar, o qual, apds se retirar a pré-maxila, foi posteriormente
seccionado longitudinalmente em dois hemi-maxilares (Figura 2.4).

Figura 2.4 — Fragmento hemi-maxilar direito antes da inclusio, sendo visiveis os trés molares e parte do palato.

Cada amostra foi imediatamente colocada no fixador (formol neutro tamponado a 10%), em recipientes
proprios corretamente identificados quanto ao grupo experimental, quanto ao nimero de registo do animal no
Instituto de Patologia Experimental e quanto ao hemi-maxilar em causa (topografia). Para evitar enganos foram
utilizadas cores diferentes, permitindo distinguir melhor o lado direito (branco) do lado esquerdo (vermelho).

No final da necropsia, os cadaveres e os restantes residuos morfologicos foram eliminados de acordo
com a legislagao em vigor.
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I.4. Estudo Micro-morfolégico

Os fragmentos colhidos foram mantidos no fixador formaldeido neutro tamponado a 10% até se iniciar
o processamento ou se iniciar a descalcificagdo que antecedeu o processamento.

Para a descalcificagao, os fragmentos foram reduzidos quer no sentido mésio-distal, sendo seccionados
por distal do ultimo molar; quer no sentido vertical, passando a incluir somente a totalidade dos dentes, o
correspondente espago periodontal e uma porg¢ao do osso alveolar adjacente, assegurando-se que nao houve
dano do ligamente periodontal. Seguidamente foram lavados em agua destilada e descalcificados em acido
etileno-diamino-tetracético (EDTA) a 10%, a temperatura ambiente, durante cerca de 2 semanas.

Apos o processamento, as amostras foram incluidas em blocos de parafina e orientadas de modo a se
obterem cortes seriados, vestibulo-palatinos, de 6um de espessura (Figura 2.5).Apds o corte, cada plano obtido
foi observado para avaliagao da morfologia (Figura 2.6) e feita uma coloragao de HE (Figura 2.7), sendo também
selecionados cortes para Imunohistoquimica (IHC, imunnohistochemistry).

;

Figura 2.5 —Tecido descalcificado, incluido em parafina, mostrando os dentes (M1 e M2) e o elastico (seta).

Figura 2.6 — Lamina histologica nao corada, mostrando o local que tinha sido ocupado
pelo eldstico (seta) e pelos 1° e 2° molares (M1 e M2).

Figura 2.7 — Lamina histoldgica corada com HE, mostrando o local que tinha sido ocupado pelo elastico
(seta) e o 1° e 2° molares maxilares.
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Feita a selegdo das areas a processar, a expressao do TGF-B 1, Smad2, Smad3, IL-10, Actina do musculo
liso alfa (a-Sma, Alpha-smooth muscle Actin) e Antigénio nuclear de proliferagao celular (PCNA, proliferating cell
nuclear antigen) foi avaliada por IHC ap6s marcagao das secgdes com anticorpos especificos. Apos otimizagao
dos anticorpos, a imunomarcagao foi realizada através do método estreptavidina-biotina/horseradish peroxidase
(LSAB, labeled streptavidin biotin method).

O método LSBA exige a desparafinagdo das sec¢oes em xilol, seguida pela sua rehidratagaio numa
maquina processadora usando concentragoes decrescentes de etanol (100°, 95°), agua e agua destilada. As
sec¢oes sdo seguidamente sujeitas a um pré-tratamento para recuperagao do antigénio através da agao do calor,
de modo a eliminar qualquer alteragao que este tenha sofrido devido ao fixador, permitindo a recuperagao dos
seus epitopos. De acordo com a especificidade de cada anticorpo primario, as laminas foram mergulhadas na
solugao tampao EDTA pH 8 ou citrato pH 6 e aquecidas num microondas com poténcia de 760 watts durante
[0 minutos (Tabela Il. 2). Seguidamente as amostras foram arrefecidas em banho-maria e lavadas com a solugao
tampao fosfato-salino (PBS, phosphate buffered saline).

Tabela 11.2 — Resumo do protocolo correspondente a cada anticorpo

Ditigio |  Recuperssio | Incubagdo doanticorpo | ¢l evtarmo
TGF-Bl monoclonal 6ug/ml EDTA (20°) durante a noite a 4° C carcinoma da proéstata
Smad2 monoclonal 1/50 EDTA (20°) 30’ a temperatura ambiente | carcinoma da mama
Smad3 policlonal 1/80 citrato (20°) 30’ a temperatura ambiente | carcinoma da mama
IL-10 policlonal Spg/ml EDTA (20°) durante a noite a 4°C baco de murganho
a-Sma monoclonal 1/300 citrato (20°) durante a noite a 4°C musculo
PCNA monoclonal 1/200 citrato (20°) durante a noite a 4°C intestino delgado

As fases seguintes foram realizadas a temperatura ambiente e as lavagens entre os diferentes passos
feitas com PBS.A IHC exige o bloqueio da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio a 3% durante 15
minutos, uma vez que aquela bloqueia inespecificamente o anticorpo utilizado. De seguida, efetuou-se o bloqueio
do soro com soro normal de cabra (TA-125-PBQ, UltraVision Protein Blk, Labvision) durante 10 minutos. As
seccoes foram incubadas com o respetivo anticorpo primario (Tabela 11.3.) de acordo com as instrugdes do
fabricante e apods a sua optimizagao (Tabela I1.2.). Seguidamente foram incubadas com o anticorpo secundario
biotinilado (cabra anti-polivalente) durante |5 minutos e posteriormente com o complexo proteico de
estreptavidina e peroxidase também durante |5 minutos (TA-015-BB, Thermofisher Scientific, Fremont, USA).
As secgoes foram de seguida incubadas durante 10 minutos com cromogénio diaminobenzidina (DAB), que ao
reagir com a peroxidase produz um precipitado castanho visivel na zona do antigénio, sendo posteriormente
o contraste nuclear realizado com hematoxilina em maquina propria. Finalmente as secgoes foram novamente
desidratadas numa sequéncia de agua e alcodis em concentragoes crescentes (95°, 100°) para poderem ser
observadas em microscopia de luz.

Tabela 1.3 — Anticorpos utilizados no estudo

anticorpo anti-TGF-31 MAB240, ReD systems, Minneapolis, USA
anticorpo anti-Smad2 [EP567Y] ab63576,Abcam, Cambridge, UK

anticorpo anti-Smad3 (fosfo S425) [EP823Y] ab51177,Abcam, Cambridge, UK

anticorpo anti-IL-10 AF-217-NA, ReD systems, Minneapolis, USA
anticorpo anti-o.-Sma HHF35, Dako, Glostrup, Denmark
anticorpo anti-PCNA PC10, Waltham, Massachusetts, USA
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2. Resultados

A observagao das imagens histologicas demonstrou que a metodologia utilizada no processamento das
amostras foi apropriada para observagao em microscopia de luz, permitindo a obtencao de seccoes de boa
qualidade e de material bem preservado.

No entanto, a presenga na mesma amostra de tecidos moles e tecidos duros, estes Ultimos necessitando
de ser descalcificados, originou alguns artefactos técnicos no momento de processamento do material, surgindo
areas de retracao tecidual caracteristica em algumas das sec¢oes observadas, havendo destacamento entre o
cemento e o ligamento periodontal. Contudo, na maior parte dos casos houve uma perfeita correspondéncia
entre as interfaces dos dois tecidos.

Na analise por IHC subsistiram as mesmas limitagdes observadas nas secgoes para estudo morfologico
que foram, no entanto, agravadas pelo método utilizado na recuperagao do antigénio.

2.1. Observacao macroscopica

Durante a fase experimental, os animais ndo apresentaram qualquer alteragio dos seus habitos nem
nenhum tipo de comportamento indicador de patologia, pelo que nenhum deles, por este motivo, foi excluido
do estudo. No compto geral, nao houve alteragoes significativas de peso inicial, durante os curtos periodos
experimentais em que a forga aplicada este ativa.

O valor do indice de Lee para todos os animais foi normal. De acordo com o observado nao se encontraram
alteragées morfologicas significativas, nem ponderais relativas dos o6rgaos internos, pelo que se concluiu que
todos os animais eram normais, nao apresentando qualquer lesao que pudesse interferir com o estudo efectuado.

No entanto, devido a impossibilidade de realizar o sacrificio e subsequente necropsia nos tempos
experimentais apropriados, quatro animais do grupo T0I, cinco animais do grupo T02, um animal do grupo T03 e
trés animais do grupo T04 nao foram considerados, tendo sido eliminados do estudo (Tabela 11.4).

A observagao macroscopica das amostras revelou que no grupo TOI, dois animais tinham perdido o
elastébmero do segundo quadrante e um tinha perdido o do primeiro quadrante. No grupo T02, dois animais
perderam o elastébmero do segundo quadrante e dois perderam o do primeiro quadrante. No grupo T03, um
rato nao tinha o elastdbmero do segundo quadrante e quatro nao tinham o do primeiro quadrante. No Ultimo
grupo T04, quatro animais perderam o elastomero do segundo quadrante (Tabela 11.4).
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Tabela 1.4 — Resumo do nimero de animais eliminados do estudo

e do numero de elastdbmoros que nao mantiveram a sua posicao

.
Grupo Removidos do estudo S S
2° quadrante |° quadrante
4 2 [

Grupo TOI

Grupo T02 5 2 2

Grupo T03 I I 4

Grupo T04 3 4 -
Total 13 9 7

2.2. Histopatologia

Nas sec¢oes coradas com HE e marcadas pelos anticorpos foram analisados os tecidos periodontais

associados ao primeiro molar maxilar, em particular o ligamento periodontal, o osso alveolar e o cemento
radicular.

Para melhor compreensio dos eventos observados, a sequéncia de apresentagao dos resultados inicia-
se pelo grupo CO| de controlo, seguido pelo grupo teste TOI de 24 horas, depois pelo grupo teste T02 de 48
horas, depois pelo grupo T03 de 72 horas e finalmente o grupo teste T04 de 96 horas.

2.2.1 Grupo COIl - Controlo, sem manipulacao

O ligamento periodontal surgiu com o aspeto caracteristico de tecido mesenquimatoso, sendo visivel
um grande numero de células fusiformes distribuidas uniformemente ao longo de todo o ligamento (Figura 2.8).

Figura 2.8 — Aspeto histoldgico do ligamento periodontal, no qual é visivel um grande nimero de células
fusiformes distribuidas uniformemente. H.E., x400 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).
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O ligamento periodontal apresentou-se, de um modo geral, bastante uniforme e com uma espessura
constante, nao sendo possivel detetar qualquer alteragao relativa no lado distal relacionada com o deslizamento

fisiologico neste sentido do |° molar maxilar.

Foi ainda possivel observar nitidamente feixes de fibras de Colagénio, de orientagao maioritariamente
obliqua, inseridos no osso alveolar e no cemento acelular.

Os capilares da polpa dentaria surgiram com um aspeto normalizado, nao sendo detetados quaisquer
sinais de processo inflamatorio. Os odontoblastos presentes tinham um arranjo regular e organizado (Figura 2.9).

\.
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Figura 2.9 — Aspeto histolégico da polpa dentéria, na qual se observam os odontoblastos no seu arranjo
regular e organizado, sendo também visiveis vasos sanguineos pulpares. H.E., x400 no original.

(D - dentina; OD - odontoblastos).

A dentina radicular, nos dois tergos coronarios, apresentou-se coberta por uma camada pouco espessa
e relativamente regular de cemento acelular, isto é, sem células no interior da sua matriz extracelular. Os
cementoblastos sustentaculares eram visiveis e encontravam-se dispostos em palicada na interface entre o
ligamento periodontal e o novo cemento (Figura 2.10). Em algumas secgdes, a superficie do cemento radicular
apresentou irregularidades correspondentes a antigas zonas de reabsor¢ao que, independentemente das suas
dimensoes, se assumiram como acontecimentos normais produzidos por lesoes intermitentes da superficie
radicular durante o mecanismo fisiologico de mastigagao e que, por tal, foram prontamente reparadas pela

aposi¢dao de novo cemento celular.

Na porg¢ao mais apical da raiz, a espessura do cemento radicular surgiu aumentada em algumas secgoes,
particularmente do lado mesial das raizes, correspondente ao lado de tensao fisiologica, devido a presenca de
cemento celular de fibras intrinsecas que recobria o cemento acelular a partir do ter¢o médio radicular. Em
alguns casos, este cemento celular era particularmente abundante, de aspeto globular, de distribuicao irregular
e contendo um grande nimero de cementdcitos. De referir que o cemento celular de fibras intrinsecas iniciou
a sua formagao quando o dente entrou em oclusao e tem uma velocidade de sintese superior a do cemento
acelular, pelo que os cementoblastos ficam retidos na matriz, designado-se de cementocitos. As suas linhas
incrementais encontram-se mais afastadas, sendo mais espessas e irregulares.
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Figura 2.10 — Aspeto histoldgico do ligamento periodontal e da superficie radicular, no qual se observam fibroblastos
ligamentares (seta branca) e cementoblastos (seta preta), estes ultimos adjacentes a superficie radicular. H.E., x1000 no original.
(C - cemento; LP - ligamento periodontal).

O osso alveolar apresentou-se com o seu aspeto caracteristico, sendo possivel observar a presenga
de osteoblastos adjacentes a superficie alveolar (Figura 2.11).A superficie do osso alveolar, apesar de integra,
apresentou-se algo irregular na maior parte das secgdes, o que parece traduzir a existéncia de intensos
processos de remodelagdo do tecido 6sseo alveolar (Figuras 2.13 a 2.16). Em algumas secgoes foi mesmo
patente a presenca de alguns osteoclastos em lacunas de reabsorgao na superficie periodontal do osso alveolar
(Figura 2.17), principalmente no lado distal da raiz que nio sio de valorizar, dado estarem possivelmente
relacionados com a intensa taxa de remodelagdo que ocorre devido ao movimento fisiologico.

Figura 2.11 — Corte histoldgico onde é visivel um cone de reabsor¢iao dssea na parede alveolar distal sujeita a forga
de pressdo durante o movimento dentario fisiologico. Observam-se osteoblastos (*) alinhados quer ao longo de toda
a superficie alveolar quer no interior do cone de reabsorgio. H.E., x400 no original.

(OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Foram também visiveis em toda a extensao de ambas as superficies alveolares, mesial e distal, linhas
de reversio que se foram tornando mais pronunciadas desde do tergo médio até ao apex, sendo, no entanto,
mais proeminentes no lado mesial (Figura 2.12). Além disso, foram também observados vasos sanguineos de
diferentes diametros distribuidos ao longo de todo o ligamento periodontal,estando,no entanto, particularmente
presentes junto a parede do osso alveolar do lado distal da raiz associado a compressao durante o movimento
fisiologico. Estes dois fendmenos sao caracteristicos da remodelagao 6ssea que aqui ocorreu.

Figura 2.12 — Aspeto histoldgico das linhas de reversio, traduzindo o intenso processo de remodelagio

do tecido 6sseo alveolar durante o movimento dentario. H.E, x1000 no original.

Figura 2.13 —Aspeto histologico da raiz mesial de M1, na qual
esta patente a morfologia conservada do periodonto e do
septo 6sseo inter-radicular. S3o visiveis fenomenos incipientes
de reabsorgio 6ssea (seta branca) no lado distal associados a
migracao fisiologica do dente. Em apical observa-se uma pe-
quena lacuna de reabsorgio radicular (seta preta) que podera
estar associada a fungdo fisiologica da mastigagao. A polpa
dentaria apresenta-se bem vascularizada. H.E.,x40 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal;

P - polpa).

Figura 2.14 — Aspeto histoldgico da raiz distal de M1, onde
sdo visiveis zonas de reabsor¢iao dssea (seta) mais extensas
no lado distal, associadas a compressio durante o movi-
mento dentario fisiologico. Observa-se a distribuigdo dos
vasos sanguineos ao longo de todo o ligamento periodontal,
encontrando-se estes mais hiperémicos junto a superficie dis-
tal em que a remodelagdo é mais intensa. H.E., x40 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal;
P - polpa).
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Figura 2.15 — Maior ampliagdo de uma area representada na
Figura 2.13 mostrando o lado distal de pressao da raiz mesial
de M1, onde sdo notérios processos de remodelagio dssea
da parede alveolar (seta),bem como a orientagio obliqua das
fibras de Colagénio. H.E., x100 no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.16 — Maior ampliagao da Figura 2.14 correspondente
ao lado mesial da raiz distal de M1, sujeito a forcas de tensdo
durante a migragao fisiologica, onde ¢é visivel a integridade
quer da parede ossea alveolar quer da superficie radicular
durante a migragao fisiologica. Sdo visiveis osteoblastos
dispostos ao longo de toda a superficie alveolar (seta). H.E.,
x100 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodon-

tal; P - polpa).

Figura 2.17 — Maior ampliagio da Figura 2.14 correspondente ao lado distal da raiz distal de M1, sujeito a forgas de pressio

durante a migragdo fisiologica, onde ¢ visivel reabsor¢do mais intensa da superficie alveolar, surgindo lacunas (seta preta)

com osteoclastos (seta branca) no seu interior. Os vasos sanguineos surgem aqui mais hiperémicos (¥). H.E., x100 no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

64



Capitulo |1 Estudo experimental em modelo animal

Nos estudos por IHC verificou-se a existéncia de uma imunomarcagao ténue para o TGF-f1. De facto
foi visivel uma marcagao positiva de algumas células com fenétipo de cementoblastos (Figura 2.18), no lado
de pressao do movimento, o que traduz a expressao de TGF-f1. No lado de tensao mesial nao foi possivel
identificar qualquer tipo celular a expressar o TGF-f1 (Figura 2.19).

Figura 2.18 — Aspeto histologico do lado de pressio do movimento fisiologico, no qual se observam células
com fenétipo de cementoblastos (seta) a expressarem o TGF-B1.x400 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.19 — Aspeto histologico do lado de tenséo, evidenciando a auséncia de expressio do TGF-f1.x200 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).
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Relativamente a Smad2 observou-se a imunomarcagao ao longo de todo o periodonto analisado, tanto

no lado de pressao (Figuras 2.20 e 2.21) como no lado de tensao (Figura 2.22), sendo visivel fibroblastos
(Figura 2.23), cementoblastos, osteoblastos, osteocitos células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos a
expressarem a proteina.

Figura 2.20 — (A) Corte histologico do lado de pressio, sendo visivel os fibroblastos, cementoblastos (seta branca) células
mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) a expressarem Smad?2. Sdo visiveis também na superficie radicular
lacunas de reabsorgio. (B) Corte histoldgico semelhante, onde fibroblastos, cementoblastos (seta branca) e células mesen-
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quimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) a expressarem Smad2. x400 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

e fo oo o B

Figura 2.21 — Aspeto histoldgico do septo inter-dentario entre M| e M2 e respetivo ligamento periodontal,
onde se observam fibroblastos, células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta),
osteoblastos e ostedcitos (seta branca) a expressarem Smad2. x400 no original.

(OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.22 — Corte histologico mostrando, no lado de tensio, fibroblastos
e cementoblastos a expressarem Smad2. x400 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.23 — Corte histolégico do ligamento periodontal, onde sao visiveis fibroblastos
a expressarem Smad2. x1000 no original.

No que diz respeito aos estudos efetuados com recurso aos anticorpos para a Smad3 nao foi possivel
observar,ao longo de todo o ligamento periodontal, qualquer marcagao positiva para esta proteina (Figura 2.24).
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Figura 2.24 — Aspeto histoldgico do lado de tensdo mesial de M1,

evidenciando a auséncia de expressiao da Smad3.x200 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Relativamente a IL-10, observou-se a sua expressio moderada nos fibroblastos, nas células mesenquima-
tosas indiferenciadas/péricitos e nos cementoblastos ao longo de todo o ligamento periodontal (Figuras 2.25
e 2.26). Por sua vez, nao foi detetada qualquer expressao positiva nas células constituintes do tecido dsseo.

Figura 2.25 — Imagem histoldgica do lado de pressiao do movimento, sendo observados fibroblastos,
células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) e cementoblastos (seta branca)
em processo ativo de sintese, a expressarem IL-10.x400 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.26 — Corte histoldgico mostrando a expressao da IL-10 pelos fibroblastos

e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta). x 1000 no original.

De referir que nao foi também detetada a imunomarcagao positiva para a proteina a-Sma no ligamento
periodontal, pelo que se presume que nesta fase nio estejam presentes células com fenétipo de miofibroblastos.
Por outro lado, foi identificada a presenga desta proteina em células do misculo liso, presentes nas paredes
de alguns vasos sanguineos, o que pode funcionar como um controlo positivo interno para a imunomarcagio.

Os resultados da detegao por IHC da proteina PCNA revelaram que nao foi detetada marcagao positiva
em nenhum dos lados do movimento fisiologico, sugerindo que as células do periodonto se encontravam
quiescentes (Figura 2.27).

Figura 2.27 — Aspeto histoldgico representativo do periodonto, no lado de pressiao do movimento fisiologico, apés marcagao
para o PCNA, nio se observando imunorreagao positiva nas células do ligamento periodontal. HE, 200x no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa).
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2.2.2 Grupo TOI - Fase ativa com manipulacao, elastémero mantido durante 24 horas

Neste grupo experimental, foram detetadas alteragdes na superficie do osso alveolar propriamente
dito, tanto no lado mesial como no lado distal das raizes do 1° molar maxilar, sendo de registar a presenga de
areas de reabsorgao direta principalmente em locais associados a compressao do ligamento, isto é, em mesial
das raizes, a nivel dos tergos médio e coronario. Neste lado do movimento dentario, observou-se num grande
nimero de secgoes a existéncia de lacunas de reabsorgao ossea incipientes, sendo ainda visiveis linhas de
reversao (Figuras 2.32 e 2.34) que traduzem os fenomenos de remodelagao que aqui ocorreram. Contudo, em
alguns casos foi notoria a presenca de processos de reabsorgao 6ssea mais exuberante, com a presenga de um
grande nimero de lacunas de Howship com osteoclastos nelas alojados (Figuras 2.28,2.30 a 2.33).

Figura 2.28 — Aspeto histoldgico da raiz mesial de M1, onde é possivel observar a frente de reabsorgio ossea (setas)
no lado de compressao e a acentuada neoformagio de cemento celular no lado de tensio. H.E., x100 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa; CC - cemento celular).

Figura 2.29 — Maior ampliagdo da imagem anterior pondo em evidéncia a existéncia dos cementoblastos (¥)
e a formagio de cemento celular no lado sujeito a tensao. H.E., x200 no original.
(D - dentina; LP - ligamento periodontal; P - polpa; CC - cemento celular).
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Figura 2.30 — Corte histoldgico de uma area sujeita a pressdo em mesial da raiz mesial de M1,
onde sdo visiveis fendmenos de reabsorgao ativa quer na superficie radicular (seta preta) quer na parede
ossea alveolar (seta laranja). De salientar a existéncia de pequenas zonas hemorragicas (*) no ligamento periodontal,
principalmente adjacentes as areas de reabsorcio radicular. H.E., x200 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa).

Figura 2.31 — Aspeto histologico tipico do periodonto na area de pressio da raiz mesial de M1.
Sdo visiveis processos de reabsorcio dssea direta (seta) com a presenca de osteoclastos (*).
De notar a manutencgio da integridade radicular e do ligamento periodontal.

E visivel também a maior espessura de cemento celular no lado distal. H.E., x200 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).
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Figura 2.32 — Aspeto histolégico da zona apical, onde se observa a formagio de tecido dsseo de novo ao longo da parede
ossea alveolar. De salientar a integridade da superficie radicular bem como a normal organizagao do ligamento periodontal.
Junto a parede alveolar em remodelagio sao visiveis vasos sanguineos (seta). H.E., x200 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

Figura 2.33 — Corte histoldgico do lado mesial do periodonto da raiz mesial de M1, ilustrando a intensa remodelagdo do
tecido 6sseo alveolar, traduzido pelo grande nimero de linhas de reversio (seta preta) e pela presenca de vasos sanguineos.
De registar a manutengio da integridade do ligamento periodontal e o aspeto em palicada dos cementoblastos (seta branca)

num processo ativo de formagao de cemento acelular. H.E., x200 no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.34 — Imagem histoldgica do periodonto na zona de pressao, na qual sdo evidentes as lacunas de reabsorgao
do tecido 6sseo (seta) e o aspeto hipercelular do ligamento periodontal. H.E., x200 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

Figura 2.35 — Imagem histoldgica ilustrando a presenca de linha de reversio (seta) na superficie alveolar sujeita a uma forga,
que devido a versdo do dente devera ser de pressdo nesta regiao apical, traduzindo os processos
de remodelagdo do tecido osseo da parede dssea alveolar. H.E., x200 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).
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No lado distal do movimento em que esteve atuante uma forga de tensao, foram visiveis, na maior parte
das secgoes dos animais deste grupo, linhas de reversao (Figuras 2.37 e 2.39) traduzindo a aposicdao 6ssea que
aqui ocorreu. De referir, no entanto, que apesar de nao ser significativo, foram observadas pontualmente neste
lado do movimento, imagens histoldgicas de reabsorgao direta intensa da superficie alveolar que poderao
estar relacionadas com a atuagao de forgas de pressdo durante a migragao fisiologica que ocorreu até ao dia
anterior (Figura 2.36). Contudo, de um modo geral, as lacunas de reabsor¢ao direta observadas foram bastante
discretas, ao nivel do tergo apical, podendo considerar-se nio s6 como parte dos mecanismos fisiologicos
de remodelagao do osso alveolar propriamente dito mas também como resultado da compressao devida ao
movimento de versao que o dente sofreu (Figura 2.37).

Foi ainda percetivel, na maior parte das secgoes, a diminuigao relativa da espessura do ligamento
periodontal no lado mesial das raizes, principalmente ao nivel do tergo coronario da raiz mesial (Figura 2.36).
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Figura 2.36 — Aspeto histoldgico da raiz mesial da secgdo que evidéncia a persisténcia as 24 horas de fenomenos associados
a migragio fisioldgica. De referir a existéncia no tecido dsseo alveolar de cones de reabsor¢io dssea direta (*)
no lado de tensio distal e a neoformagao 6ssea no lado de pressao mesial, sendo notoria a linha de reversio (seta preta),
demonstrando a remodelagdo que aqui ocorreu. No terco apical da raiz observa-se a camada de cemento celular.
E no entanto j4 notéria a diminuicio de espessura do ligamento periodontal em mesial (setas duplas). H.E., x40 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa; CC - cemento celular).
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Figura 2.37 — Imagem histologica do septo inter-radicular evidenciando a existéncia de fenémenos de reabsorgao/
remodelagdo no lado de compressdo da raiz distal de M1 (seta branca) e de neoformagio 6ssea (seta preta)
no lado oposto de tensido associado a raiz mesial. H.E., x100 no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Em todos os animais deste grupo, as fibras de Colagénio do ligamento periodontal presentes no lado
distal apresentaram-se distendidas e orientadas de maneira obliqua em relagao a superficie de dentina radicular.
As células presentes entre as fibras de Colagénio estdo dispostas, no sentido apical, desde o processo alveolar
até a superficie radicular. Neste lado do cemento radicular verificou-se a perda da palicada celular a ele adjacente.

No lado mesial das raizes, o ligamento periodontal surgiu mais desorganizado quando comparado com
o lado distal de ambas as raizes. Foram detetadas areas de ligeira hialinizagao nas quais foi percetivel a presenga
de alguns nicleos picnéticos, particularmente junto a superficie radicular.

Na maior parte das secgdes observou-se ainda, na totalidade do ligamento periodontal, proliferagao
mesenquimatosa sob a forma de hipercelularidade (Figura 2.34), exceto nas areas em que estava presente
hialinizagao. Foi também observado um aumento da vascularizagao, encontrando-se estes vasos sanguineos
distribuidos mais perto da parede alveolar, refletindo o alto metabolismo e rapido turnover dos constituintes
do tecido 6sseo alveolar. Nas sec¢oes de quatro animais foi observada hemorragia ao nivel do ligamento
periodontal (Figura 2.30).

Apenas num dos animais deste grupo foi visivel a presenga de células com perfil de PMNs, o que
podera indicar a existéncia de contacto entre o ligamento periodontal e a cavidade oral, ndo estando este
acontecimento relacionado, a priori, com a indugdo de movimento dentario.
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Figura 2.38 — Aspeto histologico da regido apical da raiz mesial de M1, onde é visivel a presenga de lacunas de reabsorgio (*)
sobre a superficie radicular, atingindo ja a dentina radicular. H.E., x200 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.39 — Aspeto histoldgico da regido inter-radicular pondo em evidéncia as diferengas na remodelagdo da crista ossea

alveolar depentes das forgas que sobre ela atuam. No lado mesial de pressao da raiz distal sao visiveis osteoclastos alojados
nas suas lacunas (seta preta), ao longo de todo a parede 6ssea, promovendo a reabsorc¢ao do tecido 6sseo alveolar.
No lado de tensdo da raiz mesial é percetivel a aposi¢ao de novo osso com a caracteristica linha de reversao (seta branca).
De registar uma pequena lacuna de reabsorgao na superficie radicular (seta amarela) e o aspeto hiperémico
dos vasos sanguineos intrapulpares da raiz distal. H.E., x100 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa).

Em relagao aos estudos por IHC, neste grupo experimental, foi apenas detetada uma expressao ténue
do TGF-BI nos fibroblastos presentes no ligamento periodontal no lado de pressao. De registar, porém, que
no lado de tensdo ndo foi detetada marcagio positiva para este fator de crescimento, tal como no grupo de
controlo.Adjacentes a superficie radicular foram observados também cementoblastos com uma imunomarcagao
positiva para o TGF-f1 (Figuras 2.40 e 2.41).
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Figura 2.40 — Corte histoldgico do lado de pressdo mesial, sendo patente a expressao
pelos fibroblastos e cementoblastos (seta) do TGF-31.x1000 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.41 — Aspeto histologico do ligamento periodontal evidenciando a expressao
do TGF-B1 pelos fibroblastos. x1000 no original.

No que concerne a imunomarcagdo para a Smad2, foi visivel ao longo de todo o ligamento periodontal
uma intensa marcagio pelos fibroblastos, células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos, cementoblastos e
ostedcitos. De salientar que no lado de tensio, os cementoblastos apresentaram uma marcagao mais intensa
do que as restantes populagoes celulares para a Smad2 (Figuras 2.42 a 2.45).

77



Resposta do Periodonto induzida pelo Movimento Dentario Ortodéntico

78

Figura 2.42 — Aspeto histoldgico do lado de pressdo mesial, ilustrando a expressao
intensa da Smad2 pelos fibroblastos. x400 no original.
(D - dentina; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.43 — Imagem histoldgica do lado de pressao, sendo patente a expressido da Smad2 pelos fibroblastos
e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta). Sio também visiveis alguns
ostedcitos a expressarem Smad2. x 400 no original.

(OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.44 — Aspeto histoldgico do lado de tensao distal, mostrando a expressaio da Smad2
pelos fibroblastos e cementoblastos (seta), estes ultimos mais intensamente. x400 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.45 — Imagem histolégica do lado de tenséo ilustrando a expressdo da Smad2 por fibroblastos,
osteocitos (seta branca) e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta). x400 no original.

(OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Nos estudos de IHC efetuados para a Smad3, nao foi possivel observar qualquer imunomarcagao positiva
para esta proteina ao longo de todo o ligamento periodontal (Figura 2.46).
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Figura 2.46 — Imagem histoldgica ilustrando a auséncia de expressdo da Smad3.x400 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Relativamente a marcagao para a IL-10, observou-se a sua expressio nos cementoblastos, cementocitos,
fibroblastos e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos ao longo de todo o periodonto (Figuras 2.47 a
2.50). Neste grupo experimental ja foram visiveis algumas células constituintes do tecido dsseo, particularmente
os osteocitos, a expressarem esta citocina (Figuras 2.48 e 2.49).

Figura 2.47 — Aspeto histolégico do lado de pressdo mesial. Sdo visiveis fibroblastos, células mesenquimatosas indiferenciadas/
péricitos (seta vermelha), osteoclastos (¥) e alguns cementoblastos (seta preta) a expressarem IL-10.x400 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.48 — (A) Aspeto histoldgico das estruturas do periodonto na zona de tensio, sendo patente a expressao da IL-10
pelos fibroblastos. x200 no original. (B) Maior ampliagdo de uma zona similar; onde ¢é visivel a expressao da citocina pelos
fibroblastos, cementoblastos (seta branca) e ostedcitos (seta preta). x400 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

Figura 2.49 — Maior ampliagao de uma regido representada na imagem anterior (A), demonstrando a expressao da IL-10 pe-
los cementoblastos (seta preta), cementdcitos (seta branca) e fibroblastos (*). x200 no original.

(LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).
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Figura 2.50 — Imagem histoldgica do ligamento periodontal ilustrando a expressao da IL-10 pelos osteoblastos
do osso alveolar propriamente dito (seta preta) e pelos fibroblastos no lado de tensdo (*). De notar
a nitida insercao das fibras de Sharpey no tecido 6sseo (seta branca). x400 no original.

(LP - ligamento periodontal; OA - osso alveolar).

Neste grupo experimental, continuou a nao ser detetada a expressao de o.-Sma nos tecidos periodontais,
exceto em células de musculo liso presentes em alguns vasos sanguineos ligamentares (Figura 2.51).

Figura 2.51 — Aspeto histoldgico ilustrando a auséncia de expressao da a-Sma no ligamento periodontal,

sendo apenas visiveis células musculares lisas a expressarem a proteina. x400 no original.

Apos um periodo experimental de 24h comegou a ser possivel observar uma ténue reagao IHC positiva
para o PCNA tanto nas células localizadas na zona central do ligamento periodontal como nas células adjacentes
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ao cemento celular, que se supoem fibroblastos e cementoblastos-like respetivamente, em ambos os lados do
movimento dentario (Figuras 2.52 e 2.53).

Figura 2.52 — Aspeto histologico do lado de pressio do movimento, sendo visivel a expressio do PCNA
nos fibroblastos (seta) do ligamento periodontal. 200X no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.53 — Imagem histologica da reagdo de IHC para o PCNA, revelando a expressao quer nos fibroblastos (seta preta)
do ligamento periodontal quer nos cementoblastos-like (seta amarela), no lado de tensio do movimento. 400X no original.

(OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).
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2.2.3. Grupo T02 - Fase ativa com manipulagio, elastomero mantido durante 48 horas

Neste grupo experimental,a caracteristica mais importante observada ao nivel do ligamento periodontal
foi a proliferagao mesenquimatosa visivel sob a forma de hipercelularidade. Contudo, no lado de pressao,
particularmente na regiao adjacente a raiz dentaria continuaram a ser visiveis areas de hialinizagao, onde era
aparente a diminui¢ao do nimero de células ligamentares presentes (Figuras 2.54 a 2.56).

Figura 2.54 — Imagem histolodgica do lado de pressdo, onde ¢é visivel um acentuado processo de reabsorgdo dssea direta
com a presenga de inimeros osteoclastos (seta). No ligamento periodontal esta patente uma hipercelularidade e,
adjacente ao cemento acelular; sio observadas pequenas zonas de hialinizagao. H.E., x100 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CA - cemento acelular; H - hialiniza¢ao).

Figura 2.55 — Imagem histoldgica evidenciando a hipercelularidade presente no ligamento periodontal
e uma area de hialinizagdo adjacente ao cemento acelular. H.E., x400 no original.
(D - dentina; LP - ligamento periodontal; CA - cemento acelular; H - hialinizagio).
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Figura 2.56 — Aspeto histoldgico do ligamento periodontal no lado de pressdo onde se observa a existéncia de pequenos
vasos hemorragicos (seta) e um certo reforgo de infiltrado inflamatério. Sdo ainda visiveis algumas fibras de Sharpey
e a diminuigdo de celularidade na zona de hialinizagio adjacente a raiz. H.E., x400 no original.
(D - dentina; LP - ligamento periodontal; CA - cemento acelular; H - hialinizagio).

Neste grupo do estudo foi observada neoangiogénese, estando presentes microvasos particularmente
junto a superficie periodontal do osso alveolar do lado mesial de compressao, principalmente da raiz mesial do
I° molar maxilar (Figura 2.57).

[ ,I ] N
Figura 2.57 — Corte histolégico do ligamento periodontal na face mesial da raiz mesial de M1,
na qual é visivel uma extensa area de hialinizagdo adjacente a superficie radicular, numa zona que de acordo com Waldo
e Rothblatt (1954) sera de pressio. E visivel também uma extensa angiogénese (seta) adjacente a area hialinizada
acompanhada de hipercelularidade na porgio do ligamento nao afetada pela hialinizagao. H.E., x200 no original.
(D - dentina; LP - ligamento periodontal; CA - cemento acelular; H - hialinizagdo).
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No lado distal das raizes, as fibras de Colagénio apresentaram-se mais organizadas que nos animais
submetidos durante 24 horas a aplicagao da forga, mostrando uma orientagao obliqua e direcionando-se do
osso alveolar para o cemento radicular em sentido apical (Figura 2.58). Neste lado do movimento, o ligamento
apresentou uma morfologia préxima do normal, no entanto, na maior parte das sec¢oes e em toda a extensao
do ligamento periodontal os vasos sanguineos surgiram com um aspeto hiperémico.

Figura 2.58 — Aspeto histoldgico do periodonto no lado de tensdo onde é notdria a neoformacio de cemento
bem como a camada de cementoblastos suprajacente (seta). De notar a orientagdo das fibras do ligamento periodontal
em sentido apical do osso alveolar para o cemento radicular. H.E., x400 no original.

(OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CA - cemento acelular).

No lado mesial, a reabsorcao dssea direta continuou a nao ser uniforme em todas as sec¢des, sendo, no
entanto, mais intensa do que no grupo anterior de 24 horas (Figura 2.59). Continuaram ainda visiveis em algumas
secgOes processos de remodelagdo e reabsorgio dssea a nivel dos espagos endosteais tipicos da fisiologia do
animal utilizado. No lado distal das raizes de algumas secgoes analisadas continuaram a ser patentes fendmenos
de reabsorcio dssea direta. Mesmo nas seccdes onde ndo foram identificados osteoclastos, deve-se considerar
o processo de remodelagao como um mecanismo ciclico de reabsorgao/formagao, encontrando-se o registo
deste fenémeno, traduzido por imensas linhas de reversao.
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Figura 2.59 — Imagem histoldgica da regido inter-radicular ilustrando a diminuigao de espessura (setas duplas)
do ligamento periodontal e a presenga de osteoclastos (seta) no tecido 6sseo alveolar, traduzindo a ocorréncia
de reabsorgdo 6ssea direta numa regiao que de acordo com Waldo e Rothblatt (1954) seria de tensao.

No lado de tensdo distal associado a raiz mesial de M1, salienta-se a ocorréncia de uma ligeira hipercelularidade
bem como a presenca de pequenas areas hemorragicas (*). H.E., x100 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal; OA - osso alveolar).

Figura 2.60 — Imagem histologica ilustrando a presenca de uma area de reabsorgao dentinaria nao reparada
e evidente hipercelularidade do ligamento periodontal no lado de tensdo. De salientar ainda um certo
reforgo fibroso (*) do ligamento periodontal. H.E., x400 no original.

(D - dentina; LP - ligamento periodontal; CA - cemento acelular).
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Figura 2.61 — Aspeto histoldgico do periodonto no lado de tensdo, sendo visivel a espessa camada de cemento celular,
bem como alguns cementocitos (seta branca), e a presenga de uma linha nitida de demarcagio entre o tecido 6sseo alveolar
e o tecido dsseo recém-formado (*). De notar a manutengio da integridade do ligamento periodontal e ainda da camada
cementoblastica (seta preta) e osteoblastica (seta laranja) bem como das fibras de Sharpey. H.E., x200 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

Figura 2.62 — Corte histologico do lado de pressao onde se observa, ao nivel da parede 6ssea alveolar,
a presenga de uma superficie bastante irregular com tipicas lacunas de Howship que caracterizam
a ocorréncia de processos ativos de reabsorgio. H.E., x200 no original.
(OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Também neste grupo experimental, e no que se refere aos estudos por IHC, foi possivel observar
somente no lado de pressio do movimento, fibroblastos a expressarem tenuamente o TGF-B. Além da
expressao nos fibroblastos, continuaram a ser identificados alguns cementoblastos a expressarem este fator
de crescimento. Porém, e tal como verificado nos grupos TO| e T02, também nao foi possivel detetar qualquer
expressao do TGF-B1 nas células constituintes do tecido 6sseo (Figura 2.63).

Figura 2.63 — Aspeto histologico do lado de pressao, sendo visiveis fibroblastos
e alguns cementoblastos (seta) a expressarem tenuamente TGF-1.x400 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Neste grupo, os fibroblastos presentes em todo o ligamento periodontal, tanto no lado de pressio
como no lado de tensao, continuaram a expressar intensamente Smad?2. Foi igualmente visivel a expressao da
Smad2, apesar de uma forma mais ténue, nas células perivasculares mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos.
Foi ainda possivel identificar, tanto no lado de pressao como no de tensao, a intensa expressdao da Smad2 nos

cementoblastos, bem como em algumas células constituintes do tecido 6sseo, nomeadamente, nos osteocitos
(Figuras 2.64 a 2.66).
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Figura 2.64 — Imagem histoldgica do lado de pressio, na qual sdo visiveis fibroblastos, células mesenquimatosas
indiferenciadas/péricitos (*) e cementoblastos (seta) a expressarem Smad2. x400 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.65 — Imagem histoldgica do periodonto da zona de tensio, na qual sio visiveis fibroblastos, ostedcitos
(seta amarela) e cementoblastos (seta branca) a expressarem Smad2. De salientar a presenga
de células perivasculares células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta)
também a expressarem com menos intensidade Smad2. x100 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).
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Figura 2.66 — Maior ampliagao da imagem anterior mostrando os fibroblastos, cementoblastos (seta branca)
e péricitos/células mesenquimatosas indiferenciadas (seta preta) a expressarem intensamente Smad2. H.E., x400 no original.
(D - dentina; LP - ligamento periodontal; CA - cemento acelular).

Tal como nos grupos anteriores, a marcagao para a Smad3 continuou a nao ser positiva em qualquer
populagao celular constituinte do periodonto.

Neste grupo experimental, tanto no lado de pressao como no lado de tensao, continuou a ser observada
a expressao moderada nos fibroblastos para a IL-10. No entanto, cementoblastos, cementocitos, células

mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos, osteoblastos e osteocitos expressaram de forma mais intensa a
IL-10 (Figuras 2.67 a 2. 69).

Figura 2.67 — Imagem histoldgica do lado de pressao, na qual estio presentes fibroblastos a expressarem IL-10.
Estdo também presentes cementoblastos (seta) e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta)
a expressarem mais intensamente a IL-10.x400 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.68 — Imagem histoldgica do lado de tenséo, na qual estio presentes fibroblastos, cementoblastos (seta preta)
e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta branca) a expressarem IL-10.x400 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.69 — Imagem histoldgica do ligamento periodontal, na qual sio visiveis fibroblastos

com uma expressao mais moderada da IL-10.x400 no original.

Também a a-Sma, tal como nos grupos anteriores, continuou a nao apresentar marcagao positiva pelas
populagoes celulares do periodonto analisado, exceto em células da musculatura lisa constituintes da parede

de alguns dos vasos sanguineos aqui presentes.
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A detegdo por IHC do PCNA revelou uma intensa positividade de marcagao nas células constituintes
do periodonto, principalmente nos fibroblastos e cementoblastos-like. Ambas as populagoes celulares
expressaram a proteina com uma intensidade muito semelhante em ambos os lados do movimento dentario
(Figuras 2.70 a 2.72).

Figura 2.70 — Aspeto histoldgico do periodonto do lado de presséo, sendo visivel a expressio do PCNA.x100 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.71 — Maior ampliagdo da imagem anterior na qual é visivel a expressdo nas células
do ligamento periodontal do PCNA. x400 no original.
(D - dentina; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.72 — Imagem histolégica representativa do periodonto do lado de tensdo na qual
sdo visiveis células a expressarem PCNA, nomeadamente cementoblastos-like (seta preta)
e fibroblastos (seta amarela). x400 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

2.2.4. Grupo T03 - Fase ativa com manipulacao, elastéomero mantido durante 72 horas

A semelhanca do grupo anterior, também neste grupo experimental, a caracteristica mais importante
observada foi a proliferagao mesenquimatosa ao longo de todo o ligamento periodontal, detetada sobre a forma
de hipercelularidade, exceto nas areas onde ocorreu hialinizagao. No lado mesial do ligamento periodontal
sujeito a forgas de pressao continuaram a ser observadas zonas discretas de hialinizagao associadas a superficie
radicular. No lado distal, apesar de se notar também uma certa hipercelularidade, o ligamento apresentou-se
com o seu aspeto tipico.

Foi ainda de registar a observagao de fendmenos de angiogénese, sob a forma de microvasos,
principalmente junto a superficie alveolar indiciando, de facto, a elevada taxa metabdlica do tecido dsseo e
a grande proximidade entre os fenomenos de angiogénese e de modelagao/remodelagdo do tecido 6sseo
alveolar. De salientar ainda que em algumas secgdes, quer do lado de mesial quer do lado distal das raizes do
I° molar maxilar, os vasos sanguineos surgiram com um aspeto hiperémico (Figuras 2.73 e 2.74).
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Figura 2.73 — Imagem histolégica da raiz mesial de M1, onde se observa proliferagio mesenquimatosa ao longo de todo o
ligamento periodontal analisado.A angiogénese presente, visivel sobre a forma de microvasos (seta preta) observa-se junto
a parede alveolar. Observam-se também lacunas de reabsor¢io éssea direta (*) na parede alveolar sujeita a compressio que
tém muito proximo linhas de reversio (seta branca) caracteristicas da remodelagdo que esta a ocorrer. H.E., x40 no original

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular; P - polpa).

Figura 2.74 — Imagem histoldgica mostrando o lado distal da mesma raiz mesial de M1, correspondente ao lado de tensio,
onde também é visivel proliferagdio mesenquimatosa detetada sob a forma de hipercelularidade. De salientar a existéncia
de fendmenos de reabsorgao/remodelagiao na parede alveolar distal (seta preta). Também se observam vasos hiperémicos,
principalmente adjacentes a parede alveolar, fenémeno tipico da remodelagao que aqui esta a ocorrer. H.E., x40 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular; P - polpa).
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Em algumas secgoes foram visiveis, no lado mesial das raizes de MI, pequenas areas de reabsorgao
radicular que se encontravam, no entanto, ja preenchidas por cemento celular. Contudo no lado distal, que
estava sujeito a atuagao de forgas de tensao, foram frequentemente observados fendmenos intensos de
remodelagao do cemento celular (Figuras 2.75. e 2.76).

Figura 2.75 — Imagem histoldgica ilustrativa dos constituintes do periodonto no lado de tensio. De salientar a presenga
de osteoclastos (¥), traduzindo a ocorréncia de fendmenos de reabsor¢io do tecido ésseo alveolar, bem como a existéncia
de processos de remodelagdao no cemento celular. O ligamento periodontal apresenta-se conservado. H.E., x200 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

Figura 2.76 — Corte histolégico ilustrando os fendmenos de remodelagdo no cemento celular. Sdo visiveis células
com caracteristicas de cementoclastos (*) e imediamente adjacentes cementoblastos (seta)
em palicada num processo ativo de sintese. H.E., x200 no original.

(LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).
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Ha que salientar, com particular relevancia, que foram encontradas imagens sugestivas de restos epiteliais
de Malassez em algumas zonas do ligamento periodontal, principalmente na regiao inter-radicular (Figura 2.77).
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Figura 2.77 — Imagem histologica da regido inter-radicular das raizes mesial e distal de M1. Observa-se reabsorcio 6ssea
direta, bem como a presenga de numerosos osteoclastos (seta branca) alojados nas suas lacunas. De registar ainda
a existéncia de inUmeros restos epiteliais de Malassez (seta preta) distribuidos no ligamento periodontal adjacente
ao cemento. E de assinalar também a presenca de ossificagio intramembranosa (*). H.E., x100 no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa).

No lado mesial das raizes de M| continuou a ser possivel identificar a ocorréncia de fenémenos de
reabsor¢ao ossea direta da superficie alveolar, numa magnitude similar a do grupo anterior (Figura 2.78). De
referir, no entanto, a presenca, na superficie mesial do septo inter-radicular, regidao do tecido dsseo alveolar
associado a zona de aplicagao da forga de tensao, a presenca de algumas imagens sugestivas de fenomenos
osteoclasticos, como seja a superficie irregular e festoneada do tecido 6sseo alveolar (Figuras 2.79 e 280).
Porém, e de acordo com o esperado para as regides submetidas a forcas de tensdo, foi possivel observar
flagrantes fenémenos de aposigio 6ssea, com a presenca do aspecto tipico dos osteoblastos em palicada ao
longo da superficie 6ssea alveolar (Figura 2.81).

Apesar da reabsorgao éssea presente em ambos os lados analisados, verificou-se um aumento das linhas
de reversao, mesmo em zonas associadas aos espagos endosteais (Figura 2.79). Particularmente no lado mesial,
estas linhas de reversao surgiram intimamente associadas a areas de reabsorgdo oOssea direta, evidenciando a
intensa atividade de remodelagao caracteristica do tecido 6sseo, altamente dinamico (Figura 2.78).

De referir também a presenga, em algumas secgoes, de um certo estimulo osteogénico observado
na face mesial, correspondente ao lado sujeito a forgas de pressao. Convém salientar que a maioria deste
tecido Osseo é constituido por delgadas trabéculas sseas, bastante imaturas, resultantes de um processo de
ossificacao intramembranosa. De facto,a ocorréncia de fendmenos de ossificacao intramembranosa demonstra
a tentativa de remodelagdo do osso alveolar como resposta a agressao constituida pela forca de pressiao
(Figura 2.84).
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Figura 2.78 — Corte histologico do lado mesial da raiz mesial de M1, onde sdo visiveis osteoclastos presentes em lacunas de

reabsorgio ossea direta (seta preta). Sdo visiveis também linhas de reversio (seta branca) em toda a extensdo da parede do

osso alveolar e vaso sanguineos hiperémicos (*), fenémenos tipicos da remodelagio que esta a ocorrer. H.E., x100 no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.79 — Corte histologico ilustrando o septo 6sseo inter-radicular, onde sao visiveis osteoclastos
contidos nas suas lacunas (seta preta), sendo notéria a presenga de linhas de reversio (seta branca),
indiciando fenémenos tipicos da remodelagio que aqui esta a ocorrer. E também visivel, neste lado do ligamento,
hipercelularidade indicando proliferagio mesenquimatosa. H.E., x100 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).
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Figura 2.80 — Imagem histolégica da regido inter-radicular das raizes mesial e distal de M1, onde sio visiveis
os fendmenos de remodelagio dssea como a presenca de osteoclastos (seta preta)
e o aumento de vascularizagio (*) adjacente a parede alveolar. Sio também visiveis areas
de hialinizagio (seta branca) junto a superficie radicular. H.E., x100 no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.81 — Corte histoldgico ao nivel do septo interdentario, sendo visivel a raiz mesial de M1.
Observa-se nitidamente a ocorréncia de processos de neoformagao éssea com os osteoblastos
dispostos em palicada (seta preta) sobre o tecido 6sseo no lado de tensio. De registar também, no lado
de compressio da raiz distal (*), a fase de reversio e sintese apds intensa reabsorgio. H.E., x400 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

Tal como nos grupos experimentais anteriores, a detegao por IHC do TGF-$ 1 permitiu observar a sua
expressao ténue nos fibroblastos do ligamento periodontal bem como em células com fenétipo osteoblastico
ou osteoblasto-like, apenas no lado do movimento sujeito a forgas de pressao. Ja junto a superficie radicular, foi
de destacar a reagdo IHC para o TGF-B| nos cementoblastos (Figuras 2.82 e 2.83).
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Figura 2.82 — Corte histoldgico do lado de pressdo, no qual esta patente a expressio do TGF-B1 particularmente
junto a parede alveolar em células com fenétipo de osteoblasto ou osteoblasto-like (*). x400 no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.83 — Imagem histoldgica na qual sdo visiveis cementoblastos a expressarem TGF-31
junto a superficie radicular. x1000 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

No que diz respeito a Smad2, foi possivel observar uma expressao intensa nos fibroblastos, osteoblastos,
osteocitos, cementoblastos e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos, em ambos os lados do
movimento. Contudo, essa expressao nao foi uniforme, dado que em ambos os lados do movimento, ela nao
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foi tao acentuada nos fibroblastos e nos cementoblastos como nos osteoblastos, (Figuras 2.84 e 2.85). No lado
de tensao, também os fibroblastos surgiram com uma expressao mais ténue para a Smad2 que os osteoblastos,
estando, no entanto, presentes poucas destas células 6sseas com forte marcagio no nucleo. (Figuras 2.84 e 2.86).

Figura 2.84 — Aspeto histoldgico do lado de pressio do movimento, mostrando fibroblastos e osteoblastos
a expressarem Smad2. E visivel a presenca de células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos perivasculares (seta)
marcadas mais tenuamente. Também se observa ossificagdo intramembranosa (*). x100 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.85 — Corte histoldgico do lado de tensdo, onde se véem fibroblastos, cementoblastos (seta)
e osteocitos a expressarem Smad2. x100 no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).
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Figura 2.86 — Aspeto histologico da regido do septo 6sseo interdentario entre M| e M2 e ligamento periodontal,
evidenciando a expressao da Smad2, tanto no lado de tensdo mesial como no lado de pressao distal. Os fibroblastos
apresentam-se marcados ao longo de todo o ligamento, sendo visiveis ostedcitos com forte marcagao no nucleo
(seta branca). E visivel também a presenca de células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos a marcar tenuamente
para a Smad2 (seta preta). x400 no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Tal como no grupos anteriores nao houve imunorreatividade para a Smad3 em nenhuma das populagoes
celulares presentes no ligamento periodontal (Figura 2.87).

Figura 2.87 — Imagem histoldgica ilustrando a auséncia de expressdo Smad3.x400 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Em ambos os lados do movimento, a reagao IHC para a IL-10 foi mais intensa nas populagdes celulares

adjacentes a superficie alveolar,sendo de notal a diminui¢ao da sua expressao a medida que que ha deslocamento
para a area do ligamento periodontal adjacente a superficie radicular. Convém referir que a hiper-reatividade

102



Capitulo Il. Estudo experimental em modelo animal

para a IL-10 no tecido periodontal adjacente a superficie alveolar, estara relacionada com a proliferagao de
osteoblastos associada quer a ossificagio intramembranosa com o respetiva formagio de trabeculado 6sseo,
quer a remodelagao do tecido 6sseo que neste lado ocorreu (Figuras 2.88 e 2.89). Também foram observadas,
tal como no grupo anterior, algumas células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos a expressarem IL-10.
De registar a imunomarcagao positiva para a IL-10 presente nos cementoblastos e fibroblastos, bem como nas
células endoteliais, nas quais foi notoria a localizagdo preferencial no nicleo, da marcagio para esta citocina.

Figura 2.88 — Imagem histolodgica do lado de pressao, onde ¢é visivel a expressao mais intensa da IL-10
no tecido dsseo alveolar, mostrando também a forte remodelagiao que aqui esta a ocorrer. x400 no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.89 — Aspeto histoldgico do lado de tensao, mostrando a intensa expressao da IL-10 no tecido 6sseo alveolar,
area onde também esta a ocorrer uma remodelagdo acentuada (¥). De notar que a expressdo mais intensa da citocina
se observa nos osteoblastos e ostedcitos e, eventualmente, nas células mesenquimatosas indiferenciadas que se
encontram num processo de diferenciagio em osteoblastos. x400 no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Também neste grupo experimental, com a utilizagdo dos anticorpos a-Sma foi possivel observar
marcagao nas células de musculo liso presentes em metarteriolas. Ha que salientar, com particular relevancia,
que neste grupo experimental ja se observou uma reagao IHC positiva em algumas das células do ligamento
periodontal, pelo que se presume que nesta altura estejam presentes no ligamento células com fenétipo de
miofibroblastos (Figura 2.90).

Figura 2.90 — Aspeto histologico do ligamento periodontal mostrando células com fenétipo de miofibroblastos (seta)
e células da parede vascular a expressarem IL-10.x1000 no original.

Relativamente ao PCNA, foi neste grupo experimental que a imunomarcagao para a proteina foi mais
intensa ao longo de todo o periodonto, principalmente no lado de pressao. De facto, é notoria a positividade da
marcagao, bem como a sua distribuicio ubiqua nas células do ligamento periodontal no lado sujeito a forgas de
pressao (Figura 2.91). Porém, no lado sujeito a forgas de tensao foi observada uma menor quantidade relativa
de células a expressarem PCNA (Figura 2.92).

B J;'.'"" 4

Figura 2.91 — Aspeto histoldgico do ligamento periodontal no lado de pressdo, onde se observam células ligamentares a
expressarem PCNA. De salientar a presenga de uma imagem sugestiva de resto epitelial de Malassez (seta). x200 no original

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa).
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Figura 2.92 — Aspeto histoldgico do ligamento periodontal no lado de tensdo. De registar a diferenga quer
na intensidade da marcagio quer na densidade de células a expressarem PCNA relativamente
ao lado de pressao ilustrado na figura anterior. x400 no original
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.93 — Maior ampliagdo da Figura 2.91 na qual é visivel, além de fibroblastos a expressarem PCNA,
também uma imagem sugestiva de resto epitelial de Malassez. x400 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.94 — Imagem histoldgica do ligamento periodontal, onde no mesénquima em regeneragio sio visiveis osteoclastos a
expressarem PCNA, com a sua morfologia caracteristica de células gigantes multinucleadas (seta). x400 no original.

2.2.5. Grupo T04 - Fase ativa com manipulagao, elastomero mantido durante 96 horas

Neste grupo experimental e na maior parte das sec¢oes analisadas, nao foram discerniveis alteragoes
significativas quer no lado mesial quer no lado distal do ligamento periodontal, apresentando-se este com um
aspeto muito semelhante ao do grupo controlo. Além disso, nao foi percetivel também, na maioria dos casos,
a ocorréncia de fendmenos de reabsorcao significativos quer do cemento radicular quer do osso alveolar, em
ambos os lados do ligamento periodontal (Figura 2.95 a 2.99).
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Figura 2.95 — Corte histolégico do lado de pressdo mesial da raiz mesial de M1, sendo visivel o aspeto normalizado

do ligamento periodontal com a caracteristica orientagao das fibras no sentido apical do osso alveolar para
o cemento radicular. A parede alveolar apresenta também um aspeto normalizado, observando-se
um osteoclasto (seta) no interior de uma lacuna de Howship. H.E., X200 no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.96 — Corte histoldgico do lado de tensdo distal da raiz mesial de M1, surgindo o ligamento periodontal
e a parede alveolar com um aspeto normalizado. E também visivel a normal orientagio no sentido apical das fibras
periodontais desde o osso alveolar até ao cemento radicular. O cone de reabsorgio visivel na crista 6ssea corresponde
a um fenémeno fisioldgico normal presente neste animal experimental. H.E., x100 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa).

Figura 2.97 — Corte histoldgico correspondente a uma ampliagdo da imagem anterior, na qual é visivel o aspeto
normalizado do cemento, ligamento peridontal e superficie alveolar do lado de tensdo. H.E., x200 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.98 — Imagem histolégica da face distal de tensdo da raiz mesial de M1, sendo visivel a reestruturagio da anatomia
do periodonto. O ligamento periodontal apresenta-se preservado com aspeto normal, tal como o cemento celular.
Sdo ainda notdrias pequenas areas de remodelagio do tecido sseo (seta). H.E, X200 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

Figura 2.99 — Maior ampliagdo de uma darea representada na figura anterior pondo em evidéncia
a normal constituicdo do periodonto 96 horas apds a remogio do estimulo, sendo evidente
a remodelagdo que ocorreu nos tecidos periodontais. H.E., X400 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; CC - cemento celular).

No entanto, importa salientar que estas observagdes nao foram uniformes em todas as secgoes,
principalmente no que concerne as regides sujeitas a forgas de pressio. Em algumas secgdes foi possivel
observar a presenga de zonas de reabsorgao alveolar direta, sendo também visiveis, contudo, linhas de reversio
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tipicas que funcionam como marcas indeléveis na estrutura 6ssea traduzindo a intensa e constante remodelagao
que caracteriza este tecido. De registar que nalguns destes casos, foi possivel observar ainda a presenga de
fenomenos de reabsorcgao radicular da superficie imediatamente oposta a parede alveolar em remodelagio.
Dado o elevado metabolismo desta regiao, nao é de estranhar que, nestas zonas, o ligamento periodontal tenha
surgido com um aspeto menos organizado (Figura 2.100 e 2.101).

Figura 2.100 — Aspeto histoldgico da face mesial de compressio da raiz distal de M1. De registar a presenga
de varias lacunas de reabsorgio (seta) na superficie radicular que atingem a dentina. H.E, x200 no original.
(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa).

Figura 2.101 — Maior ampliagdo da imagem anterior onde sao visiveis varias lacunas de reabsorc¢io (seta)
na superficie radicular que atingem a dentina. De salientar o aspeto desorganizado do ligamento periodontal
e a presenca de vasos sanguineos (¥). H.E, x400 no original.

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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E importante referir também que no lado de pressio, tal como no gupo anterior, foram observadas
zonas de ossificagdo intramembranosa compativeis com o extenso processo de reparagao por regeneragiao
que estava a ocorrer ao nivel do tecido 6sseo (Figura 2.102). Nas delgadas trabéculas 6sseas € possivel
observar, para além da camada osteoblastica, uma grande densidade de ostedcitos contidos nas suas lacunas
arredondadas, carateristicas de um tecido 6sseo imaturo. Os espagos entre estas trabéculas de formagao
recente estao ocupados por tecido conjuntivo laxo muito vascularizado.

Figura 2.102 — Aspeto histoldgico da face mesial de pressio da raiz distal de M1, no qual é visivel
um processo de ossificagdo intramembranosa (¥) tipico da reparagio por regeneragio
do tecido 6sseo que esta a ocorrer. Hematoxilina, x200 no original.
(D - dentina; LP - ligamento periodontal).

No que concerne aos estudos de IHC, neste grupo, tal como o observado no grupo anterior das 72
horas, foi possivel identificar no lado de pressao, areas de mesénquima onde estava a ocorrer ossificagio
intramembranosa. Aqui, observou-se a intensa expressio do TGF-B| nos fibroblastos e em células com
fenotipo de osteoblastos ou osteoblastos-like (Figura 2.103) adjacentes a parede éssea alveolar. A medida
que que se caminha para junto da superficie radicular, verificou-se uma diminuicdo da expressiao do TGF-f1 nas
células ligamento periodontal que se mantém, no entanto, nos cementoblastos (Figura 2.104). Adjacentes a
vasos sanguineos presentes no mesénquima foram patentes células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos
a expressarem este fator de crescimento (Figura 2.105).
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Figura 2.103 — Imagem histoldgica ilustrando células com fenétipo de osteoblastos ou osteoblastos-like a expressarem TGF-
-B1 numa area onde ativamente estd a ocorrer ossificagio intramembranosa. x1000 no original.

Figura 2.104 — Imagem histolégica mostrando cementoblastos a expressarem TGF-f31.x1000 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.105 — Imagem histoldgica de células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta)

adjacentes a metarteriolas presentes no mesénquima a expressarem TGF-B1.x1000 no original.

Tal como no grupo das 72 horas, em relagao aos estudos de IHC utilizando anticorpos Smad2, foi possivel
observar a sua intensa expressao nos fibroblastos, osteoblastos, ostedcitos e cementoblastos, em ambos os
lados do movimento. Também neste grupo, os osteoblastos apresentaram uma expressao mais intensa que as
restantes populagoes celulares. Além disso, foram também visiveis células mesenquimatosas indiferenciadas/

péricitos adjacentes a vasos sanguineos presentes no mesénquima a expressarem, apesar de tenuamente, a
Smad2 (Figuras 2.106 a 2.108).

Figura 2.106 — Aspeto histologico do lado de pressao no qual sdo visiveis fibroblastos, ostedcitos (seta branca)
e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) a expressarem Smad2.x400 no original.

(OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.107 — Aspeto histoldgico do lado de tensio, no qual sdo visiveis fibroblastos, cementoblastos (seta branca)
e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) a expressarem Smad2. x400 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Figura 2.108 — Aspeto histologico do mesénquima, onde se observa a expressio Smad2 por fibroblastos

e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta). x400 no original.

Tal como no grupos anteriores nao foi possivel verificar a existéncia de qualquer marcagao positiva para
a Smad3 em nenhuma das populagoes celulares presentes no ligamento periodontal (Figura 2.109).
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Figura 2.109 — Imagem histolégica mostrando a auséncia de expressiao da Smad3. x400 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

No que diz respeito a IL-10, foi possivel observar, ao longo de todo o ligamento periodontal, células
com fenotipo de fibroblastos a expressarem a citocina. Em ambos os lados do movimento, osteoblastos
aparentando um fenotipo osteoblasto-like proliferativo, expressaram intensamente a IL-10. De referir que, no
lado de sujeito a forgas de pressao, a localizacao preferencial dos osteoblastos correspondia, precisamente,
ao ciclo de remodelagdo Ossea, ou seja, encontravam-se adjacentes as lacunas de reabsorgdo osteoclastica
para iniciar a fase de sintese. A expressao da IL-10 foi também observada nos cementoblastos, sendo, no
entanto, esta expressao particularmente intensa no lado de tensao. Além disso, neste grupo experimental, foi
revelada uma reagao IHC muito menos intensa nos fibroblastos do que nos outros tipos celulares presentes no
periodonto. Apesar de intensidade mais ténue, foi possivel observar a expressao da IL-10 em algumas células
mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos perivasculares (Figuras 2.110 e 2.111).

Figura 2.1 10 — Aspeto histoldgico do lado de pressao, no qual sao visiveis fibroblastos a expressarem
mais tenuamente do que os osteoblastos e cementoblastos a IL-10.x400 no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.1 I | —Aspeto histoldgico do lado de tensao, no qual sao visiveis fibroblastos a expressarem mais
tenuamente a IL-10 que os osteoblastos e cementoblastos.Visiveis também células mesenquimatosas
indiferenciadas/péricitos (seta) a expressarem a citocina. x400 no original.

(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).

Relativamente a o-Sma, neste grupo experimental foram também observadas, no ligamento periodontal,
algumas células a expressarem esta proteina, particularmente adjacentes a superficie radicular, presumindo-se que
sejam células com fendtipo de miofibroblastos. Continuou-se também a identificar a expressao da o.-Sma na parede
de algumas metarteriolas (Figuras 2.112 e 2.113).Tal facto além de confirmar a presenca de células da musculatura
lisa constituintes das paredes deste tipo de vasos sanguineos, funciona também como um controlo positivo interno.

Figura 2.1 12 — Aspeto histoldgico do ligamento periodontal mostrando células com fenétipo de miofibroblastos
junto a superficie radicular a expressarem c-Sma. x200 no original.

(D - dente; LP - ligamento periodontal).
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Figura 2.113 — Aspeto histologico do ligamento periodontal, mostrando a expressao da o-Sma por células musculares lisas
de uma metarteriola e por algumas células do ligamento periodontal, presumivelmente miofibroblastos. x200 no original.
(D - dente; LP - ligamento periodontal).

Ha ainda a salientar uma nitida diminuig¢ao da intensidade da expressao do PCNA em comparagao com
os grupos experimentais T02 e TO3 e, por conseguinte, uma diminuigao da concentragao intracelular desta
proteina. Neste grupo teste, verificou-se uma diminuigdo na quantidade de células do ligamento periodontal
marcadas para o PCNA, sendo a densidade presente semelhante a das 24 horas. Este facto podera indiciar que
apos a diminuigao da intensidade do estimulo constituido pela aplicagao da forga ortodontica, a proliferagao
celular é mantida num nivel bastante inferior aquele observado nos grupos experimentais das 48 e 72h. De
salientar que também neste grupo experimental, no lado de tensao, foi observada uma menor densidade
relativa de células a expressarem o PCNA (Figura 2.114).

uma expressao moderada do PCNA nos fibroblastos do ligamento periodontal. De notar a diferenca na densidade
das células marcadas, sendo esta muito menor no lado de tensio. x400 no original.
(D - dente; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal).
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Tabela 1.5 — Resumo da histopatologia mais importante observada no ligamento periodontal
e osso alveolar ao longo dos quatro periodos experimentais

24 h (n=11) 48 h (n=10) 72 (n=14) 96 h (n=12)
Histopatologia Histopatologia Histopatologia Histopatologia

Proliferagao Proliferagao Proliferagao R . .
Ligamento periodontal mesenquimatosa mesenquimatosa mesenquimatosa eparagz:jo na maior
o o o, parte dos casos
Angiogénese Angiogénese Angiogénese

Reabsor¢ao mesial Sem remodelacio

Reabsorgao mesial Reabsorgao mesial Aposigio distal exagerada na maior
Osso alveolar Aposicao distal Aposicao distal Ossificacio parte dos casos
Remodelagio Remodelagio intramembranosa Ossificagao
Remodelacio intramembranosa

No que diz respeito a IHC, relativamente a cada anticorpo, os resultados podem ser sintetizados do
seguinte modo:

(1) O TGF-B1 apresentou, em todos os grupos, apenas expressao no lado de pressio. No grupo de
controlo aquela foi apenas patente nos cementoblastos, mas a partir das 24 horas também os fibroblastos
surgiram a expressarem o fator de crescimento, mantendo ambos os tipos celulares a expressao do fator de
crescimento ao longo dos restantes periodos experimentais. A partir das 72 horas, a expressio do TGF-$1
tornou-se mais intensa junto a parede alveolar, surgindo células com fenétipo osteoblasto ou osteoblasto-like
a marca-lo positivamente, situagao que persistiu as 96 horas. Neste ultimo grupo experimental foram patentes
células perivasculares, células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos, a expressarem o TGF-p1.

(2) A Smad2 esteve consistentemente expressa, intensamente, em todos os tecidos periodontais analisados,
quer do lado de pressio quer do lado de tensdo, ao longo de todos os periodos experimentais. Nos grupos
iniciais, os cementoblastos apresentaram uma expressao mais intensa, mas a 72 e 96 horas, em ambos os lados do
movimento, os osteoblastos foram a populagao celular que surgiram com uma expressao mais acentuada.

(3) A Smad3 nao apresentou expressao em qualquer das populagoes celulares em nenhum dos grupos
experimentais.

(4) A IL-10 esteve consistentemente expressa, com intensidade moderada, em todos os grupos
experimentais, em ambos os lados do movimento dentario. Nestes grupos experimentais, os fibroblastos,
cementoblastos e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos expressaram a citocina, tendo os
fibroblastos, de um modo geral, apresentado uma expressao menos intensa que as outras populagoes celulares.
As 72 e 96 horas, osteoblastos e osteoblastos-like surgiram a expressar a IL-10, particularmente junto a
superficie alveolar, area onde estava a ocorrer uma extensa remodelagao do tecido 6sseo, inclusivamente com
processos de ossificagao intramembranosa.

(5) A o-Sma esteve consistentemente expressa em células da musculatura lisa de vasos sanguineos
presentes nas seccdes de todos os grupos experimentais. As 72 e 96 horas surgiram algumas células,
presumivelmente com fenotipo de miofibroblastos,a expressarem a proteina, particularmente junto a superficie
radicular em qualquer um dos lados do movimento.

(6) O PCNA nao apresentou expressao nas seccoes do grupo de controlo, podendo-se inferir que as
células presentes quer no lado de pressio quer no lado de tensio do movimento estavam quiescentes. As 24
horas foi observada uma pequena populagao de fibroblastos e cementoblastos-like a expressarem PCNA em
ambos os lados do movimento. As 48 horas continuou a ser visivel o aumento da intensidade da expressio nos
fibroblastos e cementoblastos-like presentes em ambos os lados do movimento.As 72 horas foram o periodo
experimental em que a expressao do PCNA nos fibroblastos e cementoblastos -like foi mais intensa, sendo, no
entanto, de salientar que as populagoes celulares marcadas apresentaram uma maior densidade celular no lado
de pressdo. As 96 horas, foi flagrante a diminuigio da densidade de células marcadas para o PCNA, surgindo
com uma expressao muito semelhante a do grupo TOIl. De referir que neste Ultimo grupo experimental,
também no lado de tensao, somente uma pequena populagao de células surgiu a expressar a proteina.
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3. Discussao

A necessidade de compreender os mecanismos celulares e moleculares que estio na base do
movimento dentario ortodontico, particularmente durante o processo inflamatério por este induzido, é de
fundamental importancia. Este conhecimento podera levar a introdugao de novas praticas clinicas que resultem
em tratamentos mais eficazes, mais rapidos e com o minimo de efeitos secundarios e iatrogénicos. Uma
agressao constante e prolongada, teoricamente controlada, pode provocar danos celulares e teciduais, o que
no caso especifico do movimento ortodontico se podem traduzir em sequelas como reabsorgoes radiculares
ou perdas de tecido 6sseo.

Tal como referido na introducao, dado as implicagoes clinicas de muitos mediadores moleculares da
inflamagdo em diferentes patologias, muitos aspetos dos processos inflamatorios sao atualmente objeto de
estudo. A investigagao esta direcionada para a identificagdo dos elementos teciduais, celulares e bioquimicos
participantes; tendo como objetivo a implementacao de novas estratégias cujos alvos terapéuticos sao esses
mesmos mediadores moleculares (Schmid-Schonbein, 2006).

No entanto, o estudo dos processos inflamatorios em humanos é bastante limitado, a menos que as
areas de estudo sejam superficiais e acessiveis por técnicas microscopicas (Schmid-Schonbein, 2006). Este facto
implica que no humano, o estudo dos mecanismos celulares dos processos inflamatérios que ocorrem ao nivel
do periodonto seja limitado. Assim, o recurso a modelos de experimentagdo animal permite ultrapassar esta
restricao, principalmente nos estudos sobre movimento dentdrio ortodontico que exigem a apreciagao dos
efeitos das forgas aplicadas ao longo de determinados periodos de tempo, inclusivamente durante a fase de
retengao (Reitan, 1967).

A escolha do modelo animal apropriado a um estudo experimental é essencial para o sucesso do
protocolo a testar. Independentemente do facto do rato e do homem partilharem diversos mecanismos
fisiologicos basicos, cada modelo experimental deve ser considerado como um componente individual do tema
em estudo, nao devendo ser apreciado isoladamente nem ocorrer a extrapolagao direta de dados obtidos para
o humano (Mahadeva e Shapiro, 2002). Contudo, dentro de certos limites, essa extrapolagao é possivel nos
estudos de movimento dentario efetuados em modelos experimentais em rato (Ren e col., 2004).

Face ao exposto, no presente trabalho, com vista ao estudo in vivo do envolvimento da via de sinalizagao
canonica do TGF-f nas alteragoes do periodonto durante o movimento dentario ortodontico experimental,
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utilizaram-se ratos da estirpe Wistar. A opgao pelo rato Wistar visou principalmente garantir a obtengao de
resultados relevantes e a revisao da literatura confirmou que os modelos experimentais que utilizam estes
animais ja foram consistentemente validados, demonstrando serem adequados a estudos sobre movimento
dentario provocado (Rygh e Selvig, 1975; Brudvik e Rygh, 1993;Ribeiro e col.,2013).Também foram ponderadas
as consideragoes éticas e os testes preliminares confirmaram a baixa morbilidade e a viabilidade do protocolo
experimental elaborado.

Dado que nos estudos experimentais uma variavel como a idade pode mascarar ou agravar as alteragoes
naturalmente decorrentes do envelhecimento (Leong e col., 2012) e como atualmente 3/4 dos doentes que
recorrem a consulta de ortodontia tém idade inferior a 27 anos (Kuitert, 2000), foi fundamental a selegdo de
animais com a idade apropriada ao estudo a realizar. Muito embora, o ligamento periodontal dos ratos Wistar
conserve as suas propriedades biomecanicas até as 24 semanas de vida, o envelhecimento altera a capacidade
de remodelacao dos tecidos periodontais, havendo diminuicdo da densidade celular (Komatsu e col., 2004)
e da atividade proliferativa (Stahl e col., 1969), bem como uma menor produciao de componentes da matriz
extracelular organica e de Colagénio sollvel (Stahl e Tonna, 1977). Por este motivo, optou-se na elaboragao
do presente trabalho pela utilizagdo de animais com 12 semanas de idade que no humano apresentam uma
correspondéncia aproximada aos |7 anos de idade (Andreollo e col., 2012; Sengupta, 2012).

A opgao por animais do género masculino, além de uniformizar o género a utilizar, teve como objetivo
principal eliminar do estudo qualquer interferéncia resultante dos ciclos hormonais caracteristicos dos animais
do género feminino (Bolon, 2010).

Existem diferengas morfologicas e fisioldgicas entre os tecidos periodontais do rato e do homem: o osso
alveolar do rato é mais denso do que o humano, existe menos material ostedide ao longo da superficie alveolar,
ha diferengas no arranjo estrutural das fibras ligamentares e das estruturas de suporte e as alteragoes dos tecidos
periodontais associadas ao movimento dentario ocorrem mais rapidamente no rato (Reitan e Kvam, 1971;Ren e
col., 2004; Di Domenico e col., 2012). Contudo, apesar destas diferengas, os mecanismos bioldgicos subjacentes
ao movimento dentario ortodontico sao considerados como basicamente os mesmos (Ren e col., 2004).

No modelo experimental usado neste trabalho, utilizou-se 0 método de Waldo e Rothblatt (Waldo e
Rothblatt, | 954) como método de indugao de forga,dado que além de ja ter sido previamente testado e validado
(Waldo e Rothblatt, | 954; Zaki e Vanhuysen, 1963; Muraoka e col.,2010;Tanabe e col.,2010), permitiu assegurar
a reprodutibilidade em todos os animais do estudo. E um método que apresenta como grande vantagem a sua
facil execugdo, necessitando de poucos meios técnicos para o implementar. No entanto, o método nao é isento
de desvantagens, uma vez que a intensidade da forga produzida pelos elastomoros utilizados é desconhecida
e variavel ao longo do tempo em que eles estdo ativos (Ren e col., 2004) e os elastomoros degradam-se
e perdem elasticidade ao fim de quatro dias (Kobayashi e col,, 1998). No entanto, como neste estudo se
pretendeu apenas estudar a via de sinalizagao canodnica do TGF-f na fase inicial do movimento dentario e
porque neste modelo animal os processos de reparagao tecidual sao particularmente rapidos, estenderam-se
os tempos experimentais apenas as 24 (T01), 48 (T02), 72 (T03) e 96 horas (T04), periodos durante os quais
os elastdbmoros mantém as suas propriedades fisicas.

A utilizagdo deste método de indugdo de movimento dentario experimental exigiu que durante o
processamento histologico as amostras fossem orientadas de modo a serem efetuados cortes seriados vestibulo-
-palatinos. Uma vez que o movimento produzido foi principalmemente de versao, gerando e distribuindo
diferentes forgas de tensdo e pressio no ligamento periodontal, quer no lado mesial quer no lado distal, as
secgoes sagitais obtidas para andlise histologica e analise por IHC permitiram a observagao preferencialmente
do primeiro molar maxilar, respetivo ligamento periodontal e osso alveolar em toda a extensao do seu longo
eixo corono-apical.
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A andlise das imagens histoldgicas demonstrou que a metodologia utilizada no processamento das
amostras foi, tal como ja referido, apropriada para observagao por microscopia de luz, permitindo a obten¢ao
de secges de boa qualidade e de material bem preservado. Contudo, a presenga na mesma amostra de tecidos
moles e tecidos duros, estes Ultimos necessitando de ser descalcificados, levou a produgao de artefactos técnicos
no momento de processamento do material, surgindo areas de retragao tecidual e dobras caracteristicas em
alguma das secgoes observadas. Estes artefactos, despreziveis em quantidade e zona afetada, nao invalidaram as
observagoes realizadas, permitindo uma boa observagio das alteragoes histologicas decorrentes dos eventos
associados ao movimento ortodontico criado.

No que diz respeito a analise por IHC, a qualidade final da marcagao dependeu nio so6 da fixagao e
do processamento do tecido em causa, subsistindo as mesmas limitagoes existentes nas secgoes para estudo
histologico e morfologico, mas também da escolha dos anticorpos primarios. Nao havendo trabalhos prévios
sobre a utilizagao no periodonto de ratos Wistar de alguns dos anticorpos aqui estudados, nos quais este
protocolo experimental se pudesse alicergar, a otimizagdo dos anticorpos mostrou-se algo morosa e complexa.
Além do mais, a IHC realizada em material descalcificado apresenta condicionantes diversas que se traduzem em
alteracoes adversas da morfologia dos tecidos presentes nas amostras e, eventualmente, na qualidade da marcagao
efetuada, nomeadamente porque durante a descalcificagao, os mesmos agentes que removem rapidamente os ices
calcio podem afetar as propriedades da matriz organica nao calcificada (Sanjai e col., 2012). Assim, presume-se
que o método de recuperagao dos antigénios e as diferengas de densidade entre os tecidos moles e os tecidos
duros presentes estejam na origem de alguns artefatos observados durante a realizagao da IHC.Também aqui, os
artefactos foram considerados despreziveis em quantidade e zona afetada,nao invalidando as observagoes realizadas.

Estando o corpo humano constantemente sujeito a cargas funcionais, tornou-se premente a avaliagao
dos efeitos das referidas cargas nos diferentes tipos de tecidos presentes. Estes efeitos tém sido largamente
estudados em células que no seu conjunto estdo sujeitas a forgas funcionais e sob o efeito de tensoes de
fluidos, tais como células endoteliais (Bundey, 2007), células do musculo liso (Reusch e col., 1996), fibroblastos
da derme (Deng e col., 2009), fibroblastos dos pulmoes (Breen e col., 1999) e fibroblastos do ligamento
periodontal (Diercke e col., 201 I). Deste modo, os fibroblastos encontram-se integrados num grupo de células
que responde a aplicacao de forgas e tensoes mecanicas que se fazem sentir quer em situagoes fisiologicas quer
em situagoes patologicas (Wang e Thampatty, 2006).

As propriedades mecanicas e bioldgicas dos tecidos conjuntivos e mesenquimatosos sao determinadas
pela orientagao da matriz extracelular e, mais especificamente, pela orientagao das fibras de Colagénio (Delaine-
-Smith e col.,, 2014). Quando estes tecidos sao sujeitos a deformagoes de origem mecanica, os fibroblastos
neles presentes adaptam-se a estas novas exigéncias funcionais, modificando o arranjo das fibras de Colagénio
(Davidovitch, 1991; Delaine-Smith e col., 2014). No entanto, no que concerne ao ligamento periodontal, sabe-
se que a resposta deste 2 aplicagdo de forgas é complexa, dado que este tecido: (1) responde como um sélido
hiperelastico quando sujeito a tensao; (2) apresenta um comportamento viscoso quando sujeito a compressao
(Bergomi e col., 2010); (3) responde rigidamente a deformagoes rapidas como as originadas pela mastigagao
(4) e apresenta uma deformacgao elastoplastica quando sujeito a forgas leves e continuas como as utilizadas no
movimento dentario ortodontico (Fill e col., 2011).

Especificamente, no movimento ortoddntico, em resposta a aplicagio de forgas, os fibroblastos
presentes no ligamento periodontal sao das primeiras populagoes celulares a reagir as alteragoes mecanicas
do ligamento (Diercke e col.,2011), dado que o tecido periodontal é reestruturado e o citoesqueleto da suas
células é adequadamente modificado (Pan e col., 2014). A aplicagdo de forgas ativa a mecanocepgao, uma vez
que as células constituintes do ligamento periodontal detetam as alteragoes estruturais da matriz extracelular
produzidas pelas forgas externas. Em consequéncia, o estimulo resultante da aplicagao das forgas ativa vias de
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sinalizagdo que promovem a transdugao do sinal produzido e a respetiva resposta celular (Kjaer, 2004; Redlich
e col., 2004). Este conjunto de eventos induz a remodelagao quer da vasculatura quer da matriz extracelular
do ligamento, da gengiva e do osso alveolar; processo alias facilitado pela proliferagao e apoptose das células
presentes no ligamento, pela diferenciacao dos percursores das células dos tecidos 6sseos e pela migragao de
leucocitos dos espagos microvasculares (Krishnan e Davidovitch, 2006; Krishnan e Davidovitch, 2009).

De referir que o estudo do movimento ortodontico feito com base em métodos histologicos traduz-se
numa avaliagdo que se apoia no conceito de pressao-tensao do movimento que esta na base da teoria do fluxo
sanguineo. Apesar desta teoria nao ser atualmente considerada tao evidente (Melsen, 1999; Melsen, 2001), a
terminologia ainda é utilizada com objetivos descritivos, académicos e pedagdgicos.

O movimento dentario ortodontico implica a translocagao concomitante do dente e do alvéolo no sentido
do deslocamento criado, o que acontece através de uma extensa remodelacao dos tecidos periodontais, a qual s6
é possivel devido a grande plasticidade do tecido 6sseo e ao constante turnover do ligamento periodontal (Verna
e col,, 1999; Roberts-Harry e Sandy, 2004; Persson, 2005; Krishnan e Davidovich, 2006). Inicialmente ocorre um
movimento de versao que rapidamente desloca o dente no interior do alvéolo e durante o qual é principalmente
a coroa que se move. 56 apos a reabsorcao ossea da parede alveolar do lado do movimento é que o dente sera
capaz de se deslocar em gressao (Reitan, 1967). Reagoes tecidulares indesejaveis como a reabsorgao radicular e
a necrose estéril com o consequente aparecimento de tecido necrético, fenémeno chamado de hialinizagao, sao
componentes importantes do processo de movimentagao dentaria ortodontica (von Bohl e Kuijpers-Jagtman,
2009). De salientar que o periodo de hialinizagao é, no entanto, variavel entre espécies, podendo ser mais
prolongado em animais com uma maior densidade ossea tal como o rato Wistar (Reitan, 1967).

Efetivamente, os dentes sob o efeito de forcas ortodonticas controladas deslocam-se através de areas
de reabsorgao direta frontal no lado do movimento, havendo a concomitante aposigao 6ssea no lado oposto ao
movimento, numa tentativa do sistema em manter as dimensoes do espago periodontal. Dado que, mesmo com
recurso a forgas leves controladas, € inevitavel a necrose celular e a hialinizagao (von Bohl e Kuijpers-Jagtman,
2009), o movimento devera ser dividido em trés periodos distintos:

(I Um periodo inicial de movimento rapido, em que o dente sofre versio e se desloca apenas no
interior do espago periodontal, percorrendo 0,3 a 0,9 mm e que dura de algumas horas a dois dias;

(2) Uma fase de laténcia, na qual o dente nao se movimenta devido ao processo de hialinizagao e que
dura entre trés a cinco dias;

(3) Um segundo periodo de movimento que ocorre apo6s a remogao do tecido hialinizado, que dura de
7 a 14 dias, e que é considerado o periodo de verdadeiro movimento (Reitan, 1967; Rygh e Reitan,
1972; Lindauer e Britto, 2000).

No método deWaldo e Rotblatt, devido a versao do primeiro molar maxilar na fase inicial do movimento,
as areas de compressao criadas pelas raizes deste dente encontram-se:

(1) Na raiz mesial - ao nivel da metade coronaria mesial, do apex propriamente dito e da porgao apical
distal;

(2) Na raiz distal - ao nivel da metade coronaria mesial e da metade apical distal.

Relativamente as areas de tensao, estas encontram-se:
(1) Na raiz mesial - ao nivel da metade coronaria distal e da metade apical mesial;

(2) Na raiz distal - ao nivel da metade coronaria distal, do apex propriamente dito e da metade apical
mesial (Waldo e Rothblatt, 1954).
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De modo a melhor se percecionar e facilitar a interligagdo dos resultados obtidos, optou-se por

organizar a discussiao de acordo com a seguinte sequéncia:
A. Resultados histologicos:

(1) Hialinizagao;

(2) Reabsorgao radicular;

(3) Reabsorgao e aposigao oOssea;

(4) Ossificagao intramembranosa;

(5) Angiogénese;

- TGF-p e angiogénese.

B. Resultados dos biomarcadores bioldgicos:
(1) Osteogénese - TGF-f3, Smad3 e Smad2;
(2) Inflamagao - células inflamatoérias;
- TGF-B, Smad3 e Smad2;
- IL-10;
(3) TGF-P na cavidade oral e no movimento dentario ortodontico;
(4) Fibroblastos e remodelagao do tecido conjuntivo ligamentar no movimento dentario ortodontico;
(5) Reposicao celular da populagao de fibroblastos:
a) Proliferagao celular - PCNA;
- TGF-B, Smad3 e Smad2;
- resposta fibrotica.
b) Migragao celular - Miofibroblastos e o-Sma;
- resposta fibrotica;

c) Diferenciagao celular - células mesenquimatosas indiferenciadas/células estaminais do ligamento
periodontal/péricitos e TGF-f3;

d) EMT e transicdo endotelial-mesenquimal (EndMT, endotelial-mesenchymal transition).

No presente estudo, a analise histologica descritiva foi, de um modo geral, concordante com o que
tem sido descrito na literatura (Waldo e Rothblatt, 1954; Reitan, 1975; Proffit e Fields, 2000; Persson, 2005;
Krishnan e Davidovich, 2006), verificando-se que ao longo dos quatro periodos experimentais, os eventos mais
significativos ocorreram nos trés primeiros dias, ficando as 96 horas praticamente estabelecidas a remodelagio
e regeneracao do ligamento periodontal e do osso alveolar adjacentes as raizes do primeiro molar maxilar.

O aparecimento de zonas de hialinizagao associadas principalmente a areas de compressao no lado
mesial do movimento, foi efetuada logo as 24 horas. Estas zonas encontravam-se maioritamente adjacentes a
superficie radicular, o que esta de acordo com as observagoes de Kurol e Owman-Moll (1998) em humanos.
Esta resposta imediata do ligamento periodontal do rato Wistar a uma forga de pressao apreendida como uma
agressdo, ja era espetavel, devido a resposta fisiologica que o ligamento deste animal experimental normalmente
tem. De facto, sabe-se que no rato, o rapido desenvolvimento de dreas de hialinizagao, com a consequente perda
celular, ocorre entre as 24 e as 48 horas apos a aplicagao da forga e sao células macrofago-like, fibroblasto-like
e células gigantes multinucleadas, as referenciadas como responsaveis pela remogao dos tecidos hialinizados
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(Brudvik e Rygh, 1993a; Brudvik e Rygh, 1993b; Brudvik e Rygh, 1994a; von Bohl e Kuijpers-Jagtman, 2009; Zainal
Avriffin e col,, 201 I). Por seu turno, no lado da superficie 6ssea alveolar, as zonas hialinizadas, caso estejam
presentes, sio removidas por osteoclastos com origem nos espagos endosteais através de reabsorgao dssea
indireta (Reitan, 1960).

O periodo critico a sobrevivéncia das células presentes nas areas hialinizadas do ligamento varia entre
30 minutos a duas horas quando a forga aplicada tem uma intensidade variavel entre 5 e 20g (Rygh, 1972).
Contudo, como no presente estudo, se provocou deslocamento dentario com recurso a inser¢ao de um
elastomero entre o primeiro e segundo molares maxilares, desconheceu-se a intensidade e a taxa de declinio
da forga aplicada ao longo do tempo, bem como as alteragdes dimensionais que o elastomero sofreu durante
a descompressao (Ren e col., 2004). No entanto, como se pretendeu avaliar apenas os efeitos da aplicagao da
forga no periodo inicial do movimento dentario ortodontico, a intensidade da forga sé foi relevante porque
o deslocamento do dente ao longo do perimetro periodontal foi mais rapido, promovendo a compressao do
ligamento por mesial. Por este motivo,a quantidade de movimento absoluto nao foi significativa, ao contrario do
que acontece,nomeadamente,em estudos comparativos entre forgas de baixa e alta intensidade (Burstone, [ 994).

No trabalho presentemente realizado, verificou-se ainda que a hialinizagao persistiu até as 72 horas,
sempre mais acentuada nas regioes adjacentes ao cemento radicular, nao sendo observada as 96 horas, periodo
durante o qual, em ambos os lados do ligamento periodontal, a reparagao por regeneragdo tecidular ja se
encontrava bastante avangada. Em algumas secgoes dos Grupos TOI, T02 e T03, nos quais a hialinizagao foi
visivel, as fibras ligamentares no lado de pressao apresentaram-se sempre algo desorganizadas. Em nenhuma das
secgoes analisadas foi detetada qualquer lacuna de reabsorcao radicular associada diretamente a estas zonas de
hialinizagao, apesar de terem sido observadas areas de reabsor¢ao radicular independentes e nao relacionadas.
Este facto permite pressupor que o tecido nestas zonas estara necroético e ainda no inicio do processo de
reorganizagao, dado que as zonas de hialinizagao sao areas acelulares que induzem respostas celulares dos
tecidos dsseo e radicular adjacentes (Kvam, 1969; Rygh, 1974; Lilja e col., 1983). Durante este processo é
essencial a libertagdo de enzimas que participam na reorganizagao e eliminagido do tecido necrético e que
atraem células fagocitarias (Hellsing e Hammarstrom, 1996; Kurol, 1998).

As lacunas de reabsorgao radicular observadas, mais pequenas e nao associadas a zonas de hialinizagao
sdo, possivelmente,acontecimentos normais produzidos por lesoes intermitentes do ligamento periodontal e da
superficie radicular durante a fungao fisiologica da mastigagao tal como o referido por Hellsing e Hammarstrom
(1996). Também o facto do rato Wistar ser monofiodonte, nao tendo uma segunda dentigao, podera explicar
a tendéncia a reabsorgao radicular, tendo sido as lacunas de reabsor¢iao mais frequentemente observadas nas
superficies marginais do que no extremo apical tal como o descrito por Reitan e Kvam (1971).

No humano, esta hialinizagio sera sempre produto da compressio do ligamento e teoricamente
impossivel de evitar. Em circunstancias normais, durante o tratamento ortodontico, s6 apos a eliminagao
das primeiras dreas de hialinizagdo e com o controlo adequado da intensidade da forga e dos movimentos
produzidos, devera ser possivel evitar a criagao de mais zonas de hialinizagao (Reitan, 1967).

Neste estudo, a reabsorg¢ao ossea da superficie alveolar foi, de um modo geral, concordante com o que
previamente se sabe sobre o movimento dentario, estando concentrada no lado do movimento, no qual a forga
de pressao aplicada produz compressao do ligamento periodontal com a consequente remodelagao do osso
alveolar que decorre com reabsorcao do tecido dsseo da superficie alveolar.

E, no entanto, importante relembrar que o rato Wistar apresenta uma alta capacidade de remodelagio
das estruturas alveolares (Reitan e Kvam, 1971). Areas de repouso, de reversio e de reabsorcio da superficie
alveolar sao frequentemente observadas, estando todas relacionadas com fenémenos de remodelagao periddica
do osso alveolar sujeito a fungao mastigatoria (Tonna, 1959; Schneider, 1968).
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Contrariamente ao que acontece no humano, no qual a migracao fisiologica ocorre no sentido mesial,
no rato os molares migram em sentido distal, provavelmente devido a resultante das forgas oclusais produzidas
durante a mastigacao (Reitan e Kvam, 1971; Tsuchiya e col., 2014). Esta migracao distal foi observada no
grupo COI de controlo, onde apesar da superficie do osso alveolar se apresentar integra, surgiu sempre algo
irregular na maior parte das sec¢oes. Neste grupo foram ainda percetiveis lacunas de reabsorgio alveolar
principalmente no lado distal das raizes do primeiro molar, lado associado a for¢a de pressio no movimento
dentario fisiologico.

Observou-se também,em algumas secgdes de todos os grupos teste,a persisténcia de areas de reabsor¢ao
ossea direta na parede alveolar distal, zona que nestes grupos estaria sujeita a agao da forga de tensao. No
grupo TOI pode-se eventualmente presumir que estas areas correspondam a manutengao, as 24 horas, dos
processos de remodelagdo dssea induzidos pelo deslizamento fisioldgico distal que ainda nao foram concluidos.
Nos grupos teste mais tardios a presenca de reabsor¢io 6ssea na superficie sujeita a tensao é de questionar,
sendo de supor que esta poderia ser um fenomeno caracteristico da fisiologia deste animal que continuamente
responde as forgas mastigatorias. Efetivamente, no lado de tensao, os osteoclastos observados em condigoes
fisiologicas, deveriam tender a diminuir em niimero, chegando a desaparecer completamente se se mantivesse
a aplicagao da forga (Azuma, 1970). Esta divida podera ser eventualmente esclarecida recorrendo a um modelo
experimental cujo desenho inclua a extragao dos molares antagonistas, eliminando a variavel forga oclusal, dado
que as forcas oclusais,a musculatura perioral e a lingua atuam sobrem os dentes durante o movimento dentario
experimental (Kohno e col., 2002). De referir, no entanto, que nos grupos experimentais ativos foi visivel a
diminuigdo relativa do didmetro do espago periodontal mesial, principalmente na regido cervical, concordante
com o deslocamento em versao da coroa do primeiro molar maxilar neste sentido.

Em todos os grupos teste, a reabsorgao dssea observada no lado de pressao mesial foi sempre direta e
frontal, nao tendo sido detetada reabsorgio ossea indireta. Apesar da descompressao inicial dos elastomeros
estar relacionada com a libertagio de forgas de alta intensidade (Hadj-Salem, 1971), levando a producao
de areas de hialinizagao junto a superficie radicular tal como as observadas em secgoes das 24, 48 e 72
horas, pode-se assumir que os elastobmeros utilizados neste estudo ndo geraram forgas com intensidades
suficientemente grandes para criarem areas de hialinizagdo junto a superficie 6ssea alveolar que necessitassem
de ser removidas através de reabsor¢io ossea indireta. A exuberancia dos processos bioldgicos a ocorrer nos
espagos endosteais do osso alveolar adjacente as raizes do primeiro molar, observados em muitas secgoes
dos varios grupos experimentais, inclusivé no grupo de controlo, ¢ tipica da fisiologia do animal usado neste
estudo experimental, pelo que nio foram considerados fendmenos de reabsor¢ao dssea indireta como em
estudos anteriores (Macapanpan, 1954; Waldo e Rothblatt, 1954; Azuma, 1970; Rygh e Moyers, 1988; Brudvik
e Rygh, 1993b; Brudvik e Rygh, 1994b; Johnson, 2007). Estudos anteriores demonstraram que a aposi¢ao de
ostedide nos espagos medulares do osso esponjoso alveolar e em areas nao sujeitas a reabsorgao direta, visivel
também sob a forma de linhas de reversao, é efetuada por células com origem no endésteo (Oppenheim, 1930;
Thilander e col., 2000), garantindo que as dimensdes do tecido 6sseo de suporte sejam mantidas.

No lado de tensao do movimento verificou-se a aposi¢ao de tecido ésseo nas sec¢oes de todos os grupos
teste do presente trabalho, detetada através das caracteristicas linhas de reversao presentes nas superficies
alveolares distais as raizes do primeiro molar. Sabe-se que os osteoblastos recém-formados, recrutados no
reservatorio local de células e, neste estudo, visiveis ao longo dos feixes de fibras estiradas, alguns deles
ligeiramente separados devido a tensao exercida, s3o as células responsaveis pela deposicao de novo ostedide
que vai recobrir toda a parede alveolar (Azuma, 1970; Thilander e col., 2000).

No entanto, convém referir que, no trabalho atual, foram também observadas linhas de reversao em
areas sujeitas a forca de pressao, locais onde o tecido dsseo alveolar apresentava lacunas de reabsorgao

125



Resposta do Periodonto induzida pelo Movimento Dentario Ortodéntico

contendo osteoclastos. Estes resultados contradizem aquilo que é referido como normal na teoria do fluxo
sanguineo (Oppenheim, 1930;Waldo e Rothblatt, 1954; Reitan, 1967; Azuma, 1970; King e col., 1991; Ashizawa
e Sahara, 1998), mas estdo, no entanto, de acordo com os dados descritos por Verna e colaboradores (1999) e
por Melsen (1999,2001).

Assim, os resultados histologicos no que dizem respeito a presenga de lacunas de reabsorgao no lado de
tensao, bem como a presencga de linhas de reversao no lado de pressao nas sec¢oes dos grupos teste poderao
ser explicados pela teoria mecanostatica (Frost, 2001,2003), dada a libertagao inicial pelo elastomero de uma
forca de grande intensidade (Hadj-Salem, 1971). Ao contrario dos ortodontistas que associam reabsorgao
ossea a forgas de pressio e aposicao ossea a forgas de tensao, os ortopedistas relacionam a aplicagdo de
cargas com a aposicao de tecido 6sseo. Na teoria mecanostatica, Frost (2001,2003) estabelece a relagao entre
varias intensidades de forcas e o balanco entre a remodelagio e modelagio do tecido 6sseo. De acordo com
o autor, forgas de baixa intensidade levam a perdas o6sseas devido a uma remodelagao intensa. Contudo, a
medida que a intensidade das forgas aumenta, estabelece-se um equilibrio entre reabsorgao e aposigao e inicia-
-se o processo de modelagao, no qual o novo osso depositado é lamelar. Ja o tecido 6sseo medular forma-se
como resultado de forgas ainda mais intensas (Melsen, 2001). No entanto, se estas forgas forem exageradas, o
desequilibrio resultante levara a que a reparagao nao seja eficaz na eliminagao das microfraturas de fadiga que
consistentemente se formam (Burr, 1985).

E importante também compreender que os padrées de distribuicio das forcas aplicadas sio complexos
e que as respostas tecidulares nos lados opostos do movimento podem ser predominantemente, mas nao
unicamente, o resultado de forgas opostas. Assim, a aplicagio de forgas ortodonticas podera estar mais
relacionada com alteragées da morfologia da estrutura do tecido 6sseo local do que propriamente com a
determinagao de areas de compressao e estiramento. De acordo com a regra da “derival/flexdao” de Epker e
Frost (1965) e com a lei de Wolf redefinida por Frost (1990), zonas de formagao 6ssea ocorrem nas superficies
concavas e zonas de reabsorgao ocorrem nas superficies convexas criadas pela flexao do tecido.A transducao
e distribuicdo das forcas de pressao e tensio criadas no interior do ligamento periodontal levaria, deste
modo, a alteragoes da morfologia da cavidade alveolar com a sua consequente deriva, translocando o alvéolo
conjuntamente com o dente em movimento (Verna e col., 1999).

No presente estudo, um dos eventos mais relevantes da resposta reparadora do sistema agredido foi a
ossificagao intramembranosa observada, as 72 e 96 horas no lado de pressao. No mecanismo de osteogénese
que ocorre através deste tipo de ossificagao, a formagao de osso resulta da deposicao direta de tecido 6sseo
numa matriz de tecido conjuntivo primitivo ou mesénquima. Neste tecido primitivo, ocorre a condensagao
de células mesenquimatosas percursoras que se diferenciam em osteoblastos que secretam um ostedide
rico em Colagénio, o qual posteriormente sera mineralizado (Jabalee e Franz-Odendaal, 2015). Para que este
processo seja eficaz sio necessarias interagoes intensas entre as células mesenquimatosas percursoras, os
osteoblastos e os vasos sanguineos circundantes (Thompson e col., 1989; Zelzer e col., 2002; Jacobsen e col.,
2008). Neste processo, as células endoteliais sao participantes fundamentais, fornecendo aos osteoblastos
e aos seus percursores a sinalizagdo essencial ao correto desenvolvimento, promovendo nomeadamente a
sobrevivéncia, diferenciacdo e/ou proliferacao celular (Jabalee e Franz-Odendaal, 2015). No entanto, apés uma
diminuicao transitoria inicial, o nimero de vasos sanguineos periodontais aumenta (Anastasi e col., 2008) e so
invadem as areas onde ocorrera neoformagao de tecido osso apos se iniciar a osteogénese (Thompson e col.,
1989; Jourdeuil e Franz-Odendaal, 2013).

No presente estudo, foi observado, logo as 24 horas, o aumento relativo do niumero de microvasos
adjacentes principalmente junto a superficie alveolar do lado de pressio que se manteve durante os restantes
periodos experimentais. De facto, nesta zona, onde foi percetivel uma remodelagao intensa com a presenca de
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lacunas de reabsorgao ossea e de linhas de reversao, foi patente a presenca de neovasos consistente com um
mecanismo de angiogénese. De salientar que a angiogénese e a remodelagao microvascular sao caracteristicas
intrinsecas de um processo de inflamagao cronica e fatores fundamentais a remodelagdo da matriz extracelular
durante a reparagao tecidual (Libby, 2007). Consequentemente, tanto a ossificagao intramembranosa como a
neoformagao de vasos sanguineos, observadas no presente trabalho, vém confirmar que ocorreu ao nivel do
ligamento periodontal um processo de regeneragao, remodelagao e adaptagao tecidual.

A angiogénese, formagao de neocapilares a partir vasos sanguineos pré-existentes (Ferrari e col., 2009),
€ um mecanismo complexo que envolve a ativagao das células endoteliais por multiplos estimulos como fatores
de crescimento, citocinas e quimiocinas. Estas células uma vez ativadas iniciam a migracdo em diregao a fonte
produtora dos estimulos, proliferando, diferenciando-se e organizando-se. Durante os processos de reparagao,
uma vez estabilizada a organizagao multicelular estabelecida pelas células endoteliais e péricitos, observa-se a
regressao das células endoteliais dos capilares (Furcht, 1986). Os neovasos em formagao regulam positivamente
a expressao dos recetores celulares de fatores angiogénicos como o TGF-§ (Roberts e col., 1986; Madri e col,
1988;Yang e Moses, 1990; Carmeliet,2003), cuja isoforma TGF-$ | tem valores elevados no endotélio humano e no
tecido hematopoiético, onde atua como regulador autdcrino e paracrino do crescimento das células endoteliais
e das células hematopoiéticas (Gatherer e col., 1990). De referir também que a maior fonte de TGF-3 in vivo sao
as plaquetas (Giacomini e col., 2012). O TGF-} induz a angiogénese (Madri e col., 1988), muito embora iniba o
crescimento das células endoteliais (Flaumenhaft e col., 1993). Estas ages aparentemente dispares apoiam-se no
papel fundamental do TGF-f3 na apoptose das células endoteliais, mecanismo importante da atividade angiogénica
(Ferrari e col.,, 2009). Este efeito apoptotico do TGF-f3 sobre as células endoteliais é essencial a limitagao da
expansao da rede vascular em formagao, inibindo a formagao de vasos sanguineos anémalos (Pollman e col., 1999),
e ao controlo das fungdes celulares necessarias a morfogénese capilar (Choi e Ballerman, 1995).

No movimento dentirio ortodontico, a angiogénese das zonas sujeitas a compressio € crucial a
reabsorcao 6ssea. Apos o movimento inicial do dente no interior do alvéolo, os osteoclastos com origem
hematopoiética (Profitt e Fields, 2000) em monocitos percursores (Wilcko e col.,2001) chegam a area afetada
12 horas depois, periodo que pode, no entanto, estender-se as 30 a 40 horas nos individuos mais jovens (Rygh
e Moyers, 1988; Thilander e col., 2000). Os osteoclastos visiveis nas suas lacunas de Howship ao longo da
superficie alveolar reabsorvem o tecido 6sseo diretamente, aumentando o didmetro do espago periodontal
e permitindo, assim, que o dente se movimente (Oppenheim, 1930; Waldo e Rothblatt, 1954). Este aumento
de didmetro é responsavel pela alta atividade e diferenciagio celulares e pela estimulagao da proliferagao
das estruturas vasculares (Rygh e Moyers, 1988). Deste modo, o sistema vascular fornece muitas das células
indiferenciadas que sao, em parte, responsaveis pelas alteragoes associadas ao movimento dentario. O grande
aporte sanguineo a area em atividade é, conjuntamente com o aumento da permeabilidade vascular e formagao
do exsudato inflamatorio, indicio que a inflamagao é uma componente importante da resposta biologica as
forgas ortodonticas (Davidovitch e col., 1997; Consolaro, 1999).

No que concerne a osteogénese, o TGF-f§ abundante na matriz do tecido dsseo (Janssens e col.,2005) é
um fator de crescimento osteogénico primordial a homeostase do tecido 6sseo, recrutando células progenitoras
dos osteoblastos, estimulando a sua proliferagio e promovendo os estadios precoces de diferenciagio
associados a produgao de proteinas da matriz extracelular (Janssens e col.,2005). Simultaneamente, ele suprime
a proliferagao de percursores dos osteoclastos e aumenta a incidéncia da apoptose nos osteoclastos (Hughes
e col.,, 1996). Muito embora o TGF-f seja libertado e ativado durante a reabsorgao 6ssea pelos osteoclastos
(Oursler, 1994; Pfeilschifter e Mundy, 1987), nao foi ainda possivel determinar se a sua presenca é produto
direto da reabsorcao da matriz 6ssea ou um subproduto da agao de outros fatores atuantes durante este
processo (Pfeilschifter e Mundy, 1987).
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Sabe-se que o TGF-B in vitro induz a produgdo de grandes quantidades de tecido osseo, das fibras
periodontais a ele associadas; e promove a diferenciagao, formagao e mineralizagao de novo cemento radicular
(Ripamonti e col., 2009; Li e col., 2015). Contudo, os efeitos do TGF-f} nas células da linha osteoblastica tém
resultados diferenciados. Por um lado, os osteoblastos secretam TGF-f3 que atua autocrinamente estimulando
a proliferacdo dos pré-osteoblastos, mas inibindo a sua diferenciagio, o que se traduz num menor niimero
de osteoblastos produtores de proteinas da matriz extracelular, nio havendo por isso formagio de tecido
osseo (Harada e Rodan, 2003; Kang e col., 2005). Por outro lado, o TGF-J3 afeta a diferenciagio tardia da linha
osteoblastica através da inibicdo ou bloqueio da mineralizagao dssea sem alterar o crescimento celular (Breen
e col., 1994; Tally-Ronsholdt e col., 1995; Alliston e col., 2001; Kanaan e Kanaan, 2006), isto ¢é, a apoptose dos
osteoblastos é bloqueada pelo TGF-f, permitindo que estes se diferenciem em ostedcitos (Jilka e col., 1998;
Bodine e col,, 2005). Deste modo, o TGF-f} ao facultar a manifestagdo dos aspetos precoces da atividade dos
osteoblastos, atrasando em parte os parametros bioquimicos associados a mineralizagao, permite o crescimento
6sseo necessario a normalizagdo do tecido antes que ocorra consolidagao (Knoll e col., 2005). De salientar,
no entanto, que os efeitos do TGF-f, tanto in vivo como in vitro, dependem das condi¢oes experimentais e da
metodologia empregue nos estudos, particularmente no que diz respeito as linhas celulares utilizadas, ao estadio
de maturagao das células,bem como da dose determinada, pelo que a literatura relata resultados contraditorios
sobre os efeitos do TGF- na neoformagdo de tecido 6sseo (Brady e col., 1998; Kanaan e Kanaan, 2006).

O aumento de expressio do TGF-f3 detetado, no trabalho atual, junto a superficie alveolar do lado de
pressao, onde uma remodelagao dssea intensa estava a ocorrer, principalmente a partir das 72 horas apos a
aplicacao do elastomero, é justificado pelo facto da expressao do TGF-B em combinagio com aplicagao de
cargas mecanicas alterar a atividade osteoblastica, estimulando a formagao de novo osso. De facto, tanto a
proliferagao osteoblastica como a sintese de RNAm do TGF-f3 pelos osteoblastos aumentam quando estes sao
sujeitos a estimulagdo mecanica (Neidlinger-Wilke e col., 1995; Zhuang e col., 1996; Cillio e col., 2000). Estes
resultados estao de acordo com o facto de a partir das 72 horas, as observagoes histologicas demonstrarem
que o tecido 6sseo afetado estava em recuperagao, sendo detetadas também linhas de reversio associadas a
aposi¢do Ossea e areas de ossificagao intramemebranosa.

O ligamento periodontal contém células mesenquimatosas indiferenciadas que se podem diferenciar em
osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, participando na regeneragao do tecido quando sujeito a agressao
(Seo e col.,2004; Nanci e Somerman, 2013). Hosoya e colaboradores (2010) demonstraram que os osteoblastos
que participam na regeneragdo do osso alveolar apos transplantagao dentaria tém origem em células
osteoprogenitoras presentes no ligamento periodontal. Também algumas das células do ligamento apresentam
uma alta atividade de ALP (Ogata e col., 1995; Giannopoulou e col., 1996; Saito e col., 2002), produzem nodulos
mineralizados (Cho e col., 1992; Mukai e col., 1993) e proteinas da matriz do tecido 6sseo (Ramakrishnan e
col., 1995; Nohuctu e col., 1997) em situagoes osteoindutoras (Hosoya e col., 2010). Presume-se que estas
células sejam fibroblastos com um fenétipo similar ao dos osteoblastos, denominados osteoblasto-like, com
alta atividade de ALP (Cho e col., 1992; Goseki e col., 1996; Liu e col., 1997), sendo considerados um fenotipo
percursor quer de células do tecido 6sseo, quer de cementoblastos (Cho e Garant, 2000) e que sao produtores
de fibras do cemento acelular extrinseco (Groeneveld e col., 1994; Groeneveld e col., 1995).

Deste modo, torna-se compreensivel que, no estudo agora apresentado, adjacente a superficie alveolar
do lado de pressao, tenham sido observadas no ligamento periodontal células com morfologia de fibroblastos,
ostedcitos e células com fenotipo de osteoblastos e osteoblastos-like a expressarem TGF-f. Apesar dos
fibroblastos secretarem TGF-f que se deposita na matriz extracelular, uma das principais fontes do fator
de crescimento sao as células do tecido 6sseo (Sporn e Roberts, 1993; Krishnan e Davidovitch, 2006). No
entanto, nao obstante no ligamento periodontal, os osteoblastos se diferenciarem também a partir de células

128



Estudo experimental em modelo animal

mesenquimatosas expostas ao TGF-f (Garant, 2003b), s6 as 96 horas foram detetadas células perivasculares
mesenquimatosas indiferenciadas a expressarem o fator de crescimento. Este facto indicia que, provavelmente,
ndo tera sido esta a via principal pela qual o reservatorio de osteblastos necessario a osteogénese tenha sido
restaurado. Os resultados obtidos sugerem que a diferenciagao dos osteoblastos se deu a partir de células do
ligamento periodontal, uma vez que estas é que continuamente expressaram TGF-f3.

Os resultados do presente estudo estao de acordo com o descrito por Davidovitch (1995) que detetou a
imunorreatividade do TGF-f§ em osteoblastos do osso alveolar durante o movimento ortodontico experimental
em gato. De referir, no entanto, que apesar das células com caracteristicas osteoblasto-like expressarem TGF-f3
e ndo expressarem citocinas pro-inflamatorias apos estimulagdo por tensées mecanicas in vitro, o TGF-f inibe
o fendtipo osteoblasto-like nas células do ligamento periodontal (Brady e col., [998).

Contudo, no que diz respeito a expressao do TGF-3 os resultados obtidos no trabalho atual niao foram
os espetaveis. Estudos experimentais in vitro demonstraram que os fibroblastos respondem ao estiramento
sintetizando fatores osteogénicos pertencentes a superfamilia do TGF-3 incluindo o proprio TGF-3 (Carano e
Siciliani, 1999; Kimoto e col., |999; Pinkerton e col.,2008).A regulagao positiva da sintese do TGF-f traduz-se no
aumento do nimero de osteoblastos no ligamento periodontal no lado de tensao, dado que, tal como referido
anteriormente, as células mesenquimatosas indiferenciadas respondem ao fator de crescimento diferenciando-
-se em osteoblastos (Garant, 2003b). Por outro lado, os fibroblastos respondem a compressao regulando
positivamente a sintese de RANKL (Kanzanki e col.,2002;Yamaguchi e col.,2006; Krishnan e Davidovitch, 2009),
o que se traduz no aumento do nimero de osteoclastos responsaveis pela reabsor¢ao ossea. Efetivamente,
na coordenacdo da remodelacio Ossea, osteoclastos, osteoblastos e fibroblastos comunicam através da via
de sinalizagaio RANKL-RANK-OPG ja anteriormente mencionada na introdugao (van Schepdael e col., 2013).

Estudos experimentais de movimento ortodontico tanto em humano como em rato referiram a
expressao do TGF-3 em ambos os lados do movimento, sendo esta mais intensa no lado de tensiao (Nagai e
col., 1999;Wang e col., 2000; Garlet e col.,2007). De referir que a expressao tanto o TGF-B como o seu recetor
sdo induzidas pelo movimento dentario, sendo identificadas em osteoblastos e osteoclastos responsaveis pela
remodelagao adaptativa do osso alveolar. Particularmente notério € o aumento de expressio do RNAm do
TGF-P no osso alveolar do lado do movimento (Nagai e col., 1999). Nestas circunstancias, no presente estudo
era esperado que também houvesse expressaio do TGF-B no lado de tensdo, o que nao se verificou. Os
resultados obtidos sugerem que neste modelo experimental, a sinalizagdo do mecanismo da osteogénese
no lado de pressido podera ser efetuada pelo TGF-f3, enquanto que no lado de tensao, ndo sera este fator de
crescimento o mediador do processo, contrariamente ao que tem vindo a ser descrito na literatura.

Ha que ter em consideragao também que o crescimento do tecido dsseo ocorre porque o TGF-f3
secretado pelos osteoblastos promove o do aumento da sintese de proteinas da matriz do tecido dsseo como
o Colagénio tipo |, a Osteopontina e a Proteina Gla da matriz (Sowa e col., 2002). Das R-Smads, a Smad3 é
aquela que mimetiza os efeitos do TGF-f3, uma vez que a sua sobrexpressio se traduz também no aumento de
producdo destas proteinas (Sowa e col., 2002). Mas, contrariamente ao TGF-f3, a Smad3 regula positivamente
a expressao da ALP e estimula a mineralizacdo do tecido 6sseo durante a osteogénese (Sowa e col., 2002).
Paradoxalmente, o TGF-f sinalizando através da Smad3 inibe a expressao da Osteocalcina e outros marcadores
da atividade osteoblastica, bem como a diferenciagao osteoblastica através da regulagao negativa da expressao
dos genes alvo do Runx2 (Kang e col., 2005).

O facto da Smad3 nao se encontrar expressa em nenhum dos animais dos grupos experimentais do
estudo atual demonstra que a osteogénese mediada pelo TGF-f§ ndo é sinalizada através desta proteina. Deste
modo, os resultados indiciam que os efeitos bioldgicos do fator de crescimento concorrem no sentido da
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producgao das proteinas da matriz extracelular e consequente aumento de tecido 6sseo, havendo atraso na
apoptose dos osteoblastos e mineralizagao do tecido 6sseo em formagao.

De referir que a sinalizagao do TGF-p3 é critica na regulagao da osteoclastogénese induzida pelo RANKL.
Nesta via de sinalizagao, a ativagao do TRAF6, um fator associado ao recetor do TNF essencial na inflamagao,
€ mediada pela Smad3 (Yasui e col., 201 |). Deste modo, na presente investigagao, o facto da Smad3 nao se
encontrar expressa nas areas associadas a reabsor¢ao dssea, particularmente no lado de pressao onde ela foi
mais intensa, permite supor também que a Smad3 nao seja a proteina mediadora da via de sinalizagao do TGF-f3
neste processo.

No estudo agora apresentado, a Smad2 encontrou-se sistematicamente e intensamente expressa em
todos os grupos experimentais, tanto do lado de pressio como no lado de tensdo, sendo os osteoblastos
nos grupos T03 e T04, as 72 e 96 horas, as células que apresentaram maior expressiao da proteina. Contudo,
o facto das células nao expressarem simultaneamente Smad2 e TGF-f3, questiona a participagdo de ambas as
R-Smads, Smad2 e Smad3, nos processos associados a remodelagao do tecido 6sseo neste modelo experimental.
Tal facto sugere que a sinalizagdo do TGF-f§ na osteogénese ¢ independente de ambas as Smads, ocorrendo nao
pela via candnica, mas sim por uma via de sinalizagdao nao candnica como a p38 MAPK que ativa o gene RUNX2
que controla a diferenciagao das células mesenquimatosas percursoras.Através desta via nao canonica, o TGF-f3
além de promover a proliferagao das células progenitoras, a sua diferenciagao precoce e o seu comprometimento
a linha celular osteoblastica, induz também a expressao do Colagénio tipo | (Chen e col., 2012).

No movimento ortodontico, a transdugao da forga aplicada pelas células dos tecidos periodontais
desencadeia uma resposta bioldgica que tem sido descrita como uma inflamagao asséptica, uma vez que é
mediada por uma variedade de citocinas inflamatérias e ndo representa uma condigdo patologica (Meikle,
2006). Contrariamente a inflamagao crénica “pura”, na qual a persisténcia do estimulo nocivo mantém respostas
inflamatorias de longa duragao, resultando na lesao dos tecidos, a expressao de mediadores inflamatérios apos
a aplicacao de forgas ortodonticas é transiente e essencial ao movimento dentario, sendo as drogas anti-
-inflamatorias capazes de bloquearem o movimento dentario (Walker e Buring, 2001).

O facto de no presente estudo,nao terem sido observados neutrofilos em nenhuma das secgoes estudadas
dos diferentes grupos experimentais, confirma que a inflamagdo aguda foi asséptica e tera eventualmente
antecedido o primeiro tempo experimental, as 24 horas, tendo o processo inflamatério evoluido rapidamente
para uma inflamagao cronica asséptica e transitoria que caminhava no sentido da reparagao do sistema afetado
(Krishnan & Davidovitch, 2006; Andrade e col., 2012).

Neste trabalho, o recurso ao método de Waldo e Rothblatt para indugao do movimento ortodontico
experimental revelou-se fundamental. Com este método, contrariamente ao mencionado anteriormente
(Macapanpan, 1954: Hadj-Salem, 1971), o risco de se lesarem os tecidos periodontais foi minimo. Deste modo,
evitou-se a criagdo de uma reagao inflamatéria de origem bacteriana que decorresse com um infiltrado
inflamatorio rico em PMNs que potencialmente mascarasse a reagio inflamatéria produzida unicamente
pela movimentagao dentaria. A presenca circunstancial de PMNs numa das secgoes analisadas podera estar
presumivelmente associada a qualquer infecao que o animal em causa teria, e ndao propriamente ao processo
inflamatério associado ao movimento dentario ortodontico que estava a decorrer.

Uma inflamagao croénica asséptica é considerada predominantemente proliferativa em relagao aos
fibroblastos, células endoteliais, osteoblastos, células dos espagos medulares e células mononucleares como
linfocitos, macrofagos e plasmacitos (Johnson & Ziff, 1976; Bartold e Narayanan, 1998; Krishnan & Davidovitch,
2006; Kumar e col., 2012). Deste modo, uma inflamagao cronica processa-se com uma destruigdo tecidual
induzida largamente por produtos secretados por estas células inflamatoérias e com um desejavel mecanismo de
remodelacio e regeneragio que envolve angiogénese e produgao de matriz extracelular (Kumar e col., 2012).
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Contudo, no trabalho atual, nao foi observado infiltrado inflamatorio em nenhum dos animais dos grupos teste,
facto ndo concordante com o proposto por Vandevska-Radunovic e colaboradores (1997). De acordo com os
autores, o movimento ortodontico experimental induz, na fase inflamatoéria inicial e nos processos tecidulares
regenerativos posteriores, o recrutamento para esta regiao principalmente de leucocitos mononucleares
da linha monocitica-macrofagica, sendo o recrutamento de linfocitos e granulécitos menos significativo. Do
mesmo modo, os resultados obtidos nao sao concordantes com o descrito por Consolaro (1999), segundo o
qual os macrofagos e outras células mononucleares chegariam ao local lesado 8 a 12 horas depois da aplicagao
da forga ortodontica, tornando-se as células predominantes ao fim de cinco dias.

Apesar dos macrofagos, linfocitos e plasmocitos serem integrantes dos processos de inflamagao cronica,
tal como mencionado anteriormente, a sua presenca neste processo inflamatorio asséptico é de questionar,
particularmente porque dos linfocitos, tanto as células T com fendtipo T helper 2 (Th2) como as células B
participam na imunidade humoral (Kimura e col.,2010). Neste processo, as células B continuamente estimuladas
ao interagirem com antigénios diferenciam-se em plasmocitos, células fundamentais a protegao imune a longo
prazo, que passam a sintetizar anticorpos (Bartold & Narayanan, 1998; Chu e col., 2014).

Na resolu¢ao de um processo inflamatorio, as células recrutadas que proliferaram durante as fase ativas
do processo, mas que entretanto entraram em processo de apoptose ou que ja nao sao necessarias, tém que
ser removidas do microambiente. Neste processo, os macréfagos sao geralmente os agentes principais (Saville
e col,, 2002). Efetivamente, a presenca dos macrofagos é necessaria a remodelagao tecidual, uma vez que eles
efetuam a endocitose de corpos estranhos e detritos necroticos, e participam também na inflamagao através da
secregao de citocinas (Leeper-Woodford e Detmer, 1999), fatores de crescimento, prostaglandinas, interferao,
elastase, ativador do plasminogénio, colagenase e os componentes C3 e C5 do complemento (Nathan, 1987).

Na fase de resolugdo de uma inflamagao, o subtipo M2, é particularmente importante. Ele suprime
as respostas imunes, regulando positivamente a expressio de mediadores anti-inflamatérios como a IL-10
(Garant, 2003c; Condeelis e Pollard, 2006; Solinas e col., 2009; Kimura e col., 2010; Murray e Wynn, 2011) e
TGF-B (Huynh e col., 2002); e as quimiocinas por eles secretadas promovem o recrutamento de leucécitos
envolvidos na reparagiao e remodelagdo dos tecidos lesados (Sica e col., 2008). Até recentemente, o foco
da investigagdo sobre inflamagdo esteve centrado nas interagdes celulares entre os linfocitos, macrofagos
e células denditricas, todas elas geradoras de respostas antigénio-especificas (Smith e col.,1997). Contudo,
muitos dos estimulos flogisticos nao sao de origem infeciosa, pelo que a resposta inflamatoria podera ter como
participantes células de origem mesenquimatosa (Buckley e col., 2001). No presente estudo, devido ao facto
do processo inflamatorio desencadeado ser asséptico, sem a participagao de agentes infeciosos, os resultados
obtidos parecem indicar que os fibroblastos sejam células efetoras importantes na resposta inflamatoria neste
modelo experimental.

O sistema que tem como intervenientes na resposta inflamatoria os fibroblastos garante, através
da producao de quimiocinas e de matriz extracelular, que a qualidade do infiltrado inflamatorio é o ideal a
resolugdo da inflamagao ou a transicao suave de uma inflamacao aguda para uma imunidade adaptativa na
presenca de agentes infeciosos (Buckley e col., 2001). De igual modo, a expressiao temporal e espacial do
TGF-p pelos fibroblastos pode determinar o padrao e a persisténcia dos infiltrados inflamatérios, sendo os
fibroblastos quando fenotipicamente alterados, as células responsaveis pela conversao da resposta imunoldgica
numa reagao inflamatéria crénica (Buckley e col., 2001).

Na inflamagao, os fibroblastos atuam conjuntamente com os macréfagos como sentinelas do sistema
imune, colaborando também na fagocitose de neutrofilos apoptéticos (Smith e col., 1997;Akgul e col.,2001). Os
fibroblastos nao sdo participantes passivos,pelo contrario,eles definem ativamente a estrutura do microambiente
local, condicionam a secrecdo das moléculas intervenientes neste processo como citocinas, quimiocinas e
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leucotrienos como a PGE2 e modelam a atividade quer das células imunes de origem hematopoiética quer
das células locais (Buckley e col., 2001). De facto, os fibroblastos sao células capazes de sintetizar e secretar
um grande nimero de moléculas como fatores de crescimento, citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatorias,
dentre os quais o TGF-§ tem um papel primordial na proliferagao e diferenciagao celular fibroblastica (Nayak
e col,, 2013). Uma vez que perante uma agressao tecidular, se pretende que o processo de reparagao ocorra
fundamentalmente por regeneragao e nao por cicatrizagao, permitindo que a biologia e a fisiologia do tecido
agredido nao sejam comprometidas (Atala e col., 2010), o envolvimento dos fibroblastos quer na cascata de
inflamagao quer na adaptagao e remodelagao dos tecidos por esta afetados torna-se vital. Neste processo, a
presenca de TGF- no microambiente inflamatorio, estimula as células inflamatérias e os fibroblastos presentes
a secretarem mais TGF-3 e outras citocinas; perpetuando a proliferagiao da populagio de fibroblastos, a sintese
de matriz extracelular e a angiogénese (Merwin e col.,, 1990; Sporn e Roberts, 1993). Estas caracteristicas
sdo elementos importantes na resposta inflamatéria, nomeadamente na sua resolugdo, na qual o TGF-f atua
como citocina anti-inflamatoria regulando negativamente o processo inflamatoério e mediando positivamente a
remodelacao e adaptagao da matriz extracelular que foi sujeita a uma agressao (Aoki e col., 2005).

O TGF-B apesar de induzir in vitro a resposta quimioatratante mais potente para os monocitos
circulantes (Wahl e col., 1987; Wiseman e col.,, 1988), € também um potente imunossupressor fisiologico
nos mamiferos, inibindo a fungao do sistema imune, nomeadamente através da supressao da capacidade dos
monacitos/macrofagos secretarem citocinas inflamatorias como o IL-1f e TNF-a (Maltman e col., 1996; Li e
col., 2014). Deste modo, o TGF-3 é considerado uma citocina anti-mitogénica das células imunes (Massagué e
col.,, 2000).Tal como a IL-10 é um regulador importante da homeostase do sistema imune e cuja desregulagao
pode produzir ou agravar patologias como a doenga auto-imune (Monteleone e col., 2001).

A fungdo da Smad2 no sistema imune nido tem sido alvo de investigagio frequente em modelos
experimentais animais, devido a alta mortalidade embrionaria que os animais deficientes em Smad2 apresentam
(Takimoto e col., 2010). Esta R-Smad tem sido, no entanto, objeto de estudo em modelos experimentais de
patologias inflamatorias pulmonares, onde se tem verificado que valores de expressao baixos estio presentes
em pulmoes saudaveis, facto que podera refletir um baixo nivel inflamatoério. Em contraste, valores elevados
da expressao da Smad2 estao patentes em células inflamatorias que migram para as areas afetadas e sao sinal
que a ativagao da via de sinalizagdo do TGF-J} estd associada ao desenvolvimento de inflamagoes respiratorias
(Rosendahl e col., 2001; Sagara e col., 2002; Takimoto e col., 2010).

Na investigagdo presentemente realizada sobre o movimento ortodontico, a Smad2 esteve sempre
expressa em todos os grupos experimentais, tanto do lado de pressio como do lado de tensao, apesar da
sua expressao ter apresentado diferentes intensidades nas populagdes celulares analisadas. Com base nos
resultados dos estudos experimentais em patologias pulmonares, poder-se-ia supor que a marcagao intensa da
Smad2 no modelo experimental atualmente estudado indicaria uma forte resposta inflamatéria a aplicagao de
forca ortodontica. Contudo, tal como mencionado anteriormente, nao se observou a expressao simultanea da
Smad3 em nenhum dos animais estudados.A Smad3 é necessaria a manutengao das respostas imunossupressoras
normais do TGF-§ (Song e col., 2009; Dai e col., 2015) e a sua auséncia de expressao traduz-se na diminuigao
da quimiotaxia para os monocitos e neutrofilos mediada pelo TGF-f3, bem como numa regeneragao mais rapida
dos tecidos (Ashcroft e col., 1999; Datto e col., 1999;Yang e col., 1999;Werner e Grose, 2003).

As diferencas de expressao das duas R-Smads poderao estar relacionadas com o facto de alguns
promotores que respondem ao TGF-f§ poderem ser Smad2-independentes (von Gersdorff e col.,2000) ou Smad3-
-independentes (Ashcroft e col., 1999), em algumas situagoes elas terem fungoes antagonicas (Nagarajan e col,
1999), poderem ser redundantes funcionalmente (Takimoto e col., 2010), induzirem as respetivas expressoes (Li
e col., 1998) ou os seus genes serem regulados diferencialmente ao nivel da transcri¢do (Rosendahl e col., 2001).
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Perante os resultados obtidos neste estudo, é possivel inferir que a chamada de células inflamatorias para
o local lesado mediada pelo TGF-3 se encontrou diminuida. Em ambos os lados do movimento, foi patente que
sistema respondeu rapidamente no sentido da reparagao, sendo flagrante o aumento do numero de células. No
lado de pressao, onde os efeitos nocivos da forga aplicada foram mais extensos, havendo reabsorgao dssea intensa
e necrose asséptica com a consequente hialinizagao, o fator de crescimento encontrou-se sempre expresso. Estes
dados tomados em conjunto possibilitam pressupor que, no periodonto lesado, o processo inflamatério tera
decorrido com uma magnitude reduzida e que ja as 24 horas caminhava no sentido da resolugao. De igual modo, o
facto da expressao do TGF-3 e dos seus mediadores R-Smads ndo ser sobreponivel, indicia que nao ha correlagao
entre as proteinas e que, por tal, o TGF-3 ndo atua através da sua via de sinalizagio canénica.

Convém, no entanto, relembrar que a capacidade do TGF-§ induzir eventos imunossupressores ou
inflamatoérios depende do microambiente, nomeadamente da presenca de outras citocinas que regulam a sua
funcao, e cujo papel devera ser eventualmente analisado quando se estuda uma determinada patologia (Chawla
e col.,2013; Kim e col.,, 2013; Marra e Tacke, 2014).

A IL-10 é a mais importante citocina anti-inflamatéria encontrada na resposta imunitaria, sendo um
regulador chave do sistema imunitario ao restringir a resposta inflamatoria que doutro modo poderia causar
danos severos (Sanjabi e col., 2009). Assim, esta citocina é crucial 2 homeostase do sistema imune. Durante
processos infeciosos agudos, o bloqueio da sua secregao pode resultar numa patologia mais grave ou mesmo na
morte do organismo (Couper e col.,2008), mas, por outro lado, a secregao de altos niveis de IL-10 estd associada
a persisténcia de infegoes crénicas (Moore e col., 2001). Além de ser produzida por macréfagos/mondcitos
ativados e mastdcitos, ela também é secretada por células Th2 ativadas e células B estimuladas, induzindo
autocrinamente a sua diferenciagdo e proliferagao (Skinnider e Mak, 2002), pelo que a regulagao positiva
desta citocina esta associada ao aumento da sobrevivéncia numa grande variedade de doengas inflamatorias
(Cox, 1996; Palaniyandi e col., 2004). A IL-10 é uma reguladora negativa da fungao de fagocitose das células
mononucleares e, similarmente ao TGF-f, inibe a secregao de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a e a
IL-1B (Chernoff e col., 1999), regula positivamente a expressiao da OPG e regula negativamente a expressao do
RANKL, contribuindo, deste modo, para a inibigdo da reabsorgao dssea (Ren e Vissink, 2008). Também tal como
acontece com o TGF-f, as respostas biologicas a IL-10 dependem do tipo de células alvo (Sanjabi e col., 2009).

No trabalho aqui apresentado, nao houve diferengas na expressio da IL-10 em ambos os lados do
movimento, tendo esta sido consistentemente detetada, com uma expressao moderada, quer no grupo de
controlo quer nos grupos de experimentagao ativa, as 24,48, 72 e 96 horas. Estes resultados nao estao de acordo
com os de Garlet e colaboradores (2007,2008) que em estudos experimentais de movimento ortodontico em
humano determinaram que a IL-10 tem uma expressao mais significativa no lado de tensao do que no lado de
pressao. Os resultados obtidos também nao sao concordantes com os de Long e colaboradores (2001), segundo
os quais, forcas de tensao de baixa intensidade induzem a expressao de IL- 10 nas células do ligamento periodontal.

Os resultados obtidos neste estudo relativamente a IL- 10 justificam-se a luz do facto de no movimento
dentario ortodontico, a transdugio das forgas de tensdo e pressio produzirem diferentes padroes de
remodelacao tecidual. A for¢a de pressao produz compressao do ligamento e induz as consequentes perdas
celulares, enquanto no lado oposto, a forga de tensao estimula o aumento da atividade celular e a deposicao
de fibras (Azuma, 1970; Moraes e col., 1999; Krishnan & Davidovitch, 2006). Deste modo, no lado de pressio,
os tecidos periodontais estao sujeitos a uma agressao acentuada, levando a ocorréncia de maiores efeitos
deletérios como a necrose asséptica, a reabsorcio ossea extensa e a diminuigio da populagio celular em
zonas de hialinizagdo. Os cementoblastos sujeitos a forgas compressivas tém limitada a sua capacidade de
expressarem proteinas associadas com a cementogénese (Diercke e col., 2012) e a reabsor¢ao 6ssea tem
que ser restringida antes que se torne incontrolavel. Torna-se compreensivel que, neste lado do movimento, a
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necessidade de repor os tecidos e as populagoes celulares perdidas seja premente. Ha que permitir ao sistema
agredido recuperar, deixando que a inflamagao alcance a resolugao.A indugao de osteoblastos e osteoblastos-
-like secretores de IL-10 em zonas de destruicao dssea promove a remodelagao do tecido, a expressao de
genes especificos dos osteoblastos, a supressao da indugao da osteoclastogénese pelo RANKL e a produgao
macica de matriz do tecido 6sseo que é mineralizada por fosfato de calcio in vitro e in vivo (Fujioka e col.,2015).
Desta maneira, a IL-10 atua de um modo similar ao TGF-. Assim se entende que, neste estudo efetuado em
modelo animal, a expressao da citocina tenha sido detetada com maior intensidade nas células do tecido ésseo
e em cementoblastos ativos, nao sé6 no lado de tensao tal como nos estudos referidos, mas também no lado
de pressao. Apesar de expressa em menor intensidade pelos fibroblastos ativos intervenientes no processo
inflamatério, no que concerne as células do tecido dsseo, a IL-10 foi expressa por osteocitos logo as 24 horas,
por osteoblastos adjacentes a superficie alveolar a partir das 48 horas como resposta a reabsorgao ossea (lado
de pressdo) e ao estiramento (lado de tensio) e, paradigmaticamente, as 72 e 96 horas também em areas de
ossificagao intramembranosa no lado de pressdo. De salientar que tanto a remodelagdo por aposicdo 6ssea
como a ossificagao intramembranosa sio mecanismos necessarios a reposi¢ao e manutencao do tecido dsseo.

Apesar do TGF-p e da IL-10 atuarem independentemente um do outro, eles partilham efeitos anti-
-inflamatorios (Bogdan e col.,, 1992; Li e col., 2014). Estudos anteriores demonstraram que o TGF-f atua
mais lentamente, enquanto a IL-10 tem um efeito mais rapido na inibicdo da expressao das citocinas pro-
-inflamatorias, mas a sua combinagao tem efeitos anti-inflamatorios mais potentes do que cada uma delas
atuando isoladamente (Li e col., 2014).

Dentro deste contexto seria de esperar que, no trabalho atual,a expressio do TGF-f} fosse sobreponivel
adalL-10,0 que niao se verificou.Ambas as citocinas foram reguladas positivamente como resposta as forgas de
pressao, sendo expressas nos grupos teste nao sé pelos cementoblastos e pelos fibroblastos, mas também pelos
osteoblastos e osteoblastos-like presentes em areas de remodelagao ossea intensa que decorreu inclusivamente
com ossificagao intramembranosa. Mas, tal como referido anteriormente, o TGF-f3 ndo se expressou no lado de
tensao, ele apenas se expressou consistentemente nos tecidos sujeitos a forca de pressao, quer no grupo COI
de controlo quer nos grupos teste as 24,48, 72 e 96 horas, tendo a sua expressao sido diferencial nas diferentes
populagoes celulares presentes. Estes dados implicam que apesar do TGF-f3 e da IL-10 serem citocinas anti-
inflamatorias que em algumas situagoes cooperam, neste modelo experimental nao ha correlagio na sua agao,
atuando ambas independentemente.

Na cavidade oral, o TGF- é um mediador fundamental na reparagao de lesoes (Yang e col., 1996),
acelerando o processo ao nivel tanto dos tecidos duros como dos moles (Tyler e col., [999).Assim, também aqui
o TGF-f atua como citocina anti-inflamatéria, suprimindo os efeitos das citocinas pré-inflamatorias e mediando
a reparagao e reconstrucao do ligamento periodontal (Terranova & Wikesjo, 1987). As células do ligamento
periodontal respondem ao TGF-f através do aumento da sintese de proteinas e de ARN in vivo (Mailhot e col.,
1995),sendo detetada a presenga, nomeadamente, do seu RNAm em cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos
no periodonto de molares de rato em erupgao (Gao e col., 1998). Também, tal como ja foi referido, estudos
experimentais de movimento dentario ortodontico, tanto em humano como em rato, referiram que o TGF-f3 se
encontra expresso em ambos os lados do movimento, sendo, contudo, esta expressao mais intensa no lado de
tensao (Nagai e col., 1999;Wang e col., 2000; Garlet e col., 2007). De facto, a sua detegao no fluido crevicular
de humanos demonstra que o TGF-3 é produto das respostas bioldgicas a trandugao das forgas ortodonticas,
sendo a sua expressao significativa, rapida e transitoria 24 horas apds a aplicagao da forga. No entanto, o TGF-
- manter-se-a expresso ao fim de uma semana, desde que a for¢a se mantenha ativa (Uematso e col., 1996b).

Se a expressao do TGF-§ é importante na osteogénese, regulando positivamente a diferenciagao dos
osteoblastos, nio é possivel esquecer que durante um processo de remodelagio e regeneragio de um tecido
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conjuntivo como o ligamento periodontal, o TGF-f} regula a atividade dos fibroblastos induzindo a formagao
de tecido conjuntivo e Colagénio e bloqueando a destruigdo da matriz extracelular recém-sintetizada (Sporn
e Roberts, 1993;Yan e col., 2009).

Muitas células adultas diferenciadas podem ser agrupadas em familias cujos membros estao intimamente
relacionados quer pela sua origem quer pelo seu fenotipo. Uma destas familias é constituida pelas células dos
tecidos conjuntivos, fibroblastos, células cartilaginosas e células do tecido 6sseo que sio interconvertiveis,
estdo particularmente especializadas na secre¢ao de matriz extracelular e no seu conjunto sao responsaveis
pelo estabelecimento da estrutura arquitectonica do organismo (Alberts e col., 2002). Apesar de nem todos
os fibroblastos terem uma origem mesenquimatosa, nomeadamente os fibroblastos da orbita desenvolvem-se
a partir da ectoderme neural (Smith e col., 1997), eles sao um grupo celular extremamente versatil, capaz de
se diferenciar nao s6 em células cartilaginosas e células dos tecidos 6sseos, mas também em células adiposas e
células da musculatura lisa (Alberts e col., 2002).

A sinalizacao efetuada pelos membros da superfamilia do TGF-f3 €, assim, um importante mecanismo
controlador que determina a selecdo da linhagem celular e a progressao da diferenciagdo das populagoes
celulares com origem em células mesenquimatosas. Nestas circunstancias, a atividade do TGF-f3, dos seus
recetores e dos seus mediadores Smad é regulada espacial e temporalmente durante a diferenciagao das células
mesenquimatosas (Derynck e col., 2007).

Este facto é particularmente relevante,uma vez que o ligamento periodontal € um tecido mesenquimatoso
pluripotente com uma populagio celular heterogénea, contendo osteoblastos, osteoclastos, cementoblastos,
macrofagos e células mesenquimatosas indiferenciadas (Norton e col., 1992; Lekic e McCulloch, 1996), no
qual os fibroblastos sao predominantes (Beertsen e col., 2000). Aqui, os fibroblastos constroem a estrutura
de suporte essencial 3 manutengao da capacidade de reparagao e da integridade do tecido (Smith e col,
1997), sendo considerados as células mesenquimatosas que contém a maquinaria necessaria a produgao de
Colagénios e outros componentes,ao mesmo tempo que participam na degradagao dos constituintes da matriz
extracelular (Saito e col., 2002).

No caso particular do movimento dentario ortodontico, as células do ligamento periodontal sao
fundamentais na elaboragdo das respostas adaptativas a aplicagao de cargas mecénicas aos dentes, mas os
processos de reparagao sao complicados pela grande diversidade dos tipos celulares aqui presentes. Isto implica
que a regeneragdo do ligamento periodontal dependa da atuagio de outras células para além dos fibroblastos,
dos mecanismos de crosstalk entre células da mesma linhagem em diferentes estadios de diferenciagao (Hughes
e McCulloch, 1991) e de células de linhagens diferentes envolvidas no anabolismo e no catabolismo do mesmo
tecido (Weivoda e col., 2015). Estas interagoes ocorrem de um modo similar as do tecido o6sseo, no qual a
reabsorgao e a formagao ossea sao processos intimamente ligados e a comunicagao entre as células da linhagem
osteoclastica e da linhagem osteoblastica da-se através de contactos célula-a-célula, de fatores bioldgicos atuando
autocrina e paracrinamente e de interagoes entre as células e a matriz extracelular (Matsuo e Irie, 2008).

Ha que ter em consideragdo que, além da remodelagdo do tecido dsseo, a remodelagio do tecido
conjuntivo ligamentar é um processo inerente a regeneragao tecidual associada ao movimento dentario
ortodontico. No lado de pressao, o sistema de fibras comprimido é reconstruido e reorientado apos a quase
completa destruigao dos feixes de fibras mais antigas, o que implica a formagao de novos elementos fibrilares e
rearranjo do substrato. Neste processo, os fibroblastos sao as células responsaveis pela sintese de novas fibras
e de substancia fundamental, de um modo muito semelhante ao de reparagao por cicatrizagio dos tecidos
(Scharffetter e col., 1989), mas também pela degradagao do tecido afetado, ocorrendo ambos os mecanismos
em simultineo (Ten Cate e col., 1976). No lado de tensio, a remodelagio do sistema de fibras estirado é
efetuada por alteragoes das fibras originais, mecanismo no qual, os macrofagos contribuem para a degradagao
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do Colagénio, nao por fagocitose, mas por modelagao do crescimento e fungao dos fibroblastos.Aqui, as fibras
nao sao destruidas tal como no lado de pressao, apesar da sua remodelagdo envolver também a reabsorgao e
deposicao de novo Colagénio (Rygh e Moyers, 1988).

Varios mecanismos, entre os quais se incluem a proliferagao, diferenciagio e migracao celular, sao
ativados para reposicao da populagao de fibroblastos reduzida em areas de lesao tecidual. A resposta dos
fibroblastos durante um processo inflamatorio passa por diferentes etapas: proliferagao, diferenciagao e
sintese de Colagénio. A proliferagao celular ¢ um mecanismo intimamente relacionado com o ciclo celular,
cuja controlo é efetuado uma série de proteinas altamente conservadas como as cinases ciclino-dependentes
(CDKs) e grupos de proteinas ativadoras e inibidoras. O PCNA é uma proteina presente no compartimento
proliferativo das células normais e como tal esta associado ao ciclo celular. Tendo sido inicialmente identificado
como a proteina auxiliar da ADN polimerase , que além de ser a principal replicase do ADN esta também
ativa em diversas vias de reparagio do ADN lesado (Bravo e col., 1987). Consequentemente, o PCNA ¢é
apenas sintetizado e expresso pelas células proliferativas (Wei e col., 2003), pelo que a sua concentragao
celular estd diretamente relacionada com o estado proliferativo das células em questio (Ando e col., 2001;
Wei e col,, 2003). Uma vez que é um comunicador celular, o PCNA participa ativamente no metabolismo do
ADN ao atuar como mediador entre este e as diferentes proteinas envolvidas no controlo do ciclo celular
(Maga e Hubscher, 2003; Lu e col., 2002), sendo essencial as multiplas interagoes proteina-proteina envolvidas
na replicagao, reparagao e recombinagao do ADN. O PCNA participa ainda ativamente na regulagao do ciclo
celular; na apoptose e transcrigao, de modo a que todos estes processos se tornem altamente eficazes (Maga e
Hubscher, 2003). Contudo, como o PCNA esta implicado nestes diversos mecanismos associados a sintese do
ADN, o aumento da sua expressao pelas células proliferativas nao é indicativo da quantidade de ADN que esta
a ser sintetizado, ele reflete apenas a intensidade dos processos que estao a ocorrer (Maga e Hubscher, 2003).

No ligamento periodontal sujeito a forgas ortodonticas, mesmo no lado de pressaio em zonas onde
ocorreu hialinizagdo com perdas celulares, o sistema tende a responder rapidamente, nomeadamente através
da proliferagao de celular. As forgas ortodonticas atuam como estimulo mitogénico forgando os fibroblastos
quiescentes a iniciarem o ciclo celular (Macapanpan e col., 1954; Kyomen e Tanne, 1997; Mabuchi e col,
2002; Malé e col., 2014). O trabalho presentemente realizado vem confirmar que a proliferagao celular é
um dos mecanismos de resposta a agressao constituida pela aplicagdo de uma forga ortodontica, tendo sido
detetada a expressio de PCNA em células do ligamento periodontal com morfologia de cementoblastos-
-like e fibroblastos logo as 24 horas. Os dados obtidos sao somente em parte concordantes com o relatado
anteriormente por Mal6 e colaboradores (2014), segundo os quais a expressao do PCNA é igual em ambos os
lados do movimento e atinge o seu maximo as 48 horas. No presente estudo, a expressao do PCNA atingiu sua
maior intensidade as 72 horas no lado de pressdo, altura em que a proliferagao detetada no lado de tensdo ja
apresentava uma menor magnitude, com a presenca de uma menor densidade de células marcadas. As 96 horas,
altura em que os tecidos periodontais se encontravam praticamente regenerados, surgindo histologicamente
com um aspeto muito proximo do normal,a expressao do PCNA foi apenas detetada numa pequena populagao
celular principalmente no lado do movimento sujeito a forgas de pressao. Este facto parece confirmar que
o processo de proliferagao é rapido e ocorre nas primeiras 72 horas. A diferenca quer nos mecanismos de
producao de forca quer na idade dos animais experimentais podera estar na base da discrepancia de resultados.
Aparentemente em animais jovens, como os utilizados no trabalho atual, apesar do ligamento periodontal ser
sujeito a aplicagdo de uma forca de grande intensidade (Hadj-Salem, 1971), a resposta proliferativa é intensa
e mais prologada no lado de pressao. Estes dados, com algumas limitages, sio sobreponiveis aos de Kyomen
e Tanne (1997) que detetaram também uma proliferagao mais prolongada no lado de pressao em individuos
jovens sujeitos a forgas ortodonticas leves. Também na presente investigagao, a expressao do PCNA observada
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com maior intensidade no lado do movimento sujeito a forgas de pressio parece indiciar que os tecidos
periodontais sujeitos a uma agressao mais acentuada, que decorre com maiores efeitos perniciosos, respondem
mais intensamente. Esta resposta podera estar relacionada com a tentativa constante do sistema bioldgico
agredido reestabelecer a normalidade, neste caso através da proliferacao celular.

O TGF- promove in vitro a proliferagao celular dos fibroblastos do ligamento periodontal de um modo
dependente do tempo e da dose (Silverio-Ruiz e col.,2007). Mas os seus efeitos na expressao de genes como o
0-SMA ou COL-I (Colagénio tipo I) parece estar dependente do tipo de célula, do seu estadio de diferenciagao
e das condigoes experimentais (Fujii e col., 2010). O TGF-f3 é especificamente importante na manutengao das
caracteristicas fibroblasticas do ligamento sob condi¢oes fisiologicas através da perservagao da expressao
destes genes nas células ligamentares (Fujii e col., 2010). Contudo, a estimulagdo por mais de 24 horas das
células do ligamento pelo TGF-f nao regula positivamente a expressao do seu gene, estando esta provavelmente
dependente de outros fatores moleculares presentes no ligamento periodontal (Brady e col., 1998).

Neste contexto, esperar-se-ia, no presente trabalho, a expressao do TGF-3 nos fibroblastos presentes no
lado de tensdao do movimento, o que nao ocorreu. Também relativamente a esta populagao celular do ligamento
periodontal, o TGF-J apenas apresentou expressao no lado de pressao a partir das 24 horas, confirmando que neste
modelo experimental, o fator de crescimento é apenas ativado nos tecidos periodontais sujeitos a compressao.

Tal como referido anteriormente, a experimentagao animal determinou que a Smad2 e a Smad3 tém
tanto efeitos sobreponiveis como efeitos distintos na sinalizagdo do TGF-3, dependendo dos genes alvos e do
contexto celular. Enquanto que a auséncia da Smad2 esta associada a letalidade do embriao devido a inexisténcia
do estabelecimento do eixo antero-posterior, da gastrulagio e da formagao da mesoderme (Nomura e Li, 1998;
Weinstein e col., 1998), eventos controlados por sinais Smad2-dependentes emanados da endoderme (Heyer
e col., 1999;Waldrip e col., 1999); os ratos que nao expressam Smad3 sobrevivem, mas tém um sistema imune
deficiente e morrem por inflamagao cronica de varios orgaos devido a falta de resposta das células T deficientes
em Smad3 ou devido a uma resposta quimiotatica diminuida dos neutrofilos deficientes em Smad3 ao TGF-f3
(Datto e col., 1999;Yang e col., 1999). Deste modo, enquanto a Smad2 é imprescindivel durante a embriogénese,
a Smad3 tem um papel significativo como mediadora dos efeitos biologicos do TGF-f3 nos tecidos adultos,
participando também nos eventos patologicos mediados por este (Ashcroft e col., 1999; Datto e col.,1999).

Do mesmo modo que para o sistema imune, o estudo do papel da Smad2 na mediagdo dos efeitos
biologicos doTGF-3 nao tem sido substancial devido a alta mortalidade embriondria que os animais deficientes em
Smad2 tém. No entanto, estudos recentes implicaram a diminui¢ao da expressao da Smad2 no desenvolvimento
de tumores como carcinoma gastrico, glioma, carcinoma da mama, cancro colorrectal, cancro do pulmao e o
carcinoma de células escamosas do esofago (Shinto e col., 2010;Wu e col., 2012; Chen e col., 2014). De facto,
verificou-se que fibroblastos Smad2 Knockdown sofrem proliferagao in vitro, enquanto que in vivo a delegao do
gene da Smad2 em células tumorais induz um fendtipo mais agressivo do que aquele observado nos controlos,
presumindo-se que a diminuicdo da expressiao da Smad2 esteja associada a angiogénese e a progressao dos
tumores (Nakagawa e col., 2004). Mas apesar da sua expressao estar aumentada nos fibroblastos presentes
nos processos queloidais nos quais ha um excesso de produgao de componentes da matriz extracelular como
elastina, fibronectina e Colagénio tipo | e lll (Kim e col.,2013), estudos efetuados em fibroblastos embrionarios
demonstraram que é a Smad3 e nao a Smad2 o mediador fundamental na via de sinalizagao do TGF-f3, na qual
a Smad3 ativa os genes precoce imediatos que codificam os reguladores da transcrigao e os transdutores do
sinal, enquanto a Smad? regula os genes precoce imediatos e intermediarios que respondem ao TGF-f através
da Smad3 (Yang e col., 2003).

O TGF-f regula a atividade dos fibroblastos, promovendo a sua proliferagao; induz a neoformagao
de tecido conjuntivo através da sintese e maturagao dos componentes da matriz extracelular e bloqueia a
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destruigdo da matriz extracelular recém-sintetizada (Beck e col., 1993; Sporn e Roberts, 1993;Yan e col., 2009).
Assim, o TGF-3 tem um papel fundamental no desenvolvimento de fibrose em diferentes tecidos, induzindo
a transcrigao de fibrilas de Colagénio de um modo dependente da Smad3 e inibindo a degradagao da matriz
extracelular, que acumula (Yan e col., 2009).

De facto, o mediador Smad3 tem um papel importante na resposta fibrotica, tendo sido detetados altos
niveis de Smad3 nuclear ativada nomeadamente na esclerodermia (Mori e col., 2003; Takagawa e col., 2003).
A maior parte da atividade pro-fibrética do TGF-f ¢ sinalizada através da Smad3 (Flanders, 2004), sendo a
presenca desta fundamental a inducdo da sintese de matriz extracelular. Ja a indugao de genes pro-fibroticos
como o do Colagénio tipo | e o do Fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF, connective tissue growth
factor) é regulada negativamente em fibroblastos Smad3 null (Holmes e col., 2001;Verrecchia e col., 2001). De
referir, contudo, que apesar da Smad3 ter um papel importante na iniciagao da resposta fibrotica, a manutengao
da sua expressao podera nao se essencial a progressao da resposta patologica (Leask e Abraham, 2004). No
processo fibrotico, a expressiao da Smad2 nao é aparentemente requerida (Ashcroft e col., 1999).

A auséncia de um infiltrado inflamatorio rico em células da linha monocitica-macrofagica é fundamental
no presente estudo, uma vez que a diminuicao do nimero de mondcitos em modelos experimentais animais
traduz-se numa reducdo da resposta fibrotica consistente com a consequente diminuicdo da secre¢ao de
TGF-P por estas células (McCartney-Francis e Wahl, 1994). Neste processo, o facto de nao haver expressao
da Smad3 é crucial, uma vez que a Smad3 é critica 2 quimiotaxia dos mondcitos mediada pelo TGF-} e a
sua auséncia traduz-se na diminuigdo do recrutamento de mondcitos (Ashcroft e col., 1999). A auséncia de
expressao da Smad3 é também, neste ambito, paradigmatica, dado que a autoindugao da expressao do TGF-f3
nos fibroblastos é fortemente suprimida na auséncia da Smad3 (Piek e col., 2001).

Sendo a proliferacao celular dos fibroblastos ligamentares uma das respostas a aplicagio de forgas
ortodonticas, a manutengao prolongada deste mecanismo de reposi¢io celular poder-se-ia traduzir num
processo de reparagao do ligamento periodontal ndo por regeneragao, mas por cicatrizagao com a formagao
de tecido fibrético. No presente estudo, apesar de se ter detetado proliferagao celular em ambos os lados
do movimento como resposta a aplicagao de forga, é possivel presumir que o processo nao decorreu com
uma excessiva produgido de Colagénio ou de matriz extracelular que se pudesse traduzir em tecido fibroso
patologico.Tal podera ser devido ao facto da autoindigao da sintese de TGF-f3 e a sintese de matriz extracelular
estarem comprometidas devido a auséncia de expressio do mediador Smad3. De igual modo, além da Smad2
nao ser essencial ao processo fibrotico, a sua intensa expressao indicia que ocorreu angiogénese e proliferagao
celular dos fibroblastos com menor magnitude. Deste modo, os resultados obtidos parecem confirmar que o
processo de reparagao do ligamento periodontal no lado de pressao, onde ha expressao do TGF-f3, ocorre por
regeneracao e nao por cicatrizagao. No lado de tensao, a questao nao se levanta, uma vez que nao foi observada
expressao quer do TGF- quer da Smad3, indiciando também a intensa expressao da Smad2 que a proliferagao
de fibroblastos e a angiogénese foram de pouca magnitude.

A migragao dos fibroblastos de areas adjacentes para a zona afetada é outro mecanismo de reposicao do
reservatorio celular que sofreu deplegao, mas que esta dependente da presenca no meio ambiente de células
que apresentem motilidade. Através da ativacao por tensao mecanica ou citocinas, células mesenquimatosas
diferenciam-se em miofibroblastos que guiam a reparagao dos tecidos através da secregcao de Colagénio e
contraindo a matriz extracelular (Tomasek e col., 2002). Os miofibroblastos sio células que se caracterizam
pela expressao de a-Sma e de fibronectina, encontrando-se num estadio intermediario de diferenciagao parcial
entre fibroblastos e células do musculo liso (Elberg e col., 2008).

Os miofibroblastos sio metabdlica e morfologicamente diferentes dos fibroblastos e a sua origem tem
sido largamente questionada, dado que estas células apresentam um citoesqueleto muito heterogéneo: (1)
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células epiteliais tubulares renais convertem-se em miofibroblastos através da EMT estimulada pelo TGF-f (Fan
e col,, 1999; Elberg e col., 2006); (2) células musculares lisas perivasculares das paredes dos vasos sanguineos
diferenciam-se em miofibroblastos desmin-negativos produtores de Colagénio (Shum e McFarlane, 1988) e
(3) os fibroblastos estromais diferenciam-se em miofibroblastos como resposta a fatores de crescimento ou
citocinas inflamatorias secretadas durante uma lesao (Cogan e col., 2002).

A ativacao dos miofibroblastos tem um papel importante no desenvolvimento da resposta fibrética, dado
que quando ativados, eles tendem a proliferar e a sintetizar grandes quantidades de proteinas da matriz extracelular
(Cherng e col., 2008). Apesar de repararem defeitos e de reestabelecerem a integridade dos tecidos, eles nao o
regeneram, levando a produgao excessiva de Colagénio e de cicatrizes fibrosas que diminuem a fungao tecidual
(Hinz, 2009). Efetivamente, a forca contratil gerada pelos miofibroblastos é extremamente eficaz na remodelagao
fisiologica dos tecidos, mas ela é particularmente nefasta para a fungao tecidual, tal como o observado nas
patologias fibréticas ou quando ha a criagdo de cicatrizes hipertroficas (Cherng e col., 2008; Hinz, 2009). Nos
processos de reparagao, os miofibroblastos aceleram a cicatrizagao através da contragdo dos limites de uma ferida.
Depois desta estar completa, estas células sofrem apoptose, especulando-se que nas patologias que decorrem
com a formagao de tecido fibrotico este mecanismo estara alterado e a persisténcia dos miofibroblastos resulta
na continua produgao de matriz extracelular e contragao do tecido (Darby e Hewitson, 2007).

De acordo com Cho e Garant (2000), num processo de regeneragao do ligamento periodontal, novos
fibroblastos diferenciam-se de células progenitoras perivasculares presentes no tecido intacto e a sua migragao
para a area afetada é facilitada pelas redes de fibronectina e fibrina presentes no ligamento. As novas fibras
de Colagénio sao sintetizadas rapidamente, geralmente de um modo desorganizado e sem ligagdo ao tecido
osseo adjacente, exigindo a futura reorganizagao e reorientagao que o processo seja sustentado por um largo
periodo de tempo. E a importante participagio dos miofibroblastos na produgio de matriz extracelular que os
torna relevantes na regeneragao do ligamento periodontal. Apesar do TGF-f induzir a expressao de o.-Sma nos
fibroblastos gengivais, nos fibroblastos da derme e nos miofibroblastos (Arora e McCulloch, 1994; Kissin e col.,
2002; Ono e col., 2007), os proprios miofibroblastos secretam TGF-f3 latente associado ao LAP que acumula
na matriz extracelular (Hinz, 2010), ficando disponivel para se ligar ao seu recetor na membrana citoplasmatica
sob a agao de forgas de tensao, quer por estiramento da matriz extracelular quer pela indugao da contragao
celular (Wipff e col., 2007).

A regulagdo transcricional da a-Sma esta dependente do contexto celular,bem como das diferengas entre
as espécies animais usados nos trabalhos experimentais (Blank e col., 1992; Shimizu e col, 1995; Keogh e col.,
1999; Cogan e col.,2002). No presente estudo realizado em ratos Wistar verificou-se a presenga apenas de uma
pequena populagido de células marcadas para a a-Sma, que se presumem miofibroblastos, as 72 e 96 horas junto
a superficie radicular. Tal facto permite afirmar que a indugao da diferenciagao dos miofibroblastos nao sera,
neste modelo experimental, o mecanismo principal pelo qual o ligamento periodontal se regenera. Por outro
lado, a fraca presenga desta populagdo celular vem também confirmar que o processo de reparagao ocorreu
por regeneragao e nao por cicatrizagado com a excessiva produgio de Colagénio e de matriz extracelular
que se pudesse levar a formagao de tecido fibrético patolégico que comprometesse o movimento dentario
ortodontico, uma vez que se pensa que sejam os miofibroblastos as células primariamente responsaveis pela
ativagcao do TGF-f3 e pela consequente produgao excessiva de matriz extracelular (Doyle e col., 2012).

O ligamento periodontal contribui também para a manutengao da homeostase e regeneragao da estrutura
e fungao dos tecidos periodontais através do seu conteido em células mesenquimatosas indiferenciadas,
localizadas perivascularmente, as quais tém a capacidade de se diferenciarem, nomeadamente, em fibroblastos
(Cho e Garant, 2000; Maeda e col., 201 I). No entanto, em 2004, Seo e colaboradores isolaram no ligamento
uma populagao de células estaminais multipotentes que tém as propriedades das células mesenquimatosas
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indiferenciadas, mas que apresentam também propriedades Unicas como uma enorme plasticidade, a capacidade
de se autorrenovarem através da geragao de colonias de células aderentes a plasticos utilizados na cultura de
tecidos, assemelham-se in vitro a fibroblastos (Maeda e col., 2011) e podem diferenciar-se em osteoblastos,
adipocitos e condrocitos (Gay e col., 2007). Estas células estaminais do ligamento periodontal existem em
muito pequena quantidade, expressam os marcadores de superficie especificos das células estaminais STRO-|
e CD146 (Seo e col., 2004); expressam um marcador do ligamento periodontal, scleraxis (Maeda e col., 201 1);
possuem caracteristicas péricito-like e como tal localizam-se como os péricitos no ligamento periodontal
(Iwasaki e col., 2013). Para estudos in vitro foram isoladas duas linha celulares clonais: (1) a linha celular 1-11
que se diferencia em osteoblastos e adipécitos (Fujii e col.,2008) e (2) a linha celular |-17 que se diferencia em
osteoblastos, condrocitos, adipdcitos e neurdcitos (Tomokiyo e col., 2008).

Kono e colaboradores (2013) demonstraram in vitro que as células estaminais do ligamento periodontal
expressam funcionalmente a via de transdugao de sinal do TGF-B. O TGF-f3 secretado pelos tecidos periodontais
contribui para a diferenciagao de células imaturas presentes no ligamento em fibroblastos funcionais através da
regulagao positiva da expressao, nomeadamente, dos genes o-SMA e COL-| (Fujii e col., 2010). No entanto, nos
estudos in vitro verificou-se também que o TGF-f3 tem efeitos contraditorios: (1) nas células primarias, promove
a proliferagao e regula negativamente a expressao de o-Sma, Colagénio tipo | e do RNAm da fibrilina 1; (2)
enquanto que nas linhas celulares de células estaminais do ligamento periodontal suprime a proliferagao e
regula positivamente a expressio do RNAm da fibrilina |. Estes dados vém reconfirmar que o efeito do
TGF-B nas células do ligamento periodontal depende do estadio de diferenciagao celular (Maeda e col., 2011).

Neste estudo nao foi possivel distinguir as células mesenquimatosas indiferenciadas das células estaminais
do ligamento periodontal, tendo-se apenas observado a expressao do fator de crescimento em células com
localizagao perivascular. Mesmo estas células marcadas com o anti-corpo para o TGF-p foram impossiveis de
discriminar morfologicamente em células mesenquimatosas indiferenciadas e péricitos. Mas dado que estas
populagdes celulares tém uma localizagao sobreponivel e um comportamento muito semelhante, nomeadamente
no que diz respeito a sua capacidade para se diferenciarem em fibroblastos e estando todas elas num estadio
primitivo indiferenciado, parte-se do principio que in vivo traduzirao de modo muito similar a expressao do TGF-f.

Por este motivo, era espetavel que, neste estudo, houvesse precocemente a expressio do fator de
crescimento pelas células mesenquimatosas indiferenciadas detetadas na regido perivascular. Apesar da
proliferacao e diferenciagao celular serem processos muito proximos, so foi observada marcagao para o TGF-
-B nestas células as 96 horas, presumindo-se que a diferenciagao so foi ativada posteriormente a proliferagao
celular, numa altura em que o sistema periodontal agredido ja estava numa fase de regeneragao.

As resposta morfogénicas dos fibroblastos ao TGF-f3, além da migragao e proliferagao celular, incluem
a EMT que é crucial durante a embriogénese, nas patologias fibroticas e na expansio de certos tumores
(Proetzel e col., 1995; Chai e col., 2003; Gotzmann e col., 2004; Gordon e Blobe, 2008). Tal como mencionado
na introdugdao, um modo de repararagao tecidual na inflamagao é o mecanismo da MET/EMT (lwano e col.,
2002), através do qual hd a produgao de células mesenquimatosas necessarias a regeneragao tecidual (Kalluri
e Weinberg, 2009). No mecanismo biolégico da EMT, as células epiteliais polarizadas sofrem uma série de
alteragoes bioquimicas que lhe permitem assumir o fendtipo de células mesenquimatosas (Kalluri & Neilson,
2003), que na cicatrizagao e regeneracao de tecidos sio normalmente fibroblastos e outras células associadas
a reconstrugao e reestruturacao de tecidos lesados (Kalluri & Weinberg, 2009). Neste mecanismo, o TGF-f3
participa, regulando a EMT quer em tecidos embrionarios quer em tecidos adultos (Iwano e col., 2002).

No desenvolvimento dentario, sabe-se que as células da bainha radicular epitelial de Hertwig participam
na formagao de cemento acelular através da EMT e que o TGF-3 é um dos responsaveis pela estimulagao da
transicao, controlando nomeadamente a diferenciagao das células da bainha epitelial em células cementoblasto-
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-like (Chen e col., 2014). Ja nos individuos adultos, os restos epiteliais de Malassez, remanescentes da bainha
radicular epitelial de Hertwig, que aqui permanecem apos o desenvolvimento dentario participam na
regeneragao do cemento e esmalte dentarios (Hasegawa e col.,2003; Foster e col.,2007; Shinmura e col.,2008).
As células da bainha radicular epitelial de Hertwig e as células remanescentes presentes nos restos epiteliais
de Malassez constituem uma populagio de células epiteliais muito particular que apresentam caracteristicas de
células estaminais (Nam e col., 201 |; Xiong e col., 2012), sendo capazes passar pela EMT (Xiong e col.,2012).

Deste modo, ¢ possivel especular que um dos meios pelo qual o ligamento periodontal, agredido pela
aplicagao de forcas ortodonticas e no qual hd expressao do TGF-f, reponha a densidade celular necessaria a
manutengao da homeostase do tecido seja através da EMT. No presente estudo, em algumas amostras de todos os
grupos teste foram observadas no ligamento periodontal imagens sugestivas de restos epiteliais de Malassez. No
entanto, devido ao seu reduzido nimero nao foram efetuados estudos subsequentes no sentido de comprovar
se a EMT esta ativada num processo inflamatério associado ao movimento dentario ortodontico, pelo que esta
possibilidade permanece, por enquanto, como perspetiva futura que exige uma investigacdo mais detalhada.

Por ultimo, também é possivel supor que as células endoteliais em proliferagio que expressam TGF-f3
podem ser induzidas a comprometerem-se num processo de diferenciagio em células fibroblasto-like. Tal
ocorre através do mecanismo da EndMT que estda nomeadamente ativado nos processos de fibrose cardiaca
e em processos carcinogénicos (Zeisberg e col., 2007; Goumans e col., 2008). Contudo, no presente trabalho,
dado o nimero reduzido de seccoes passiveis de serem obtidas das amostras estudadas, nio foi possivel
comprovar esta hipotese, exigindo também esta possibilidade um estudo mais aprofundado.
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4. Conclusoes

I. O animal de experimentagao escolhido, o rato Wistar, apesar das diferengas morfologicas e fisiologicas
relativamente ao homem, demonstrou ser adequado a este modelo de investigagao experimental, permitindo
uma boa analise descritiva dos resultados.

2.A opgao pelo método de Waldo e Rothblatt para induzir a forga ortodontica mostrou ser adequado
ao trabalho experimental, permitindo a reprodutibilidade em todos os animais dos grupos teste.

3. O processamento das amostras para analise histoldgica e analise por IHC, apesar das condicionantes
constituidas pela descalcificagao dos tecidos duros e pela recuperagao dos epitopos dos antigénios que levam
a produgao de artefactos técnicos, permitiu uma boa observagao por microscopia de luz das secgoes obtidas.

4. Dado o facto de nao se ter detetado infiltrado inflamatério de neutrofilos as 24 horas, presume-se
que a inflamagao aguda ter-se-a dado antes. Nesta altura ja estaria estabelecida uma inflamagao cronica que
caminhava no sentido da resolugio, conduzindo a reparagio por regeneragio dos tecidos peridontais. As 96
horas foi possivel observar, de um modo geral, uma normalizagao dos tecidos periodontais analisados quer no
lado de pressao quer no lado de tensao do movimento ortodontico.

5.A remodelagao do tecido 6sseo foi,de um modo geral, concordante com o exposto na teoria do fluxo
sanguineo, surgindo areas de reabsorgao 6ssea direta da superficie alveolar no lado do ligamento peridontal
sujeito a compressao e areas de aposigao ossea no lado do ligamento periodontal sujeito a estiramento.
Contudo, a observagao de areas de aposigdao 6ssea no lado de pressio e areas de reabsorgdo dssea no lado
de tensdo do movimento indicia que a resposta do tecido 6sseo a distribui¢ao das forgas ortodonticas € mais
complexa, quer no que diz respeito a resposta a intensidade da forga, mas também a distribuicao das forgas de
tensao e pressao ao longo da superficie da parede alveolar.

6. A ossificacao intramembranosa observada as 72 e 96 horas revelou ser um mecanismo fundamental
no processo de regeneragao do tecido 6sseo alveolar no lado do periodonto sujeito a forgas compressivas.

7.A neoangiogénse observada, principalmente no lado do ligamento periodontal sujeito a pressao, foi
concordante com a presenga, nao s, de um processo inflamatério que caminhava para a sua resolugio, mas
também com uma extensa remodelagao que estava a ocorrer ao nivel do tecido osseo alveolar.

8. O facto de ndo se ter observado infiltrado inflamatério em nenhuma das secgdes analisadas indicia
que, neste modelo experimental, os fibroblastos serao células efetoras importantes na regulagao do processo
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inflamatorio.Este pressuposto deriva da capacidade dos fibroblastos estabeleceremas condigdes microambientais
necessarias a resolucdo do processo inflamatorio e a remodelagao e regeneragao do ligamento periodontal.

9. Foi detetada a expressao do TGF-B apenas nos tecidos periodontais sujeitos a forgas de pressao,
sugerindo que, neste modelo experimental, somente neste lado do movimento ortodéntico a remodelagdo
dos tecidos conjuntivos laxo e calcificado € sinalizada através do TGF-f.A remodelagao que ocorre no lado de
tensao nao serd mediada através de qualquer via de sinalizagao do TGF-f.

10.A auséncia de sobreposigao na expressao do TGF-f3 e dos seus mediadores R-Smad, Smad2 e Smad3,
indicia que a sinalizagao do TGF-f, neste modelo experimental, ndo se efetuara através da sua via de sinalizagdo
canodnica, mas através de uma via de sinalizacdo nio canoénica.

['l. O facto de nao haver sobreposi¢ao na expressio da Smad2 e Smad3 indicia que, neste modelo
experimental, ambas as R-Smads atuam de modo independente.

12.A auséncia de sobreposicao na expressao do TGF-f e da IL-10 permite supor que, apesar de ambas
as citocinas terem uma potente agao anti-inflamatoria, neste modelo experimental, elas atuam de modo
independente e nao relacionado.

I3.A auséncia de expressdo da Smad3 e a intensa expressao da Smad2 pressupde que o mecanismo de
reparagao do ligamento periodontal decorre sem a producao excessiva de Colagénio e de matriz extracelular.
Por este motivo, ndo se observou a existéncia de tecido fibrético patolégico que eventualmente interferisse
com o movimento dentario ortodontico. Tal facto vem confirmar que o processo de reparagio dar-se-a por
regeneragao e nao por cicatrizagao.

[4.A expressao do PCNA a partir da 24 horas vem confirmar a proliferagio mesenquimatosa observada
na andlise histologica. A maior intensidade observada as 72 e 96 horas no lado do movimento sob a agao de
uma forca de pressao.Tais factos sugerem que o ligamento periodontal sujeito a uma agressao mais acentuada
responde mais intensamente e durante mais tempo através da proliferagao das suas células constituintes.

I5.A observagao apenas as 96 horas de células mesenquimatosas indiferenciadas a expressarem TGF-f3
indicia que a diferenciagao celular nao sera o mecanismo principal pelo qual é reposto o reservatorio de células
ligamentares. Efetivamente, este mecanismo foi ativado posteriormente a proliferagao celular.

16.A observagao as 72 e 96 horas de apenas uma pequena populagao de células, adjacentes a superficie
radicular, a expressarem a proteina o-Sma, indicia que nao sera o processo de diferenciagdo em miofibroblastos
a via primordial na reposi¢ao da populagao de células do ligamento periodontal.

[ 7.A pequena populagao de miofibroblastos observada vem confirmar que o processo de reparagao do
ligamento periodontal nao decorrera com a produgao de tecido fibrotico patolégico, uma vez que estas células
sao fundamentais na produgao de grandes quantidades de proteinas da matriz extracelular.
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5. Perspetivas futuras

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o mecanismo de reparagdo do periodonto
agredido se manteve ativado, levando ao restabelecimento das caracteristicas biologicas e da integridade
morfologica dos tecidos periodontais no momento em que a forga aplicada deixou de estar efetiva, através de
um processo de regeneragao e nao através de um processo de cicatrizagao.

O facto do TGF-PB nao sinalizar através da via de sinalizagdo canodnica parece ser indicativo que os
efeitos nocivos resultantes da aplicacio permanente de uma forga que mantém, durante um largo periodo
de tempo, um processo inflamatério ativado, ndo serdo tio extensos e niao conduzem obrigatoriamente a
uma reparagao que decorre com a formagao de tecido fibroso. Neste contexto torna-se particularmente
importante a auséncia de expressao da Smad3, dado que o TGF-f3 regula a atividade dos fibroblastos induzindo a
formacao de tecido conjuntivo e Colagénio e bloqueando a destruicao da matriz extracelular recém-sintetizada
num processo mediado pela Smad3, um efetor essencial nos eventos patologicos mediados pelo TGF-B. Os
resultados obtidos confirmam esta hipotese, uma vez que independentemente da hipercelularidade devida a
proliferagao de fibroblastos no ligamento periodontal, a reparagao decorre naturalmente por regeneragao.

Deste modo, ultrapassando as limitagdes inerentes ao facto deste modelo experimental ter sido realizado
em rato, restringindo a transposi¢ao dos resultados para humano, como estratégia futura é necessario averiguar
mais extensivamente as vias de sinalizagdo nao canodnicas do TGF-f no processo inflamatério induzido pela
aplicacao de forgas ortodonticas.

Por outro lado, hd que ter em consideragao que este desenho experimental s6 permitiu a avaliagao dos
efeitos da aplicagdo de forga num periodo muito curto de tempo. Este facto aliado a grande capacidade de
reparagao que o animal experimental utilizado tem, exige estudos futuros com periodos experimentais mais
prolongados e com desenhos experimentais que permitam a reativagdo das forgas aplicadas, mimetizando
os tratamentos ortodonticos em humano. Sendo muito reduzida a viabilidade de investigar os mecanismos
biologicos da inflamagao em modelos humanos, uma das eventuais possibilidades é a determinagao da expressao
dos mediadores das vias de sinalizagios do TGF-f no fluido crevicular de sujeitos humanos.

A EMT e a EndMT s3o mecanismos fundamentais nos processos de reparagao tecidual, quer eles se
déem por regeneragao quer por cicatrizagao, iniciando-se ambas como parte de programas que normalmente
geram fibroblastos. Deste modo, uma futura linha de investigacao passara pela determinagao da importancia
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de ambos os mecanismos na resposta bioldgica do periodonto as forgas do movimento dentario ortodontico.
Neste ambito sera, nomeadamente, importante investigar o papel dos restos epiteliais de Malassez no processo
de reposicao celular periodontal por EMT.

Neste ambito, importa averiguar se o TGF-p e os seus mediadores podem ser utilizados como
biomarcadores terapéuticos da reposicdo das populagdes celulares essenciais a regeneragao dos tecidos
periodontais durante os processos inflamatérios associados ao movimento dentario ortodontico.
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Resumo

As estratégias clinicas utilizadas no tratamento ortodontico deverao estar fundamentadas nas interagoes
que ocorrem entre os sistemas de forgas aplicados e os mecanismos bioldgicos que intervém na resposta dos
tecidos periodontais afetados.Tal facto implica que as abordagens terapéuticas e a escolha da mecanoterapia a
utilizar no tratamento ortodontico tenham em linha de conta nao sé o perfil bioquimico de cada paciente, mas
também o respetivo fenotipo.

O movimento dentario gerado pela aplicagio de forgas ortodonticas é resultante de um processo
inflamatorio controlado, criado artificialmente pelo ortodontista, com o objetivo de obter resultados
terapéuticos. Deste modo, a remodelagio tecidular que acontece durante o movimento ¢ facilitada, em grande
parte, por reagdes inflamatorias que ocorrem nos tecidos periodontais sujeitos a forgas de pressio no lado
do movimento e a forgas de tensao no lado oposto ao do movimento. Estas forgas ortodonticas vao estimular
o sistema nervoso e o sistema imunitario e a inflamagao produzida é a resposta temporaria de um sistema
fechado que as entende como uma agressao.

As forgas exercidas sobre os dentes sao transmitidas ao ligamento periodontal, cujas células respondem
regulando a reabsorcao e aposigao de tecido osseo atraveés de sinalizagdo autécrina e paracrina as células alvo.

As respostas tecidulares e celulares iniciam-se na fase inicial do movimento ortodontico, na qual a
literatura refere que a inflamagao é aguda e predominantemente exsudativa, havendo vasodilatagao dos vasos
periodontais e migragao dos leucocitos para o ligamento periodontal. Aqui, estes sio localmente responsaveis
pela sintese de variadas citocinas sinalizadoras que estimulam a sintese e segregacao de mediadores como PGs,
fatores de crescimento, assim como de mais citocinas.

Um a dois dias apos a aplicagao da forga, a inflamagao aguda converte-se numa inflamagao croénica
predominantemente proliferativa no que diz respeito aos fibroblastos, células endoteliais, osteoblastos e as
células dos espagos medulares que se mantém até a reativagao do aparelho fixo durante a consulta de controlo
seguinte com o ortodontista, da qual resultara uma nova fase de inflamagao aguda que se ira sobrepor ha ja
existente inflamacao cronica.

Neste cenario, tornou-se importante a determinagao do papel que diferentes moléculas,como os fatores
de crescimento, tém nos processos bioquimicos do movimento dentario. Na realidade, estudos efetuados até a
data tém visado sobre diferentes aspetos dos mecanismos moleculares da resposta inflamatoria do ligamento
periodontal.A participagao deste tecido nos processo inflamatorios é mediada através da sintese e segregagao
de moléculas que alteram a proliferacao, diferenciacao e as fungoes secretoras das suas células constituintes.
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Os processos inflamatorios subjacentes a um vasto nimero de doengas tém sido objeto de estudo, dada
a crescente descoberta de patologias associadas a marcadores moleculares da inflamagao. Muitos aspetos das
cascatas inflamatorias que decorrem nestas situagoes ainda estdo sob analise, sendo crucial a identificagao dos
participantes teciduais, celulares, moleculares e genéticos, particularmente tendo em vista a implementagao de
novas estratégias terapéuticas.

Uma vez que atualmente os estudos sobre as vias de sinalizagado do TGF-B no movimento dentario
ortodontico sio relativamente escassos, desconhecendo-se se nas alteragdes que o periodonto sofre sob a
acao de forgas, esta citocina multifuncional se expressa nomeadamente através da via de sinalizagdo canonica
das Smads. Por este motivo, um dos objetivos deste trabalho consistiu em identificar nao s6 a expressao
do TGF-f no ligamento periodontal sujeito a agdo de forgas, mas também a expressao das R-Smads, tendo
em vista determinar a importancia da via canoénica do TGF- nos processos de remodelagio, adaptagao e
reparagao do periodonto durante o movimento ortodontico. Pretendeu-se também avaliar se a persisténcia da
ativagao/inativagao da via de sinalizagio do TGF-} podera ser usada como alvo terapéutico em processos que
decorrem com alteragoes dos tecidos periodontais.

O protocolo experimental envolveu a utilizagao de 70 ratos albinos Wistar machos. Os animais foram
divididos em 5 grupos, com o grupo de controlo constituido por |0 animais, enquanto os restantes grupos
experimentais contiveram |5 animais cada. Com excepgao do grupo controlo, os grupos teste foram sujeitos
a aplicagio de uma forga ortodontica, induzida através do método de Waldo e Rothblatt, durante 24, 48,72 e
96 horas.

O estudo morfolégico demonstrou que as principais alteragdes histologicas do ligamento periodontal,
proliferacio mesenquimatosa e angiogénese, fendmenos compativeis com um processo de remodelagio e
adaptacio do ligamento, foram observadas logo as 24 horas, aspetos que se mantiveram até as 72 horas. As 96
horas, o ligamento peridontal encontrou-se praticamente regenerado, sendo, contudo, observado no lado de
pressao do movimento,alguma desorganizagao das fibras periodontais. Relativamente ao osso alveolar, desde as 24
horas que se observou a caracteristica reabsorgao direta da parede alveolar no lado de pressao e aposigao 6ssea
no lado de tensao do movimento. De ressaltar que estes fendmenos nao foram sempre consistentes com o que
se conhece da teoria de fluxo sanguineo, sendo detetadas também areas de aposicao no lado de pressao e areas
de reabsorgao no lado de tensao.A partir das 72 horas foram observadas zonas de ossificagao intramembranosa
adjacentes a parede alveolar no lado de pressio. As 96 horas, apesar de ainda continuar a ser observada
ossificagdo intramembranosa, a remodelagao alveolar ja se poderia considerar, de um modo geral, incipiente.

A anilise por IHC demonstrou que o TGF- apenas se encontrou expresso no lado de pressiao do
movimento. No grupo de controlo apenas foram detetados cementoblastos marcados, sendo somente
observados fibroblastos a expressarem o fator de crescimento a partir das 24 horas. As 72 horas tornou-se
patente a expressao do TGF-f por osteoblastos e osteoblastos-like adjacentes a superficie alveolar, situagdo que
persistiu as 96 horas. Neste ultimo grupo teste foram também visiveis células mesenquimatosas indiferenciadas
a expressarem o TGF-f.

A Smad? esteve consistentemente expressa intensamente em todos os tecidos periodontais analisados,
quer do lado de pressao quer do lado de tensao, ao longo de todos os periodos experimentais. Nos grupos
iniciais, os cementoblastos apresentaram uma expressao mais intensa, mas as 72 e 96 horas, em ambos os lados
do movimento, os osteoblastos foram a populagdo celular que surgiram com uma expressao mais acentuada.

A Smad3 nao apresentou expressiao em qualquer das populagoes celulares analisadas em nenhum dos
grupos experimentais.

A IL-10 esteve consistentemente expressa, com intensidade moderada, em todos os grupos
experimentais, em ambos os lados do movimento dentario. Nestes grupos, os fibroblastos, cementoblastos
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e células mesenquimatosas indiferenciadas marcaram positivamente a citocina, tendo os fibroblastos, de um
modo geral, apresentado uma marcacio menos intensa que as outras populagées celulares. As 72 e 96 horas,
osteoblastos e osteoblastos-like surgiram a expressar a IL-10, particularmente junto a superficie alveolar, area
onde estava a ocorrer uma extensa remodelagao do tecido 6sseo, inclusivamente com processos de ossificagao
intramembranosa.

A 0-Sma esteve consistentemente expressa em células da musculatura lisa de vasos sanguineos presentes
nas secgbes de todos os grupos experimentais. As 72 e 96 horas surgiram algumas células, presumivelmente
com fenotipo de miofibroblastos, a expressarem a proteina, particularmente junto a superficie radicular em
qualquer um dos lados do movimento.

O PCNA ndo apresentou expressao nas sec¢oes do grupo de controlo.A partir das 24 horas comegou a
ser observada uma pequena populagao de fibroblastos e cementoblastos-like a expressarem PCNA, em ambos
os lados do movimento, cuja intensidade de expressao aumentou as 48 horas. As 72 horas foram o periodo
experimental no qual a expressao do PCNA nos fibroblastos e cementoblastos-like foi mais intensa, sendo, no
entanto, de salientar que as populagoes celulares marcadas apresentaram uma maior densidade no lado de
pressio. As 96 horas, foi flagrante a diminuicio da densidade de células marcadas para o PCNA, surgindo com
uma expressao muito semelhante a das 24 horas. De referir que neste Ultimo grupo experimental também no
lado de tensao somente uma pequena populagao surgiu a expressar a proteina.

De um modo geral, pode-se concluir deste estudo que:

a) O TGF-B1 encontrou-se expresso desde do primeiro dia, demonstrando que a sua via de sinalizagao
se encontra ativada. Contudo, ao n3o haver sobreposicio entre as areas que apresentavam
imunomarcagao para o TGF-3, Smad2 e Smad3 é possivel concluir que o TGF-B nao sinaliza através
da sua via de sinalizagao canonica e que ambas as R-Smads atuam independentemente uma da outra.

b) Devido ao facto de nao haver sobreposicao entre as areas marcadas para o TGF-f3 e IL-10, conclui-
-se que apesarem de serem citocinas anti-inflamatérias que em algumas situagoes cooperam, neste
modelo experimental ndo ha correlagao na sua agao, atuando ambas independentemente.

c) Devido a auséncia de expressio da Smad3 e a presenga de apenas uma pequena populagiao de
miofibroblastos, o processo de reparagio do ligamento do ligamento periodontal da-se sem a
excessiva producao de Colagénio e de matriz extracelular que possa conduzir a um processo de
fibrose patologica.
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Abstract

Orthodontic clinic strategies must be implemented based on the interactions occurring between the
applied systems of forces and the biologic mechanisms underlying the responses of the affected periodontal
tissues. Thus, as to the orthodontic treatment both the therapeutic strategies and the mecanotherapy to be
applied have to take in consideration both the patients’ biochemical profiles and their phenotypes.

The therapeutic strategies used on orthodontic treatments generate a controlled inflammatory process
crucial to the ensuing dental movement.Therefore, following the application of pressure forces on the movement
side and to tension forces on the opposite side, the resulting inflammatory responses that take place within the
periodontal tissue are fundamental to the tissue remodeling processes occurring during the dental movement.
The orthodontic forces stimulatory action over the nervous and the inflammatory systems, and the resultant
inflammatory responses are the ultimate reaction of a closed system to aggression.

Following the application of orthodontic forces the autocrine and paracrine signaling within the
periodontal ligament cellular populations to regulate the reabsorption and apposition of bone tissue in the
target cells.

The cellular and tissue responses begin during the initial phase of orthodontic movement encompassing,
accordingly to the literature, predominantly exudative acute inflammation, incorporating periodontal vessels
vasodilation and leukocytes migration to the periodontal ligament. The migrating leukocytes are locally
accountable for the synthesis of the cytokines that will induce the synthesis and secretion of mediators such
as prostaglandins (PGs), growth factors, as well as other cytokines. One or two days following the application
of orthodontic forces, the acute inflammation becomes chronic encompassing the proliferation of fibroblasts,
endothelial cells, osteoblasts and cells of medullar space, and lasting till the next visit to the orthodontist.
Thereafter another acute inflammation phase will take place superimposing the existing chronic inflammation.

In this scenario was thus mandatory to evaluate the role that different cytokines and growth factors
play in the biochemical processes underlying tooth movement. Several studies reported different features of
the crucial molecular mechanisms involved in the inflammatory response of the periodontal ligament. The
periodontal ligament participation in the process is mediated by the synthesis and secretion of molecules
that change the differentiation status as well as the proliferation and the secretion capacity of the cellular
populations of the periodontal ligament.

Presently, the inflammatory processes underlying several pathologies have been the focus of intensive
research as result of the growing knowledge on the role that the molecular biomarkers associated to
inflammation play in those pathologies. Several features of the inflammatory cascades involved in different
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pathologies are under screen being crucial the identification of tissues and cellular populations, as well as the
molecular and genetic events involved aiming at new therapeutic strategies.

The knowledge on the role of TGF-f signaling pathway on orthodontic tooth movement is scarce. As
a matter of fact, is still unknown whether this multifunctional cytokine canonical pathway involving Smads is
involved in the changes observed in the periodont following the application of forces. Therefore, the propose
of the present work was to evaluate the expression of TGF-f in the periodontal ligament under the stress of
orthodontic forces, as well as the expression of the R-Smads, aiming to assess the role of the canonical TGF-f3
pathway on the remodeling, adaptation and repair processes occurring along the orthodontic movement. It was
also the purpose of the present work to assess whether the persistent activation/inactivation of the canonical
TGF-f3 pathway could be used as therapeutic target in processes occurring with changes in the periodontal tissues.

The experimental protocol used 70 male albino Wistar rats. Animals were divided in groups, with the
control group containing 10 rats while all the other groups enclosing |5 animals each. Except the control group,
all the other animals were submitted to an orthodontic force according to the modified method of Waldo and
Rothblatt for 24,48, 72 and 96 hours.

The morphologic evaluation revealed that major histological changes, such as mesenchymal cell
proliferation (hipercellularity) and angiogenesis, were observed in the periodontal ligament within the first
24 hours following the application of orthodontic forces. At 72 hours both histologic aspects could still be
observed. However at 96 hours, although most of the periodontal ligament repair and remodeling process was
over, some disorganization of periodontal fibres was present at compression sites.

As to the alveolar bone, as soon as 24 hours, direct resorption of the alveolar surface at compression
sites and bone apposition at tension sites were observed.

As to the alveolar bone, reabsorption at compression sites and apposition at tension sites were
observed at 24, 48 and 72 hours following the application of the orthodontic force. Conversely, at 96 hours
these processes were practically absent. However these phenomena were not always consistent with what
is known about the blood flow theory and, in some sections, bone resorption was observed at tension sites
and bone apposition was observed at compression sites. After 72 hours intramembranous ossification could
be seen in the compression side of the orthodontic movement near the alveolar wall. At 96 hours, although
intramembranous ossification could still be observed, alveolar remodeling could be considered residual.

IHC analysis showed that TGF-§ was only expressed in cementoblasts at the compression side of the
movement. After 24 hours, fibroblasts were also observed expressing the growth factor and after 72 hours
osteoblasts and osteoblast-like cells expressing TGF-f} were detected near the alveolar wall. At 96 hours,
undifferentiated mesenchymal cells were also detected expressing TGF-3 both at the tension and compression
sides of the movement.

Smad2 was consistently and intensely expressed in all periodontal tissues analyzed both at the tension
and compression sides, along all experimental periods. More intense expression of Smad2 was detected in the
cementoblasts of the early test groups. At 72 and 96 hours, at both sides of the movement, osteoblasts also
intensely express Smad?2.

IHC analysis revealed that in none of the experimental groups’ cellular populations Smad3 was expressed.

IL-10 was consistently expressed with moderate intensity in all the experimental groups, on both sides
of tooth movement. In these experimental groups, fibroblasts, cementoblasts and undifferentiated mesenchymal
cells expressed the cytokine, although the fibroblasts, in general, displayed a less intense expression when
compared with the other cell populations.At 72 and 96 hours, osteoblasts and osteoblast-like cells expressed
IL-10, particularly along the alveolar surface area where an extensive remodeling of bone tissue was occurring,
including with intramembranous ossification processes.
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o-SMA was consistently expressed in smooth muscle cells of some blood vessels present in sections of
all experimental groups.At 72 and 96 hours there were a few cells, presumably with myofibroblast phenotype,
positively expressing the protein, particularly along the root surface on both sides of the orthodontic movement.

PCNA was not expressed in any section of the control group.In Group B a small population of fibroblasts
and cementoblast-like cells were observed expressing PCNA on both sides of the movement. The PCNA
expression increased in these cell populations at 48 hours, reaching its maximum at 72 hours. However, after
72 hours both cell populations showed a decrease of density and intensity of the protein expression on the
pressure side.At 96 hours was observed a decrease of the protein expression on both sides of the movement.

Overall, the major conclusions of the present study were:

a) TGF-B1 was expressed in all experimental groups in the compression side, showing that its signaling
pathway is activated. However, since it was not observed the simultaneously expression of TGF-f,
Smad2 and Smad3 is possible to conclude that TGF-f3 does not signal through the canonical signaling
pathway and both R-Smads act independently of each another.

b) Since there was no overlap between the expression of TGF-f3 and IL-10, it seems that although both

proteins are anti-inflammatory cytokines that in some situations cooperate, in this experimental
model no correlation was observed and both cytokines act independently.

¢) Due to lack of expression of Smad3 and the presence of only a small population of myofibroblasts,
the repair process of the periodontal ligament occurs without the excessive production of collagen
and extracellular matrix that might lead to a pathological fibrosis process.
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Anexos

Listagem de Acronimos

5-TH - 5-hidroxitriptamina

ALP - Alkaline phosphatase / Fosfatase alcalina

AMH - Anti-miillerian hormone / Hormona anti-miilleriana

AMPc - Cyclic adenosine monophosphate / Adenosina monofosfato ciclica
BAFF/BLYS - B-cell activating factor, B-lymphocyte stimulator / Fator ativador de linfocitos B
BAFF-R - BAFF receptor; BLyS receptor 3 / Recetor para o BAFF

BCMA - B-cell maturation antigen / Antigénio da maturagao das células B

bFGF - Basic fibroblast growth factor / Fator de crescimento de fibroblasto basico
BMP - Bone morphogenetic protein / Proteina morfogenética do osso

CCN's - Células das cristas neurais

CD44 - Recetor hialuronato

CD62E/ELAM-1 — Selectina-E

CD62L — Selectina-L

CD62P — Selectina-P

CDK - Cyclin-dependent kinase / Cinases ciclino-dependentes

CGRP - Calcitonin gene-related peptide / Peptideo relacionado com o gene da calcitonina
Co-Smad - Common-partner Smad / Smad mediadora comum

CTGF - Connective tissue growth factor / Fator de crescimento do tecido conjuntivo
DAMP - Damage-associated molecular pattern / Padrao molecular lesao-associado
DDR - Discoidin domain receptor | Recetor com dominio discoidina

DHA - Acido docosahexandico

EDTA - Acido etileno-diamino-tetracético

EGF - Epidermal growth factor / Fator de crescimento epidermal

Egr-1 - Early growth response protein |/Zif268; Zinc finger protein 225/NGFI-A; Nerve growth factor-induced protein A
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ELF - Embryonic liver fodrin / Fodrina do figado embrionario

EMT - Epithelial-mesenchymal transition / Transigao epitelial-mesenquimal

EndMT - Endothelial-mesenchymal transition / Transi¢ao endotelial-mesenquimal

EPA - Acido eicosapentandico

fMLP - N-Formil-metionil-leucil-fenilalanina

GADD34 - Growth arrest and DNA damage protein / Proteina paragem do crescimento e lesio do ADN
G-CSF - Granulocyte colony-stimulating factor / Fator de estimulagao de colonia de granuldcitos

GDF - Growth differentiation factor / Fator de crescimento da diferenciagao

GM-CSF - Granulocyte-monocyte colony-stimulating factor / Fator de estimulagao de colonia de granulocitos-
-monocitos

GP - Glicoproteina

GPIIbllla - Integrina a2bp3

GPVI - Glicoproteina da membrana VI

GPCR - G protein-coupled receptor / Recetor acoplado a proteina G; recetor G-acoplado

GMPc - Cyclic guanosine monophosphate / Guanosina monofosfato ciclica

HE - Hematoxilina-Eosina

HEV - High endothelial venule / Vénula endotelial alta

HOCI - Acido hipocloroso

H202 - Perdxido de hidrogénio

ICAM — Intercellular adhesion molecule / Molécula de adesao intercelular

Ig - Imunoglobulina

IHC - Imunnohistochemistry / Imunohistoquimica

IL — Interleucina (1, 6, 8)

IL-Ira - IL-1 receptor antagonist | Recetor antagonista da IL-1

IFN-y - Interferao-gama

I-Smad - Inhibitory Smad / Smad inibidora

JNK - c-Jun N-terminal kinase / Cinase c-Jun N-terminal

LAP - Latency-associated peptide / Peptideo associado a laténcia

LLC - Large latent complex | Complexo TGF-f latente grande

LFA-1 - CDI 1a/CDI8; alLp2/ Leukocyte function antigen-I; Lymphocyte function-associated antigen-|
LSAB - Labeled streptavidin biotin method / Método estreptoavidina-biotina peroxidase

LPS - Lipopolissacarideo

LTBP - Latent TGF-$ binding protein / Proteina de ligagao do TGF-f3 latente L-TGF-f - Latent TGF-3 / TGF-f3 latente
Mac-| - Macrophage-| antigen, Membrane-activated complex-1 / CD 1 1b/CD 18, aMpB2, recetor do complemento 3
MI - I° molar maxilar

M2 - 2° molar maxilar

M3 - 3° molar maxilar

MAPK -Via da proteina-cinase ativada por mitogénese
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MCP-I - Monocyte chemoattractant protein-/ / Proteina quimioatratante dos monocitos- |
M-CSF - Macrophage colony-stimulating factor / Fator estimulador de colonia de macrofagos
MET - Mesenchymal-epitelial transition / Transicado mesenquimal-epitelial

MHI - Mad-homology |

MH2 - Mad-homology 2

MMPI - Colagenasel

MMP2 - Gelatinase A

MMP8 - Colagenase 2

MMP9 - Gelatinase B

mARN - Acido ribonucleico mensageiro

NADPH oxidase - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase

NF-kB - Nuclear factor kappa B / Fator nuclear kappa B

NK - Natural Killer cell / Célula exterminadora natural

NES - Nuclear export signal / Sinal de exportagao nuclear

NLS - Nuclear localization signal / Sinal de localizagao nuclear

NLR - NOD-like receptor /| Recetor NOD-like

NO - Oxido nitrico

O2- - Anido superoxido

OPG - Osteoprotegerina

PAF - Platelet-activating factor / Fator ativador de plaquetas

PAI-1 - Plasminogen activator inhibitor-1 / Inibidor do ativador do plasminogéneo- |
PAMP - Pathogen-associated molecular pattern / Padrao molecular patogeno-associado
PBS - Phosphate buffered saline / Tampao fosfato-salino

PCNA - Proliferating cell nuclear antigen / Antigénio nuclear de proliferagao celular
PDGEF - Platelet-derived growth factor / Fator de crescimento derivado de plaquetas
PG - Prostaglandina (A, D, E2, Fa)

PI3Ks - Phosphoinositide 3-kinase / Fosfatidilinositol-4,5-biofosfato 3-cinase/Akt
PMN - Polimorfonuclear

PP1 - Protein phosphatase | / Proteina fosfatase |

PRR - Pattern recognition receptor / Recetor reconhecedor de padroes

PSGL-1 - P-selectin glycoprotein ligand-| | Glicoproteina ligando-1 da selectina-P
RANK - Receptor activator of NF-kB / Recetor ativador do NF-kB

RANKL - Receptor activator of NF-kB ligand / Ligando do recetor ativador do NF-kB
Rho GTPases - Rho guanosine triphosphatases / Rho guanosina trifosfatases
rhTGF-B1 - TGF-B recombinante humano

RLR - RIG-like receptor / Recetor RIG-|-like

ROS - Reactive oxygen species / Espécies de oxigénio reativo

R-Smad - Receptor-activated Smad / Smad recetor-regulada
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SARA - Smad anchor for receptor activation

SBE - Smad-biding element / Elemento de ligagao a Smad

Smurf - Smad ubiquitination regulatory factor / Fator regulador de ubiquitinagdo das Smads

SP - Substance P / Substancia P

SSRE - Shear stress response elements / Elementos de resposta a tensdo tangencial

TP RI/ ALKS - Activin-linked kinase 5 / Recetor tipo | do fator de crescimento transformante-3
TP RII - Recetor tipo | do fator de crescimento transformante-3

TA - Ativador do TGF-f3

TACI - Transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor / Ativador transmembranar
modelador de calcio e interator de ligando da ciclofilina

TF - Transcription factor / Fator de transcri¢ao

TGF-B - Transforming growth factor-p} / Fator de crescimento transformante-f3
Th2 - T helper 2 / Linfécito T auxiliar 2

TIMP - Tissue inhibitor of metalloproteinases / Inibidor tecidular das MMPs

TMA - Tissue microarray

TNF-a - Tumor necrosis factor-ao. / Fator de necrose tumoral-o

TRAP-1 - TGF-b receptor-associated protein-1 / Proteina | associada ao recetor do TGF-f3
uPA - Urokinase plaminogen activator / Urocinase ativadora do plasminogénio
VCAM-| - Vascular cell adhesion molecule / Molécula de adesao celular vascular |
VE-Caderina - Caderina vascular endotelial

VEGF - Vascular endotelial growth factor / Fator de crescimento vascular endotelial
VIP - Vasoactive intestinal peptide / Peptideo intestinal vasoativo

VLA-2 - Integrina a2 1

VnR - aVB3; recetor da vitronectina

vWEF - von Willebrand factor / Fator de von Willebrand

aSma - Actina do musculo liso alfa / Alpha-smooth muscle Actin
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Listagem de Figuras

Figura I.1 —Ativagao e sinalizagdo do TGF-f3 através da via de sinalizagdo canénica das Smads. O TGF-8
¢é secretado como constituinte do complexo latente grande (LCC, Large latente complex) que apos
ativagdo por proteolise enzimatica, o liberta. O TGF-f interage com o T3 RIl que posteriormente
fosforila e ativa o T RIl. O T RIll promove a interagio e afinidade do TGF-3 com o TR RIL. O TP R,
por sua vez, vai ativar os transdutores de sinal Smad2 e Smad3, que formam um complexo com a
Smad4 e translocam para o nucleo onde modelam a transcri¢io dos genes alvo.A sinalizagio ¢ inibida
pela Smad7 que pode bloquear a fosforilagio da Smad2 ou da Smad3, competindo com elas pela ligagao
ao TP RI.A Smad7 pode levar a desfosforilagio do TP} Rl ao interagir com a proteina paragem do
crescimento e lesio do ADN (GADD34, growth arrest and DNA damage protein) que recruta a proteina
fosfatase | (PPI, protein phosphatase I).A Smad7 recruta a Smurf que degrada o TP Rl......cccccorvirccanncce. 38

Figura 1.2 — O TGF-f3 liga-se ao T3 RIl que ativa o T3 RI. Este por sua vez, fosforila as R-Smads, libertando-as
do citoplasma e permitindo a sua translocagio para o nicleo sob a forma de complexos com a Smad4.

No nucleo a interagdo das Smads com os cofatores, coativadores e correpressores determinara quais

os genes que serao reconhecidos pelos complexos 39

Figura 2.1 — Cronograma do estudo experimental em rato Wistar 54

Figura 2.2 — Desenho ilustrando a distribui¢io da for¢a atuante sobre o 1° (M1),2° (M2) e 3° molar (M3) maxilares

apos a colocagio do elastomero 55

Figura 2.3 — (A) Os trés molares maxilares (M1, M2 e M3), sendo visivel as suas diferentes dimensdes, bem como

a disposicao radicular. (B) Face oclusal dos dentes do |° quadrante, mostrando as dimensGes coronarias

relativas e as respetivas superficies de contato. 55
Figura 2.4 — Fragmento hemi-maxilar direito antes da inclusdo, sendo visiveis os trés molares e parte do palato....... 56
Figura 2.5 —Tecido descalcificado, incluido em parafina, mostrando os dentes (M1 e M2) e o elastico (seta).............. 57

Figura 2.6 — Lamina histoldgica nao corada, mostrando o local que tinha sido ocupado pelo elastico (seta)
e pelos 1° e 2° molares (M1 e M2) 57

Figura 2.7 — Lamina histologica corada com HE, mostrando o local que tinha sido ocupado pelo eldstico (seta)

e o |° e 2° molares maxilares 57

Figura 2.8 — Aspeto histologico do ligamento periodontal, no qual € visivel um grande nimero de células

fusiformes distribuidas uniformemente 60

Figura 2.9 — Aspeto histoldgico da polpa dentaria, na qual se observam os odontoblastos no seu arranjo regular

e organizado, sendo também visiveis vasos sanguineos pulpares 61
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Figura 2.10 — Aspeto histologico do ligamento periodontal e da superficie radicular, no qual se observam fibroblastos

ligamentares (seta branca) e cementoblastos (seta preta), estes Ultimos adjacentes a superficie radicular ......

Figura 2.11 — Corte histoldgico onde é visivel um cone de reabsorgdo dssea na parede alveolar distal sujeita a forga
de pressdo durante o movimento dentario fisiologico. Observam-se osteoblastos (*) alinhados quer

ao longo de toda a superficie alveolar quer no interior do cone de reabsorgao

Figura 2.12 — Aspeto histologico das linhas de reversao, traduzindo o intenso processo de remodelagao do tecido

6sseo alveolar durante o movimento dentario

Figura 2.13 — Aspeto histoldgico da raiz mesial de M1, na qual esta patente a morfologia conservada do periodonto
e do septo 6sseo inter-radicular. Sao visiveis fenébmenos incipientes de reabsorgdo ossea (seta branca)
no lado distal associados a migragao fisioldgica do dente. Em apical observa-se uma pequena lacuna
de reabsor¢ido radicular (seta preta) que podera estar associada a fungao fisioldgica da mastigagao.

A polpa dentaria apresenta-se bem vascularizada

Figura 2.14 — Aspeto histoldgico da raiz distal de M1, onde séo visiveis zonas de reabsorgdo 6ssea (seta) mais
extensas no lado distal, associadas a compressao durante o movimento dentario fisiolégico.
Observa-se a distribuigdo dos vasos sanguineos ao longo de todo o ligamento periodontal,

encontrando-se estes mais hiperémicos junto a superficie distal em que a remodelagao é mais intensa...

Figura 2.15 — Maior ampliagao de uma drea representada na Figura 2.13 mostrando o lado distal de pressao da raiz
mesial de M1, onde sdo notdrios processos de remodelagio dssea da parede alveolar (seta),

bem como a orientagio obliqua das fibras de Colagénio

Figura 2.16 — Maior ampliagio da Figura 2.14 correspondente ao lado mesial da raiz distal de M1, sujeito a forgas
de tensdo durante a migragao fisioldgica, onde ¢é visivel a integridade quer da parede dssea alveolar
quer da superficie radicular durante a migragao fisiologica. Sao visiveis osteoblastos dispostos

ao longo de toda a superficie alveolar (seta)

Figura 2.17 — Maior ampliagdo da Figura 2.14 correspondente ao lado distal da raiz distal de M1, sujeito a forgas
de pressao durante a migragao fisiolégica, onde ¢é visivel reabsor¢iao mais intensa da superficie alveolar,

surgindo lacunas (seta preta) com osteoclastos (seta branca) no seu interior. Os vasos sanguineos

surgem aqui mais hiperémicos (¥)

Figura 2.18 — Aspeto histologico do lado de pressiao do movimento fisiologico, no qual se observam células

com fendtipo de cementoblastos (seta) a expressarem o TGF-31
Figura 2.19 — Aspeto histoldgico do lado de tenséo, evidenciando a auséncia de expressio do TGF-B1 .......ccccoevvnrennee

Figura 2.20 — (A) Corte histologico do lado de pressao, sendo visivel os fibroblastos, cementoblastos (seta branca)
células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) a expressarem Smad2. So visiveis
também na superficie radicular lacunas de reabsorgao. (B) Corte histologico semelhante,
onde fibroblastos, cementoblastos (seta branca) e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos

(seta preta) a expressarem Smad2

Figura 2.21 —Aspeto histolégico do septo inter-dentario entre M| e M2 e respetivo ligamento periodontal,

onde se observam fibroblastos, células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta),

osteoblastos e ostedcitos (seta branca) a expressarem Smad2
Figura 2.22 — Corte histologico mostrando, no lado de tensao, fibroblastos e cementoblastos a expressarem Smad2...
Figura 2.23 — Corte histologico do ligamento periodontal, onde sao visiveis fibroblastos a expressarem Smad2........
Figura 2.24 — Aspeto histoldgico do lado de tensio mesial de M1, evidenciando a auséncia de expressdo da Smad3.....

Figura 2.25 — Imagem histoldgica do lado de pressao do movimento, sendo observados fibroblastos, células

mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) e cementoblastos (seta branca) em processo

ativo de sintese, a expressarem IL-10

Figura 2.26 — Corte histoldgico mostrando a expressao da IL-10 pelos fibroblastos e células mesenquimatosas

indiferenciadas/péricitos (seta)
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Figura 2.27 — Aspeto histoldgico representativo do periodonto, no lado de pressio do movimento fisiologico, apos
marcagao para o PCNA, nao se observando imunorreagio positiva nas células do ligamento periodontal ...
Figura 2.28 — Aspeto histoldgico da raiz mesial de M1, onde é possivel observar a frente de reabsorgio dssea (setas)

no lado de compressao e a acentuada neoformagao de cemento celular no lado de tensao....................

(D - dentina; OA - osso alveolar; LP - ligamento periodontal; P - polpa; CC - cemento celular).

Figura 2.29 — Maior ampliagdo da imagem anterior pondo em evidéncia a existéncia dos cementoblastos (*¥)

e a formagao de cemento celular no lado sujeito a tensao

Figura 2.30 — Corte histolégico de uma drea sujeita a pressdo em mesial da raiz mesial de M1, onde s3o visiveis
fenomenos de reabsorcao ativa quer na superficie radicular (seta preta) quer na parede dssea alveolar
(seta laranja). De salientar a existéncia de pequenas zonas hemorragicas (¥) no ligamento periodontal,

principalmente adjacentes as areas de reabsorg¢ao radicular

Figura 2.31 — Aspeto histoldgico tipico do periodonto na area de pressio da raiz mesial de M1. Sio visiveis
processos de reabsorgido dssea direta (seta) com a presencga de osteoclastos (*). De notar a
manutencio da integridade radicular e do ligamento periodontal. E visivel também a maior

espessura de cemento celular no lado distal

Figura 2.32 — Aspeto histolégico da zona apical, onde se observa a formagao de tecido 6sseo de novo ao longo da
parede ossea alveolar. De salientar a integridade da superficie radicular bem como a normal

organizagio do ligamento periodontal. Junto a parede alveolar em remodelagio sio visiveis

vasos sanguineos (seta)

Figura 2.33 — Corte histolégico do lado mesial do periodonto da raiz mesial de M1, ilustrando a intensa
remodelagdo do tecido dsseo alveolar, traduzido pelo grande niimero de linhas de reversao
(seta preta) e pela presenca de vasos sanguineos. De registar a manutengao da integridade
do ligamento periodontal e o aspeto em palicada dos cementoblastos (seta branca)

num processo ativo de formagao de cemento acelular

Figura 2.34 — Imagem histolégica do periodonto na zona de pressao, na qual sao evidentes as lacunas de reabsorgao

do tecido 6sseo (seta) e o aspeto hipercelular do ligamento periodontall.

Figura 2.35 — Imagem histologica ilustrando a presencga de linha de reversio (seta) na superficie alveolar sujeita

a uma forga, que devido a versdo do dente devera ser de pressao nesta regido apical, traduzindo

os processos de remodelagio do tecido dsseo da parede 6ssea alveolar

Figura 2.36 — Aspeto histoldgico da raiz mesial da secgdo que evidéncia a persisténcia as 24 horas de fenémenos
associados a migragao fisiologica. De referir a existéncia no tecido 6sseo alveolar de cones
de reabsorgdo 6ssea direta (*) no lado de tensdo distal e a neoformagio dssea no lado de pressdo
mesial, sendo notoria a linha de reversdo (seta preta), demonstrando a remodelagdo que
aqui ocorreu. No terco apical da raiz observa-se a camada de cemento celular. E no entanto

ja notéria a diminuigdo de espessura do ligamento periodontal em mesial (setas duplas).........c..ccccceuene..

Figura 2.37 — Imagem histologica do septo inter-radicular evidenciando a existéncia de fenémenos de reabsorgao/
remodelag¢do no lado de compressio da raiz distal de M1 (seta branca) e de neoformagido dssea

(seta preta) no lado oposto de tensdo associado a raiz mesial

Figura 2.38 — Aspeto histologico da regiao apical da raiz mesial de M1, onde é visivel a presenca de lacunas

de reabsorcio (*) sobre a superficie radicular, atingindo ja a dentina radicular

Figura 2.39 — Aspeto histologico da regido inter-radicular pondo em evidéncia as diferengas na remodelagao
da crista ssea alveolar depentes das forgas que sobre ela atuam. No lado mesial de pressio da raiz
distal sdo visiveis osteoclastos alojados nas suas lacunas (seta preta), ao longo de todo a parede 6ssea,
promovendo a reabsorgao do tecido 6sseo alveolar. No lado de tensdo da raiz mesial é percetivel
a aposicao de novo osso com a caracteristica linha de reversdo (seta branca). De registar uma pequena

lacuna de reabsorgao na superficie radicular (seta amarela) e o aspeto hiperémico dos vasos sanguineos

intrapulpares da raiz distal
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Figura 2.40 — Corte histoldgico do lado de pressdao mesial, sendo patente a expressao pelos fibroblastos

e cementoblastos (seta) do TGF-B1
Figura 2.41 — Aspeto histoldgico do ligamento periodontal evidenciando a expressdo do TGF-f31 pelos fibroblastos....
Figura 2.42 — Aspeto histoldgico do lado de pressao mesial, ilustrando a expressao intensa da Smad2 pelos fibroblastos

Figura 2.43 — Imagem histoldgica do lado de pressao, sendo patente a expressao da Smad2 pelos fibroblastos
e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta). Sio também visiveis alguns osteocitos

a expressarem Smad2

Figura 2.44 — Aspeto histologico do lado de tensdo distal, mostrando a expressaio da Smad2 pelos fibroblastos

e cementoblastos (seta), estes Ultimos mais intensamente

Figura 2.45 — Imagem histoldgica do lado de tensdo ilustrando a expressido da Smad2 por fibroblastos, ostedcitos

(seta branca) e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta)

Figura 2.46 — Imagem histoldgica ilustrando a auséncia de expressao da Smad3

Figura 2.47 — Aspeto histoldgico do lado de pressao mesial. Sdo visiveis fibroblastos, células mesenquimatosas
indiferenciadas/péricitos (seta vermelha), osteoclastos (*) e alguns cementoblastos (seta preta)

a expressarem IL-10

Figura 2.48 — (A) Aspeto histolégico das estruturas do periodonto na zona de tensao, sendo patente a expressao
da IL-10 pelos fibroblastos. x200 no original. (B) Maior ampliagdo de uma zona similar, onde é visivel

a expressio da citocina pelos fibroblastos, cementoblastos (seta branca) e ostedcitos (seta preta) ......
Figura 2.49 — Maior ampliagdo de uma regido representada na imagem anterior (A), demonstrando a expressio
da IL-10 pelos cementoblastos (seta preta), cementocitos (seta branca) e fibroblastos (*) .......ccoeceeuenee

Figura 2.50 — Imagem histoldgica do ligamento periodontal ilustrando a expressao da IL-10 pelos osteoblastos
do osso alveolar propriamente dito (seta preta) e pelos fibroblastos no lado de tensdo (*).

De notar a nitida inser¢ao das fibras de Sharpey no tecido 6sseo (seta branca)

Figura 2.51 — Aspeto histolégico ilustrando a auséncia de expressiao da o-Sma no ligamento periodontal, sendo

apenas visiveis células musculares lisas a expressarem a proteina

Figura 2.52 — Aspeto histologico do lado de pressiao do movimento, sendo visivel a expressio do PCNA

nos fibroblastos (seta) do ligamento periodontal

Figura 2.53 — Imagem histoldgica da reagao de IHC para o PCNA, revelando a expressiao quer nos fibroblastos
(seta preta) do ligamento periodontal quer nos cementoblastos-like (seta amarela), no lado

de tensao do movimento

Figura 2.54 — Imagem histologica do lado de pressao, onde ¢ visivel um acentuado processo de reabsorgao ossea
direta com a presencga de inUmeros osteoclastos (seta). No ligamento periodontal esta patente

uma hipercelularidade e, adjacente ao cemento acelular, sio observadas pequenas zonas de hialinizagao .....

Figura 2.55 — Imagem histologica evidenciando a hipercelularidade presente no ligamento periodontal e uma area

de hialinizagao adjacente ao cemento acelular

Figura 2.56 — Aspeto histologico do ligamento periodontal no lado de pressdo onde se observa a existéncia de
pequenos vasos hemorragicos (seta) e um certo reforgo de infiltrado inflamatério. Sdo ainda visiveis

algumas fibras de Sharpey e a diminuicao de celularidade na zona de hialinizagao adjacente a raiz.........

Figura 2.57 — Corte histoldgico do ligamento periodontal na face mesial da raiz mesial de M1, na qual é visivel uma
extensa area de hialinizagao adjacente a superficie radicular, numa zona que de acordo com Waldo e
Rothblatt (1954) sera de pressio. E visivel também uma extensa angiogénese (seta) adjacente a area

hialinizada acompanhada de hipercelularidade na porgao do ligamento néo afetada pela hialinizagao....

Figura 2.58 — Aspeto histologico do periodonto no lado de tensdo onde é notoria a neoformagao de cemento
bem como a camada de cementoblastos suprajacente (seta). De notar a orientagdo das fibras

do ligamento periodontal em sentido apical do osso alveolar para o cemento radicular..........ccccoveuecunnee
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Figura 2.59 — Imagem histoldgica da regido inter-radicular ilustrando a diminuigdo de espessura (setas duplas)
do ligamento periodontal e a presenca de osteoclastos (seta) no tecido 6sseo alveolar, traduzindo
a ocorréncia de reabsorgao 6ssea direta numa regiao que de acordo com Waldo e Rothblatt (1954)
seria de tensao. No lado de tensao distal associado a raiz mesial de M1, salienta-se a ocorréncia

de uma ligeira hipercelularidade bem como a presenga de pequenas areas hemorragicas (¥) .........cocc.....

Figura 2.60 — Imagem histoldgica ilustrando a presenca de uma area de reabsor¢ao dentinaria niao reparada
e evidente hipercelularidade do ligamento periodontal no lado de tensao. De salientar ainda

um certo reforgo fibroso (*) do ligamento periodontal

Figura 2.6 — Aspeto histologico do periodonto no lado de tensao, sendo visivel a espessa camada de cemento
celular, bem como alguns cementécitos (seta branca), e a presenga de uma linha nitida de demarcagao
entre o tecido dsseo alveolar e o tecido 6sseo recém-formado (¥). De notar a manuten¢io
da integridade do ligamento periodontal e ainda da camada cementoblastica (seta preta) e osteoblastica

(seta laranja) bem como das fibras de Sharpey

Figura 2.62 — Corte histologico do lado de pressiao onde se observa, ao nivel da parede éssea alveolar, a presenga
de uma superficie bastante irregular com tipicas lacunas de Howship que caracterizam a ocorréncia

de processos ativos de reabsorgao

Figura 2.63 — Aspeto histologico do lado de pressio, sendo visiveis fibroblastos e alguns cementoblastos (seta)
a expressarem tenuamente TGF-f31

Figura 2.64 — Imagem histologica do lado de pressao, na qual sdo visiveis fibroblastos, células mesenquimatosas

indiferenciadas/péricitos (*) e cementoblastos (seta) a expressarem Smad2

Figura 2.65 — Imagem histologica do periodonto da zona de tensio, na qual sdo visiveis fibroblastos, osteocitos
(seta amarela) e cementoblastos (seta branca) a expressarem Smad2. De salientar a presenga
de células perivasculares células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) também
a expressarem com menos intensidade Smad2

Figura 2.66 — Maior ampliagao da imagem anterior mostrando os fibroblastos, cementoblastos (seta branca)

e péricitos/células mesenquimatosas indiferenciadas (seta preta) a expressarem intensamente Smad?.....

Figura 2.67 — Imagem histolodgica do lado de pressao, na qual estdo presentes fibroblastos a expressarem IL-10.
Estdo também presentes cementoblastos (seta) e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos

(seta) a expressarem mais intensamente a IL-10.x400 no original

Figura 2.68 — Imagem histolodgica do lado de tensdo, na qual estio presentes fibroblastos, cementoblastos
(seta preta) e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta branca) a expressarem IL-10....

Figura 2.69 — Imagem histologica do ligamento periodontal, na qual s3o visiveis fibroblastos com uma expressao

mais moderada da IL-10

Figura 2.70 — Aspeto histologico do periodonto do lado de pressao, sendo visivel a expressao do PCNA ...................

Figura 2.71 — Maior ampliagao da imagem anterior na qual é visivel a expressao nas células

do ligamento periodontal do PCNA

Figura 2.72 — Imagem histoldgica representativa do periodonto do lado de tensdo na qual sdo visiveis células
a expressarem PCNA, nomeadamente cementoblastos-like (seta preta) e fibroblastos (seta amarela).....

Figura 2.73 — Imagem histolodgica da raiz mesial de M1, onde se observa proliferagio mesenquimatosa ao longo
de todo o ligamento periodontal analisado. A angiogénese presente, visivel sobre a forma de microvasos
(seta preta) observa-se junto a parede alveolar. Observam-se também lacunas de reabsor¢iao dssea
direta (*) na parede alveolar sujeita a compressio que tém muito proximo linhas de reversio
(seta branca) caracteristicas da remodelagao que esta a ocorrer

Figura 2.74 — Imagem histologica mostrando o lado distal da mesma raiz mesial de M1, correspondente ao lado
de tensdo, onde também é visivel proliferagio mesenquimatosa detetada sob a forma
de hipercelularidade. De salientar a existéncia de fenémenos de reabsor¢ao/remodelagio
na parede alveolar distal (seta preta). Também se observam vasos hiperémicos, principalmente
adjacentes a parede alveolar, fendmeno tipico da remodelagdo que aqui estd a OCorrer ..........ccveeeeeee
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Figura 2.75 — Imagem histoldgica ilustrativa dos constituintes do periodonto no lado de tensao. De salientar
a presenca de osteoclastos (*), traduzindo a ocorréncia de fendmenos de reabsorgio do tecido
6sseo alveolar, bem como a existéncia de processos de remodelagdo no cemento celular.

O ligamento periodontal apresenta-se conservado

Figura 2.76 — Corte histoldgico ilustrando os fenémenos de remodelagdo no cemento celular. S3o visiveis células

com caracteristicas de cementoclastos (*) e imediamente adjacentes cementoblastos (seta)

em palicada num processo ativo de sintese

Figura 2.77 — Imagem histoldgica da regido inter-radicular das raizes mesial e distal de M1. Observa-se reabsor¢io
ossea direta, bem como a presenga de numerosos osteoclastos (seta branca) alojados nas suas lacunas.
De registar ainda a existéncia de inlmeros restos epiteliais de Malassez (seta preta) distribuidos
no ligamento periodontal adjacente ao cemento. E de assinalar também a presenca

de ossificagdo intramembranosa (*)

Figura 2.78 — Corte histoldgico do lado mesial da raiz mesial de M1, onde sdo visiveis osteoclastos presentes
em lacunas de reabsorgao ossea direta (seta preta). Sdo visiveis também linhas de reversio (seta branca)
em toda a extensdo da parede do osso alveolar e vaso sanguineos hiperémicos (¥),

fenémenos tipicos da remodelagao que esta a ocorrer.

Figura 2.79 — Corte histoldgico ilustrando o septo 6sseo inter-radicular, onde sio visiveis osteoclastos contidos
nas suas lacunas (seta preta), sendo notoria a presenca de linhas de reversio (seta branca), indiciando

fendmenos tipicos da remodelagiao que aqui esta a ocorrer. E também visivel, neste lado do ligamento,

hipercelularidade indicando proliferagio mesenquimatosa

Figura 2.80 — Imagem histoldgica da regido inter-radicular das raizes mesial e distal de M1, onde sio visiveis
os fenémenos de remodelagao dssea como a presenca de osteoclastos (seta preta) e o aumento
de vascularizagio (*) adjacente a parede alveolar. Sio também visiveis areas de hialinizagio

(seta branca) junto a superficie radicular

Figura 2.8 — Corte histoldgico ao nivel do septo interdentario, sendo visivel a raiz mesial de M1. Observa-se
nitidamente a ocorréncia de processos de neoformagio dssea com os osteoblastos dispostos
em palicada (seta preta) sobre o tecido 6sseo no lado de tensio. De registar também, no lado

de compressio da raiz distal (*),a fase de reversio e sintese apds intensa reabsor¢ao........oeeeneennne
Figura 2.82 — Corte histolégico do lado de pressdo, no qual esta patente a expressio do TGF-f1 particularmente

junto a parede alveolar em células com fenétipo de osteoblasto ou osteoblasto-like (*) .......cocveeurecenecen.
Figura 2.83 — Imagem histoldgica na qual sdo visiveis cementoblastos a expressarem TGF-$1 junto a superficie radicular
Figura 2.84 — Aspeto histologico do lado de pressao do movimento, mostrando fibroblastos e osteoblastos

a expressarem Smad2. E visivel a presenca de células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos

perivasculares (seta) marcadas mais tenuamente. Também se observa ossificagdo intramembranosa (¥)...

Figura 2.85 — Corte histologico do lado de tensdo, onde se véem fibroblastos, cementoblastos (seta)
e osteocitos a expressarem Smad2

Figura 2.86 — Aspeto histologico da regido do septo sseo interdentario entre M| e M2 e ligamento periodontal,
evidenciando a expressdo da Smad2, tanto no lado de tensdo mesial como no lado de pressio distal.
O:s fibroblastos apresentam-se marcados ao longo de todo o ligamento, sendo visiveis osteocitos

com forte marcagdo no nulcleo (seta branca). E visivel também a presenca de células mesenquimatosas

indiferenciadas/péricitos a marcar tenuamente para a Smad2 (seta preta)

Figura 2.87 — Imagem histoldgica ilustrando a auséncia de expressio Smad3. x400 no original

Figura 2.88 — Imagem histoldgica do lado de pressio, onde é visivel a expressdao mais intensa da IL-10 no tecido

osseo alveolar, mostrando também a forte remodelagao que aqui esta a ocorrer

Figura 2.89 — Aspeto histologico do lado de tensdao, mostrando a intensa expressao da IL-10 no tecido 6sseo alveolar,

area onde também estd a ocorrer uma remodelacio acentuada (¥). De notar que a expressio
mais intensa da citocina se observa nos osteoblastos e ostedcitos e, eventualmente, nas células

mesenquimatosas indiferenciadas que se encontram num processo de diferenciagao em osteoblastos.....
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Figura 2.90 — Aspeto histologico do ligamento periodontal mostrando células com fenétipo de miofibroblastos (seta)

e células da parede vascular a expressarem IL-10

Figura 2.91 —Aspeto histoldgico do ligamento periodontal no lado de pressdo, onde se observam
células ligamentares a expressarem PCNA. De salientar a presenga de uma imagem sugestiva

de resto epitelial de Malassez (seta)

Figura 2.92 — Aspeto histologico do ligamento periodontal no lado de tensdo. De registar a diferenca quer
na intensidade da marcagao quer na densidade de células a expressarem PCNA relativamente

ao lado de pressao ilustrado na figura anterior

Figura 2.93 — Maior ampliagao da Figura 2.91 na qual é visivel, além de fibroblastos a expressarem PCNA,

também uma imagem sugestiva de resto epitelial de Malassez

Figura 2.94 — Imagem histolodgica do ligamento periodontal, onde no mesénquima em regeneragao sao visiveis
osteoclastos a expressarem PCNA, com a sua morfologia caracteristica de células
gigantes multinucleadas (seta)

Figura 2.95 — Corte histolégico do lado de pressdo mesial da raiz mesial de M1, sendo visivel o aspeto normalizado
do ligamento periodontal com a caracteristica orientagdo das fibras no sentido apical do osso alveolar

para o cemento radicular.A parede alveolar apresenta também um aspeto normalizado, observando-se

um osteoclasto (seta) no interior de uma lacuna de Howship

Figura 2.96 — Corte histolégico do lado de tensdo distal da raiz mesial de M1, surgindo o ligamento periodontal
e a parede alveolar com um aspeto normalizado. E também visivel a normal orientagao no sentido apical
das fibras periodontais desde o osso alveolar até ao cemento radicular. O cone de reabsorgio visivel

na crista 6ssea corresponde a um fenémeno fisiolégico normal presente neste animal experimental...

Figura 2.97 — Corte histologico correspondente a uma ampliagao da imagem anterior, na qual € visivel o aspeto
normalizado do cemento, ligamento peridontal e superficie alveolar do lado de tenséo..........ccovvuuuecen.

Figura 2.98 — Imagem histologica da face distal de tensdo da raiz mesial de M1, sendo visivel a reestruturagio
da anatomia do periodonto. O ligamento periodontal apresenta-se preservado com aspeto normal,
tal como o cemento celular. S3o ainda notérias pequenas areas de remodelagio do tecido 6sseo (seta)......
Figura 2.99 — Maior ampliagdo de uma area representada na figura anterior pondo em evidéncia a normal

constituicao do periodonto 96 horas apés a remogao do estimulo, sendo evidente a remodelagao

que ocorreu nos tecidos periodontais

Figura 2.100 — Aspeto histoldgico da face mesial de compressdo da raiz distal de M1. De registar a presenca

de varias lacunas de reabsorcio (seta) na superficie radicular que atingem a dentina.........cccccccveuccunee.
Figura 2.101 — Maior ampliagao da imagem anterior onde sdo visiveis varias lacunas de reabsorgio (seta)

na superficie radicular que atingem a dentina. De salientar o aspeto desorganizado do ligamento

periodontal e a presenca de vasos sanguineos (*)

Figura 2.102 — Aspeto histologico da face mesial de pressdo da raiz distal de M1, no qual é visivel um processo de

ossificagio intramembranosa (*) tipico da reparagdo por regeneragio do tecido 6sseo que esta a ocorrer...

Figura 2.103 — Imagem histoldgica ilustrando células com fenétipo de osteoblastos ou osteoblastos-like

a expressarem TGF-f31 numa area onde ativamente esta a ocorrer ossificagdo intramembranosa.......

Figura 2.104 — Imagem histoldgica mostrando cementoblastos a expressarem TGF-31

Figura 2.105 — Imagem histologica de células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta) adjacentes

a metarteriolas presentes no mesénquima a expressarem TGF-$1

Figura 2.106 — Aspeto histologico do lado de pressdo no qual sdo visiveis fibroblastos, ostedcitos (seta branca)

e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) a expressarem Smad?2..........ccooceveeuneen.

Figura 2.107 — Aspeto histologico do lado de tensao, no qual sdo visiveis fibroblastos, cementoblastos (seta branca)

e células mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta) a expressarem Smad2..........cccoecuuue.e.

Figura 2.108 — Aspeto histologico do mesénquima, onde se observa a expressiao Smad2 por fibroblastos e células

mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta preta). x400 no original
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Figura 2.109 — Imagem histoldgica mostrando a auséncia de expressao da Smad3

Figura 2.110 — Aspeto histoldgico do lado de pressdo, no qual s3o visiveis fibroblastos a expressarem

mais tenuamente do que os osteoblastos e cementoblastos a IL-10

Figura 2.111 — Aspeto histologico do lado de tensao, no qual sao visiveis fibroblastos a expressarem
mais tenuamente a IL-10 que os osteoblastos e cementoblastos.Visiveis também células

mesenquimatosas indiferenciadas/péricitos (seta) a expressarem a citocina

Figura 2.112 — Aspeto histoldgico do ligamento periodontal mostrando células com fenétipo de miofibroblastos

junto a superficie radicular a expressarem a-Sma

Figura 2.113 — Aspeto histologico do ligamento periodontal, mostrando a expressiao da o-Sma por células
musculares lisas de uma metarteriola e por algumas células do ligamento periodontal,

presumivelmente miofibroblastos

Figura 2.114 — Aspetos histoldgicos do periodonto do lado de pressdo (A) e do lado de tensao (B), onde se observa
uma expressao moderada do PCNA nos fibroblastos do ligamento periodontal. De notar a diferenca
na densidade das células marcadas, sendo esta muito menor no lado de tensio
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