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“O importante € nao parar de questionar. A curiosidade tem sua razdo de

existir.”

(Albert Einstein,1955).



RESUMO

A oclusdo é essencial para a homeostase do periodonto de sustentacgao,
fornecendo estimulos mecanicos que mantém o equilibrio funcional de suas
estruturas. Alteragdes como bruxismo, restauragdes mal ajustadas, habitos
parafuncionais, mordida aberta e perdas dentarias podem gerar cargas oclusais
anormais — hiperfungdo ou hipofungdo — que desencadeiam respostas
adaptativas distintas e modificagdes estruturais no periodonto. O objetivo deste
estudo é avaliar os efeitos de modificagbes experimentais na carga oclusal sobre
caracteristicas histolégicas e moleculares dos tecidos periodontais de molares
de ratos. Os primeiros molares inferiores esquerdos foram submetidos a
elevagao da superficie oclusal com fio de ago (hiperfuncdo) ou a extracdo dos
primeiros e segundos molares superiores esquerdos (hipofungdo), enquanto
molares normofuncionais serviram como controle. Apés 4 e 8 dias, as
hemimandibulas foram analisadas na regido de furca por histomorfometria e
histoquimica (colageno do ligamento periodontal, espessura do ligamento
periodontal e do cemento, volume 6sseo e osteoclastos TRAP-positivos) e por
imunohistoquimica (MMP-2 e esclerostina). As modificagdes oclusais induziram
mudangas rapidas, sem sinais macroscopicos de inflamagao. Na hipofungéo,
houve padrédo de desuso: redugdo de colageno e espessura do ligamento
periodontal, aumento de osteoclastos, menor volume 6sseo em 8 dias e maior
espessura de cemento acelular na regiao de furca. Na hiperfuncao, observou-se
uma resposta em duas fases: em 4 dias ocorreram altera¢gées mais intensas
(maior reabsorgao/atividade osteoclastica e redugcéo do volume 6sseo), seguidas
de tendéncia de recuperacao em 8 dias, com parametros aproximando-se do
controle. A imunomarcagao para MMP-2 no ligamento periodontal permaneceu
semelhante entre os grupos, sem mudangas consistentes ao longo do periodo
experimental. A esclerostina aumentou no Hipo 8d e elevou-se transitoriamente
no Hiper 4d. Modificagdes de curto prazo na carga oclusal induziram alteragdes
histolégicas no periodonto de sustentacdo e a esclerostina se mostrou um
marcador-chave da adaptacdo dos osteodcitos do septo interradicular as
variagoes de carga.

Palavras-chave: Forca oclusal; Periodonto; Remodelacdo oOssea; SOST;

Metaloproteinase de Matriz 2.



ABSTRACT

Occlusion is essential for the homeostasis of the supporting periodontium,
providing mechanical stimuli that maintain the functional balance of its structures.
Alterations such as bruxism, poorly fitted restorations, parafunctional habits, open
bite, and tooth loss may generate abnormal occlusal loads—hyperfunction or
hypofunction—triggering distinct adaptive responses and structural changes in
the periodontium. This study aimed to evaluate the effects of experimental
modifications in occlusal load on the histological and molecular characteristics of
periodontal tissues in rat molars. The mandibular left first molars were subjected
to occlusal surface elevation with a steel wire (hyperfunction) or extraction of the
maxillary left first and second molars (hypofunction), while normally functioning
molars served as controls. After 4 and 8 days, the hemimandibles were analyzed
in the furcation region by histomorphometry and histochemistry (periodontal
ligament collagen, periodontal ligament and cementum thickness, bone volume,
and TRAP-positive osteoclasts) and by immunohistochemistry (MMP-2 and
sclerostin). Occlusal modifications induced rapid changes without macroscopic
signs of inflammation. In hypofunction, a disuse pattern was observed, with
reduced collagen and periodontal ligament thickness, increased osteoclasts,
lower bone volume at 8 days, and increased acellular cementum thickness. In
hyperfunction, a biphasic response was observed: more intense changes at 4
days (greater resorption/osteoclastic activity and reduced bone volume), followed
by a tendency toward recovery at 8 days, with parameters approaching control
values. MMP-2 immunostaining in the periodontal ligament remained similar
among groups, with no consistent changes throughout the experimental period.
Sclerostin increased in Hipo 8d and showed a transient increase in Hiper 4d.
Short-term modifications in occlusal load induced histological changes in the
supporting periodontium, and sclerostin was shown to be a key marker of the

adaptation of interradicular septum osteocytes to load variations.

Keywords: Occlusal force; Periodontium; Bone remodeling; SOST;
Matrix Metalloprotei
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1 INTRODUGCAO

O periodonto de sustentacdo € constituido pelas estruturas que sao
responsaveis pela ancoragem dos dentes na maxila e na mandibula, sendo elas
o cemento, o ligamento periodontal e 0 osso alveolar. Estes tecidos tém a mesma
origem ectomesenquimal do foliculo dentario, sendo o cemento um tecido
conjuntivo mineralizado que recobre a dentina radicular, o osso alveolar um
revestimento 6sseo do alvéolo dentario e o ligamento periodontal um tecido
conjuntivo frouxo atravessado por grossos feixes colagenos que se inserem no
cemento e no 0sso alveolar (Katchburian & Arana, 2012).

A estrutura e a funcdo dos tecidos periodontais estdo intimamente
relacionadas a funcao oclusal (Rios et al., 2008). Em um periodonto saudavel, a
oclusao oferece o estimulo mecanico necessario para manter o equilibrio e
o bem-estar dos tecidos periodontais (Furlaneto et al., 2009). Problemas como
ma oclusao, bruxismo (ranger ou apertar dos dentes), restauragcbes dentarias
mal ajustadas ou habitos parafuncionais podem resultar em cargas oclusais
anormais (Fan & Caton, 2018). O trauma oclusal é definido como dano ao
aparelho de insergéo periodontal resultante do excesso de for¢a oclusal (Noma
et al., 2007).

Algumas alteragcdes no periodonto de molares de ratos decorrentes de
carga oclusal excessiva tém sido descritas, como estreitamento do espago do
ligamento periodontal na area de furca, desorganizagao do ligamento periodontal
com diminuicao de fibras colagenas e da celularidade, aumento da reabsorgao
0ssea no septo interradicular e presenga de vasos sanguineos dilatados (Kaku
et al., 2005; Walker et al., 2008; Wan et al., 2012; Noma et al., 2007). Tais
alteracdes, no entanto, foram observadas como efeitos iniciais da hiperfungao
dentaria (até 5 dias de sobrecarga oclusal), pois apés um periodo de cerca de
10 a 14 dias o arranjo periodontal tendeu a voltar aos aspectos dos dentes
controle - normofuncionais (Kaku et al., 2005; Yoshinaga et al. 2007). Entretanto,
em uma analise de longo prazo de molares de ratos em sobrecarga oclusal (6
semanas de hiperfungao) observou-se degeneragcao do ligamento periodontal,
levando a reabsorgao alveolar mais severa, colapso do espaco periodontal, e
alteracdes inflamatdrias mais intensas em comparagdo com animais controle
(Lassila & Koivumaa, 1982).
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Por outro lado, a auséncia de estimulo oclusal também influencia a
estrutura periodontal (Levy; Mailland, 1980; Tran Van; Mailland, 1981; Deporter
etal., 1982;
aneko et al., 2001; Xu et al., 2016). Diversos tipos de ma oclusdo, como mordida
aberta e posicao alta dos caninos, podem resultar em dentes hipofuncionais por
falta de contato oclusal efetivo (Okeson, 2008). A perda do elemento dentario é
uma situagado clinica frequente que pode levar a hipofungdo oclusal e a
supererupgao do dente antagonista remanescente (Okeson, 2008; Levy;
Mailland, 1980; Tran Van; Mailland, 1981). Levy e Mailland (1980), Tran Van e
Mailland (1981), Deporter et al. (1982) e Kaneko et al. (2001) descreveram que
a perda do contato oclusal em roedores promove, em curto prazo, um padrao
consistente de alteracdes atroficas nos tecidos de suporte, com reducao da
espessura do ligamento periodontal, diminuicdo da vascularizagdo local,
atrofia/desorganizacéo de fibras colagenas e comprometimento de eventos
associados a formacao Ossea, caracterizando um quadro tipico de desuso
funcional. Também foi observada reabsorgdo 6ssea leve em algumas areas,
sugerindo que a auséncia de carga pode comprometer a manutencédo da
arquitetura periodontal. (Levy & Mailland, M.L.,1980). Tran Van & Mailland, em
1981, observou presencga de sinais iniciais de atrofia tecidual, com reducao do
numero de fibroblastos e colageno. Em alguns estudos de longo prazo (6
semanas a 3 meses), a hipofungdo de molares de roedores levou a reabsorgéo
e diminuig¢ao da altura da crista 6ssea alveolar, maturagéo do novo osso alveolar
formado com consequente manutengédo do estreitamento e desorganizagao do
ligamento periodontal e osteoporose na parte inferior do septo interradicular (Levi
& Mailland, 1980; Lassila & Koivumaa, 1982; Xu et al. 2016).

Embora haja muitas evidéncias demonstrando a importancia do estimulo
oclusal para a manutencao da homeostase do periodonto de sustentacédo, muitos
dos mediadores celulares e moleculares das respostas adaptativas ainda
precisam ser elucidados (McCauley; Nohutcu, 2002; Dieterle et al., 2021; Wang
et al., 2024). A regulagdo da homeostase do periodonto envolve a proliferagao,
diferenciacao e apoptose de varias células do tecido periodontal e a remodelacao
da matriz extracelular, sendo modulada por varias moléculas que incluem
horménios, fatores de crescimento, citocinas e enzimas (Mccauley &
Nohutcu,2002).
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Em contrapartida, a esclerostina (produto do gene SOST) é uma
glicoproteina secretada principalmente por ostedcitos e atua como inibidora da
sinalizagcdo Wnt/B-catenina, reduzindo a formagéo 6ssea (Weivoda; Youssef;
Oursler, 2017; Ashifa et al., 2021; Li et al., 2008). Os ostedcitos sdo células
O0sseas maduras inseridas na matriz 6ssea mineralizada e exercem papel central
na mecanossensagao € na coordenacdo da atividade de osteoblastos e
osteoclastos (Thompson; Rubin; Rubin, 2012; Choi et al., 2022). A esclerostina
participa dessa resposta mecanica, e sua expressao pode ser modulada pela
carga, influenciando o balango remodelador (Robling et al., 2008; Nam et al.,
2022; Wang et al., 2024).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma grande familia
de endopeptidases dependentes de zinco e calcio, com mais de 23 membros
descritos em humanos, envolvidas na remodelagdo e degradagcdo da matriz
extracelular e também na clivagem de moléculas regulatérias (Maciejczyk et al.,
2016). No periodonto, colagenases (como a MMP-1) e gelatinases (como MMP-
2 e MMP-9) participam do turnover de colageno e da dinamica
inflamatdria/remodeladora dos tecidos periodontais, sendo frequentemente
discutidas no contexto de saude e doencga periodontal (Maciejczyk et al., 2016;
Santos et al., 2004). No ligamento periodontal, o colageno e componentes da
substancia fundamental s&o substratos relevantes para essas enzimas, e
alteragdes de carga mecanica podem modificar a organizagao e a deposig¢ao de
proteinas da matriz, reforcando o papel do estimulo oclusal na homeostase
tecidual (Dieterle et al., 2021; Thompson; Rubin; Rubin, 2012; Nan et al., 2023).
Em modelo classico de hipofungdo em ratos, observou-se reduc¢ao da fagocitose
de colageno por fibroblastos do ligamento periodontal em curto prazo,
acompanhada de diminuicao do conteudo de fibras colagenas (Deporter et al.,
1982). Alteragdes na substéncia fundamental também foram descritas, como
reducdo do conteudo de proteoglicanas no ligamento periodontal apds
hipofuncdo oclusal (Kaneko et al., 2001). Em incisivos de ratos submetidos a
perda de contato oclusal por 14 dias, foi demonstrado aumento da atividade de
MMP-2, com reducao de MT1-MMP e TIMP-2 e desorganizagao do colageno no
ligamento periodontal, sugerindo participagcdo direta do eixo MMP-2/MT1-
MMP/TIMP-2 na remodelagé&o associada a hipofungdo (Omar et al., 2018). Em

conjunto, esses achados sustentam que o remodelamento do ligamento
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periodontal em condi¢cbes de desajuste oclusal pode envolver tanto mudangas
na atividade celular dos fibroblastos quanto modulagao do equilibrio entre MMPs
e seus inibidores, contribuindo para alteragdes estruturais da matriz extracelular
(Maciejczyk et al., 2016; Omar et al., 2018; Deporter et al., 1982; Kaneko et al.,
2001)

A compreensao das interagdes moleculares e biomecanicas que regulam
o periodonto é essencial para a avaliagéo dos efeitos das modificagdes da carga
oclusal. A esclerostina, BMP-2 e MMP-2 desempenham papéis cruciais nesses
processos, oferecendo potenciais alvos terapéuticos para a regeneragdo e
manutencgao da saude periodontal. Estudos futuros devem focar em elucidar os
mecanismos precisos pelos quais essas moléculas interagem e como sua
modulagdo pode influenciar o tratamento de doengas periodontais e traumas

oclusais.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da carga oclusal nas caracteristicas histolégicas dos
tecidos periodontais e sua relagdo com a expressdo de algumas moléculas

envolvidas na remodelagao periodontal.

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos de curto prazo (4 a 8 dias) da hiperfungao e hipofungéo oclusal
na area e quantidade de colageno do ligamento periodontal, espessura do
cemento, area e quantidade de osteoclastos do osso alveolar em molares de

ratos.

Avaliar a distribuigao da expressao de MMP-2 e Esclerostina no periodonto de

molares de ratos com ou sem trauma oclusal.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 TECIDOS DE SUSTENTACAO DOS DENTES

O periodonto pode ser dividido em periodonto de protegao e periodonto
de suporte (Newman et al., 2020; Lindhe et al., 2010). O periodonto de protecao
tem a funcao de promover a homeostase, vedando o meio interno e permitindo
que o hospedeiro mantenha a saude periodontal frente as constantes agressoes
provocadas pela placa bacteriana e por estimulos fisicos (Lindhe et al., 2010;
Newman et al., 2020). Ja o periodonto de sustentagdo € composto pelos tecidos
que suportam e fixam os dentes ao osso alveolar (Newman et al., 2020; Lindhe
et al., 2010). Ele desempenha papel na estabilidade dentaria, na absorgédo de
forcas mastigatérias e na manutencdo da integridade dos dentes dentro da
cavidade alveolar (Newman et al., 2020; Lindhe et al., 2010). O ligamento
periodontal, o cemento radicular e o osso alveolar propriamente dito integram o
periodonto de sustentagao (Newman et al., 2020; Lindhe et al., 2010).

O cemento radicular € um tecido conjuntivo mineralizado que recobre a
superficie da dentina na raiz do dente (Arana; Katchburian, 2012). A
cementogénese inicia-se em concomitancia com o desenvolvimento radicular,
apos o inicio da formagao da dentina radicular (Arana; Katchburian, 2012). Na
interface dentina—cemento, descreve-se inicialmente a deposicdo de uma
camada hialina (também referida como camada intermediaria), associada a
adeséo entre a dentina e o cemento em formacao (Arana; Katchburian, 2012).
Com a fragmentagao da bainha epitelial de Hertwig, células ectomesenquimais
do foliculo dentario passam a entrar em contato com a superficie radicular e se
diferenciam em cementoblastos e fibroblastos do ligamento periodontal (Arana;
Katchburian, 2012). Os cementoblastos entdo secretam uma matriz organicarica
em colageno, que posteriormente se mineraliza principalmente pela deposigao
de cristais de hidroxiapatita, sem depender do mecanismo de vesiculas da matriz
(Arana; Katchburian, 2012).

O ligamento periodontal € um tecido conjuntivo ndo mineralizado situado
entre o cemento e 0 0sso alveolar, que fixa o dente ao alvéolo e corresponde ao
espaco periodontal observavel radiograficamente (Lindhe et al., 2010; Newman
et al., 2020). Sua composi¢ao conjuntiva e ndo mineralizada, formada por tecido

frouxo com feixes colagenos espessos inseridos no cemento e no osso alveolar,
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favorece a dissipacdo e a distribuicdo das forgas mastigatérias (Arana;
Katchburian, 2012;Lindhe et al., 2010). O ligamento periodontal origina-se de
células ectomesenquimais do foliculo dentario, que se diferenciam em
fibroblastos e outras células responsaveis pela sintese de fibras colagenas e
componentes da matriz extracelular (Ten Cate; Mills, 1972; Arana; Katchburian,
2012). Além disso, mecanorreceptores presentes no ligamento periodontal
contribuem para o controle sensorial e a adaptagao funcional dos movimentos
mastigatorios (Okeson, 2008).

O osso alveolar, que forma os alvéolos dentarios na maxila e mandibula,
desenvolve-se a partir de células ectomesenquimais associadas ao germe
dentério/foliculo dentario (Ten Cate; Mills, 1972; Lindhe et al., 2010). Essas
células se diferenciam em osteoblastos, responsaveis pela deposi¢do da matriz
O0ssea que posteriormente se mineraliza (Florencio-Silva et al., 2015; Lindhe et
al., 2010). Inicialmente, pode apresentar caracteristicas de osso imaturo (né&o
lamelar), sendo remodelado continuamente com o crescimento, a erupgéo e as
demandas funcionais, ajustando-se as exigéncias estruturais e mecanicas
(Florencio-Silva et al., 2015; Lindhe et al., 2010).

O periodonto de sustentagcdo mantém o dente firmemente ancorado no
osso alveolar (Lindhe et al., 2010; Newman et al., 2020). As fibras do ligamento
periodontal contribuem para a distribuigao e dissipagao das forgas mastigatorias,
favorecendo a adaptagao funcional do dente ao alvéolo e reduzindo o risco de
alteragdes por sobrecarga (Lindhe et al., 2010; Okeson, 2008). O ligamento
periodontal é ricamente inervado por mecanorreceptores, que fornecem
feedback sensorial e auxiliam no controle da forca de mordida e na coordenacao
da fungédo mastigatdria (Okeson, 2008). Alteragbes de carga oclusal, como forgas
excessivas, podem provocar respostas adaptativas e/ou lesées no periodonto,
incluindo sinais compativeis com trauma oclusal, dependendo da intensidade e
duracéo do estimulo (Hallmon, 1999; Fan; Caton, 2018).

A remodelagdo Ossea ocorre continuamente por meio da atividade
coordenada de osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢cdo, e osteoblastos,
responsaveis pela formacdo de nova matriz éssea, enquanto os ostedcitos
atuam como mecanossensores que percebem alteragdes de carga e modulam
esse equilibrio (Turner; Forwood; Otter, 1994; Klein-Nulend et al., 1995; Choi et

al., 2022). Fatores locais e sistémicos também participam da homeostase 6ssea,
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influenciando o recrutamento celular, a deposicdo de matriz e a intensidade do
remodelamento (Florencio-Silva et al., 2015). Assim, a manutencdo da
integridade do osso alveolar depende da integracéo entre estimulos mecanicos,
sinalizagao celular e regulagéo bioldgica, permitindo adaptagcdo as demandas
funcionais e preservagcdo do suporte dentario (Florencio-Silva et al., 2015;
Thompson; Rubin; Rubin, 2012).

2.2MODIFICACAO DA CARGA OCLUSAL E OS IMPACTOS NO
PERIODONTO DE SUSTENTACAO

A compreensao adequada da oclusao dentaria é essencial para a pratica
de uma odontologia de qualidade (Okeson, 2008). O cirurgido-dentista deve
estar familiarizado com os principios que definem uma oclusio ideal em dentes
naturais e aplicar esses conceitos no restabelecimento da oclusdao quando
necessario, buscando estabilidade e fungao (Okeson, 2008; Newman et al.,
2020).

Na ocluséo fisiologica, o sistema mastigatorio opera de forma eficiente e
sem causar dor (Okeson, 2008). Os dentes permanecem firmes, sem
deslocamento, e a articulagao temporomandibular, juntamente com as estruturas
associadas, funciona de maneira equilibrada, sem ruidos ou desconforto,
contribuindo para a manutengao do conforto funcional e da saude periodontal
(Okeson, 2008; Lindhe et al., 2010; Newman et al., 2020). As for¢as oclusais
exercem estimulo para a remodelagcdo 6ssea no osso alveolar, desencadeando
respostas celulares dependentes de carga mecénica (Duncan; Turner, 1995;
Thompson; Rubin; Rubin, 2012; Lindhe et al., 2010). Essa remodelagdo € um
processo continuo que envolve reabsorcdo por osteoclastos e formacgao por
osteoblastos, ajustando a estrutura éssea conforme necessario para manter
estabilidade e integridade do suporte dentario (Florencio-Silva et al., 2010;
McCauley; Nohutcu, 2002; Thompson; Rubin; Rubin, 2012).

A carga mecanica ativa respostas em ceélulas Osseas, incluindo
osteoblastos, estimulando proliferagdo e sintese de matriz 6ssea em interagao
com citocinas, fatores de crescimento e horménios (Thompson; Rubin; Rubin,
2012; Florencio-Silva et al.,, 2015). Esse processo, denominado

mecanotransduc¢ao, envolve a detecgdo do estimulo fisico, sua conversdo em
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sinais bioquimicos e a modulagdo da expressdo génica no nucleo (Turner;
Forwood; Otter, 1994; Duncan; Turner, 1995). Os ostedcitos desempenham
papel central nesse mecanismo, atuando como mecanossensores € liberando
sinais que influenciam a atividade osteoblastica e osteoclastica (Klein-Nulend et
al., 1995; Choi et al., 2022). A magnitude, o tipo e a duragdo do estimulo
mecanico determinam padrdes distintos de resposta celular e de remodelagao
0ssea (Duncan; Turner, 1995; Thompson; Rubin; Rubin, 2012).

Ja a ocluséo patoldgica, caracterizada por alteragdes como ma ocluséo,
bruxismo, restauragbes desadaptadas e habitos parafuncionais, pode gerar
cargas oclusais anormais (Okeson, 2008; Furlaneto et al., 2009). Essas forcas
desequilibradas podem estar associadas a microtraumas cumulativos que
afetam dentes, periodonto, musculos mastigatorios e articulagéo
temporomandibular, contribuindo para disfungdes orofaciais que exigem
diagnodstico e conduta clinica adequada (Okeson, 2008; Hallmon, 1999; Fan;
Caton, 2018).

A relagdo entre trauma oclusal e remodelacdo Ossea tem sido
amplamente abordada na literatura odontoldgica (Hallmon, 1999; Furlaneto et
al., 2009; Fan; Caton, 2018; Lindhe et al., 2010). O trauma oclusal é definido
como a aplicagao de forcas oclusais excessivas que excedem a capacidade
adaptativa do aparelho de insercao periodontal, resultando em alteragdes nas
estruturas de suporte (Hallmon, 1999; Fan; Caton, 2018). Esse estimulo pode
desencadear remodelacdo éssea alveolar, com aumento de reabsorgédo e
neoformagcdo em tentativa de adaptacdo as novas condigbes de carga,
envolvendo mediadores como RANKL e a ativagdo de osteoclastos (McCauley;
Nohutcu, 2002; Yoshinaga et al., 2007; Walker et al., 2008; Wan et al., 2012).

Estudos demonstram que o trauma oclusal pode induzir respostas
inflamatorias nos tecidos periodontais e estimular a osteoclastogénese,
aumentando a reabsorgao 6ssea alveolar (Hallmon, 1999; McCauley; Nohutcu,
2002; Yoshinaga et al., 2007; Walker et al., 2008; Fan; Caton, 2018). A
remodelacdo Ossea em resposta ao trauma oclusal pode ocorrer como
mecanismo compensatoério, na tentativa de manter a integridade funcional do
sistema estomatognatico e do suporte periodontal (Lindhe et al., 2010;
McCauley; Nohutcu, 2002). No entanto, quando for¢as excessivas persistem por

tempo prolongado ou com alta intensidade, podem ocorrer alteragbes
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progressivas no periodonto, com perda &éssea e comprometimento da
estabilidade dos dentes envolvidos (Hallmon, 1999; Lassila; Koivumaa, 1980;
Fan; Caton, 2018; Wan et al., 2012).

O desequilibrio entre reabsorcdo e formagao Ossea, mediado pela
atividade de osteoclastos e osteoblastos, pode reduzir a densidade éssea e
comprometer o suporte dentario (Florencio-Silva et al., 2015; Thompson; Rubin;
Rubin, 2012). Além disso, em situagdes de forgas oclusais excessivas, pode
haver intensificagdo de respostas inflamatorias e de mediadores associados a
reabsorgado 6ssea, o que pode agravar a destruicdo dos tecidos periodontais,
especialmente quando ha inflamagao periodontal concomitante (McCauley;
Nohutcu, 2002; Hallmon, 1999; Fan; Caton, 2018). A identificagdo precoce e o
manejo adequado do trauma oclusal sdo importantes para reduzir danos ao 0sso
alveolar e favorecer a estabilidade funcional (Okeson, 2008; Fan; Caton, 2018;
Lindhe etal., 2010). A persisténcia de sobrecarga oclusal pode manter a ativagéo
de vias relacionadas a osteoclastogénese e a remodelacdo desadaptativa,
contribuindo para piora do quadro quando associada a inflamacao periodontal
(Yoshinaga et al., 2007; Walker et al., 2008; Wan et al., 2012; Fan; Caton, 2018).
Assim, o controle das forgas oclusais, associado ao controle da inflamacéo, é
relevante para preservar a saude periodontal e reduzir risco de perda de suporte
ao longo do tempo (Lindhe et al., 2010; Fan; Caton, 2018).

A relacdo entre o trauma oclusal e a remodelagdo 6ssea envolve uma
série complexa de respostas bioldgicas com participagcdo coordenada de
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos (Thompson; Rubin; Rubin, 2012; Choi et
al.,, 2022; McCauley; Nohutcu, 2002). Essa remodelacdo é um processo
dinamico e continuo, regulado por estimulos mecanicos e por mediadores locais
que controlam a formacao e a reabsorgcao 6ssea (Florencio-Silva et al., 2015;
Duncan; Turner, 1995). O trauma oclusal ocorre quando as for¢as aplicadas aos
dentes excedem a capacidade adaptativa do aparelho de inser¢cao periodontal,
desencadeando alteragcbes no periodonto e modulando a remodelacédo dssea
(Furlaneto et al., 2009; Hallmon, 1999; Fan; Caton, 2018). Ao ser detectada a
sobrecarga, pode haver aumento de sinais pré-reabsortivos e ativagao de células
osteoclasticas, favorecendo reabsor¢cdo do osso alveolar ao redor dos dentes
sob maior demanda mecanica (Wan et al., 2012; Walker et al., 2008). Evidéncias

em modelos experimentais de hipofungédo/sobrecarga indicam que alteragdes de
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estresse mecanico podem modificar a expressdo de mediadores associados a
osteoclastogénese e ao remodelamento, incluindo o sistema RANKL/OPG
(Yoshinaga et al., 2007; Kohli; Kohli, 2011; Wang et al., 2024). O RANKL (ligante
do receptor ativador do fator nuclear kappa B) é um mediador essencial para
diferenciacao e ativacdo de osteoclastos, contribuindo para o aumento da
reabsorcdo Ossea quando sua regulagcao é deslocada para um perfil proé-
reabsortivo (Kohli; Kohli, 2011; Yoshinaga et al., 2007).
A sobrecarga mecénica aplicada ao osso alveolar pode ser percebida por
ostedcitos, células maduras embebidas na matriz mineralizada, que atuam como
mecanossensores e iniciam sinais capazes de regular o remodelamento ésseo
ao influenciar células efetoras da formacao e reabsorcéo (Klein-Nulend et al.,
1995; Duncan; Turner, 1995; Choi et al., 2022). Entre esses sinais, a modulagao
do sistema RANKL/RANK/OPG ¢ central para a osteoclastogénese e para o
aumento de reabsorcdo 6ssea em contextos pro-reabsortivos (Kohli; Kohli,
2011). Além disso, os ostedcitos produzem esclerostina (produto do gene
SOST), que inibe a formagao éssea ao antagonizar a sinalizagdo Wnt e, assim,
influencia o balango remodelador (Poole et al., 2005; Weivoda; Youssef; Oursler,
2017). A expressao de Sost/esclerostina € mecanorregulada, podendo diminuir
com estimulo mecanico in vivo, reforcando seu papel na adaptagédo do osso as
cargas (Robling et al., 2008). Estudos mais recentes também descrevem a
integracdo entre vias mecanossensoriais em ostedcitos que controlam
simultaneamente a expressao de esclerostina e RANKL, articulando a resposta
ao carregamento com a regulacdo do remodelamento 6sseo (Wang et al.,2024).
Os osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢cdo Ossea, podem ser
ativados em contextos de trauma oclusal, especialmente quando ha aumento de
mediadores  pro-reabsortivos nos tecidos de suporte, favorecendo
osteoclastogénese e reabsorgao alveolar (Hallmon, 1999; McCauley; Nohutcu,
2002; Yoshinaga et al., 2007; Walker et al., 2008; Fan; Caton, 2018; Wan et al.,
2012). Eles aderem a superficie 6ssea e promovem degradagdo da matriz
mineralizada por mecanismos enzimaticos, resultando em reabsorgao localizada
(Florencio-Silva et al., 2015; McCauley; Nohutcu, 2002). Esse processo faz parte
do remodelamento fisiologico, mas, se a sobrecarga persiste, a atividade
osteoclastica pode se intensificar e contribuir para perda 6ssea excessiva

(Florencio-Silva et al., 2015; Fan; Caton, 2018). Ao mesmo tempo, 0s
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osteoblastos atuam na formagéo 6ssea, sintetizando nova matriz para substituir
0 0sso previamente reabsorvido (Florencio-Silva et al., 2015; Thompson; Rubin;
Rubin, 2012). Contudo, quando o estimulo traumatico se mantém, pode ocorrer
desequilibrio em favor da reabsorgdo, com prejuizo progressivo do suporte
osseo (Florencio-Silva et al., 2015; Thompson; Rubin; Rubin, 2012; Wan et al.,
2012). Além disso, ostedcitos incorporados a matriz 6ssea funcionam como
mecanossensores, detectando alteragbes de carga e modulando sinais que
influenciam osteoblastos e osteoclastos durante a adaptagéao as forgcas (Klein-
Nulend et al., 1995; Thompson; Rubin; Rubin, 2012; Choi et al., 2022).

2.3 EXPRESSAO E FUNGAO DE ESCLEROSTINA E METALOPROTEINASE
DE MATRIZ 2 NOS TECIDOS PERIODONTAIS

A esclerostina, um produto proteico do gene Sost, secretada
principalmente pelos ostedcito, célula éssea especializada encontrada na matriz
o0ssea mineralizada € um potente regulador da remodelagao éssea, controlando
a formagao e a reabsorgcédo 6ssea por meio de um fator inibidor da formacéao
Ossea, atuando através da supressao da via de sinalizacdo Wnt, que é essencial
para a diferenciagado e atividade dos osteoblastos, células responsaveis pela
formagao de novo osso.(Li et al., 2008; Weivoda et al., 2017). Segundo Winkler
et al. (2003), a esclerostina age como um antagonista da proteina morfogenética
o0ssea (BMP), modulando negativamente sua agao, o que resulta na diminuigdo
da osteogénese (Winkler et al., 2003). Este efeito regulador é essencial para a
manutencdo da homeostase Ossea, pois controla a agdo excessiva dos
osteoblastos e promove a adaptacao do esqueleto as demandas mecanicas e as
condigdes metabdlicas do organismo(Jastrzebski et al., 2013; Weivoda et al.,
2017).

A esclerostina também interage com outras vias além da via Wnt,
incluindo vias de sinalizagdo relacionadas as BMPs (Winkler et al., 2003;
Weivoda; Youssef; Oursler, 2017). Winkler et al. (2003) demonstraram que a
esclerostina pode atuar como antagonista de BMP, interferindo na sinalizagao
osteogénica e modulando respostas celulares. Isso reforca a ideia de que a
esclerostina ndo so regula a formagao 6ssea, mas também pode influenciar a

reabsor¢cao 6ssea ao modular mediadores e o acoplamento entre formacéo e
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reabsor¢éo no remodelamento (Weivoda; Youssef; Oursler, 2017). Sua interagéo
com vias osteogénicas e sua influéncia sobre o equilibrio remodelador indicam
que a esclerostina exerce um papel regulador amplo e multifatorial na
remodelagdo 6ssea (Winkler et al., 2003; Weivoda; Youssef; Oursler, 2017).

O processo de remodelagao 6ssea é diretamente influenciado pela carga
mecanica aplicada ao tecido 6sseo. A esclerostina tem um papel central nesse
processo, sendo regulada por estimulos mecanicos. Estudos de Robling et al.
(2008) indicam que a expressdo da esclerostina é reduzida em resposta
a estimulos mecénicos, promovendo a formagao 6ssea (Robling et al., 2008).
Quando o osso € submetido a carga mecanica, a redugdo nos niveis de
esclerostina permite a ativagdo da via Wnt, o que estimula a osteogénese
(Robling et al., 2008; Meslier et al., 2025). De forma contraria, em situagdes de
descarga mecanica, como a imobilizagdo, ha um aumento na expressao da
esclerostina, resultando em inibicdo da formacéao éssea (Lin et al., 2009; Zhao et
al., 2024).

A esclerostina também desempenha um papel relevante em condigdes
patoldégicas, como nas doengas periodontais, que envolvem a destruicdo do 0osso
alveolar. Estudos recentes indicam que a esclerostina pode ser um mediador
chave no processo de reabsor¢ao 0ssea associada a periodontite (Liao et al.,
2022; Nan et al., 2020). Segundo Ashifa et al. (2021), a presenga de esclerostina
no periodonto inibe a regeneragdo Ossea e contribui para a perda Gssea
caracteristica da doenca periodontal (Ashifa et al., 2021). Essa ac&o ocorre por
meio da inibi¢do da via Wnt, que é essencial para a regenerag¢ao do osso alveolar
(Liao et al., 2022; Nam et al., 2020).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas proteoliticas que
desempenham um papel na remodelagado dos tecidos conjuntivos, incluindo o
tecido 6sseo e os tecidos periodontais (Maciejczyk et al., 2016; Radzki et al.,
2024). Entre as diversas MMPs, a MMP-2 destaca-se pela sua agéo na
degradagdo de componentes da matriz extracelular, incluindo colageno
desnaturado (gelatina) e outras macromoléculas da matriz, participando de
processos de manutencao e remodelagao tecidual (McCauley; Nohutcu, 2002).
No contexto periodontal, a MMP-2 tem sido associada a processos de
degradacgao/remodelagdo dos tecidos periodontais durante inflamagéo

periodontal e também em contextos de reparo/regeneragao (Maciejczyk et al.,
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2016; Radzki et al., 2024; ).

A MMP-2, também conhecida como gelatinase A, é uma enzima que
participa da degradagao da matriz extracelular e tem sido relacionada a
processos de remodelagao tecidual e ao microambiente associado a reabsorgao
0ssea (Maciejczyk et al., 2016).Segundo McCauley e Nohutcu (2002), as MMPs,
incluindo a MMP-2, sdao mediadoras relevantes na destruicdo do osso alveolar
observada em doencgas periodontais.

Durante a periodontite, a inflamagao dos tecidos periodontais leva a
ativacdo de MMPs, o que resulta na degradacdo da matriz extracelular e,
consequentemente, na destruicdo do osso alveolar (McCauley; Nohutcu, 2002;
Maciejczyk et al., 2016;Radzki et al., 2024).A MMP-2 participa na degradagao de
componentes colagénicos/gelatina derivados do colageno (incluindo colageno
tipo | no contexto de turnover/remodelag&o), contribuindo para o processo de
degradagado da matriz em inflamagéo periodontal (Radzki et al., 2024).Estudos
demonstram que o desequilibrio entre a atividade de MMPs e seus inibidores
naturais, como os inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs), € um fator
relevante associado a progressdo da destruicdo tecidual e a perda 6ssea na
periodontite (Maciejczyk et al., 2016; Radzki et al., 2024).

Embora a MMP-2 esteja frequentemente associada a reabsorgédo ossea,
ela também desempenha um papel importante na regeneragdo e remodelacao
ossea (Khoswanto, 2023;).Durante o processo de cicatrizagao éssea, a MMP-2
facilita a remodelagao da matriz extracelular, criando um ambiente propicio para
a regeneracao tecidual (Khoswanto, 2023).Estudos mostram que a regulacéo
precisa da atividade das MMPs, incluindo a MMP-2, é essencial para garantir
que a remodelacao 6ssea ocorra de forma equilibrada, promovendo a formacgao
de novo tecido 6sseo apds a reabsorgédo (Maciejczyk et al., 2016; Radzki et al.,
2024; Khoswanto, 2023).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para este estudo foram utilizados 25 ratos machos com 7 semanas de
idade (Rattus norvegicus albinus, Wistar). Os animais foram adquiridos e
mantidos no Biotério Central da UNIFAL-MG sob condi¢cbes controladas de luz
(12 horas no claro, 12 horas no escuro) e temperatura (25-30°C), e tratados com
ragao balanceada padrao sdlido e agua ad libitum. Os parametros éticos do uso
de animais por este estudo foram aprovados pelo CEUA-UNIFAL (proposta
33/2024 - Anexo).

3.1 Delineamento experimental

Dez animais tiveram o primeiro molar inferior esquerdo retirado de ocluséo
(Grupo Hipofuncional) e em outros 10 animais um pedago de fio de ago (2 1 mm)
foi aderido a face oclusal do 1° molar inferior esquerdo para a elevagao da
superficie oclusal (Grupo Hiperfuncional). Esses animais foram subdivididos em
quatro grupos de acordo com o periodo em dias que o dente ficou sob
modificagdo oclusal: Hipo 4 dias, Hipo 8 dias, Hiper 4 dias e Hiper 8 dias, com 5
animais em cada grupo (Fig. 1). Outros 5 animais sem quaisquer alteragdes
realizadas na carga oclusal foram utilizados como controle (Grupo Controle).

Todos os ratos foram pesados no primeiro e no ultimo dia do experimento.

Figura 1-Delineamento do experimento

25 Molares
Inferiores
Normofuncional Hipofuncéo | Hiperfuncao |
(Controle) |
n=5 [ I I ]
4 dias 8 dias 4 dias 8 dias
n=5 n=5 n=5 n=5

Fonte: do autor

3.2 Modelo experimental de modificagao da carga oclusal
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3.2.1 Dente hiperfuncional

Dez ratos foram anestesiados com ketamina (Dopalen, Agribands)
80mg/Kg, associado ao relaxante muscular cloridrato de xilazina (Rompun,
Bayer) 8mg/Kg, e posicionados em decubito ventral em um aparato
confeccionado para estabilizar o animal com a boca aberta (Fig.2B). O
procedimento comegou com a aplicagao de acido fosforico 37% (Biodinamica)
na face oclusal do primeiro molar inferior esquerdo com o auxilio de um pincel
microbrush por 20 seg. (Fig.2C). O acido foi removido com cotonete embebido
em agua e a secagem do dente realizada com outro cotonete seco (Fig.2D). Em
seguida aplicou-se uma camada de adesivo (Single bond 2, 3M), o qual foi
fotopolimerizado por 20 seg. (Fig.2E). Um pedacgo de fio de ago com 1 mm de
didmetro da marca Morreli e, aproximadamente, 2 mm de largura foi fixado na
face oclusal do dente com resina fotopolimerizavel (Z100, 3M), um microbrush
foi utilizado para alisar as extremidades para evitar bordas cortantes e a resina

foi fotopolimerizada por 40 seg. (Fig. 2F).
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Figura 2- Procedimento experimental de hiperfuncao

Fonte:do autor (2025)

Legenda: Fixagao de fio metalico na face oclusal do primeiro mola inferior esquerdo de rato, com
resina composta fotopolimerizavel, simulando interferéncia oclusal. A — Posicionamento do
animal e realizagdo do procedimento em bancada com conteng¢do adequada, B —Isolamento e
exposi¢do do molar superior, C — Aplicacdo do sistema adesivo, D — Inser¢ao da resina composta,
E — Fotopolimerizagdo do material restaurador, F — Aspecto final da restauracdo em resina
composta

3.2.2 Dente hipofuncional
Dez animais foram anestesiados com Ketamina (Dopalen, Agribands,
Brasil) 80mg/Kg e Cloridrato de xilazina (Rompun, Bayer, Brasil) 8mg/Kg e uma
injecao intraperitoneal de cloridrato de buprenorfina (Beniv, Ourofino) diluido em
salina (0,05mg/kg) foi aplicada adicionalmente para analgesia pés-operatoria. Os
ratos foram posicionados em decubito dorsal em um aparato confeccionado para
estabilizar o animal com a boca aberta. Os primeiros e segundos molares

superiores esquerdos foram extraidos da seguinte maneira: a gengiva ao redor
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dos dentes foi descolada com hollemback 3ss e o dente luxado utilizando-se
micro-cinzel Ochenbein n°.1. Em seguida, os dentes foram luxados e
avulsionados com o auxilio de pinga Mosquito curva adaptada como forceps (Fig.
3). Os alvéolos foram secados com gaze e deixados sem sutura. Os animais

receberam outra dose de cloridrato de buprenorfina 24h apds o procedimento.

Figura 3-Procedimento experimental de hipofungéo

Fonte: do autor (2025)
Legenda: Extragdo dos primeiros e segundos molares superiores esquerdos de rato.

A — Posicionamento do animal em plano com contengdo, B — Abertura da cavidade oral e
visualizagdo do molar, C — Insergéo da alavanca entre o dente e 0 osso adjacente, D — Luxagéo
do dente, E — Remogao do dente com pinga anatdbmica, F — Cavidade alveolar exposta apos
exodontia.
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3.2.3 Dente controle

Cinco animais sem quaisquer alteragdes realizadas na carga oclusal

foram utilizados como controle (Grupo Controle).

3.3 Preparagao das amostras

Apos o periodo experimental de 4 ou 8 dias, os ratos foram eutanasiados por
aprofundamento de anestesia em Isoflurano (Isoforine, Cristalia) e as hemimandibulas
esquerdas dissecadas e colocadas em uma solucéo fixadora de paraformaldeido 4%
em tampéao fosfato de sédio 0.1M, pH 7.4, por 48 horas.

Em seguida, elas foram descalcificadas em EDTA 4.13% sob agitagéo por 6
semanas, sendo a solucao descalcificadora trocada toda semana. As hemimandibulas
descalcificadas foram aparadas com uma lamina de ago (Gillette®) para delimitar a
regido dos molares. As amostras foram extensivamente lavadas em agua corrente e
processadas para inclusdo em parafina. A inclusdo das amostras foi realizada com a
face bucal das hemimandibulas voltada para a face de corte. Os blocos foram
desgastados em microtomo rotatorio (RM2125, Leica Biosystems) até o inicio da
regido de furca do primeiro molar, e entdo, cortes sagitais seriados com 5um de
espessura, contendo as raizes mesial e distal, foram obtidos e montados em laminas

silanizadas.

3.4 Analise da espessura do cemento e do ligamento periodontal na

regiao de furca

Para esta analise 3 cortes semi-seriados de cada amostra foram corados
com hematoxilina e eosina e as alteragdes morfoldgicas no ligamento periodontal
e seus tecidos adjacentes foram observadas. Imagens histolégicas da regidao de
furca foram capturadas em aumento de 200x em microscopio de luz (Axioscope
A1, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) acoplado a camera digital (Toup View)
com a utilizagao do programa Toup View for Digital Camera 3.7. A espessura do
ligamento periodontal e a espessura do cemento acelular foram analisados a
partir do software ImagePro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Springs, MD,

USA). O programa foi previamente calibrado para obtencdo de medidas em
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micrdmetros utilizando barra de escala correspondente ao aumento de 200x. As
medidas de espessura foram obtidas a partir da média de cinco linhas tragadas

ao longo do cemento e do ligamento periodontal (Fig. 4).

Figura 4-Procedimento experimental de hipofungéo
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Fonte: do autor (2025)

3.5 Quantificacao de osteoclastos e densidade volumétrica de osso
alveolar no septo interradicular

Para a quantificagao de osteoclastos no septo interradicular 3 cortes semi-
seriados de cada amostra foram corados com o método histoquimico de
evidenciagao da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP). Para esta reacao
os cortes foram incubados por 1 hora a 37°C com uma solugdo de tampéo
acetato 0.2M (25mL) contendo 35mg de Fast Red Violeta (Sigma Aldrich), 2
gotas de cloreto de magnésio 10%, 188 mg de acido L-tartarico (Sigma Aldrich)
e 4mg de Naftol AS-BI fosfato (Sigma Aldrich) dissolvido em 0,25 mL de N,N
dimetil formamida. O pH da solucéo foi ajustado para 5. Apds a lavagem das
ldaminas em agua corrente os cortes foram contra corados com hematoxilina de
Harris por 1 min.

Imagens histolégicas foram capturadas em microscopio de luz (Axioscope
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A1, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) acoplado a camera digital (Toup View)

com a utilizacdo do programa Toup View for Digital Camera 3.7. Oito campos

distribuidos ao longo do septo interradicular foram capturados em aumento de

200x e os osteoclastos TRAP-positivos contados em uma area de 0.22 mm?

utilizando o software ImagePro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Springs, MD,

USA). Os resultados foram expressos como numero de ceélulas TRAP

positivas/0.22 mm?Z.

A densidade volumétrica de osso alveolar no septo interradicular foi obtida

utilizando os mesmos campos descritos acima. Nestes campos, um reticulo de

130 pontos quadriculados foi posicionado e os pontos coincidentes com a matriz

Ossea foram selecionados (Fig. 5). A determinacao da densidade volumétrica de

osso alveolar na furca foi baseada no principio da estereologia aplicado a

histologia por Weibel (1969), no qual a densidade de volume de uma estrutura

pode ser calculada através da férmula Vv= Pi/P, onde Pi é a soma do numero de

pontos coincidentes sobre a estrutura de interesse e P € o numero total de pontos

do reticulo. O valor resultante foi multiplicado por cem para obter a densidade

volumétrica em porcentagem.

Figura 5-Analise da densidade volumétrica de osso alveolar no septo interradiculare
no software Image Pro Plus.
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3.6 Analise de colageno no ligamento periodontal

Para a analise do colageno no ligamento periodontal 3 cortes semi-
seriados de cada amostra foram corados com Sirius Red/Hematoxilina e
observados sob microscopia de polarizagdo. Imagens histolégicas foram
capturadas em aumento de 200x na posi¢cao de maior brilho de birrefringéncia
das fibras colagenas. Para abranger as diversas regides do ligamento
periodontal do primeiro molar inferior (LP), oito imagens foram obtidas de
campos padronizados como mostrado na figura 6: 1- LP raiz mesial lado crista
alveolar, 2- LP raiz mesial apical lado furca, 3- LP raiz mesial cervical lado furca,
4- LP furca mesial, 5- LP furca distal, 6- LP raiz distal cervical lado furca, 7- LP

raiz distal apical lado furca, 8- LP raiz distal lado crista alveolar.

Figura 6- Fotomicrografias de corte do primeiro molar inferior esquerdo do grupo
controle corado com sirius red/hematoxilina e obtidas em microscopia de campo claro
e polarizagao.

v P -
.
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Fonte:do autor (2025).

Legenda:. A fotomicrografia do lado esquerdo mostra os campos utilizados para a analise de co
colageno no ligamento periodontal, sendo 1- LP raiz mesial lado crista alveolar, 2- LP raiz mesial
apical lado furca, 3- LP raiz mesial cervical lado furca, 4- LP furca mesial, 5- LP furca distal, 6-
LP raiz distal cervical lado furca, 7- LP raiz distal apical lado furca, 8- LP raiz distal lado crista
alveolar. As fotomicrografias do lado direito mostram os campos 6 e 7 visualizados sob luz

polarizada. Barra: 500 ym.
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Posteriormente, as fotomicrografias foram analisadas pelo software
Imaged (National Institutes of Health, USA). As imagens foram convertidas em
escala de cinza (8-bit). As intensidades do brilho de birrefringéncia foram
equalizadas usando a ferramenta threshold do programa Imaged. O threshold é
usado para limitar um objeto de interesse em uma imagem, eliminando os efeitos
de background, no qual todos os pixels na imagem que estao abaixo de um limite
pré-determinado pelo avaliador sdo convertidos em preto e todos os pixels com
valores acima deste limite sdo convertidos em branco. A area do ligamento
periodontal avaliada foi determinada por meio da ferramenta de contorno pela
ligacédo de pontos (poligono). A porcentagem dessa area delimitada na imagem
ocupada pela cor branca (fibras colagenas) foi obtida pelo histograma (Fig. 7).
Para saber a quantidade de colageno na area histologica foi utilizada a formula:
area de colageno (um2) = [% colageno da area delimitada x dimenséo da area
utilizada] /100 (Novaes et al., 2015). O valor obtido de cada amostra corresponde

a média da area de colageno obtida dos oito campos.

Figura 7-Processo de quantificagao da area de colageno no ligamento periodontal por
meio do software Image J.
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3.7 Analise da expressdao de MMP-2 e Esclerostina nos tecidos

periodontais.
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Para a analise da expressdo da metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) e
esclerostina (SOST) nos tecidos periodontais do primeiro molar inferior, trés
cortes de cada amostra foram submetidos a reacéo de imuno-histoquimica. Os
cortes foram desparafinizados, reidratados em uma série decrescente de
solugdes de etanol e lavados em &agua destilada. Para os cortes que
posteriormente seriam incubados com anti-esclerostina, foi realizada a
reativagcao antigénica em tampao Tris-EDTA, pH 9, a 80°C por 20 min (EnVision
Flex target retrieval solution, high pH). Os cortes foram lavados em tampé&o Tris
com Tween 20, pH 7,6 (EnVision Flex Wash buffer) e a peroxidase endoégena
dos tecidos foi bloqueada com H202 0.3% por 15 min. Na sequéncia, os cortes
foram incubados com anti-BMP2 (Invitrogen cat#PA578874) ou anti-MMP2
(Invitrogen cat#436000) ou anti-esclerostina (EMD Millipore cat# MABS445)
diluidos em tampao Tris — 1:100 — 3 horas a temperatura ambiente. Em seguida,
os cortes foram incubados com as solugées do kit de amplificacdo EnVision Flex
(Agilent Technologies, California, EUA) como recomendado pelo fabricante e
revelados com uma solugdo do cromégeno diaminobendizina. Os cortes foram
contra-corados com hematoxilina de Harris. A omissado do anticorpo primario foi
usada como controle negativo das reacgdes. Os cortes foram analisados (analise
qualitativa) em microscopio de luz (Axio Lab, Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha)
acoplado a uma camera digital (Axiocam MRc 1.4 Mb, Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha) nos aumentos de 25, 200 e 400x.

A intensidade de marcagao para MMP2 no ligamento periodontal foi
analisada utilizando a ferramenta color deconvolution do software Image J
(National Institutes of Health, USA). Esta ferramenta separa em imagens
diferentes as cores azul (hematoxilina) € marrom (diaminobenzidina). Em
seguida, a intensidade de marrom no LP foi determinada delimitando a area de
interesse (AOI) e utilizando o histograma, o qual mede a densidade Optica em
pixels numa escala de 0 (marrom escuro) a 255 (marrom claro). Para melhor
interpretacédo dos resultados, os valores de densitometria obtidos em escala de
marrom (0-255), na qual menores valores indicam maior marcagéo, foram
invertidos matematicamente (255 - valor original) para facilitar a interpretacao
grafica, de modo que valores mais altos representassem maior expressao de
MMP2.

A analise da expressao de esclerostina foi feita no osso alveolar do septo
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interradicular do primeiro molar inferior. Imagens do septo foram capturadas em
aumento de 400x e os ostedcitos positivos e negativos para esclerostina foram

contados em uma area padronizada de 0.05 mm?2.

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdao e as
diferengas entre as variaveis espessura do LP, densidade volumétrica de osso
alveolar, espessura do cemento, area de colageno no LP, densidade Optica da
marcagao para MMP2 e numero de osteoclastos determinadas intra-grupos
(Hipo ou Hiperfuncional) nos diferentes tempos estudados (4 e 8 dias) e
comparados ao controle. A normalidade na distribuicdo dos dados foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk e o teste ANOVA one way aplicado. Em seguida, o
teste de Tukey foi utilizado para as comparagdes. A significancia das diferengas
nas frequéncias observadas de ostedcitos positivos e negativos para esclerostina
no septo interradicular foi avaliada pelo teste do qui-quadrado. Resultados com

p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Aspectos clinicos

Por meio do registro do peso dos animais no inicio e ao final do
experimento verificou-se que houve ganho de peso em todos os grupos
experimentais, um indicativo de que provaveis desconfortos gerados pelas
modificagdes oclusais causadas ndo impediram os animais de se alimentarem
(Tabela 1).

Tabela 1 — Peso dos ratos em gramas no inicio e no final do periodo
experimental. *Teste t pareado, n= 5 animais por grupo.

Controle Hiper 4 dias Hiper 8 dias Hipo 4 dias Hipo 8 dias
Pe_'_sIS)P(g) Inicial Final Inicial Final Inicial  Final Inicial  Final

239 245 247 268 217 222 230 243
+20 +20 +16 15 +9 7 4 15
*p<0.0001 *p<0.0001 *p<0.0001 *p<0.0001

243 £10

Fonte: do autor (2025)

Em uma avaliagdo macroscopica do primeiro molar inferior esquerdo
nao foram observados sinais de inflamagao gengival, quebra ou extrusao

dentaria em nenhum dos grupos experimentais (Fig. 8).

Figura 8-Hemimandibulas esquerdas de ratos apds fixagdo dos grupos Controle,
Hiperfungao oclusal por 4 dias (Hiper 4d) e Hipofungao oclusal por 4 dias (Hipo 4d),
posicionadas sobre régua milimetrada

Controle Hiper 4d

Fonte: do autor (2025)
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4.2 Aspectos microscopicos dos tecidos periodontais sob modificagées na
carga Oclusal

Ao analisar os cortes histolégicos do primeiro molar inferior esquerdo
corados em HE na regido de furca observou-se na base do septo interradicular
dos dentes hipofuncionais um aumento dos espag¢os medulares no tecido 6sseo.
O ligamento periodontal (LP) ndao apresentou sinais de inflamagcdo em nenhum
dos periodos experimentais. No entanto, observou-se estreitamento do LP nos
dentes hipofuncionais tanto na regido de furca quanto ao longo das raizes mesial
e distal margeando o septo interradicular. Foi possivel observar mudancgas na
direcdo das fibras colagenas do LP no grupo hipofuncional, as quais
apresentaram direcdo mais paralela em relacdo a superficie dentaria. Tais
observagbes mostraram-se progressivas entre o periodo de 4 e 8 dias de
hipofungdo dentaria. Restos epiteliais de Malassez foram frequentemente
observados no LP da regido de furca em todos os grupos experimentais. Nao
foram observadas alteragbes morfolégicas no cemento acelular e celular entre

os grupos controle e hipofuncional (Fig. 9)
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Figura 9-Fotomicrografias de cortes do primeiro molar inferior esquerdo corados em
HE nos grupos controle, Hipo 4d e Hipo 8d.

o 5 =

Fonte:do autor (2025)

Legenda: A- Primeiro molar inferior esquerdo do grupo controle; B- Grupo controle, detalhe da regido
de furca do dente mostrado em A; C- Grupo controle, detalhe do LP da raiz distal do dente mostrado
em A. D- Primeiro molar inferior esquerdo do grupo Hipo 4d; E- Grupo Hipo 4d, detalhe da regido de
furca do dente mostrado em D; F- Grupo Hipo 4d, detalhe do LP da raiz distal do dente mostrado em
D; G- Primeiro molar inferior esquerdo do grupo Hipo 8d.; H- Grupo Hipo 8d, detalhe da regido de
furca do dente mostrado em G; I- Grupo Hipo 8d, detalhe do LP da raiz distal do dente mostrado em
G. CA: Cemento Acelular; De: Dentina; Di: Raiz distal; LP: Ligamento Periodontal; Me: Raiz mesial;
OA: Osso Alveolar; RM: Restos epiteliais de Malassez; Sl: Septo Interradicular
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No grupo hiperfuncional, observou-se nos cortes histoldégicos corados em
HE um estreitamento do LP na regido de furca do primeiro molar inferior
esquerdo apenas no periodo de 4 dias de hiperfungdo. Nesta regido, o LP
apresentou-se desorganizado e com areas de hialinizag&o das fibras colagenas.
Muitos osteoclastos estavam presentes reabsorvendo tanto o osso alveolar do
apice do septo interradicular quanto o tecido periodontal degenerado, sem
presenca de infiltrado inflamatdrio. No periodo de 8 dias de hiperfungao, houve
recuperacao da espessura do LP na regido de furca e este apresentou aspecto
fibroso e celularizado. Ao longo das raizes mesial e distal o LP manteve
morfologia e espessura preservadas em ambos os periodos experimentais, no
entanto observou-se inverséo da dire¢ao das fibras colagenas, a qual parece ter
acompanhado a dire¢do da carga incidente sobre o primeiro molar. O apice do
septo interradicular apresentou varios osteoblastos ativos e presenca de tecido
0sseo recém-formado, enquanto na sua base nao se observou aumento dos
espacgos medulares, como observado no Hipo 8d. Nao foram notadas alteracdes
morfolégicas evidentes no cemento (acelular/celular) na avaliagéo

qualitativa.(Fig.:10)
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Figura 10-Fotomicrografias de cortes do primeiro molar inferior esquerdo corados em
HE nos grupos controle, Hiper 4d e Hiper 8d.
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Fonte:do autor (2025)

Legenda: A- Primeiro molar inferior esquerdo do grupo controle; B- Grupo controle, detalhe da regiao
de furca do dente mostrado em A; C- Grup Grupo controle, detalhe do LP da raiz distal do dente
mostrado em A. D- Primeiro molar inferior esquerdo do grupo Hiper 4d; E- Grupo Hiper 4d, detalhe da
regido de furca do dente mostrado em D; F- Grupo Hiper 4d, detalhe do LP da raiz distal do dente
mostrado em D; G- Primeiro molar inferior esquerdo do grupo Hiper 8d.; H- Grupo Hiper 8d, detalhe
da regido de furca do dente mostrado em G; I- Grupo Hiper 8d, detalhe do LP da raiz distal do dente
mostrado em G. CA: Cemento Acelular; De: Dentina; Di: Raiz distal; LP: Ligamento Periodontal; Me:
Raiz mesial; OA: Osso Alveolar; RM: Restos epiteliais de Malassez; Sl: Septo Interradicular. Setas
em C, F e | apontam a direcéo das fibras colagenas no LP da raiz distal.
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4.3 Anadlise da espessura do cemento e LP na regiao de furca sob
modificagdes na carga oclusal

Ao avaliar quantitativamente o cemento e ligamento periodontal na regido
de furca do primeiro molar inferior esquerdo, os resultados mostraram um
aumento estatisticamente significante na espessura do cemento acelular no
grupo Hipo 8d (Fig. 11A). Ja a hiperfungéo n&do promoveu aumento mensuravel
do cemento acelular na furca em ambos os periodos analisados (Fig.11B). A
espessura do LP no grupo controle foi de 107,7 ym (£27,1), enquanto nos grupos
Hipo 4d e 8d foram, respectivamente, 76,7 um (x10,4) e 68,5 ym (x13,7), sendo
esta diminuigao de espessura significativa no grupo Hipo 8d (p<0.05) (Fig. 11C).
Nos grupos Hiper 4d e 8d, foram respectivamente 69,9 um (+5,3) e 89,3 uym
(£15), sendo esta diminuicdo de espessura significativa no grupo Hiper 4d
(p<0,05) (Fig.11D).



Figura 11-Representacgao grafica das analises histomorfométricas
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Legenda: regido e furca de molares de ratos submetidos a condi¢cao de hipofungao e hiperfungéo
oclusal por 4 (Hipo 4d) e 8 dias (Hipo 8d), em comparagao ao grupo controle. Letras diferentes
apontam diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p<0.05).
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4.4 Quantificacao de osteoclastos e densidade volumétrica de osso alveolar

no septo interradicular

Os osteoclastos foram identificados nas imagens histolégicas como
células multinucleadas TRAP-positivas (marcagao avermelhada) em superficies
do osso alveolar na regiao de furca/septo interradicular (Fig 12 F-J). No grupo
Hipofuncional observou-se que os osteoclastos concentraram-se na superficie
Ossea das cavidades medulares, predominantemente presentes na base do
septo interradicular, enquanto no grupo hiperfuncional, os osteoclastos foram
observados principalmente na superficie do apice do septo no periodo de 4 dias,
demonstrando o efeito da sobrecarga oclusal nesta regido (Fig 12 A-E). Na
quantificagéo por area, a hipofungédo mostrou aumento progressivo do numero
de osteoclastos, atingindo valores significativamente maiores no Hipo 8d em
comparagao ao controle e ao Hipo 4d (p<0,05) (Fig. 12 L). Na hiperfungao,
observou-se um aumento significativo de osteoclastos apenas no Hiper 4d
(p<0,05) seguido de retorno a valores comparaveis ao controle no Hiper 8d
(Fig.12 N).

Ao avaliar o volume relativo de osso alveolar no septo interradicular, o
grupo Hipo 8d exibiu a menor porcentagem o6ssea, com redugao significativa
desta no periodo de 8 dias em relacdo ao controle (p<0,05) (Fig.12K). Na
hiperfungédo (Fig.12M), observou-se diminuicdo significativa da porcentagem
O0ssea no Hiper 4d comparada ao controle, sugerindo resposta inicial de
rarefagdo/perda éssea frente ao aumento abrupto de carga, enquanto o Hiper 8d
apresentou valores intermediarios, compativeis com tendéncia de recuperagao

parcial/adaptagao do tecido ao longo do tempo (Fig. 12M; p<0,05).
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Figura 12-Fotomicrografias de cortes submetidas a reagao histoquimica para fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP) utilizada para identificagdo de osteoclastos, com
contracoloragao para evidenciar a morfologia tecidual
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Legenda:Controle (A, F), Hipo 4d (B, G), Hipo 8d (C, H), Hiper 4d (D, 1) e Hiper 8d (E, J).
Graficos representados por (K) Volume relativo de osso alveolar (Vv, %) na hipofuncgao; (L)
densidade de osteoclastos (n/mm?) na hipofungao; (M) Vv de osso alveolar (%) na hiperfungao;
(N) densidade de osteoclastos (n/mm?2) na hiperfungéo. Barras - E: 500 ym, J 100 uym. Letras
diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos no mesmo gréfico (p
< 0,05).



49

4.5 Analise de colageno no ligamento periodontal sob modificacbes na carga
oclusal

No ligamento periodontal observou-se feixes de fibras colagenas
evidenciadas em vermelho (microscopia de campo claro) ou em tons brilhantes
de laranja e vermelho (microscopia de polarizagao). A birrefringéncia laranja e
vermelha evidencia o colageno do tipo |, caracteristico das fibras principais do
LP. Em uma analise qualitativa, observou-se que o LP dos dentes controles
apresentou maior brilho do que o LP dos dentes hipofuncionais em ambos os
periodos experimentais (Fig. 13). A quantificagdo da area média de colageno em
todos os campos do LP analisados mostrou que houve reducéo significativa na
area de colageno nos grupos Hipo 4d e Hipo 8d (p<0.0001) (Fig. 13 G). Em
contrapartida, nos grupos submetidos a hiperfuncéo (Fig.14), a area média de
colageno manteve-se semelhante a observada no grupo controle, sem

diferencgas significativas entre Controle, Hiper 4d e Hiper 8d (Fig. 14G).
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Figura 13-Fotomicrografias do campo 6 (LP da raiz distal cervical lado furca) do
primeiro molar inferior esquerdo
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Legenda: Controle (A e B), Hipo 4d (C e D) e Hipo 8d (E e F) corado com sirius red/hematoxilina e

obtidas em microscopia de campo claro e polarizag polarizagdo. De: dentina; LP: ligamento periodontal;
AO: osso alveolar; **: faixa de cemento acelular.G- Grafico da Area de coldgeno no ligamento
periodontal (LP) de molares de ratos submetidos a hipofungéo oclusal por 4 dias (Hipo 4d) e 8 dias
(Hipo 8d), comparados ao grupo controle. Letras diferentes apontam diferenca estatisticamente

significante entre os grupos (p<0.0001).(G)
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Figura 14-Fotomicrografias do campo 6 (LP da raiz distal cervical lado furca) do
primeiro molar inferior esquerdo em hiperfuncao
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Legenda: grupos Controle (A e B), Hiper 4d (C e D) e Hiper 8d (E e F) corado com sirius
red/hematoxilina e obtidas em microscopia de campo claro e polariz polarizagdo. De: dentina; LP:
ligamento periodontal; AO: osso alveolar; **: faixa de cemento acelular. .Gréafico da Area de colageno
no ligamento periodontal (LP) de molares de ratos submetidos a hiperfungéo oclusal por 4 dias (Hiper
4d) e 8 dias (Hiper 8d), comparados ao grupo controle. Letras diferentes apontam diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p<0.0001).(G)
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4.6 Analise da expressdo de MMP-2 no ligamento periodontal
Nos cortes histoldgicos do primeiro molar inferior esquerdo em todas as

condigdes experimentais observou-se marcacao para MMP2 de padrao difuso
no LP e na polpa dentaria. Os cortes que nao foram incubados com o anticorpo

anti-mmp2 (controle negativo) ndo apresentaram imunomarcagéao (Fig. 15).

Figura  15-Fotomicrografias  representativas de cortes evidenciando a
imunorreatividade para MMP-2 (DAB, marrom) nos tecidos periodontais, com
contracoloragéo por hematoxilina

Hipo 4d (Controle) Hipo 4d Hipo 8d
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Controle Hiper 4d Hiper 8

Fonte: do autor (2025).
Legenda: Grupos: (A) Hipo 4d (Controle), (B) Hipo 4d, (C) Hipo 8d, (D) Controle, (E) Hiper 4d e
(F) Hiper 8d. Barra de escala = 700 pm.

A densidade optica da imunomarcagdo para MMP-2 no ligamento
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periodontal manteve-se em faixa semelhante entre os grupos avaliados
(controle, hipofuncéao e hiperfungdo), sem evidéncia de alteragao consistente
ao longo do periodo

experimental (Fig16). Observou-se apenas variagao discreta entre os tempos e
condicdes, com tendéncia a valores um pouco mais elevados em hiperfuncao 4
dias e em hipofungao 8 dias, porém sem um padrao robusto que indique
modulagao clara de MMP-2 no LP sob modificacdo na carga oclusal de curto

prazo (Fig.16)

Figura 16-Quantificacdo da imunomarcagao para MMP-2 no ligamento periodontal
(LP) na regido de furca/septo inter-radicular do primeiro molar inferior de ratos.
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Fonte:do autor (2025).

Legenda: A densidade 6ptica da marcagao (pixels) foi comparada entre os grupos Controle, Hiperfungao
4 dias (H Hipo 4d) e Hipofungéo 8 dias (Hipo 8d). Os dados sao apresentados como média + desvio-
padrdo (barras de erro)

4.7 Andlise da expressao de Esclerostina em ostedécitos do septo
interradicular

Nos cortes histolégicos do primeiro molar inferior esquerdo em todas as
condi¢cbes experimentais observou-se marcagao para esclerostina em alguns
osteocitos. Interessantemente, células semelhantes a mastécitos no ligamento
periodontal e na medula 6ssea também apresentaram marcagao para
esclerostina em seus granulos citoplasmaticos. A figura 17 apresenta o padréo

de marcagao de esclerostina em ostedcitos no osso alveolar do septo
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interradicular nos diversos grupos experimentais.

A comparagédo das frequéncias de ostedcitos positivos e negativos para
esclerostina realizada intragrupos pelo teste do qui-quadrado mostrou um
aumento estatisticamente significativo de ostedcitos positivos para esclerostina
no grupo Hipo 8d comparado ao grupo controle (p<0.05). Na hiperfungao,
verificou-se aumento significativo de ostedcitos positivos para esclerostina no
grupo Hiper 4d comparado ao controle, seguido por tendéncia de retorno a

valores semelhantes ao controle no grupo Hiper 8d (Fig.18).

Figura 17-Imunomarcacéo para esclerostina em ostedécitos do osso alveolar na regido
de furca/septo inter-radicular do primeiro molar inferior.
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Legenda: (A) Controle; (B) Hipofungao 4 dias; (C) Hipofuncgéo 8 dias;
(D) Hiperfuncao 4 dias; (E) Hiperfuncdo 8 dias. A imunorreati imunorreatividade € visualizada em

marrom (DAB) e os nucleos em azul (hematoxilina). Setas pretas indicam osteécitos positivos para
esclerostina; setas brancas indicam ostedcitos com auséncia de marcacgao Barra = 50 um.
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Figura 18-Frequéncias de ostedcitos positivos e negativos para esclerostina (n°/0,05

mm?) no septo interradicular.
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Legenda: Barras pretas: ostedcitos imunopositivos para esclerostina. Barras cinza: ostedcitos
imunonegativos. Painel esquerdo: Controle, Hipofungao 4 dias (Hipo 4d) e Hipofungéo 8 dias (Hipo 8d).
Painel direito: Controle, Hiperfuncao 4 dias (Hiper 4d) e Hiperfungcdo 8 dias (Hiper 8d). *Diferenca
estatisticamente significativa em relagao ao respectivo controle
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5 DISCUSSAO

Este estudo investigou, em curto prazo (4 e 8 dias), como alteragdes
experimentais na carga oclusal modulam a homeostase do periodonto na regido
de furca/septo inter-radicular do primeiro molar inferior esquerdo de ratos. De
forma integrada, os achados indicam que a variagao do estimulo mecéanico é
capaz de desencadear respostas rapidas no ligamento periodontal e no osso
alveolar, com padrdes distintos entre hipofuncao e hiperfuncao. Do ponto de vista
bioldgico, tais respostas sdo coerentes com o conceito de que forgas fisioldgicas
sustentam o equilibrio tecidual, enquanto sua auséncia leva a atrofia/disuso e
seu excesso pode induzir uma fase inicial mais reabsortiva, seguida de
adaptacao conforme o tecido se remodela (Wang et al., 2024; Xu et al., 2016;
Walker et al., 2008; Deporter et al., 1982).

O ganho ponderal observado em todos os grupos experimentais
sugere preservagao do estado geral e manutencéo da alimentagédo ao longo do
protocolo, o que é relevante para reduzir a influéncia de fatores sistémicos sobre
a remodelagcédo 6ssea e a dinamica do ligamento periodontal. Além disso, a
avaliacao macroscopica sem sinais evidentes de inflamagao gengival, quebra ou
extrusdo dentaria reforca que as alteragbes microscopicas e morfométricas
observadas sao mais bem interpretadas como respostas primariamente
biomecanicas (i.e., relacionadas ao estimulo oclusal), e ndo como alteragdes
guiadas por inflamagao marginal. Esse ponto € especialmente importante porque
a literatura periodontal indica que trauma oclusal/excesso de forgcas nao é
considerado iniciador de gengivite/periodontite por si s6, embora possa modificar
a resposta dos tecidos de suporte e, em cenarios com inflamacgéao, alterar o
padrao de destruicao (Yoshinaga et al, 2007; Fan & Caton, 2018).

Nos grupos hipofuncionais, a analise histolégica em HE evidenciou
alteragdes que, em conjunto, sugerem um fenoétipo de “desuso” do periodonto:
aumento de espagos medulares no tecido 6sseo na base do septo inter-radicular,
estreitamento do ligamento periodontal (LP) na furca e ao longo das raizes e
mudanga no direcionamento das fibras colagenas, com aspecto mais paralelo a
superficie dentaria, Esse conjunto de achados € consistente com descrigoes
classicas e estudos experimentais em roedores mostrando que a perda de

estimulo oclusal induz alteragdes atroficas no LP e no osso alveolar, incluindo
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estreitamento do espago periodontal e desorganizagao/reorientagao de fibras
(Kaneko et al., 2001; Levy; Mailland, 1980; Deporter et al., 1982; Nan et al., 2023)

A morfometria reforgou essa interpretagao: houve reducgao significativa
da espessura do LP no Hipo 8d e redugao importante da area média de colageno
nos grupos Hipo 4d e Hipo 8d. A técnica de picrosirius/polarizagao, ao evidenciar
birrefringéncia em tons alaranjados e avermelhados compativeis com
predominéncia de colageno tipo |, permite inferir que a menor “intensidade/brilho”
e a redugao de area colagénica refletem perda de feixes colagenos principais
e/ou menor organizagao/maturacdo desses feixes no LP sob hipofuncgéo
(Katchburian; Arana, 2012; Lindhe et al., 2010). Do ponto de vista funcional, isso
pode representar menor demanda mecanica e menor tensao transmitida pelas
fibras de Sharpey, com impacto sobre a atividade fibroblastica e sobre o turnover
da matriz extracelular. Em modelos experimentais, a hipofungao esta associada
a alteragdes estruturais do LP e a mudangas em componentes de matriz e
sinalizagdo que sustentam a integridade do tecido (Levy; Mailland, 1980; Tran
Van; Mailland, 1981; Deporter et al., 1982; Kaneko et al., 2001; Nan et al., 2023;
Omar et al., 2018; Maciejczyk et al., 2016; Radzki et al., 2024).

A quantificacao de osteoclastos acrescenta um componente importante:
na hipofuncéo, observou-se aumento progressivo do numero de osteoclastos,
com diferenca significativa no Hipo 8d, acompanhado de redugao significativa do
volume relativo de osso alveolar (Vv) no mesmo periodo. Esses resultados
sugerem que, além das alterag¢des atréficas do LP, a hipofungdo promove um
microambiente favoravel a reabsor¢cao 6ssea na regidao de furca ao longo do
tempo experimental, culminando em perda/rarefacdo 6ssea detectavel em 8
dias. Em linha com essa interpretacao, estudos em roedores apontam que a
hipofungdo pode induzir remodelagdo do osso alveolar com perda Ossea e
participacao de vias osteociticas, incluindo a sinalizagdo por esclerostina e a
modulagcdo de Wnt/B-catenina, com repercussdes sobre equilibrio formagao—
reabsorcdo (Xu et al.,2016)

Nos grupos submetidos a hiperfuncdo, os achados sugerem um
padrdao temporal bifasico. Em 4 dias, observou-se aumento significativo da
densidade de osteoclastos e redugéo significativa da densidade volumétrico do
osso alveolar, enquanto em 8 dias houve retorno a valores

intermediarios/semelhantes ao controle (tendéncia de recuperagao parcial).
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Esse comportamento é compativel com a ideia de que um aumento abrupto de
carga pode desencadear uma fase inicial de resposta reabsortiva
(recrutamento/diferenciagéo osteoclastica), seguida por adaptagao do tecido ao
novo regime mecanico. Modelos experimentais de hiperoclusdo/trauma oclusal
mostram aumento de células TRAP-positivas e maior osteoclastogénese em
janelas temporais curtas, acompanhado por maior expressao de mediadores
associados a reabsor¢dao, como RANKL e osteopontina (OPN), além de
quimiocinas envolvidas em recrutamento celular (Walker et al., 2008)

Nesse contexto, o aumento significativo de osteoclastos no Hiper 4d
observado aqui encontra respaldo em estudos que documentam elevacao de
osteoclastos TRAP-positivos em periodos iniciais (dias) apés hiperocluséao,
acompanhada por maior expressdo de mediadores pro-reabsortivos no
ligamento periodontal e no osso alveolar. O retorno do padrao osteoclastico e do
volume de o0sso alveolar em 8 dias pode representar acomodagao mecanica com
redistribuicdo de tensdes e ajuste do equilibrio remodelador apds a fase inicial
de reabsorgéo (Walker et al., 2008; Yoshinaga et al., 2007).

Um ponto a ser discutido é a espessura do LP nos grupos de hiperfungao:
houve redugao significativa no Hiper 4d (e tendéncia a normalizagdo no Hiper
8d), em vez do padréo classico frequentemente descrito de “alargamento do
espacgo periodontal” sob trauma oclusal. Uma explicacdo plausivel é que a
resposta do LP é heterogénea e depende de onde se mede: areas sob
compressao tendem a apresentar estreitamento e maior ativagdo osteoclastica
adjacente, enquanto areas sob tensdo podem exibir espessamento relativo.
Assim, a padronizagado da regidao de furca/septo inter-radicular pode capturar
predominantemente um dominio de compressao no inicio da sobrecarga. Essa
interpretacdo € coerente com conceitos bem estabelecidos de remodelagao
alveolar guiada por zonas de compressao/tensao e com observagdes de que o
trauma oclusal altera principalmente os tecidos de suporte, sem
necessariamente produzir um padrdo uniforme ao longo de todo o periodonto
(Hallmon, 1999; Fan; Caton, 2018; Okeson, 2008).

A espessura do cemento acelular aumentou significativamente no Hipo
8d. Embora ndo tenham sido observadas alteragées morfolégicas evidentes em
HE entre controle e hipofungao, a morfometria pode detectar mudancas discretas

de deposicao/aposi¢cao que nao sao facilmente perceptiveis na analise
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qualitativa. Biologicamente, o cemento € um tecido de adaptacédo e pode
responder a mudangas no ambiente mecanico ao longo do tempo; o aumento de
espessura pode representar uma resposta compensatoria para manutencao do
aparato de insergdo em um cenario de LP mais estreito e com menor conteudo
colagénico funcional.

Além disso, ha evidéncias de expressdo de SOST/esclerostina em
cementdcitos, sugerindo que células relacionadas ao cemento possam participar
de vias associadas a homeostase mineralizada e potencialmente responder a
alteragdes do ambiente mecanico (Jager et al., 2010; Robling et al., 2008; Lin et
al., 2009; Weivoda; Youssef; Oursler, 2017)

A manutencao da densidade optica da imunomarcagao para MMP-2 no
ligamento periodontal em faixa semelhante entre controle, hipofuncdo e
hiperfungéo sugere que, no intervalo curto avaliado (4—8 dias), a modulagao da
carga oclusal nao foi suficiente para promover uma alteragdo consistente na
presenca proteica detectavel por imunohistoquimica, o que € compativel com o
papel da MMP-2 como enzima frequentemente envolvida no turnover basal da
matriz extracelular do periodonto e com respostas mecanobiolégicas que podem
ser dependentes de intensidade, duragao e microambiente tecidual (Dieterle et
al., 2021; Radzki; Skiba; Paradowska-Stolarz, 2024). Além disso, alteragbes
funcionais relevantes podem ocorrer predominantemente por mecanismos poés-
traducionais (ativagaol/inibigao por TIMPs e outras MMPs), sem necessariamente
se traduzirem em mudancgas robustas de densitometria em um periodo curto
reforcando que “auséncia de modulacéo clara” na imunohistoquimica nao exclui
participagdo da MMP-2 na adaptacdo do LP (Mccauley; Nohutcu, 2002;
Khoswanto, 2023). Em modelos experimentais de hipofungdo por perda de
contato oclusal, por exemplo, ja se descreveu impacto sobre a
expressao/atividade de MMP-2 e sobre a organizagéo de fibras colagenas no
LP, porém com forte dependéncia do desenho experimental, do dente analisado
e da janela temporal, o que pode explicar a presenga apenas de tendéncias
discretas (hiperfungéo 4d e hipofungdo 8d) no seu achado, sem um padréo
reprodutivel de curto prazo (Omar et al., 2018; Gomes et al., 2017).

A imunomarcagao para esclerostina em ostedcitos e cementécitos nos
diferentes grupos € compativel com o papel dessa proteina como reguladora da

remodelagcao dssea/cementaria, presente em matrizes mineralizadas e capaz de
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modular negativamente a via Wnt/B-catenina, reduzindo a atividade formadora
ossea (Van Bezooijen et al., 2009; Winkler et al., 2003; Glass; Karsenty, 2006;
Ashifa et al., 2021). O aumento significativo de ostedcitos positivos no grupo Hipo
8d em relacdo ao controle corrobora evidéncias de que a
hipofungdo/descarregamento mecéanico tende a elevar a expressido de
Sost/esclerostina, reforcando um perfil biolégico associado a reducdo da
formacgao 6ssea e associado a perda 6ssea alveolar em situagdes de desuso (Lin
et al., 2009; Xu et al., 2016; Dieterle et al., 2021). Na hiperfungdo, o aumento
transitorio em Hiper 4d seguido de tendéncia de retorno em 8d pode indicar uma
resposta inicial do ostedcito ao estresse mecanico com ajuste do nivel de
sensibilidade ao estimulo e reequilibrio da sinalizagdo ao longo do tempo, em
linha com o entendimento de que as respostas a carga podem ser bifasicas e
dependentes da intensidade/duracédo do estimulo (Duncan; Turner, 1995; Choi
et al., 2022; Wang et al., 2024).
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6 CONCLUSAO

Modificagdes de curto prazo na carga oclusal (Hipofungao e hiperfungao)
induzem alteragdes histologicas no periodonto de sustentacdo e a esclerostina
se mostrou um marcador-chave da adaptacdo dos ostedcitos do septo
interradicular as variagdes de carga. Novos estudos, com outros tempos
experimentais e marcadores, s&0 necessarios para esclarecer 0s mecanismos

envolvidos e a participagao de vias nao detectadas neste modelo.
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