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RESUMO

O avango mandibular através das técnicas ortopédicas funcionais é atualmente utilizado
em pacientes jovens para estimular o crescimento mandibular. A morfologia da mandibula
depende da manutencdo da cartilagem condilar. As mudancas degenerativas na articulagdo
temporomandibular associadas ao envelhecimento podem influir na forma da mandibula e
reduzir o potencial de crescimento quando estimulado pelo tratamento com aparelho
funcional. O propdsito deste estudo foi avaliar as mudancas morfologicas associadas com o
envelhecimento e o avanco mandibular na mandibula, condilo e disco articular de
camundongos machos e fémeas de 2, 7, 15 e 16 meses de idade. A cada 3 dias, durante um
més, os incisivos inferiores foram desgastados em Imm para induzir a protrusdo mandibular
quando o animal estava se alimentando. Apods, as mandibulas esquerdas de 53 animais
experimentais e 55 controles foram dissecadas e imagens digitais foram obtidas para analisar
oito medidas lineares e uma angular. A microestrutura condilar também foi analisada através
do Microscopio Eletronico de Varredura (MEV). Os condilos e discos articulares do lado
direito da mandibula de 30 camundongos fémeas experimentais e 27 controles foram
analisados pela microscopia de luz para medir a espessura dos discos articulares e verificar o
numero de células proliferativas e hipertroficas da cartilagem condilar nas regides: posterior,
média e anterior. Os resultados mostraram mudangas nas medidas lineares e angulares com o
envelhecimento no grupo controle e resposta de crescimento no condilo mandibular apos o
estimulo biomecanico em camundongos machos com 7 e 15 meses. A andlise pelo MEV
revelou depressdes na cartilagem condilar dos animais de 7 e 15 meses experimentais em
comparagdo com os controles. Nas fémeas com 2 e 16 meses, os resultados demonstraram que
o avan¢o mandibular induz ao crescimento mandibular ¢ aos 7 meses foi detectada a
regeneragdo da cartilagem pelo MEV e andlise histologica. A espessura do disco articular na
regido média ¢ modificado durante o envelhecimento no crescimento natural e estimulado
com as médias maiores aos 2 meses de idade. Foi observada uma interacdo entre a idade e o
tratamento na regido anterior do disco articular do grupo de animais mais jovens e sugestiva
na regido posterior dos animais de 16 meses. Nos animais tratados, as células proliferativas
aumentaram na regido posterior do condilo nos camundongos de 7 e 16 meses, na média dos
animais de 16 meses e em todas as idades na regido anterior. As médias do nimero de células
proliferativas em todas as regides e das células hipertroficas na regido média confirmaram o
efeito da idade e a interacdo com o tratamento ocorreu nos animais de 16 meses com um

aumento de células proliferativas na regido posterior e média. Concluindo, o estimulo



biomecanico muda os padrdes de crescimento da mandibula, do condilo e do disco articular
em camundongos fémeas de diferentes idades. Nos machos, as medidas lineares mudam
durante o processo de envelhecimento e o avango mandibular pode estimular o crescimento

do condilo mandibular em animais 1dosos.
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ABSTRACT

Mandibular advancement (MA) by means of functional orthopedic techniques is currently
used in young patients to stimulate mandibular growth. Mandibular morphology depends on
the maintenance of the condylar cartilage. Degenerative changes in the temporomandibular
joint associated with aging could affect the shape of the mandible and reduce growth potential
when stimulated by functional appliance therapy.The purpose of this study was to evaluate the
morphological changes associated with aging and mandibular advancement (MA) in the
mandible, condyle and articular disc of male and female mice of 2-, 7-, 15- and 16-month-old.
Every 3 days during 1 month, the lower incisors were trimmed by 1 mm to induce protrusion
when the animal was feeding. The left mandibles of the 53 experimental and 55 control
individuals were subsequently dissected and digital images were obtained to analyze nine
linear/angular measurements. The condylar microstructure was also analyzed by scanning
electron microscopy (SEM).The right mandibular condyles and articular discs of the 30
experimental and 27 control female mice were analyzed by light microscopy to measure the
thickness of articular disc and verify the number of proliferative and hypertrophic cells in the
condylar cartilage in three regions: posterior, middle and anterior. The results showed changes
in linear/angular measurements of the mandible with age in the control group and a growth
response in the mandibular condyle in 7- and 15-month-old male mice after MA. Moreover,
SEM analysis revealed many depressions in the condylar cartilage in the 7- and 15-month-old
treated mice in comparison with controls. In female mice, the results demonstrated that MA
produces mandibular growth in 2- and 16-month-old. Although there was no mandibular
growth in 7-month-old mice, regeneration of the condylar cartilage was detected by SEM and
histological analysis. The thickness of articular cartilage in the middle region changes during
aging in natural and stimulated growth with higher averages in 2-month-old animals. An
interaction between age and treatment occurred in the anterior region of the articular disc in
youngest mice and in the posterior region was suggestive in 16-month-old mice. In treated
mice, the proliferative cells in the condylar cartilage enhanced in the posterior region of 7-
and 16-month-old, in the midle of 16-month-old and in the anterior in all ages as the
hypertrophic cells in the anterior region. The averages of proliferative cells in all regions and
hypertrophic cells in the middle region confirmed the age effect and the interaction to
treatment occurred in 16-month-old mice with an increase of proliferative cells in posterior
and middle regions. In conclusion, the mechanical stimulus changes the growth patterns of the

mandible, condyle and articular disc of female mice of different ages. In addition, linear



measurements change during the aging process and MA can stimulate condylar growth in

aged male mice.

Keywords: Aging. Temporomandibular joint. Condylar cartilage. Mandibular growth.

Functional maxillary orthopedics.
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INTRODUCAO

A cartilagem condilar ¢ um centro de crescimento craniofacial e por conta disto, a
morfologia da articulagdo temporomandibular (ATM) se torna um fator de interferéncia no
processo de desenvolvimento do complexo craniofacial, onde qualquer alteragcdo resultard na
aceleragdo da maturacdo, principalmente nas areas de compressdo da cartilagem. O
crescimento da cartilagem condilar mandibular ¢ mais influenciado por fatores extrinsecos do
que intrinsecos, diferentemente da cartilagem da epifise em ossos longos (Behrents, 1993;
Hinton, 1986). Assim, considerando que as mandibulas dos roedores se posicionam
diferentemente na incisdo e na mastigacdo e que a reducgdo da fungdo incisal, removendo ou
cortando ao nivel gengival os incisivos, diminui o estimulo de crescimento da ATM
(Fanghanel and Miehe, 1994), a protrusdo ou avango mandibular tem papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento desta articulacdo (Hinton RJ, 1986).

A Ortopedia Funcional dos Maxilares tem como um dos principios fundamentais a
protrusdo mandibular, um estimulo biomecanico que pode ser obtido através de aparelhos
ortopédicos moveis intraorais e bimaxilares que induzem a excitagao neural das articulagdes,
musculos, periodonto, mucosa e periosteo (Simdes, 2003). Segundo o estudo com o
hiperpropulsor postural de Petrovic e Stutzmann (1999), a resposta de crescimento ocorre
apds uma cascata de eventos que se inicia com o aumento da atividade contratil do musculo
pterigoideo lateral levando a uma intensificacdo da atividade repetitiva da zona bilaminar e
aumento dos fatores de crescimento locais, como resultado ocorre o alongamento da
mandibula em animais jovens. Porém, existem duvidas quanto a resposta ao estimulo
biomecanico em animais adultos e velhos. Durante o processo de envelhecimento, ocorrem
modificagdes bioquimicas no organismo. Diminuem fatores de crescimento e aumentam
citocinas pro-inflamatorias circulantes como: fator de necrose tumoral- ¢, interleucina-1,
interleucina-6 e interleucina-10 (Krabbe et al., 2004). Devido a estas alteragdes, algumas
estruturas do organismo animal como a articulagdo temporomandibular (ATM), podem sofrer
uma diminui¢do da resposta de crescimento ¢ da capacidade regenerativa (Blumenfeld and
Livne, 1999; Gepstein et al., 2002; Livne, 1994; Livne et al., 1997). Entretanto, de acordo
com estudos longitudinais sobre crescimento craniofacial em humanos realizados por Bolton e
Rolf Behrents (1985), foi observado que ocorria um crescimento 0sseo natural e continuo do
complexo craniofacial em individuos que foram assistidos por 66 anos (Behrents, 1993), o
que sugere que o tratamento ortopédico funcional dos maxilares também pode ser empregado

em adultos e 1dosos.



O crescimento da cartilagem condilar ocorre por aposi¢do, incorporagao de células
condrogénicas a superficie da cartilagem; e crescimento intersticial, mitose de crondrécitos.
No condilo mandibular, os condrécitos se posicionam aleatoriamente distribuidos, conferindo
ao condilo a possibilidade de modificar a sua forma e adaptar-se conforme as solicitagdes
funcionais. Durante o processo de envelhecimento esta cartilagem vai gradualmente
diminuindo a sua espessura e atividade celular (Simdes, 2003). Entretanto, o cdndilo
mandibular mantém em sua superficie uma camada de células mesenquimais indiferenciadas
durante a fase adulta (Katchburian, 2004). O condilo mandibular aumenta com o disco
articular e fossa glenoide, envolvendo a formagao de osso intramembranoso ¢ endocondral,
por crescimento aposicional , com algum intersticial, e diferencia¢do de cartilagem. A fossa
glenoide cresce por relocagdo remodeladora anterior e desenvolvimento do tubérculo
temporal (Dibbets, 1993). Qualquer estimulo biomecanico proporcionard uma resposta
bioquimica, através de mudancas da atividade metabolica e da expressdao gé€nica que
precedem as altera¢des na atividade proliferativa, modificando assim a sua estrutura original
(Fuentes et al., 2003a; Fuentes et al., 2003b). Portanto, os estimulos biomecanicos, levam a
uma alteracdo dos fatores intrinsecos responsaveis pelo crescimento e manutengdo da ATM.

A integridade da cartilagem articular depende do equilibrio entre a sintese de matriz
extracelular pelos condrocitos e a taxa de degradacao, qualquer interferéncia neste mecanismo
podera alterar a dindmica celular desta estrutura. Durante o processso de envelhecimento,
foram observadas algumas modifica¢des na cartilagem condilar da ATM de camundongos.
Ocorre a redugdo do numero de condrocitos, da sintese de matriz e surgem lesdes
caracteristicas da osteoartrite na superficie articular condilar (Gepstein et al., 2002). O
crescimento ¢ intersticial, talvez relacionado a reparacdo tecidual, apresentando somente
condroblastos e colageno tipo I, com apenas uma camada de células na zona hipertrofica. A
mineralizagdo da cartilagem nao existe neste periodo (Livne et al., 1990). A atividade das
metaloproteinases (MMPs) e sintese de proteoglicanas, que sao fundamentais na remodelagao
da cartilagem, sdo reduzidas (Gepstein et al., 2003). Porém, permanece uma camada de
c¢lulas mesenquimais indiferenciadas na superficie articular (Rabie et al., 2003b) e apos a
suplementagdo com hormoénio de crescimento em experimento in Vvitro, a cartilagem do
condilo mandibular apresenta uma resposta de proliferacdo celular ¢ um aumento da sintese
de proteoglicanas (Livne et al., 1997).

Em humanos, até a vigésima década de vida, se distingue no condilo mandibular e na
fossa glenoide: o tecido conjuntivo denso que é a camada mais externa, uma segunda camada

de células indiferenciadas, uma regido de ossificagdo endocondral e por ultimo o osso



(Katchburian, 2004). Ao se aproximar dos trinta anos, ocorre uma diminui¢cdo da espessura da
cartilagem do condilo mandibular. Nesta fase, o condilo apresenta 4 camadas, assim
constituidas: a mais externa de tecido conjuntivo denso com células de aparéncia de
fibrocondrécitos; uma camada de células indiferenciadas, uma terceira camada de
fibrocartilagem e a seguir o 0sso. Entre a fibrocartilagem e o osso podem permanecer algumas
areas de cartilagem calcificada. As superficies articulares do osso temporal mantém a mesma
estrutura do condilo mandibular, porém, a camada de células indiferenciadas se torna
descontinua (Katchburian, 2004). Apds esta idade, o potencial de crescimento do condilo
mandibular decresce (Price et al., 2002) e o aumento das mudangas degenerativas parecem
estar associadas ao envelhecimento, porém, ndo ocorrem linearmente como em outras
articulagdes sinoviais do organismo, por volta dos 60 anos parece ndo progredir mais (Luder,
2002). Quanto ao disco articular, ocorre a presenga de condrocitos sem a presenca de
condroblastos, originando-se, provavelmente, de fibrdcitos, sendo também observadas
diferencas bioquimicas entre as por¢des anterior e posterior do disco. Contudo, ainda ndo ¢
possivel afirmar todas estas modificagcdes fazem parte de um processo natural ou patoldgico
do envelhecimento.

Portanto, ja que o estimulo biomecanico modifica a bioquimica local da ATM e ocorre o
crescimento craniofacial natural durante o processo de envelhecimento; este estudo pretende
demonstrar que o avan¢go mandibular pode produzir uma resposta de crescimento e
regeneracdo da mandibula, disco articular e condilo mandibular durante o envelhecimento,
proporcionando assim o equilibrio e o restabelecimento das fungdes estomatognaticas.

Esta tese estd dividida em 3 capitulos, cada qual com um artigo. O primeiro, “Mandibular
advancement and morphological changes in the mandibles of female mice of different ages”,
foi aceito para publicagdo no peridodico Experimental Gerontology. O segundo,
“Morphological changes in the mandibles of male mice associated with aging and
mandibular advancement”, foi submetido ao periddico Mechanisms of Ageing and
Development (ver instru¢des para autores no anexo 1). E o terceiro, “The growth effect of the
mandibular advancement in the condyle and articular disc of female mice of different ages”,
foi redigido para ser submetido ao periddico Aging Cell (ver instru¢des para autores no

anexo 2).
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DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisadas as mudangas morfoldgicas da mandibula, do condilo e do
disco articular durante o envelhecimento e ap6s o avanco mandibular em camundongos
machos e fémeas. O estimulo da protrusdo mandibular induziu ao posicionamento mais
anterior do condilo e do disco articular na fossa glendide quando os animais se alimentavam,
conseqlientemente, foi iniciada uma cascata de eventos que resultaram em resposta de
crescimento e regeneragdo das estruturas mencionadas.

Foi observado que a mandibula dos camundongos machos tem crescimento continuo ao
longo do processo de envelhecimento. Entretanto, no condilo mandibular, um importante
centro de crescimento, o comprimento (C-D) estava diminuido nos animais de 7 e 15 meses; a
sua espessura (Q-R), apesar de diminuida aos 7 meses, aos 15 meses retornou ao tamanho
aproximado dos animais de 2 meses de idade. Diferentemente do que ocorre com os animais
experimentais, a dire¢ao de crescimento mandibular permanece a mesma durante o processo
de envelhecimento. Embora ocorra o decréscimo de fatores de crescimento e aumento de
citocinas pro-inflamatorias na ATM, resultando na reducdo de resposta de crescimento e
regeneragdo da cartilagem condilar de roedores (Blumenfeld and Livne, 1999; Gepstein et al.,
2002; Livne, 1994; Livne et al., 1997); como ocorre em humanos, o aumento das medidas
lineares pode ser explicado pelas variagdes na calcificagdo das suturas craniais e faciais em
adultos jovens e fatores extrinsecos como estimulos funcionais e biomecanicos (Behrents,
1993).

Houve regeneracdo do cdondilo mandibular e aumento do comprimento (C-D) apds o
estimulo protrusivo nos animais de 7 e 15 meses machos e nos de 16 meses fémeas. O efeito
do tratamento nas fémeas de 7 meses sugere, pela andlise realizada através da microscopia
eletronica de varredura (MEV), que apesar de ndo ter ocorrido a resposta de crescimento
houve uma regeneragdo da cartilagem condilar em todas as regides e do disco articular na
regido média, o que foi confirmado pela andlise histologica. Apds o avango mandibular, a
analise histologica revelou que a quantidade de células proliferativas estava aumentada nas
regides posterior e média do condilo mandibular assim, justificando os resultados das medidas
lineares em que houve um aumento do comprimento do condilo (C-D), do processo condilar
(B-F) e do comprimento mandibular (A-F) nos animais de 16 meses fémeas. Da mesma
forma, houve um aumento significativo na regido anterior nas fémeas de 7 meses. Nas fémeas
experimentais, a espessura do disco articular diminuiu na por¢do anterior nas mais jovens;

enquanto que na regido posterior houve um aumento com 16 meses de idade. Em animais do
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grupo controle, dos 2 aos 16 meses de idade, foi observada a reducdo da espessura do disco
articular na regido média, compativel com dados de estudos prévios que reconhecem esta
regido como a de maior impacto nas forcas mastigatorias e parece ser a regido mais afetada
pelo envelhecimento. A estreita relacdo desta estrutura com o condilo mandibular leva a supor
que se o disco articular preservar as caracteristicas originais, a cartilagem condilar manterd a
sua integridade. Assim, devido ao aumento de células proliferativas na cartilagem condilar
observada neste estudo; mesmo que apo6s o avango mandibular o disco articular tenha mantido
a espessura usual nas diferentes idades, a liberagdo de fatores de crescimento na ATM poderia
modificar as propriedades biomecanicas desta estrutura. A composicdo, organizagdo e
interagdo com o fluido tecidual pode preservar as caracteristicas biomecanicas do disco
articular (Tanaka and van Eijden, 2003).

Apesar do grupo de animais mais velhos fémeas terem apresentado médias do numero de
células proliferativas maiores nas experimentais, no grupo de 2 meses nao houve alteragao.
Porém, nas medidas lineares foi observado que a média do comprimento mandibular nas
fémeas jovens era significativamente maior nas tratadas. Estes dados sugerem que o
crescimento da cartilagem, que precede a formagdo Ossea, ocorre mais cedo em animais
jovens apds o avan¢o mandibular e esta diferenga de resposta entre idades pode ser justificada
pela necessidade inicial de reparacdo do tecido cartilaginoso no condilo mandibular que esta
em processo degenerativo nos animais mais velhos. Foi observado que nos animais machos
tratados com 7 e 15 meses, ocorreu uma resposta de crescimento no condilo mandibular
porém, ndo houve diferengas significativas no corpo ou ramo mandibular. E nas fémeas, além
do crescimento do condilo, houve o aumento do comprimento mandibular e do processo
condilar, ambas medidas relacionadas ao ponto médio do cdndilo (F). De acordo com os
dados morfolégicos deste estudo, podemos inferir que ap6s 30 dias de avango mandibular
houve formagdo de osso novo e ndo mais a formagdo de cartilagem em animais jovens
machos e fémeas. No estudo de Rabie et al. (2003a) foi analisada a expressdao do Sox 9, um
fator de transcricdo que controla a diferenciacdo das células mesenquimais em condrécitos,
em ratos jovens apds o avanco mandibular. Os resultados demonstraram que no quinto dia de
tratamento houve a maior expressdo do Sox 9 na regido posterior do condilo. Apos o sétimo
dia comecou a decrescer para niveis naturais ou menores ¢ aos 30 dias houve a formagdo
significante de tecido dsseo.

Em nosso estudo, o avango mandibular foi iniciado nas idades de 2, 7, 15 ¢ 16 meses,
diferentemente de estudos em que o tratamento foi iniciado na fase adulta jovem. Assim,

ocorreram diferentes respostas ao tratamento dependendo em que fase foi iniciado. Estas
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diferentes respostas podem ser justificadas pelas mudangas bioquimicas na ATM, sendo
bioquimicamente mais estdvel em camundongos a partir dos 12 meses de idade do que aos 6-7
meses de idade, mesmo na presenga de processos degenerativos prévios (Blumenfeld et al.,
1997; Blumenfeld and Livne, 1999). De acordo com Rabie et al. (2004), a mudancga postural
da mandibula proporciona a mudanca biofisica do ambiente da ATM; ¢ um processo inclui a
liberacdo de fatores regulatorios que aumentam a proliferacdo celular e diferenciacdo.
Portanto, o crescimento e regeneracdo do codilo mandibular pode ocorrer em todos os
estagios do processo de envelhecimento, porém, em niveis diferentes de acordo com as
necessidades imediatas do microambiente da ATM.

Assim, neste estudo foi demonstrado que na mandibula, no condilo e no disco articular
existem respostas especificas ao estimulo biomecanico em cada estagio do processo de
envelhecimento e em cada genéro. Além disso, as medidas lineares e angulares confirmaram o
crescimento continuo durante o processo de envelhecimento em camundongos machos € um
potencial de resposta de crescimento ao estimulo biomecanico em animais velhos. Estes dados
sugerem que existem diferentes respostas ao tratamento funcional dos maxilares durante os
diferentes estagios do processo de envelhecimento e uma resposta favoravel em animais

1dosos.
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