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RESUMO

Moreira MM.Efeito do alendronato sodico sobre a atividade clastica na periodontite
experimental em ratos [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de Séo Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2014. Verséao Original.

A periodontite € uma doenca de natureza multifatorial e infecciosa, que resulta na
inflamacéo e perda dos tecidos de suporte dos dentes. Essa inflamacéo € causada
por bactérias associadas ao biofilme, causando a perda progressiva de insercéo. Os
bisfosfonatos sdo farmacos com capacidade de inibir a reabsorcdo 6ssea, atuando
nas células clasticas. O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do
alendronato, um bisfosfonato nitrogenado com grande poténcia antireabsortiva, na
evolucdo da doenca periodontal induzida em ratos, bem como a possivel presenca
de necrose 6ssea no processo alveolar. Foram utilizados 48 ratos Wistar albinos, do
sexo masculino, com 3 meses de vida e peso médio de 250g. Os animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos: Alendronato (ALN) e Controle (CON). A
periodontite foi induzida com a insercdo de um fio de seda 4.0 no sulco gengival do
segundo molar superior. Os ratos do grupo ALN, receberam doses diarias de 2,5
mg/kg durante 7 dias antes e 7, 14, 21 e 30 dias ap6s a inducédo da doenca; o grupo
CON recebeu solucdo salina estéril. Nos tempos citados as maxilas foram fixadas,
descalcificadas e incluidas em parafina ou resina Spurr. Os cortes foram corados
com HE, para analise morfologica, e histomorfométrica. Alguns cortes foram
submetidos a imuno-histoquimica para deteccdo de RANKL e OPG. Foi utilizado o
método TRAP, marcador de osteoclastos e microscopia eletrbnica de transmissao
para analise ultraestrutural. O ALN inibiu a reabsorcao da crista alveolar de todos os
grupos tratados. As células clasticas apresentaram-se em estado latente. No grupo
controle a crista alveolar foi reabsorvida e o TRAP revelou clastos ativos, achados
confirmados pela microscopia eletronica de transmissédo. A expressao de RANKL,
molécula ativadora da célula clastica, ndo foi inibida pela droga. A expressédo de

OPG foi aumentada nos animais tratados. Os animais do grupo tratado durante 21 e



30 dias, apresentaram sinais de osteonecrose na crista alveolar, como lacunas de
osteqcitos vazias e regides exposta de 0sso. Os resultados demonstraram que 0 uso
de alendronato durante a doenca periodontal inibe a reabsorcdo Ossea e que

durante tempos prolongados pode gerar osteonecrose na regido da crista 0ssea.

Palavras-chave: Alendronato. Bisfosfonatos. Periodontite. Osteoclastos.

Reabsorcéo. Osteonecrose.



ABSTRACT

Moreira MM Effect of alendronate on the clastic activity in induced periodontitis in rats
[thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2014. .
Versao Original.

Periodontitis is an infectious disease of multifactor nature that results in the
inflammation of the tissues supporting the teeth. This inflammation is caused by
accumulation of biofilm and causes progressive insertion and bone loss. The
bisphosphonates are drugs with the capability to inhibit the activity of clastic cells.
The aim of this study was to investigate the effects of alendronate, a nitrogenated
bisphosphonate with high antiresorptive power on experimental periodontal disease,
and to analyze the possible presence of osteonecrosis in the rat alveolar process.
Forty-eight male Wistar rats, three months old, with 250g weight were used. The
animals were randomly divided into two groups: Alendronate (ALN) and Control
(CON). The periodontitis was induced with a 4.0 silk wire inserted into the gingival
sulcus around the right upper second molar. The ALN rats, received daily doses of
2.5 mg/kg alendronate (ALN) for 7 days before the induction of periodontitis; the
treatment continued for additional 7, 14, 21 or 30 days. The CON rats, received
sterile saline solution. In the time points cited, the maxillae were fixed, decalcified and
embedded in Spurr resin or paraffin. The specimens were morphologically analyzed
in HE stained sections, after which histomorphometry was carried out. Some stained
sections were used for immunolabeling for RANKL and OPG. The osteoclasts were
marker by tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) histochemistry. The ultrathin
sections were examined in a transmission electron microscope. ALN reduced the
activity of osteoclasts and significantly decreased the resorption of the alveolar crest.
In the control group the alveolar crest appeared resorbed, while TRAP showed active
osteoclasts, findings confirmed by transmission electron microscopy. The expression
of RANKL, an osteoclast-activating molecule, was not inhibited by the drug. The
expression of OPG was increased in the treated animals. The animals of the group
treated for 21 and 30 days showed signs of osteonecrosis of the alveolar crest, as

empty osteocyte lacunae in the exposed bone regions. The results showed that the



use of ALN for periodontal disease inhibited bone resorption; when it was
administered for prolonged periods it can cause osteonecrosis in the bone crest area.

Keywords: Alendronate. Bisphosphonate. Periodotitis. Osteoclast.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca de natureza multifatorial e infecciosa, que
resulta na inflamacé&o e perda dos tecidos de suporte dos dentes. Essa inflamacéo é
causada por bactérias associadas ao biofilme, causando a perda progressiva de
insercao. A formacéao de bolsas periodontais e recessédo da gengiva ocorrem nao so
pelo efeito destrutivo das bactérias, mas também pela resposta imunologica dos
hospedeiros. A formacgédo de bolsa periodontal é resultante da reabsor¢cdo do 0sso
alveolar devido a presenca dos agentes infecciosos supracitados, além da
degradacédo das fibras do ligamento periodontal. Esta condicdo tem maior incidéncia
em individuos de idade avancada do que em jovens (Lindhe et al., 2010 Kalsi et al.,
2011).

As células responsaveis pela reabsorcdo do osso alveolar e demais tecidos
mineralizados sdo as células clasticas, que no tecido 6sseo sdo chamadas de
osteoclastos. Essas células se formam quando precursores mononucleares sao
atraidos para uma superficie mineralizada, se fundem e aderem sobre ela,
exercendo assim sua atividade de reabsorcéo. Essas células podem estar presentes
em fase latente ou ativa, ocorrendo ambas de forma fisiologica ou patoldgica. O
principal sistema regulador da osteoclastogénese é o RANK/RANKL/OPG. O RANK
(receptor activator of NFkB) esta presente na membrana plasmatica de células
precursoras e também de osteoclastos diferenciados. Este receptor sinaliza a
proliferacéo e fusdo de precursores e ativa a funcao reabsortiva dos osteoclastos, 0
gue é dependente do acoplamento de seu ligante, o RANKL (receptor activator of
NFkB ligand). O RANKL é expresso na membrana ou secretado por células
indiferenciadas, células de revestimento o&sseo e osteoblastos. A OPG
(osteoprotegerina) é também produzida por células indiferenciadas e osteoblastos e
considerada outro receptor do RANKL. Quando a OPG se liga ao RANKL, impede a

fuséo e ativagao dos osteoclastos (Arana-Chavez; Bradaschia-Correa, 2009).

Os precursores das células clasticas, oriundos da linhagem monocitica e
presentes na corrente sanguinea, respondem a moléculas sinalizadoras durante a
periodontite e migram para o local. O RANKL, que estimula a reabsorcdo 6ssea, e a

OPG, que bloqueia sua acao, formam um sistema bi-molecular que esta envolvido
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na reabsorcao do osso alveolar que ocorre na periodontite. Durante a progresséo da
doenca, ocorre liberacdo de citocinas inflamatorias, quimiocinas e mediadores, que
contribuem para a degradacéo 6ssea e destruicdo das fibras colagenas do ligamento

periodontal (Wara-aswapat et al., 2007).

Um dos principais objetivos das terapias periodontais € eliminar os fatores
determinantes desta patologia, de modo que os tecidos possam restabelecer as
condi¢des de saude. InUmeras estratégias para a regeneracao periodontal tém sido
buscadas, ainda sem completo sucesso. Além das terapias convencionais, alguns
autores tém estudado terapias coadjuvantes como o uso de bisfosfonatos durante a
doenca (Duarte et al., 2004).

Os bisfosfonatos, farmacos com reconhecida capacidade de inibicdo da
reabsorcdo 6ssea por osteoclastos, mostraram grande potencial como inibidores da
perda 6ssea alveolar. Os bisfosfonatos sdo analogos ao pirofosfato endégeno, que é
regulador fisiolégico de calcificacdo. Estes farmacos se ligam a hidroxiapatita da
superficie 6ssea e, uma vez internalizados pelos osteoclastos ao degradarem a
matriz 0ssea, causam um efeito inibitério nessas células (Russell, 2011). O
mecanismo inibitério sobre estas células ainda nédo foi totalmente elucidado. O
mecanismo de acdo dos diferentes tipos de bisfosfonatos e a poténcia
antireabsortiva estdo vinculados a composicdo de suas cadeias laterais; estes
podem apresentar radical hidroxila na sua composicdo ou atomo de cloro. Os
bisfosfonatos podem ser nitrogenados e nao nitrogenados: Os chamados nao-
nitrogenados, como o etidronato e o clodronato apresentam baixa potencia
antireabsortiva; ja os nitrogenados como o pamidronato e o alendronato, apresentam
grande aumento na poténcia antireabsortiva, por possuirem atomo de nitrogénio em

sua molécula (Russell, 2011).

Estes farmacos sao utilizados no tratamento de doencas como a doenca de
Paget e especialmente a osteoporose, patologia que ira aumentar substancialmente
nas proximas décadas, devido ao envelhecimento da populacdo a nivel mundial
(Brewer et al., 2011). Atualmente o bisfosfonato mais utilizado para a prevencéo e
tratamento da osteoporose é o alendronato sodico. Este farmaco tem despertado,
cada vez mais, o interesse de profissionais da odontologia, devido aos numerosos

relatos de complicacdes pos operatérias, tais como osteomielites, osteonecrose,
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alteracbes no processo de osseointegracdo de implantes, na movimentacao
ortodéntica e no atendimento a pacientes idosos, uma vez que este € indicado a
pacientes de idade avancada, na qual a incidéncia de doenca periodontal é elevada.
Os efeitos da droga sobre essa doenca tém sido recentemente estudados tanto com
abordagem terapéutica, na tentativa de modular a perda éssea alveolar, como para
avaliar os potenciais riscos que o farmaco apresentaria se administrado nesta

situacdo clinica (Samantaria, et al., 2010, Gupta et al., 2011).

Diante das evidéncias presentes na literatura, dos estudos relacionados ao
emprego de bisfosfonatos favoraveis e desfavoraveis em casos de periodontite,
ainda faz-se necessaria uma analise detalhada do efeito destes farmacos no curso
da periodontite induzida, especialmente dos aspectos estruturais e ultra-estruturais,
bem como da presenca de moléculas sinalizadoras da osteoclastogénese. Para
tanto, sera utilizado um modelo animal no qual sera induzida a periodontite no
segundo molar de ratos tratados e nao tratados com alendronato e avaliados o grau
de perda Ossea, a ultra-estrutura e a imunomarcacdo de RANKL e OPG nas

estruturas periodontais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Periodonto

s

O periodonto € constituido pelas seguintes estruturas: gengiva, ligamento
periodontal, cemento radicular e osso alveolar. Tais tecidos séo divididos em dois
grupos, de acordo com suas funcdes, periodonto de protecdo ou marginal e
periodonto de insergéo ou sustentagao.

2.1.1 Periodonto de Protecéo

7

O periodonto de protecdo € constituido pela gengiva e compreende trés
porcdes: gengiva marginal, gengiva inserida e gengiva papilar. Reveste a por¢ao
cervical dos dentes, recobre o0 processo alveolar e estd presente nos espacos
interdentarios. A gengiva tem funcdo protetora, e importante papel na resposta
imunoldgica. Consiste em uma camada epitelial e um tecido conjuntivo subjacente,
denominado lamina prépria (Lindhe et al.,2010, Katchburian; Arana-Chavez, 2012).
A lamina propria sinaliza fun¢Bes importantes para progressao e sustentacdo normal
do epitélio gengival. As principais células que a constituem séo os fibroblastos, além
de linfécitos, macréfagos, mastécitos e plasmaocitos (Oliveira et al., 2005).

A gengiva marginal ou gengiva livre como também é denominada, contorna o
colo do dente, com cerca de 0,5 a 2 milimetros de altura. E constituida por duas
vertentes, a vertente externa chamada de sulco gengival e a interna chamada de

epitélio juncional (Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

O sulco gengival € uma pequena invaginacdo entre o dente e a gengiva,
sendo o local onde se insere a sonda periodontal em direcdo a juncdo cemento-
esmalte, durante exames periodontais. O epitélio juncional estabelece intimo contato

com a superficie dentaria, formando a aderéncia epitelial, adeséo entre suas células
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e superficie dentaria. Embora em dentes sadios a gengiva esteja em contato intimo
com a superficie do esmalte, em alguns casos essa adesdo pode ocorrer com
cemento ou até com materiais restauradores. E composto por dois estratos: estrato
basal e o estrato suprabasal. O estrato basal € composto de células cubicas que séao
responsaveis pela proliferacdo desse epitélio, que sofre renovacdo em periodos de
quatro a seis dias. J& o estrato suprabasal é composto por células achatadas que
ficam dispostas seguindo o longo eixo do dente. Essas células séo ligadas por
poucos desmosomas, permitindo a passagem de liquido tissular e de células
inflamatdrias da lamina propria para o sulco gengival, formando assim um fluido
sulcular ou crevicular. O inverso também ocorre com a passagem de bactérias e
toxinas do meio bucal para a lamina propria (Katchburian; Arana-Chavez, 2012).
Essas passagens de substancias entre 0s meios, como a passagem de
interleucinas, atuam como fator de protecdo do periodonto contra invasdes

bacterianas, como a que ocorre na gengivite e periodontite.

2.1.2 Periodonto de Sustentagao

O periodonto de sustentacdo tem a funcdo de ancoragem do dente no
alvéolo. E composto por trés elementos; cemento, ligamento periodontal e 0sso
alveolar, esses possuem caracteristicas e desempenham papeis diferentes diante de
uma mesma funcéo (Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

O cemento recobre a parte externa da dentina radicular, tem a principal
funcdo de insercdo das fibras do ligamento periodontal com a raiz do dente. E um
tecido conjuntivo mineralizado, depositado sobre a raiz, com forte adesao, podendo

ser confundido como estrutura dentéria (Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

A composicdo do cemento é muito semelhante com a do tecido 0sseo, possui
aproximadamente 60% de mineral, a matriz organica € constituida em 90% de
colageno do tipo I, e por proteinas nédo colagenas como osteopontina, sialoproteina
0ssea entre outras. As células do cemento, cementoblastos e cementdcitos, também

sdo muito semelhantes as do tecido 6sseo. A grande diferenca entre esses tecidos é
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que o cemento é um tecido avascular, e recebe nutricdo por difusédo do ligamento

periodontal (Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

Existem dois tipos de cemento, o cemento acelular, que é encontrado no
terco cervical de todos os dentes, cuja principal funcdo € inserir as fibras do
ligamento periodontal (fibras extrinsecas), que nessa regiao sdo chamas de fibras de
Sharpey, e o cemento celular, que contem lacunas com cementocitos, e seus
prolongamentos e que pode ser composto de fibras mistas ou de fibras intrinsecas.
A partir do terco médio da raiz e nas regides de furca estd presente o cemento
celular de fibras mistas. As fibras de Sharpey no cemento celular ndo sao
completamente mineralizadas. O cemento celular de fibras intrinsecas se forma apés
o desenvolvimento de todos os tecidos periodontais, por isso € constituidos por
matriz liberada apenas pelos cementoblastos; € formado em casos de reparacao
(Nanci; Bosshardt, 2006, Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

O cemento ndo sofre remodelacdo constantemente, diferente do osso, por
isso células clasticas ndo sdo geralmente vistas nessa regido, porém, sob estimulo
como movimentacao ortoddntica, esse tecido pode ser reabsorvido (Katchburian;
Arana-Chavez, 2012).

O ligamento periodontal localiza-se entre o cemento e 0sso alveolar, tem a
funcdo de articulagdo entre o dente e seu alvéolo e de absorver pressdes
mastigatorias. E um tecido conjuntivo ndo mineralizado, e sua espessura varia de
acordo com a regido e idade do individuo (Katchburian; Arana-Chavez, 2012). As
principais células do ligamento periodontal sdo os fibroblastos, que se dispbem
paralelos ao longo eixo das fibras; também ha células mesenquimais
indiferenciadas, restos epiteliais de Malassez, osteoblastos, osteoclastos,

cementoblastos, monécitos e macréfagos (Nanci; Bosshardt, 2006).

Os fibroblastos apresentam forma alongada e fusiforme. Por estarem
envolvidos na formacéo e destruicdo das fibras colagenas apresenta caracteristicas
especificas como vacuolos citoplasmaticos, contendo fragmentos de fibrilas

colagenas e enzimas hidroliticas (Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

As células indiferenciadas sédo células ectomesenquimais que permitem a

diferenciacdo em novas células de natureza conjuntiva quando necessario. Sugere-
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se que essas células continuem como precursores dos fibroblastos, cementoblastos

e osteoblastos quando o dente j& esta formado (Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

Os restos epiteliais de Malassez sao remanescentes da bainha epitelial de
Hertwig, que participa do desenvolvimento radicular. Esses remanescentes formam
aglomerados de células unidas por desmossomos. Em 2005, Cerri e Katchburian
comparam regioes do periodonto de ratos jovens com ratos adultos para avaliar a
ocorréncia de morte celular programada (apoptose) dessas células. Os autores
concluiram que essas células sofrem apoptose tanto no periodonto em
desenvolvimento quanto no periodonto de ratos adultos. Os restos epiteliais de
Malassez podem ser ativados em processos inflamatorios no periodonto, podendo

aumentar a proliferagcdo e formarem cistos (Lindhe et at., 2010).

A parte fibrilar do ligamento periodontal tem como componente basico o
colageno tipo I. Fibrilas colagenas com 50 a 70 nm de didmetro podem estar
isoladas ou agrupadas, formando assim as fibras com 0,2 a 0,3 uym, ou, ainda,
feixes, quando as fibras encontram-se agrupadas. As fibras principais sdo o0s
componentes mais caracteristicos do ligamento periodontal e sdo nomeadas de
acordo com sua disposi¢cédo. Assim, sdo separadas em cinco grupos; fibras da crista
alveolar, fibras horizontais, fibras obliquas, fibras apicais e fibras inter-radiculares
(Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

Existem ainda as fibras secundarias, as quais, além de ndo se entrelacarem,
nao apresentam orientacdo regular. Sdo encontradas geralmente entre os elementos
vasculares e nervosos. Outras fibras sdo as oxitalanicas, que sédo constituidas por
fibrilas com 25nm de espessura que se distribuem entre as fibras coldgenas e sdo
encontradas adjacentes aos vasos sanguineos (Nanci; Bosshardt, 2006;
Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

O o0sso é um tecido conjuntivo mineralizado, com estrutura rigida, que
compde a estrutura esquelética dos individuos. E um tecido de sofre remodelacéo

ao longo de toda a vida.

O osso alveolar é parte dos maxilares (maxila e mandibula) e constitue,
juntamente com o cemento e ligamento periodontal, o sistema de ancoragem do

dente no alvéolo. A estrutura basica do osso alveolar é semelhante a de todo tecido
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0sseo do esqueleto; a diferenca principal estd na existéncia de inUmeros feixes de
fibras colagenas inseridas, chamadas fibras de Sharpey, que Ihe conferem aspecto

fasciculado (Katchburian; Arana-Chavez, 2012).

A matriz extracelular do osso é composta por 85% de colageno do tipo I, 5%
de colageno do tipo Il e V, e 10% de moléculas ndo colagenas como osteopontina,
sialoproteina Ossea, osteonectina, osteocalcina, entre outras. As células que
participam da formacgdo, degradagcdo, e estrutura do tecido 0sseo, sdo o0s
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

2.1.2.1 Osteoblastos

Os osteoblastos derivam de células mesenquimais indiferenciadas, que se
proliferam e respondem a complexos sistemas de sinalizacdo. Quando o0s
osteoblastos iniciam a sua diferenciacdo, formam grupos. Essas células séo
sintetizadoras e secretoras de matriz ssea, por iSso possuem um citoplasma repleto
de organelas de sintese e secrecdo, cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso
(RER), complexo de Golgi e granulos de secrec¢éo. Esses granulos séo direcionados
para o lado em que a células estd secretando, em direcdo a matriz 6ssea, 0 que
caracteriza essas células como polarizadas. Quando em atividade essas células
apresentam formato ovoide, globosas, com nucleo deslocado para lateral. Quando
ndo estdo em atividade, sdo reduzidas e chamadas de células de revestimento,
podendo a qualguer momento tornarem a atividade de secre¢cdo novamente. Tais
células também apresentam RANKL e OPG em suas membranas, que influenciam
na atividade das células clasticas, ativando e inibindo respectivamente sua acéo

(Katchburian; Arana-Chavez, 2012; Arana-Chavez; Bradaschia-Correa, 2012).
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2.1.2.2 Ostedcitos

Durante o periodo de secrecdo de matriz 0ssea, alguns osteoblastos ficam
aprisionados no interior dessa matriz. Essas células sdo chamadas de ostedcitos,
ficam contidas em lacunas e se conectam por prolongamentos que possibilitam a
difusdo de nutrientes e outras substancias. Entre o tecido mineralizado e o corpo
celular existe uma camada organica nao calcificada, denominada ostedide, que esta

presente também entre osteoblastos e matriz 6ssea.

Apesar dos ostedcitos apresentarem caracteristica como citoplasma com
poucas cisternas de reticulo endoplasméatico rugoso e saculos de complexo de
Golgi, sua atividade € indispensavel para manutencdo da homeostase Ossea
(Katchburian; Arana-Chavez, 2012), tornando-se assim um importante sinal de
vitalidade do tecido 0sseo. Por essa razdo, a presenca de grande numero de
lacunas de ostedcitos vazias representa sinais de osteonecrose (Yamamoto-Silva et

al., 2013).

Estudos afirmam que a atividade dessa célula ndo s6 é importante para a
homeostase 6ssea como também sua funcéo fisioldgica inibindo a reabsorcéo desse
tecido (Gu et al., 2005). Segundo Lotze e Tracey (2005) a necrose leva a ruptura da
membrana citoplasmética e a maior parte do contetdo intracelular € liberado no
ambiente extracelular. Esse liquido engloba moléculas imunoestimulantes, que

induzem a reabsorcéo éssea.

2.1.2.3 Osteoclastos

As células clasticas sdo responsaveis por reabsorver os tecidos
mineralizados. Recebem sua denominagdo de acordo com o tecido a ser

reabsorvido. No caso de reabsorcédo 6ssea sdo denominadas osteoclastos.
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Essas células derivam de células precursoras mononucleares, que sao
derivadas de células da medula 6ssea. Esses precursores sdo atraidos para centros
mineralizados, que ao se fundirem, formam células gigantes, de tamanhos variados,
multinucleadas contendo entre trés e 50 nucleos. (Arana-Chavez; Bradaschia-
Correa, 2009). Esse recrutamento depende dos osteoblastos, células de
revestimento, células do estroma da medula dssea, e as células hematopoiéticas. As
células hematopoiéticas liberam interleucina-3 e o fator estimulante de colénias da
linhagem monocitica (M-CFS), assim o0s precursores de clastos respondem
formando as células clasticas. Quando ativada, o citoesqueleto dessa células se
reorganiza, estabelecendo a polarizacao da células, onde podossomos se aderem a

matriz mineralizada (Arana-Chavez; Bradaschia-Correa, 2012).

Essas células apresentam um citoplasma com muitas mitocondrias, vaculos e
vesiculas. E dividida em duas estruturas tipicas: a borda em escova e a zona clara.
A borda em escova apresenta numerosas invaginacdes e corresponde a parte mais
ativa do clasto, tem a funcdo de reabsorver o tecido 6ésseo. A zona clara ou zona de
selamento localiza-se na periferia da borda em escova, é assim denominada pois
nao apresenta organelas, possui em sua membrana plasmatica integrinas que se
ligam a sequéncia RGD de proteinas ndo colagenas presentes na matriz dssea,
como sialoproteina 6ssea e osteopontina, € responsavel pela adesdao da célula
durante a reabsorcdo, esse selamento periférico separa a borda em escova dos
arredores da célula.(Katchburian; Arana-Chavez, 2012; Arana-Chavez; Bradaschia-
Correa, 2012).

2.2 Reabsorcédo 6ssea

A reabsorcgéo do tecido 6sseo pode ocorrer de forma fisioldégica ou patologica.
A reabsorcéo fisioldgica faz parte da remodelacao 0ssea, processo continuo durante
toda a vida do individuo, quando a matriz € reabsorvida por osteoclastos e
substituida por matriz secretada por osteoblastos. As células que reabsorvem os
tecidos mineralizados fisiologicamente sdo as mesmas células que atuam em

alguma patologia ou injuria dos tecidos mineralizados, as células clasticas.
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O M-CSF (fator estimulador de colénia de macréfagos) atua na regulacéo da
proliferacdo das células progenitoras de osteoclastos e em sua diferenciacdo
(Tanaka et al., 1993). Assim que os precursores sdo fundidos e ativados, essas

células tornam-se polarizadas e forma-se a zona de adeséo.

O principal sistema regulador da osteoclastogénese €é o0 sistema
RANK/RANKL/OPG. O RANK (receptor activator of NFkB) esta presente na
membrana plasmatica de células precursoras e de osteoclastos diferenciados. Este
receptor sinaliza a proliferagéo e fusdo de precursores e ativa a fungao reabsortiva
das células clasticas., o que depende do acoplamento de seu ligante, o0 RANKL
(receptor activator of NFkB ligand). O RANKL é expresso na membrana ou
secretado por células indiferenciadas, células de revestimento ésseo e osteoblastos.
A OPG (osteoprotegerina) é também produzida por células indiferenciadas e
osteoblastos, e € considerada outro receptor do RANKL. Quando a OPG se liga ao
RANKL, impede a fusdo e ativacdo dos osteoclastos (Arana-Chavez; Bradaschia-
Correa, 2009; Bradaschia-Correa, et al., 2013; Belibasakis et al., 2012).

Assim que os osteoclastos entram em contato com a superficie 6ssea, sdo
ativados e ocorre um bombeamento de ions de hidrogénio por meio de uma bomba
de protons trifosfatase de adenosina (ATPase) e pelos canais de cloreto na
mambrana plasmatica da borda em escova. Esses eventos levam a acidificacdo do
meio que é inicialmente neutro, e a dissolucdo do mineral (Zuo et al., 2006; Arana-
Chavez; Bradaschia-Correa, 2012). Os componentes degradados sao fagocitados
pela propria células e levados para o lado oposto da mesma. A superficie éssea
reabsorvida que fica adjacente aos osteoclastos € denominada lacuna de Howship

(Arana-Chavez; Bradaschia-Correa, 2012).

A atracdo dos osteoclastos até o local de reabsorcdo depende da liberacdo de
mediadores, chamados de FAOs (Fatores ativadores de osteoclastos) (Lins et al.,
2006). No caso da periodontite, mediadores quimicos sao liberados pelas células

devido a inflamacé&o no local (Lindhe et al., 2010).
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2.3 Periodontite

A Periodontite € uma doenca de natureza multifatorial e infecciosa, que
resulta na inflamacé&o e perda dos tecidos de suporte dos dentes. Essa inflamacao é
causada por bactérias associadas ao biofilme, causando a perda progressiva de
insercao (Jain et al., 2008; Kalsi et al., 2011). A formacéo de bolsas periodontais e
recessao da gengiva ocorrem nao sO pelo efeito destrutivo das bactérias, mas
também pela resposta imunoldgica dos hospedeiros (Kalsi et al., 2011). A formacgéo
de bolsa periodontal é resultante da reabsor¢cado do osso alveolar devido a presenca
dos agentes infecciosos supracitados, além da degradacédo das fibras do ligamento
periodontal. Esta condicdo tem maior incidéncia em individuos de idade avancada
do que em jovens. No que diz respeito a epidemiologia da doenca, estudos tém
mostrado que a prevaléncia em todo mundo esté entre 10% e 15% podendo chegar
até 80%, com variacGes de acordo com os métodos de diagndstico (Gomes-Filho et
al., 2012).

A patogénese da doenca periodontal ocorre em resposta a microorganismos
presentes no biofilme. Bactérias como o Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Porphyromonas gingivalis apresentam lipopolissacarideos (LPS), moléculas que
desempenham um papel chave no desenvolvimento da doenca. Fibroblastos
gengivais humanos sdo os principais constituintes do tecido conjuntivo gengival e
podem interagir diretamente com as bactérias e os produtos bacterianos incluindo
LPS (Belibasakis et al., 2007; Gutiérrez-Venegas et al., 2007). Estas moléculas
componentes da membrana de bactérias Gram-negativas, aliadas a mediadores
inflamatorios, podem de alguma maneira ativar o recrutamento e ativacdo de
osteoclastos nos sitios em que héa inflamacao. (Belibasakis et al., 2007; Giannobile,
2008). Os precursores de osteoclastos, oriundos da linhagem monocitica e
presentes na corrente sanguinea, respondem a moléculas sinalizadoras e migram
para o local. O RANKL, que estimula a reabsor¢do 6ssea, e a OPG, que bloqueia
sua acdo, formam um sistema bi-molecular que estd envolvido na periodontite
induzida. Em estudo clinico, realizado com tecido gengival e biofilme subgengival de
15 pacientes demonstrou que as bactérias da espécie P. gingivalis aumentam a

expressao de RANKL e reduzem a expressdo de OPG (Wara-aswapat et al., 2007).
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Durante a progressdo da doencga, ocorre liberacdo de citocinas inflamatorias,
quimiocinas e mediadores, que contribuem para a degradacdo 0ssea, e destruicdo
das fibras colagenas do ligamento periodontal, levando assim a perda de insercéo
do dente (Jain et al., 2008).

Além dessas citocinas, quimiocinas e mediadores quimicos, uma variedade

de MMPs exercem papel importante durante a degradacao da fase

organica do tecido 0sseo, tornando-se assim alvos interessantes para estudos sobre

o tratamento periodontal (Giannobile, 2008).

Os eventos que envolvem a doencga periodontal, bem como o tratamento e
precaucao, ainda ndo estao totalmente elucidados. Para maior esclarecimento a
doenca tem sido induzida em animais, mais freqlentemente em ratos pois a
disposicéo das raizes, anatomia, bactérias e caracteristicas da doenca periodontal
sdo muito similares com a dos humanos (Graves et al., 2008). Recentemente foi
desenvolvido um estudo em que a periodontite foi induzida em ratos, a partir da
dieta, com aumento de caseina, assim a periodontite foi generalizada em toda
cavidade oral (Aguirre et al., 2012). Porém a inducdo da doenca por meio da
introducdo de ligaduras no sulco gengival € a mais utilizada por ser a que mais se
assemelha com a doenca periodontal em humanos, pois a ligadura facilita a
retencdo de bactérias patogénicas no local (Graves et al., 2008).

2.4 Bisfosfonatos

O alendronéato sodico faz parte de um grupo de farmacos com propriedade
antireabsortiva, analogos ao pirofosfato enddégeno, que é regulador fisiolégico de
calcificagdo e esta naturalmente presente no soro e na urina. Estes farmacos se
ligam a hidroxiapatita da superficie 6ssea e, uma vez internalizados pelos
osteoclastos ao degradarem a matriz 6ssea, causam um efeito inibitério nessas
células (Russell et al., 2008; Samantaria, et al.,, 2010; Russell, 2011). Estes

farmacos sao utilizados no tratamento de doencas como a doenca de Paget e
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especialmente a osteoporose, patologia que ira aumentar substancialmente nas
proximas décadas, devido ao envelhecimento da populagéo a nivel mundial (Brewer
et al., 2011). Além disso, os bisfosfonatos sdo indicados na prevencdo de

metastases 6sseas de tumores malignos (Samantaria et al., 2010; Russell, 2011).

O mecanismo de acéo dos diferentes tipos de bisfosfonatos esta vinculado a
composicdo de suas cadeias laterais, assim como o0 potencial antireabsortivo. Sao
divididos em dois grupos com diferentes a¢cdes molecular. Os nitrogenados e 0s hao

nitrogenados.

O bisfosfonatos n&o nitrogenados como etidronato e clodronato, apresentam
o radical hidroxila (OH) ou um &atomo de cloro (Cl) em uma das cadeias laterias,
atuam no metabolismo de ATP dos osteoclastos resultando em produtos néo
hidrolisaveis que acumulam em seu citoplasma, consequentemente, inibem varias
enzimas, comprometendo essas células. Essa classe de bisfosfonatos apresenta
menor potencial antireabsortivo (Russell, 2011). Os bisfosfonatos nitrogenados como
o alendronato soédico e acido zoledrénico, possuem um radica —NH2 , e atuam na via
do mevalonato, inibindo a enzima farnesil difosfato sintase. A inibicdo dessa enzima
inibe a sintese de farnesil pirofosfatase. A via do mevalonato inibida, a sintese de
colesterol e lipidios isoprendides, também é inibida. Essas sdo moléculas essenciais
para diversas func¢des celulares, como evitar a prenilagédo de GTPases, que exercem
funcdes importantes como formacdo de podosomos, trafego de vesiculas pelo
citoplasma e formacédo de borda em escova, inibindo assim a funcdo de reabsorcéo
(Russell et al., 2008; Russell, 2011; Taylor et al., 2011).

Atualmente o farmaco mais utilizado para a prevencdo e tratamento da
osteoporose é o alendronato sédico (Ruggiero et al., 2009). Uma vez que esse
farmaco é indicado a pacientes de idade avancada, no qual a incidéncia de doenca
periodontal é elevada, torna-se interessante o estudo dos efeitos desta droga na
progressdo da doenca periodontal. O uso de bisfosfonatos tem cada vez mais
despertado o interesse de profissionais da odontologia, devido aos numerosos
relatos de complicacbes pOs operatorias tais como osteomielites, osteonecrose,
alteracdes no processo de osseointegracdo de implantes, na movimentacéo dentaria
e no atendimento a pacientes idosos. Com isso tem sido estudado em diferentes

contextos.
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Foi demonstrado que o alendronato sédico e o etidronato administrados a
ratos neonatos interferem na formacao da via eruptiva através do impedimento da
ativacdo de osteoclastos pelo alendronato e a diminuicdo do numero destas células
pelo etidronato (Bradaschia-Correa et al.,, 2007) Ainda, 0os mesmos autores
descrevem que o alendronato diminui a expressédo de RANKL na regidao oclusal da
cripta 0ssea, impedindo a ativacdo dos osteoclastos, que permanecem latentes e

entdo sofrem apoptose (Bradaschia-Correa et al., 2013).

Outras pesquisas ainda foram realizadas para estabelecer a reacdo do
alendronato com a doenca periodontal. Inicialmente os relatos foram sobre a
diminuicdo da reabsorcdo da crista alveolar, levando a preservacédo dos dentes no

arco dentério (Duarte et al., 2004).

Devido ao aparecimento de muitos casos clinico, recentemente estudos tem
sido feitos para esclarecer melhor a relagdo dos bisfosfonatos e osteonecrone nos
maxilares (OMRB).

2.5 Bisfosfonatos e incidéncia de OMRB

A osteonecrose dos maxilares vinculada ao uso de bisfosfonatos (OMRB) foi
relatada pela primeira vez por Marx, em 2003. Foi definida sendo uma alteragéo
vinculada ao uso de bisfosfonato, por tempo prolongado, sendo clinicamente
caracterizada por uma area de 0sso necroético exposto a cavidade oral, seguido de
exodontia. E considerada por alguns autores como um tipo de osteomielite, uma vez
gue € necessaria a presenca de bactérias no sitio necrético para que haja necrose
(Kumar et al., 2010).

Desde entdo estudos vem sendo publicados relacionando esses fatores em
diferentes contextos. Yamamoto-Silva et al. (2013), realizaram um estudo no qual
sinais de osteonecrose foram achados na mandibula de ratos que tiveram o
segundo molar inferior extraidos e haviam recebido doses de alendronato so6dico

previamente e posteriormente a extracao.
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Outro grupo também realizou um estudo de coorte em humanos, para avaliar
a relacdo da osteonecrose nos maxilares e o uso de bisfosfonatos. Obtiveram como
resultado uma significante associacdo entre os bisfosfonatos e a osteonecrose a
qual foi definida como o0sso exposto a cavidade oral durante o periodo observado.
Além de apontar a periodontite como fator de risco para a osteonecrose (Yamazaki
et al., 2012).

O alendronato sédico administrado a ratos sem indugcdo de periodontite
mostrou que esse bisfosfonato ndo alterou morfologicamente a estrutura do 0Sso
alveolar, mantendo-a com caracteristicas normais dos tecidos de animais saudaveis
(Samantaria, et al., 2010). Pesquisas em modelos de periodontite experimental em
ratos tratados com bisfosfonatos mostraram que a aplicacao de risedronato em curta
duracdo pode ser util para inibicdo da reabsor¢cdo 6ssea em periodontite, e que as
doses excessivas do farmaco administrado em mais sessdes pode levar ao
comprometimento da formacdo O0ssea e na angiogénese (Cetinkaya et al., 2008).
Quando empregado &cido zoledrénico a ratos com periodontite induzida por
ligadura, foi observada perda difusa de ostedcitos no osso alveolar, o qual se

apresentou clinicamente exposto a cavidade oral (Aghaloo et al., 2011).

Aguirre et al. (2010) relataram sobre a toxicidade dos bisfosfonatos nos
tecidos moles, o que seria uma justificativa para o aparecimentos espontaneo da
OMRB. Em 2012, o mesmo grupo demonstou que o &cido zoledrbnico e o
alendronato em baixas doses em um modelo de periodontite induzida através de
alimentacdo rica em caseina e sacarose diminuiram a reabsor¢cdo 0ssea e nao
provocaram osteonecrose; porém, em dose elevada, o 4cido zoledrénico aumentou

a inflamagéao periodontal e induziu osteonecrose (Aguirre et al., 2012).

Estudo com humanos também foram recentemente realizados com o objetivo
de avaliar a periodontite e outros fatores bucais como fator de risco para OMRB.
Tsao et al. (2013) desenvolveram um estudo transversal e concluiram que
sugerindo que a periodontite e bactérias associadas sao potencialmente importantes

no aparecimento da OMRB.
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Thumbigere-Math et al. (2013), publicaram um estudo de caso controle afim
de esclarecer e melhor relacionar OMRB com a periodontite em pacientes.

Concluiram que pacientes com maior perda éssea vertical apresentaram OMRB.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi investigar se o alendronato sédico interfere
na evolugcdo da periodontite induzida por ligadura em molares de ratos, agindo no
mecanismo de reabsor¢cdo 6ssea por osteoclastos. Além disso, verificar a possivel
presenca de necrose 0ssea no processo alveolar. Assim, foram analisados o0s

seguintes aspectos:

1. Bloqueio ou retardamento dos efeitos da ligadura para evolucdo da

doenca e perda de insercao 0ssea.

2. Presenca e atividade das células clasticas nas superficies de tecidos

mineralizados.

3. Analise morfologica e ultra-estrutural dos tecidos periodontais

4. Imunomarcacao das proteinas RANKL e OPG.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

A pesquisa foi conduzida de acordo com os principios éticos de uso de
animais em pesquisa. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Sao Paulo-FOUSP, (Protocolo n°®
002/2013). (Anexo A).

Foram utilizados 48 ratos Wistar albinos, todos do sexo masculino, com 3
meses de vida e peso meédio de 250g. Durante os experimentos foram mantidos em
salas com temperatura e umidade controladas, e ciclos de luz de 12 em 12 horas,

recebendo agua e racao.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Grupo
Alendronato (ALN) e Grupo Controle Sham (CTL). Em um deles, os ratos foram
tratados com alendronato sodico e receberam a ligadura para inducdo da
periodontite apenas no segundo molar superior direito; no outro grupo, 0s animais
foram tratados com solucdo salina estéril e receberam a ligadura como no outro
grupo. O lado esquerdo da maxila, ndo recebeu nenhuma intervencao e foi usado

como controle de ambos os grupos.
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4.2 Grupos experimentais

4.2.1 Grupo Controle (CON)

CON-SL-7: hemimaxilas esquerdas, 7 dias ap0s o experimento.

CON-SL-14: hemimaxilas esquerdas, 14 dias apds o experimento.

CON-SL-21: hemimaxilas esquerdas, 21 dias ap0s o experimento.

CON-SL-30: hemimaxilas esquerdas, 30 dias apds o0 experimento.

CON-L-7: hemimaxilas direitas, 7 dias apds o experimento.

CON-L-14: hemimaxilas direitas, 14 dias ap0s o0 experimento.

CON-L-21: hemimaxilas direitas, 21 dias apds o experimento.

CON-L-30: hemimaxilas direitas, 30 dias ap0s o experimento.
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4.2.2 Grupo tratado com alendronato sodico (ALN)

ANL-SL-7: hemimaxilas esquerdas, 7 dias ap0s o experimento.

ALN-SL-14: hemimaxilas esquerdas, 14 dias ap0s 0 experimento.

ALN-SL-21: hemimaxilas esquerdas, 21 dias ap0s 0 experimento.

ALN-SL-30: hemimaxilas esquerdas, 30 dias ap0s o experimento.

ALN-L-7: hemimaxilas direitas, 7 dias ap0s experimento.

ALN-L-14: hemimaxilas direitas, 14 dias apds experimento.

ALN-L-21: hemimaxilas direitas, 21 dias apds experimento.

ALN-L-30: hemimaxilas dieritas, 30 dias apds experimento.
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4.3 Administrac&o do alendronato sédico

Foram administradas diariamente, por via subcutanea, doses de 2,5
mg/kg/dia de alendronato sédico (Bradaschia-Correa et al., 2007) diluido em tampé&o
PBS. O tratamento foi iniciado 7 dias antes da indugao da doenca periodontal e o
tratamento persistiu durante 7, 14, 21 e 30 dias, Ja os animais do grupo controle,
foram injetados diariamente com 100 pl de PBS. A tabela 4.1. mostra a distribuicéo

dos animais de acordo com 0S grupos experimentais.

Tabela 4.1- Divisdo dos grupos experimentais de acordo com tempo de tratamento

Controle Alendronato
7 dias 6 6
14 dias 6 6
21 dias 6 6
30 dias 6 6
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4.4 Indugéo da doencga periodontal

A doenca periodontal experimental foi induzida em todos os ratos. Fios de
seda estéreis (4-0) foram inseridos no sulco gengival do segundo molar superior
direito, favorecendo o acumulo de biofilme. No segundo molar superior esquerdo
nao foi colocada a ligadura; portanto, foi usado como lado controle. Para a insercao
das ligaduras, os animais foram anestesiados com 1 ml/kg de cloridrato de xilazina
(Anasedan) e 1 ml/kg de cloridrato de ketamina (Donaren®). As ligaduras n&o foram

removidas até o momento da eutanasia dos animais.

Figura 4.1 - Em A, fio 4-0 introduzido na mesial do segundo molar superior direito. Em B, nota-se o
fio posicionado na mesial e distal do segundo molar superior. Em C, né feito com o
auxilio de porta-agulhas, para estabilizacdo do fio no sulco gengival. Em E, maxila
dissecada para processamento, de um espécime vinte e um dias ap6s a introducao do
fio, mostrando este em posicéo no sulco gengival
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4.5 Obtencao dos espécimes e fixacao

No dia da eutanasia, os animais foram anestesiados como previamente
descrito, decapitados e as maxilas retiradas foram imersas em solucdo fixadora
contendo glutaraldeido a 0,1% + formaldeido a 4% (preparado do paraformaldeido).
O béquer contendo os espécimes foi imerso na solucéo fixadora e posicionado no
centro de uma forma de vidro contendo gelo picado; o conjunto foi posicionado no
interior de um forno de microondas Pelco 3440 (Ted Pella, Redding, CA. USA). Um
termbémetro foi imerso na solucdo fixadora durante a operacdo do forno, a fim de
monitorar a temperatura da mesma, a qual ndo ultrapassou 37 °C. Os espécimes
foram expostos a 3 ciclos de 5 minutos a 100% de poténcia. Apés a irradiacao de
microondas, foram imersos em nova solucéo fixadora e deixados overnight a 4°C
(Massa; Arana-Chavez, 2000).

4.6 Processamento dos espécimes

Apoés a fixacdo, os espécimes foram lavados durante uma hora em tampao
cacodilato de sédio a 0,05M, pH 7,2 e, em seguida, imersos em solucdo de EDTA a
4,13%, pH 7,2, onde permaneceram por aproximadamente 30 dias para
descalcificacdo (Warshawsky; Moore, 1967). Depois de descalcificadas, as hemi-
maxilas foram divididas ao meio no sentido longitudinal (Figura 4.2), sendo que uma
parte do material seguiu para processamento de inclusdo em parafina (anélise
histoldgica, histométrica, histoquimica e imuno-histoquimica) enquanto a outra parte
do material seguiu para processamento em inclusdo em resina Spurr (andlise ultra-

estrutural).
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Figura 4.2 - Em A, maxila ap6s a descalcificagdo. Em B, divisdo das hemi-maxilas no sentido mesio-
distal. Em C, espécime dividido para inclusdo em parafina ou resina Spurr

4.7 Microscopia de luz

Os espécimes destinados para esta analise foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol, infiltrados e incluidos em
parafina. Cortes de 4um feitos no micrétomo Microm HM 360 e posteriormente
corados em hematoxilina e eosina para andlise histologica e histomorfometrica. As
imagens foram obtidas em um microscépio Olympus BX-60 equipado com sistema
de captura de imagem Cell F.
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4.8 Mensuracao do nivel da crista do processo alveolar

Realizou-se a obtencdo dos dados dos 06 (seis) animais de cada grupo,
apenas do lado onde a periodontite havia sido induzida, em todos os tempos. A
mensuragao na altura do processo alveolar foi realizada a partir da distancia da
juncdo cemento-esmalte até a regido da crista 6ssea. Em cada grupo foram
utilizados trés cortes/animal; as mensuracdes foram realizadas com cortes corados
com H&E, no aumento de 40x, na regido distal e mesial do segundo molar. As
medidas foram realizadas utilizando o programa ImageJ (National Institutes of
Health, Bethesda, MD).

4.9 Analise estatistica

Os valores obtidos foram submetidos a analise estatistica, que foi feita
inicialmente com analise de variancia (ANOVA), e posteriormente foram submetidos
ao teste T de Student, utilizando-se o software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, La Jolla, Calif., USA), para analise entre os grupos. Foram considerados

estatisticamente relevantes valores inferiores a 5%.
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4.10 Histoquimica para evidenciacdo da fosfatase acida resistente ao tartarato
(TRAP)

Parte dos cortes foram submetidas a histoquimica TRAP, com o objetivo de
identificar células clasticas e seus precursores. Cortes de 4um foram
desparafinizados em 2 banhos de xilol por 30 minutos, e hidratados em
concentracbes decrescentes de etanol. Em seguida foram incubados no meio de
Burstone, que foi preparado dissolvendo-se 4 mg de “naphotol AS-Bl phosphate
substrate” em 0,25 ml de N,N—dimetil-formamida, foi adicionado 25 mL de tampé&o
acetato 0,2M pH5,0, 35mg de Fast Red Violet LB ou Fast Garner GBC, e 60 L de
MgCl a 10%. Em seguida, 25 mL da solucédo foi filtrada e aquecida a 37°C,
adicionando, a mesma, D(-) acido tartarico 50 mM. As laminas foram incubadas por
lhora e 30 minutos e, em seguida, lavadas por 30 minutos em agua corrente e
contra-coradas com solucéo alcodlica de hematoxilina de Harris a 3% por 3 minutos.
Apoés a contra-coloracéo, realizou-se a desidratacdo dos cortes em concentracdes
crescentes de etanol, seguida de etanol/xilol e diafanizacdo em xilol. Todas as
laminas contendo os cortes foram cobertas com laminula utilizando Entellan e

observadas em microscopio de luz Olympus BX-60.

4.11 Imuno-histoquimica para as proteinas RANKL e OPG

Cortes de parafina foram submetidos a imuno-histoquimica para marcacao de
RANKL e OPG. Para tanto, os cortes de 4um foram coletados sobre laminas de
vidro previamente silanizadas pela solucado de 3-aminopropytriethoxy-silane (Sigma
Chemical CO, St Louis, Mo/USA) a 10% em etanol absoluto. Foram
desparafinizados em dois banhos de xilol, um a 60°C por 15 minutos, e outro em
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida os cortes foram hidratados em
concentracbes decrescentes de etanol, a partir de trés passagens em etanol
absoluto seguido por etanol 95% e 85% durante 5 minutos cada. Posteriormente,

foram lavados em agua corrente por 10 minutos e passados por dois banhos de
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agua destilada de 5 minutos cada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado
com dois banhos de quinze minutos cada um em solugdo peroxido de hidrogénio a
6% e metanol (1:1v/v). Os cortes foram lavados em agua corrente por 10 minutos e,
posteriormente, imersos em trés banhos de solucdo de Tris ph 7,4, por cinco

minutos cada.

Os cortes foram incubados durante 60 minutos em soro suino (Sigma) e
posteriormente incubados durante 18 horas, com os anticorpos. Para identificagao
da proteina osteoprotegerina, foi utilizado o anticorpo anti-osteoprotegerina (Santa
Cruz Biotechnology- SC 11383) e para identificacdo da RANK L foi utilizado o
anticorpo cabra anti-rankl (Santa Cruz Biotechnology — SC 7627). A revelacéo foi
realizada com o cromégeno diaminobenzidina 0,025% (DAB, 3,3-diaminobenzidina,
Dako, Carpinteria, CA, USA) segundo as orienta¢cdes do fabricante. Ap6s a lavagem,

foi feita a contra coloracdo com hematoxilina de Mayer previamente filtrada.

ApoOs a coloracédo, os cortes foram desidratados em concentracdes de etanol
seguindo a sequéncia crescente de 70% a 100% durante 2 minutos cada banho e
diafanizacdo em xilol (2 banhos de 5 minutos cada). As laminas foram montadas em
Entellan (EMS, Hatfield, PA, USA) para exame em microscopio de luz Olympus BX-
60.

4.12 Microscopia eletronica de transmissao

Dois ratos de cada grupo foram destinados para analise ultra-estrutural. Apés
o periodo de descalcificacdo, os espécimes foram pés-fixados em tetréxido de 6smio
a 1%, desidratados em concentracdes crescentes de etanol e em acetona, infiltrados

e incluidos em resina Spurr.

Os blocos de resina Spurr foram cortados em sentido mésio-distal,
inicialmente em micrétomo Microm HM 360- 1um de espessura- corados com azul
de toluidina e analisados em microscépio de luz, nos quais foram selecionadas

areas para cortes ultrafinos.
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Os cortes ultrafinos de 60 nm de espessura foram feitos no aparelho Leica Ultracut-
R, coletados em telas de cobre e contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo. As anélises foram feitas no microscopio eletrénico de transmisséo Jeol
1010 equipado com dispositivo de captura de imagem digital, Gatan, com camera
SC1000 Orius acoplada.
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5 RESULTADOS

O periodonto dos molares sem ligadura (CON-SL e ALN-SL) exibiu papila
interdentéria triangular e epitélio juncional no limite cemento-esmalte, sem presenca
de inflamacé@o e aspecto saudavel (Figura 5.1 A e B). As células clasticas foram
evidenciadas através do método de histoquimica para TRAP, os cortes dos grupos
CON-SL apresentaram essas células multinucleadas e em pequena quantidade
(Figura 5.2 A), exercendo reabsorcéo fisiologica de algumas regides do tecido
0sseo. O grupoALN-SL apresentou as células clasticas em estado latente,
arredondadas e sem borda em escova (Figura 5.2 B). As andlises foram
semelhantes para todos os tempos. J& os molares que receberam ligadura (CON-L e
ALN-L) exibiram intenso processo inflamatério em todos os tempos na regido
interdentaria, papila interdentaria com aspecto concavo, epitélio juncional localizado
apicalmente em relacédo ao limite cemento-esmalte. O processo alveolar encontrou-
se com grande reabsor¢do no grupo controle em todos os tempos (CON-L) (Figura
5.1 C). Diferentemente, o grupo tratado (ALN-L) (Figura 5.1 D) apresentou 0Sso
alveolar pouco reabsorvido, porém,com areas de 0sso expostas a cavidade oral ou
cobertas por fina camada epitelial, nos grupos ALN-L-21 e ALN-L-30. As células

clasticas também foram evidenciados na técnica histoquimica TRAP.



46

Figura 5.1 - Em A e B fotomicrografias de cortes sagitais de maxilas mostrando a papila interdentaria
e a crista alveolar (CA), situadas entre 1° e 2° (em A) e 2° e 3° molares (em B) dos
grupos CON-SL-7 (em A) e ALN-SL-7 (em B). Ambos apresentam aspecto de
normalidade, com papila interdentaria (Pl) com aspecto triangular, e o término do epitélio
juncional (EJ) na altura da juncdo cemento esmalte (JCM). A crista alveolar (PA) aparece
sem sinais de reabsorcdo, recoberta por tecido conjuntivo (TC). D, dentina. Em C, corte
sagital de maxila da regido interdentaria do segundo molar do grupo CON-L-14. A papila
interdentaria apresenta aspecto concavo e a crista alveolar (CA) extremamente
reabsorvida; o término do epitélio juncional (EJ) esta localizado apicalmente a jungdo
cemento esmalte (JCE). Observa-se infiltrado inflamatério presente. D, dentina; P, polpa;
TC, tecido conjuntivo. Em D, espécime do grupo ALN-L-21, apresentando papila
interdentaria com aspecto cdncavo, crista alveolar (CA), exposta a cavidade oral (*).
Presenca de infiltrado inflamatério. D, dentina; P, polpa; TC,tecido conjuntivo; F, furca.
(Figuras A e D aumento original 40x. Figuras B e C 100x)
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Figura 5.2 - Fotomicrografias mostrando histoquimica para TRAP dos grupos CON-SL-7 (A) e ALN-
SL-7 (B). Em A, crista alveolar mesial do segundo molar superior esquerdo, onde séo
observados oesteoclastos ativos, aderidos ao trabeculado do osso (O). Em B um
osteoclastos em estado latente, distante da superficie 6ssea (O). (Figura A aumento
original 100x. Figura B aumento original 200x)

5.1 Analise histologica e histoquimica TRAP

5.1.1 Grupo CON-L-7

Nos cortes histolégicos de todos 0s animais desse grupo observou-se o inicio
da instalagdo da doenca periodontal. A papila interdentaria apresentou-se com
aspecto concavo, devido a colocacao do fio. Houve regides com inflamacao (Figuras
5.3 A e B) e inicio de reabsorcdo do osso alveolar, caracterizada pela presenca de
osteoclastos multinucleados, ativos formando lacunas de Howship, evidenciados
através do método de histoquimica para TRAP (Figuras 5.3 C e D). As células

TRAP-positivas ocorreram em numero reduzido quando comparado aos grupos
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tratados de todos os tempos. O processo alveolar era completamente recoberto por
tecido conjuntivo e por fibras do ligamento periodontal (Figuras 5.3 A e B).
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Figura 5.3 - Fotomicrografias do Grupo CON-L-7. Em A, papilas interdentarias do segundo molar com
aspecto cbncavo e epitélio juncional (EJ) terminando apicalmente a juncdo cemento
esmalte (JCE). D, dentina, TC, tecido conjuntivo; F, furca. Em B, crista alveolar (CA)
reabsorvida, recoberta por espessa camada de tecido conjuntivo (TC). Em C,
osteoclastos (Oc) TRAP-positivos na regido de osso alveolar (O). Em D pode-se observar
em maior aumento dois osteoclastos ativos, adjacentes a lacunas de Howship (LH).
(Figura A, aumento original 40x. Figura B, aumento original 100x. Figura C, aumento
original 200x. Figura D, aumento original 400x)



49

5.1.2 Grupo ALN-L-7

Em todos os cortes histologicos notou-se que a crista alveolar ndo apresentou
0 mesmo grau de reabsorcao do grupo CON-L foram observados alguns pequenos
pontos de reabsorc¢do, apesar da evidente presenca de inflamagé&o. A crista alveolar
estava recoberta por tecido conjuntivo e fibras do ligamento periodontal, porém
esses tecidos encontraram-se em menor espessura do que no grupo CON-L. As
papilas interdentarias apresentavam formato céncavo, um pouco abaixo da juncéo
cemento esmalte, devido a sua forma (Figura 5.4 A e B). As células clasticas, em
sua maioria, estavam em estado latente, com forma arredondada, distantes das
superficies 0sseas, onde ndo foram vistas lacunas de Howship. Os clastos latentes

foram evidenciados pela técnica histoquimica TRAP (Figura 5.4 C e D).
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Figura 5.4 - Fotomicrografias do Grupo ALN-L-7- Em A, papilas interdentarias do segundo molar com
aspecto concavo. D, dentina, EJ, epitélio juncional, TC, tecido conjuntivo. Em B, crista
alveolar (CA), ndo reabsorvida. Em C, osteoclasto (OcL) TRAP-positivo com aspecto
latente afastado da superficie 6ssea (0),. Em D, osteoclastos proximos, porém, nao
aderidos a superficie 6ssea (O), portanto, também com aspecto latente.(Figura A,
aumento original 40x. Figura B, aumento original 100x. Figuras C e D, aumento original

400x)
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5.1.3 Grupo CON-L-14

A partir dos cortes histologicos foi possivel observar a evolucdo da doenca
periodontal, com maior reabsor¢éo da crista alveolar e presenca de inflamacao neste
tempo experimental. Foi possivel observar também o inicio de reabsor¢céo de furca
(Figura 5.5 A e B). O cemento e dentina também apresentaram algumas regides de
reabsorcdo com lacunas de Howship (Figura 5.5 C). As células clasticas na forma
ativa, aderidas a superficie 6ssea, puderam ser vistas em histoquimica para TRAP
(Figura 5.5 D).
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Figura 5.5 - Fotomicrografias do Grupo CON-L-14 mostrando, em A, papilas interdentarias do
segundo molar com aspecto concavo e epitélio juncional (EJ) terminando apicalmente a
juncdo cemento esmalte (JCE). Em B, crista alveolar (CA) entre o primeiro e segundo
molar, reabsorvida, coberta por tecido conjuntivo (TC) do periodonto. Observar lacuna
de reabsorcdo (L) na superficie radicular, atingindo dentina. Na figura C é possivel
observar, em maior aumento, varias areas de reabsorcdo (L) na dentina (D), deixando
a superficie radicular com aspecto irregular. Em D, osteoclastos TRAP-positivos (Oc)
aderidos a superficie 6ssea com aspecto ativo. (Figura A, aumento original 40x. Figura
B, aumento original 100x. Figura C, aumento original 200x. Figura D, aumento original
400x).
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5.1.4 Grupo ALN-L-14

O cemento e dentina dos molares desse grupo néo foram reabsorvidos, assim
como a crista alveolar. Porém, ainda foi possivel observar areas de inflamag&o. Uma
fina camada de tecido conjuntivo e epitelial recobriram a regido corondria da crista
alveolar, sem deixa-la exposta a cavidade oral (Figura 5.6 A e B). Os osteoclastos
encontraram-se em estado latente, mesmo que proximos as trabéculas ésseas, nao

apresentando borda em escova nem zona clara (Figura 5.6 C).

Figura 5.6 - Fotomicrografias do Grupo ALN-L-14- Mostrando em A, crista alveolar (CA) entre o0 2°. e
0 3°. molares, recoberta por fina camada de tecido conjuntivo e pelo epitélio da papila
interdentaria com aspecto céncavo, e epitélio juncional (EJ) terminando apicalmente a
juncdo cemento esmalte (JCE). Observa-se também a dentina radicular (D) e cemento
sem reabsorcdo e aspecto de normalidade. Em B, fotomicrografia de histoquimica
TRAP, mostrando muitos osteoclastos (OcL) multinucleados, com aspecto latente,
préximos mas ndo aderidos a superficie éssea (0O). (Figura A, aumento original 100x.
Figura B, aumento original 200x)
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5.1.5 Grupo CON-L-21

Vinte e um dias apods a colocacao do fio, a avaliacdo dos cortes histolégicos
mostrou a evolucdo da doenca periodontal, com maio reabsorcéo de crista alveolar,
furca, cemento e dentina, deixando a superficie radicular externa irregular (Figura
5.7 A, B e C). A histoquimica para TRAP evidenciou células clasticas, aderidas e
préoximas de lacunas de Howship no 0sso, no cemento e na dentina radicular. Essas
células estavam mais evidentes do que nos grupos de 7 e 14 dias. Algumas dessas
células apresentaram-se em forma ativa, multinucleadas, mas distantes dos tecidos
mineralizados(Figura 5.7 D e E). Apesar do tecido ésseo ter sofrido grande
reabsorcdo, 0s ostedcitos apresentaram aspecto vital. Infiltrado inflamatorio ainda

esteve presente nas areas adjacentes.
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Figura 5.7 - Fotomicrografias do Grupo CON-L-21- Em A, papila interdentaria com aspecto céncavo e
epitélio juncional (EJ) terminando apicalmente & juncdo cemento esmalte (JCE). A crista
alveolar com sinais de reabsor¢do. Em B observa-se, em menor aumento, 0 mesmo
segundo molar de A, mostrando a crista alveolar (CA) distal, bastante reabsorvida e
recoberta por espessa camada de tecido conjuntivo (TC). Em C, reabsor¢do de cemento
(C) e dentina radicular (D). Em D e E, osteoclastos TRAP-positivos adjacentes a
trabéculas Osseas, formando lacunas de Howship, na regido de crista (em D), e do 0sso
interradicular (em E). (Figura A e E, aumento original 100x. Figura B aumento original
40x. Figura C, aumento original 400x. Figura D aumento original 200x)
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5.1.6 Grupo ALN-L-21

Neste tempo experimental, tanto o cemento como a dentina. assim como a
crista alveolar, continuaram sem reabsorcao (Figura 5.8 A). Uma camada ainda mais
fina de epitélio e conjuntivo que no grupo de 14 dias, recobria a crista alveolar de
alguns animais, enquanto outros tiveram pequena regido de tecido 6sseo exposto a
cavidade oral, caracterizando necrose 0ssea (Figura 5.8 B). Quando essas areas
foram examinadas em aumentos maiores, pode ser constatada lacunas de
ostedcitos vazias na regido mais coronaria da crista de todos os animais (Figura 5.8
C). O método histoquimico do TRAP evidenciou células clasticas latentes afastadas,
ou proximas, mas nao aderidas as superficies 6sseas, bem como dos outros tecidos
mineralizados, padrdao semelhante ao encontrado nos grupos anteriores (Figura 5.8
D eE).
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Figura 5.8 - Fotomicrografias do grupo ALN-L-21. Em A, segundo molar superior, com as papilas
interdentarias com aspecto concavo e o epitélio juncional (EJ) terminando apicalmente a
juncdo cemento esmalte (JCE). Em B crista alveolar (CA), dentina (D) e cemento (C),
sem sinais de reabsorgdo. Nao ha mais presenga de tecido conjuntivo (TC) na superficie
da crista, a qual encontra-se exposta ao meio bucal. Em C, em maior aumento, maiores
detalhes da regido da crista alveolar (CA), que encontra-se exposta a cavidade oral e
outras cobertas por uma fina e delicada camada de epitélio.(*), regido acelular. Em D e
E, fotomicrografias de histoquimica TRAP, mostrando osteoclastos (OcL)
multinucleados, com aspecto latente, proximos mas ndo aderidos a superficie dssea, da
regido de crista alveolar.(Figura A, aumento original 40x. Figura B aumento original
100x.Figura C, aumento original 400x. Figuras D e E, aumento original 400x)

5.1.7 Grupo CON-L-30

Com 30 dias apoés a inducdo da periodontite, a doenca pareceu ter atingido
um estagio crbnico, apresentando caracteristicas bem semelhantes aos espécimes
do grupo CON-L-21. A crista alveolar sofreu muita reabsor¢do, assim como a raiz,
onde foram frequentes as areas de reabsorcdo do cemento (Figura 5.9 A e B). Com
0 método histoquimico para TRAP foi possivel observar alguns osteoclastos

aderidos as trabéculas 6sseas e aos outros tecidos mineralizados, enquanto outros
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apresentavam-se distantes dos tecidos mineralizados reabsorvidos, (Figura 5.9 C e
D).

Figura 5.9 - Fotomicrografias do grupo CON-L-30. Em A é possivel observar a crista alveolar (CA)
localizada no terco médio da raiz, devido a severa reabsorcdo. Em B regido de total
reabsorcdo da crista, estando a regido completamente preenchida por tecido conjuntivo
(TC). A superficie radicular apresenta lacunas de reabsorcdo (L). Em C, células clasticas
(CC) em atividade, reabsorvendo cemento celular. Em D osteoclastos em atividade,
aderidos a superficie 6ssea (O). (Figura A, aumento original 40x. Figura B, aumento
original 100x. Figuras C e D, aumento original 400x)
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5.1.8 Grupo ALN-L-30

Este grupo também apresentou caracteristicas muito semelhantes ao grupo
ALN-L-21. Alguns animais apresentaram a crista dssea exposta, enquanto outros
ainda apresentaram uma fina camada de epitélio recobrindo a regido (Figura 5.10 A
e B). O numero de lacunas de ostedcitos vazias aumentou, caracterizando necrose
O0ssea (Figura 5.10 C). Os osteoclastos latentes foram evidenciados na técnica
histoquimica TRAP, adjacentes tanto as superficies radiculares como as trabéculas
Osseas (Figura 5.10 C).
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Figura 5.10 - Fotomicrografias do grupo ALN-L-30. Em A segundo molar superior com epitélio
juncional (EJ) terminando apicalmente a juncdo cemento esmalte (JCE). Em B é
possivel observar, em maior aumento, detalhe da crista alveolar (CA) que encontra-se
recoberta apenas por uma fina camada de epitélio. Em C, detalhes da crista alveolar,
onde é possivel observar regido apical acelular com presenca de lacunas de
osteocitos preenchidas apenas por restos celulares (*). Em D células clasticas (CCL)
TRAP-positivas proximas a superficie do cemento (C), porém em estado latente. D,
dentina; O, osso. (Figura A, aumento original 40 x. Figura B, aumento original 100x.
Figuras C e D, aumento original 400x)
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5.2 Anélise histomorfométrica

5.2.1 Analise do nivel da crista alveolar mesial.

As distancias da JCE a crista mesial dos segundos molares superiores nao
foram estatisticamente significantes quando comparadas no grupo ALN-L, nos
diferentes tempos. Ja quando comparadas no grupo CON-L, essas distancias
apresentaram diferenca estatistica entre o periodo de 7 e 30 dias. Na comparacao
entre os grupos CON-L e ALN-L, foram estatisticamente significantes em todos os

tempos.

Tabela 5.1 - Médias das distancias do limites cemento-esmalte do segundo molar superior a crista
alveolar mesial. Os numeros diferentes sobrescritos nas colunas indicam que houve
diferenca estatistica no mesmo grupo nos diferentes tempos. As letras diferentes
significam que houve diferenca estatistica entre os diferentes grupos no mesmo tempo

CON-L ALN-L
Dias ‘ ‘
7  618,11" 412,52°
14 696,74° 412,49°
21  844,23° 369,33°
30 885,577 410,14°
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Gréfico 5.1 - Distancia do limite cemento-esmalte dos segundos molares superiores até a crista
alveolar mesial em micrometros (um). (7 dias p=0,0077; 14 dias p=0.0001; 21 dias
p=0,0001; 30 dias p=0,0029)

5.2.2 Analise do nivel da crista alveolar distal

As distancias da JCE a crista distal dos segundos molares superiores, nao
foram estatisticamente significantes quando comparadas no grupo ALN-L, nos
diferentes tempos. J& quando compradas no grupo CON-L, apresentaram diferenca
estatistica entre os periodos de 7 e 21 dias e entre os periodos de 7 e 30 dias. Na
comparacao entre os grupos, CON-L e ALN-L foram estatisticamente significantes
em todos 0s tempos.
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Tabela 5.2 - Médias das distancias do limites cemento-esmalte do segundo molar superior a crista
alveolar distal. Os numeros diferentes sobrescritos nas colunas indicam que houve
diferenca estatistica no mesmo grupo nos diferentes tempos. As letras diferentes
significam que houve diferenca estatistica entre os diferentes grupos no mesmo tempo

CON-L ALN-L
Dias ‘ ‘
7 585,58 443,71°
14 777,51° 415,62°
21  808,25°%° 484,02°"
30  900,33%° 454,73°

Grafico 5.1- Distancia do limite cemento-esmalte dos segundos molares superiores até a crista
alveolar distal em micrdmetros (um). (7 dias p=0,0189; 14 dias p=0,0075; 21 dias
p=0,0126; 30 dias p=0,0003)
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5.3 Imuno-histoquimica para RANKL e OPG

A expressdo das proteinas RANKL e OPG foi evidenciada pela coloracéo
acastanhada e avaliada seguindo o padréo de distribuicdo nos diferentes grupos

experimentais.

A expressao da proteina RANKL nos grupos CON-SL e ALN-SL, mostrou-se
similar em todos os tempos, por isso sera aqui representada apenas pelo grupo de 7
dias. O tecido epitelial exibiu algumas células imunomarcadas com cor mais intensa
gue as células do tecido conjuntivo periodontal (Figura 5.11). Ja os grupos CON-L e
ALN-L, exibiram uma marcacdo muito mais intensa na regido de ligamento
periodontal, nas células no tecido epitelial e nos odontoblastos. A marcacéo pareceu
progredir em direcdo apical nos tempos mais avancados. Nos animais tratados com
ALN a marcacdo se mostrou homogénea no tecido conjuntivo frouxo; ja nos animais
CON-L, a expressdo foi mais intensa nas regides adjacentes as lacunas de
reabsor¢éo, tanto do tecido 6sseo quando de cemento e dentina (Figura 5.12).

A expressdo de OPG, nos grupos CON-SL e ALN-SL, também apresentou-se
similar em todos os tempos, portanto também sera representada pelo grupo de 7
dias. Células do tecido epitelial também foram imunomarcadas, bem como células
do tecido conjuntivo (Figura 5.13). O grupo CON-L-7 apresentou marcacgéo no tecido
epitelial, no tecido conjuntivo, nos osteécitos e canaliculos da crista alveolar
(Figura5.14-B). Com 14, 21 e 30 dias, a reabsorcéo prosseguiu de forma intensa, e a
marcacao para OPG apresentou-se menos intensa, com apenas alguns ostedcitos
marcados, porem esses ndo se encontraram apenas na crista, mas em todo o
processo alveolar (Figuras 5.14-D, F, G). J4 os espécimes do grupo ALN-L
apresentaram marcacdo mais forte, principalmente na regido das lacunas de
Howship, e nos ostedcitos. A marcacéo pareceu progredir levemente com o tempo, e
estabilizar no periodo de 21 dias (Figuras 5.14-A, C, E, G).
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Figura 5.11 - Imunomarcacao para RANKL. Em A, espécime do grupo ALN-S-7, mostrando leve
marcacdo em células do tecido epitelial e conjuntivo (setas). Em B, espécime do
grupo CON-S-7, mostrando marcacdo em células do tecido conjuntivo e epitelial
(setas). D, dentina; CA, crista alveolar; TC, tecido conjuntivo; PI, papila interdentaria;
EJ, epitélio juncional. (Figuras A e B, aumento original 200x)
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Figura 5.12 - Imunomarcacéo para RANKL. Em A, espécime do grupo ALN-L-7, mostrando a regido
de mucosa gengival da gengiva interdentaria. Notar células imuno positivas presentes
na regido epitelial (setas). Em B, espécime do grupo CON-L-7, mostrando regido da
crista alveolar (CA), e tecido conjuntivo (TC) marcado uniformemente. Em C, grupo
ALN-L-14, mostrando marcacdo especifica em cementoblastos (setas) ao longo do
cemento (C). Em C, grupo CON-L-14, mostrando marcagao na regido de reabsorgéo de
dentina (D). (setas). Em D, espécime do grupo ALN-L-21, mostrando a regido de
mucosa gengival da gengiva interdentaria, com células epiteliais e do tecido conjuntivo
(TC) marcadas. Em E, espécime do grupo CON-L-21, regido de mucosa gengival da
gengiva interdentaria, mostrando marcagédo mais leve. Em G, espécime do grupo ALN-
L-30, mostrando regido de &pice, marcacdo em cementoblastos e células do tecido
conjuntivo (TC). Em H, espécime do grupo CON-L-30, regido apical da raiz do segundo
molar superior direito, com marcacdo na regido de reabsorcdo (setas); D, dentina.
(Figuras A, C, E, F, G e H, aumento original 200x. Figura B, aumento original 100x.
Figura D, aumento original 400x)
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Figura 5.13 - Imunomarcacao para OPG. Em A, espécime do grupo ALN-S-7, mostrando marcacao
em células do tecido epitelial (setas), tecido conjuntivo, ostedcitos e canaliculos na
regido da crista alveolar. Em B, grupo CON-S-7, mostrando marcagdo menos intensa
nas células epiteliais (setas), tecido conjuntivo, ostedcitos e canaliculos da regido
cervical da crista alveolar. D, dentina; C, cemento; TC, tecido conjuntivo; CA, crista
alveolar; EJ, epitélio juncional; Ot, osteocitos. (Figura A, aumento original 200x. Figura
B, aumento original 100x)
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Figura 5.14 - Imunomarcacgédo para OPG. Em A, espécime do grupo ALN-L-7, mostrando a regido de
mucosa gengival da papila interdentaria. Notar células imuno positivas presentes na
regido epitelial (seta) e no tecido conjuntivo (TC). Em B, espécime do grupo CON-L-7,
mostrando regido da crista alveolar (CA) com marcacdo nos osteécitos (Ot). Em C,
grupo ALN-L-14, mostrando marcagdo em osteécitos (Ot), na regido de crista alveolar
(setas). Em D, grupo CON-L-14, mostrando marcacdo na regido de crista alveolar com
grande reabsorcdo. Observar que apensa alguns ostedécitos estdo marcados. Em E,
espécime do grupo ALN-L-21, mostrando a regido da crista alveolar, com marcagdo em
células do tecido conjuntivo (TC) da mucosa da papila interdentaria e nos osteocitos e
canaliculos. Em F, espécime do grupo CON-L-21, regido de osso cortical, com
marcacgao em ostedcitos e canaliculos. Em G, espécime do grupo ALN-L-30, mostrando
regido de cervical da crista alveolar (CA) e intensa marcagdo em tecido conjuntivo,
ostedcitos, e no interior de algumas lacunas (setas). Em H, espécime do grupo CON-L-
30, regido apical da raiz do segundo molar superior direito e crista alveolar, com
marcacado mais leve na regido de tecido conjuntivo (TC) e ostedcitos. D, dentina; C,
cemento; O, osso. (Figuras A, D, E, F, H, aumento original 200x. Figuras B, C e G,
aumento original 400x)
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5.4 Andélise Ultraestrutural

Os espécimes destinados para analise em microscopia eletrbnica de
transmissdo foram previamente analisado em microscopia Optica e escolhidos de
acordo com as areas que se fazia necessaria uma anélise em maior aumento para

melhor entendimento dos tecidos.

5.4.1 Grupo CON-L

Nos animais controle de todos os tempos, notou-se a presenca de areas com
numerosas bactérias, localizadas na superficie do cemento e na mucosa (Figura
5.15-D). Nos tempos mais avancados (CON-L 21 e CON-L-30), foi possivel observar
a presenca dessas bactérias no interior de vasos sanguineos, juntamente com
hemacias (Figura 5.15-C). Notou-se também intenso processo inflamatério na
mucosa gengival, com presenca de neutrofilos e macrofagos (Figura 5.16-A). No
processo alveolar notou-se progressiva reabsorcao de acordo com o tempo, lacunas
de reabsorcdo em cemento, dentina e osso com células clasticas aderidas (Figura
5.17-C e D). Em analise cuidadosa dessas células notou-se a presenca de zonas de
adesdao, borda em escova bem desenvolvidas e nucleos na regido basal, bem como
o citoplasma contendo muitas vesiculas e vacuolos (Figura 5.17-C e D). No 0sso
alveolar, os ostedcitos, mesmo que na parte mais cervical, ndo apresentara

alteracéo no aspecto morfolégico (Figura 5.18-A).



72

5.4.2 Grupo ALN-L

Nos animais tratados de todos os tempos foi possivel observar presenca de
grandes areas de bactérias (Figura 5.15-B) e infiltrado inflamatério com presenca de
neutrofilos e macréfagos (Figura 5.16-A). Porém, o0 0SSO0 ndo encontrou-se com
grandes reabsorcbes, e as células clasticas apresentaram aspecto latente,
encontrando-se, em sua maioria, distantes das superficies mineralizadas. Mesmo as
células clasticas mais proximas aos tecidos mineralizados, ndo apresentaram zona
de selamento nem borda em escova (Figura 5.17-A), apresentando forma
arredondada, nucleos dispersos e citoplasma com poucas organelas e poucos
vacuolos. Desde o tempo inicial, de 7 dias, detectaram-se lacunas de ostedcitos
vazias (Figura 5.18-B), que foram se tornando cada vez mais freqientes nos tempos

avancados, caracterizando sinal de necrose 0ssea.

5.4.3 CON-SL e ALN-SL

Os animais desses grupos apresentaram aspecto ultra estrutural de

normalidade. O grupo ALN-SL apresentou 0s osteoclastos com aspecto latente.
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Figura 5.15 - Micrografias eletrbnicas de transmisséo ilustrando, em A, espécime do grupo CON-SL-7,
onde se observa estrutura periodontal do animal, com aspecto de normalidade, sem
presenca de inflamagéo. C, cemento; FS, fibras de Sharpey. Em B, espécime do grupo
ALN-L-14, regido de dentina (D), recoberta de cemento (C), ligamento periodontal (LP),
e bactérias (B) em toda a superficie. Em C, vaso sanguineo preenchido de bactérias, no
espécime do grupo ALN-L-21. H, hemacias. Em D, grupo CON-L-14, onde observa-se
bactérias (B) na regido de ligamento periodontal. FC, fibrilas colagenas. (Figura A,
aumento original 7.500x. Figuras B e C, aumento original 4.000x. Figura D, aumento
original 5.000x)
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Figura 5.16 - Micrografias eletrébnicas de transmissao ilustrando infiltrado inflamatério. Em A,
espécime do grupo CON-L-21, células inflamatorias (Cl), espalhadas pelo tecido
conjuntivo, entre fibrilas colagenas (FC), e fibroblastos (Fb). Em B, espécime do grupo
ALN-L-21, mostrando célula inflamatéria (Cl) infiltrada no tecido epitelial (E), e
presenca de bactérias (B). (Figura A, aumento original 6.000x. Figura B, aumento

original 8.000x)
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Figura 5.17 - Micrografias eletrdnicas de transmissao ilustrando em A, espécime do grupo ALN-L-14,
onde observa-se um osteoclasto latente (OcL), com trés ndcleos, sem formacéo de borda
em escova, distante da superficie 6ssea (O). Entre o osteoclasto e o 0sso € possivel
observar parte de uma célula (setas). Fb, fibroblastos; FC, fibrilas colagenas. Em B,
espécime do grupo ALN-L-21, se observa célula clastica (CC), aderida a dentina (D),
contendo dois nucleos (N), vaculos (V) e borda em escova (BE). Em C, osteoclasto (Oc),
aderido a superficie 6ssea (O). Pode-se observar presenca de borda em escova bem
desenvolvida (BE), zona clara (ZC), aderida a superficie. Ot, ostedcito.(Figura A, eumento
original 8.000x. Figura B, aumento original 12.000x. Figura C, aumento original 4.000x)
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Figura 5.18 - Micrografias eletrdnicas de transmissao ilustrando em A, espécime do grupo CON-L-21,
onde observa-se ostedcito (Ot), dentro da lacuna, com citoplasma amplo, apresentando
estado de vitalidade. Em B, espécime do grupo ALN-L-14, observa-se osteécito (Ot) em
degeneracdo, e ao lado lacuna (L) de ostedcito preenchida apenas por restos celulares.

O, osso. (Figuras A e B aumento original, 8.000x)
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram que o alendronato (ALN)
interfere na reabsorcdo Ossea da doenca periodontal, reacdo ocasionada pela
inativacao das células clasticas. O ALN, apesar de impedir que essas células fossem
ativadas, nao interferiu no recrutamento dos precursores e sua fusdo. A droga
também n&o ocasionou diminuicdo ou alteracdo no processo inflamatério, o que
pode ter influenciado para o aparecimento de areas de leve necrose na crista 6ssea,

nos tempos mais avancados da doenca periodontal.

Estudos experimentais para melhor elucidacdo da doenca periodontal vém
sendo realizados utilizando diversos modelos animais, em sua maioria em ratos, por
ser um animal de facil procriagdo, manejo, e com semelhanc¢as, nos seus molares,
as estruturas dentoperiodontais em humanos. Alguns trabalhos propdem a alteracéo
na dieta dos animais, a base de sacarose, gerando a reabsorcdo generalizada do
0sso alveolar (Aguirre et al., 2012). Outros modelos utilizam a insergcéo de fio de
sutura no sulco gengival do primeiro molar superior (Aghaloo et al.,, 2011).
Considerando que a doenca periodontal em humanos tem como fator etioldgico
principal o biofilme e ndo apenas a alimentacdo do individuo, no presente trabalho
foi utilizado a insercéo do fio de sutura no segundo molar superior, com o intuito de
avaliar as duas cristas alveolares, o que n&o ocorreria no primeiro molar superior,
gque no rato apresenta um diastema na sua face mesial, aproximando as
semelhancas com a doenca periodontal em humanos, além de melhorar a

estabilizacao do fio.

A maior parte das pesquisas realizadas com o intuito de interferir na atividade
reabsortiva das células clasticas utilizaram bisfosfonatos com maior poténcia que o
ALN, como o acido zoledronico. A maioria dos relatos de casos clinicos também s&o
com o uso dessa droga, devido a sua alta poténcia. Porém, no presente estudo foi
administrado o ALN por ser o bisfosfonato mais utilizado atualmente no tratamento

de diversas doencas 0sseas.

E dificil transportar a dose e tempo de administracdo da droga em humanos

para animais, pois o0 metabolismo e absorcao das drogas sao diferentes. Além disso,
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0s eventos biolégicos que ocorrem na cavidade oral dos animais também diferem
dos que ocorrem nas estruturas e tecidos correspondentes em humanos. Varias
doses e tempos séo sugeridos em outros estudos (Duarte et al., 2004; Aghaloo et
al., 2011; Aguirre et al., 2012). Neste estudo foi utilizada uma dose padronizada por
Massa et al. (2006) para o estudo de germes dentarios e depois utilizada por
Bradaschia-Correa et al. (2007) para analisar o efeito do ALN no osso alveolar.
Posteriormente, Yamamoto-Silva et al. (2013) administraram a mesma dose em
ratos adultos, como no presente trabalho, para avaliar a reparacdo alveolar apos
extracdo. Em todos esses trabalhos foram constatados efeitos no 0sso,
principalmente a inibicdo da atividade osteoclastica.

No presente estudo ndo foi desenvolvido outra deficiéncia além da doenca
periodontal, como a falta de estrogénio. Apesar dos bisfosfonatos serem muito
utilizados para o tratamento de mulheres com osteoporose, essa doenca também
acomete homens; além disso, a droga também é usada para outras patologias.
Inicialmente, estudos foram publicados relacionando a doenca periodontal,
deficiéncia de estrogénio e o uso do alendronato, concluindo que apenas este
bisfosfonato, e ndo a reposicdo de estrogénio, reduziu os efeitos da doenca

periodontal, diminuindo a perda alveolar (Duarte et al., 2004).

Como esperado, o0 alendronato inibiu a reabsorcéo, tanto do processo alveolar
quanto dos outros tecidos mineralizados envolvidos, dentina e cemento. Os
espécimes que ndo receberam a droga tiveram quase que total reabsorcdo do
processo alveolar no grupo de 30 dias, além da reabsorcdo de cemento e dentina,
deixando a superficie da raiz irregular, inclusive no terco cervical. A reabsorcao de
cemento na regido cervical, ndo € frequente, pois essa area é em grande parte
protegida por fibras coldgenas inseridas nesse tecido mineralizado (cemento
acelular de fibras extrinsecas), além da auséncia de cementdide. Devido a isso, 0
cemento cervical é raramente reabsorvido, mesmo em modelos de movimentacao
ortodontica (Graber et al., 2012). Na doenca periodontal, essas fibras sdo destruidas
pelo processo inflamatorio, expondo regides de matriz mineralizada do cemento as
células, entre elas as células clasticas. Rothbart et al. (2014), descreveram
reabsor¢cdo de cemento e dentina apos luxagdo do segundo molar superior de ratos.
A luxacdo provoca rompimento das fibras extrinsecas, expondo a matriz do

cemento, assim como na doenga periodontal. Sato et al. (2013), observaram a
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reabsorc@o radicular externa cervical, apds retalho de Widman, para raspagem
subgengival. Nesse procedimento também ocorre rompimento das fibras

extrinsecas, o que pode ser também um fator responsavel a reabsorcéo radicular.

O grau de reabsorcdo da crista Ossea foi confirmado, com analise
histomorfométrica, utilizando a distancia da JCE a borda da crista alveolar nos
diferentes grupos. A andlise estatistica revelou diferenca significante na comparacao
entre 0s grupos em todos os tempos experimentais. O lado esquerdo da maxila do
rato foi usado como controle para analise do efeito do alendronato, sem a presenca
da doenca periodontal. Nestes animais ndo houve alteragcbes morfologicas nos
tecidos periodontais, nos tempos observados. Entretanto, os osteoclastos que fazem
a homeostase Ossea, apresentaram estado de laténcia. Em um estudo anterior
Samantaria et al. (2010), administraram o alendronato sédico em ratos, sem inducao
da periodontite e também observaram que nao houve nenhuma alteracéo
morfolégica nos tecidos periodontais, nem diminuicdo da densidade 6ssea, apesar

de ndo terem avaliado a presenca de células clasticas, nem seu estado funcional.

Apesar da preservacdo dos tecidos mineralizados, foi possivel observar a
presenca de bactérias e infiltrado inflamatério nos animais tratados com ALN, em
todos os tempos. Esses achados sugerem que o ALN, atua diretamente nos tecidos
mineralizados, sem interferir no infiltrado inflamatério e colénias de bactérias, Um
estudo desenvolvido por Goes et al. (2012), utilizando o mesmo modelo para
inducdo da doenca periodontal, relatou a redugéo de infiltrado inflamatério nos
animais tratados com alendronato, sugerindo que a droga reduz a reabsorcédo dos

tecidos mineralizados, atuando nos clastos e diminuindo o infiltrado inflamatoério.

Um achado interessante foi revelado pela analise ultra estrutural. As bactérias
também foram vistas nos cortes de gengiva examinados com a microscopia
eletrdnica de transmissdo, dentro de vasos sanguineos, aparecendo junto com as
hemacias. As bactérias relacionadas com a doenca periodontal, ja foram vinculas a
doencas sistémicas por diversas vezes (Lindhe, et al 2010). Porém ainda néo foi
totalmente elucidado. Estudos recentes, com o objetivo de avaliar a associacdo de
microorganismos com doencas sistémicas, ainda vem sendo publicados. Ramirez et
al. (2014), desenvolveram um estudo com pacientes, com e sem periodontite, e

avaliaram microbiota e biomarcadores plasméticos da doenca cardiovascular em
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ambos os grupos. Concluiram que a periodontite esta associada as inflamacdes
sistémicas, e poderia aumentar o risco de doengas cardiovasculares. Esse risco
pode ser vinculado a maior permeabilidade dos vasos sanguineos e capilares, onde
a presenca de bactérias no interior facilitaria a proliferacdo de bactérias na corrente
sanguinea, levando a doencas sistémicas. A presenca de bactérias no interior de
vasos sanguineos foi observada em todos os grupos nos quais a periodontite foi

induzida, com ou sem tratamento com ALN.

7

A reabsorcéo dos tecidos mineralizados € induzida pelo RANKL, molécula
chave para diferenciacdo e fusdo dos clastos (Chen et al., 2014). Neste modelo a
expressao de RANKL néo foi diminuida com o uso, da droga, porém sua distribuicdo
se mostrou diferente. No grupo ALN, a marcacgéo apresentou-se uniforme no tecido
conjuntivo e no epitélio, ja no grupo CON-L apresentou-se mais intensa nas areas de
reabsorcdo. Um estudo utilizando hibridizacdo in situ, encontrou a expressao de
RANKL em locais com abundantes células inflamatorias, linfocitos e macréfagos (Liu
et al., 2003). Na microscopia eletrbnica de transmissdo essas mesmas células
inflamatoérias foram observadas no epitélio, o que pode justificar a presenca de

intensa imunomarcacao nessa regiao.

A imunomarcacao para RANKL foi menos intensa na regido cervical da crista
alveolar nos tempos mais longos, sugerindo que essa expressao tenha sido menor,
pois 0 0sso alveolar da regido ja tinha sido quase totalmente reabsorvido no grupo
controle e a doenca progredia em direcdo ao apice, em ambos 0s grupos. Foi
anteriormente relatado que o nivel de RANKL mRNA, é maior na periodontite

avancada comparada com a moderada (Wara-Aswpati et al., 2007).

Apesar da expressao de RANKL nao diminuir com a acdo do ALN, o método
de histoquimica para TRAP permitiu observar que a quantidade de clastos nao
diminuiu no grupo tratado, portanto o ALN, n&o interferiu no recrutamento e fusédo
dessas células. Assim, os osteoclastos dos grupos tratados, em sua maioria, nao
foram ativados, apresentando-se em estado latente, arredondados, sem formagéo
de borda em escova e zona clara, caracteristicas confirmadas pela analise ultra
estrutural. E possivel que as células clasticas recém fusionadas, quando entraram
em contado com a superficie 6ssea, sofreram a interferéncia do ALN associado a

matriz mineralizada, e se tornaram latentes. Bradaschia-Correa et al. (2013),
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desenvolveram um estudo com ratos recém-nascidos, nos quais foi aplicado ALN
até os 30 dias de vida. A droga inibiu a expressdo de RANKL, no grupo tratado.
Porém as células precursoras foram recrutadas, e fusionadas, podendo observar um

grande numero de células clasticas latentes na regido da cripta 6ssea.

Além disso, nesse grupo a expressdo de OPG, apresentou-se alterada. A
expressdo de OPG, apresentou-se mais intensa no grupo que recebeu o ALN,
encontrando-se também mais freqiientemente em ostedcitos. Foi também observada
a expressdo em canaliculos e regides de inicio de reabsor¢cdo. No grupo CON a
expressdo foi mais restrita aos ostedcitos, porem menos intensa. Diminuiu a
intensidade nos tempos mais longos. Um estudo realizado por Gu et al., (2005),
usando calvaria de rato em cultura, revelou a importancia do papel dos ostedécitos
para regulacdo da remodelacdo éssea. O grupo em que 0s ostedcitos foram
mantidos vivos, ndo houve formacdo de anéis de actina. JA 0 grupo em que a
apoptose dos ostedcitos foi induzida foi observada atividade de reabsorcdo. A OPG
atua como receptora e é expressa por osteoblastos, desempenhando a fungéo de
inibir a reabsor¢cdo Ossea quando se liga ao RANKL. Na reabsorcdo Ossea

patoldégica o equilibrio dessa interacéo é desregulado (Kirkwood et al., 2007).

Koide et al. (2013) realizaram um estudo em animais com animais com
deficiéncia de OPG, e aumento de RAKNL, relataram que a perda de osso alveolar
foi muito maior nos ratos com menos OPG, do que nos ratos com aumento da
RANKL, especialmente nas areas de osso alveolar onde houve um aumento de
osteoclastos no grupo com menos OPG. Na analise imuno-histoquimica a OPG teve
sua expressdo significantemente maior nos ostedcitos, principalmente na area
cortical. O que sugere que a reabsorcdo nas areas de osso cortical foi prevenida
pela OPG produzida no local. Concluiram que a OPG é (til e eficaz na busca de
agentes terapéuticos contra a perda de osso alveolar. Por outro lado, Shoju et al.
(2010), relataram que a ligagdo entre RANKL/OPG, é dez vezes mais potente, do
que a ligacdo de RANK/RANKL. O que pode justificar a presenca de RANKL, em um
tecido ndo reabsorvido.

Em relagcdo a osteonecrose associada ao tratamento com bisfosfonatos, em
2003, foi publicado o primeiro relato de osteonecrose nos maxilares relacionado com

0 uso destas drogas (Marx, 2003), desde entdo, varios outros estudos vem sendo
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desenvolvidos para esclarecer essa relagdo. Yamamoto-Silva et al. (2013),
realizaram um estudo no qual sinais de osteonecrose foram achados na mandibula
de ratos que tiveram o segundo molar inferior extraidos e haviam recebido doses de
ALN previamente e posteriormente a extracdo. Os sinais de osteonecrose foram
caracterizados com areas de 0sso isentas de elementos celulares. Nesse estudo
também foram observadas areas de osso isentas de células, nos tempos mais
avancados (ALN-L 21 e 30 dias). Essas areas foram bem observadas na
microscopia eletrénica de transmissado, que apresentou lacunas preenchidas apenas

por restos celulares, e algumas células em processo de degeneragao.

Em um estudo de coorte em humanos, para avaliar a relacdo da osteonecrose
nos maxilares e o uso de bisfosfonatos. foi verificada uma significante associagao
entre os bisfosfonatos e a osteonecrose, a qual foi definida como 0sso exposto a
cavidade oral durante o periodo observado, além de apontar a periodontite como

fator de risco para a osteonecrose (Yamazaki et al., 2012).

Estudos também vém sendo desenvolvido em animais, com a periodontite
experimental, para elucidar melhor a relagdo de causa e efeito. Em concordancia
com o presente trabalho, quando administrado &cido zoledrénico a ratos com
periodontite induzida por ligadura, foi observada perda difusa de osteécitos no 0sso
alveolar, o qual se apresentou clinicamente exposto a cavidade oral (Aghaloo, et al.,
2011).

Além da microscopia eletrbnica, a estatistica realizada n&o mostrou
significancia, quando foi comparada a distancia da crista alveolar a juncao cemento
esmalte, no grupo tratado nos diferentes tempos. Lekic et al. (1997) demonstraram
gue o bisfosfonato ndo nitrogenado etidronato contribui para formacdo de 0sso
alveolar, pois interfere na proliferacdo de células do ligamento periodontal em
osteoblastos em contraste com o presente estudo, onde néo foi observado formacao
de osso, nem aumento de osteoblastos. Isso confirma a ideia segundo a qual o
mecanismo pelo qual os diversos tipos de bisfosfonatos atuam sobre as células dos

tecidos mineralizados é diferente.

O uso de bisfosfonatos ja foi muito estudado e sugerido como agente
terapéutico para periodontite, com o objetivo de reduzir a perda 6ssea alveolar e a
da densidade mineral. Alguns estudos ja utilizaram o ALN como agente terapéutico e
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relataram uma acao terapéutica satisfatoria (Rocha et al., 2001; Rocha et al., 2004),
porém, relatando achados que sugeriram que o0 uso por tempo prolongado dessa

droga, na presenca da doenca periodontal, pode gerar osteonecrose nos maxilares.

Os presentes resultados também contribuem para o entendimento das
reacoes teciduais durante a periodontite; para o efeito do ALN na presenca da
doenca, assim como para algumas decisdes clinicas. A indicacdo da mesma como
agente terapéutico ainda deve ser desconsiderada, e cuidados devem ser tomados

com pacientes com esse histérico.
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7 CONCLUSOES

e -O alendronato interferiu na progressdo da doenca periodontal,
promovendo a inativacdo das células clasticas, inibindo o processo

de reabsorcéo dos tecidos mineralizados dentoperiodontais.

e -O alendronato sodico ndo interferiu no processo inflamatério da

doenca periodontal.

e -A dose e o tempo prolongado da administracdo do alendronato
causaram grau leve de osteonecrose na crista alveolar do segundo

molar superior de ratos com periodontite induzida.

e -A expressdo da proteina RANKL ndo alterou com o tratamento

com alendronato.

e -A expressédo da proteina OPG, aumentou com a administragédo do

alendronato.
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