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RESUMO
O colageno tipo | € uma proteina que caracteriza a matriz organica do tecido 6sseo

bem como as fibras que compdem o ligamento periodontal. A metaloproteinase 9
(MMP-9) é uma colagenase que parece estar envolvida nas respostas de
reabsorcdo do coldgeno presente principalmente no tecido 6sseo. O objetivo do
presente estudo foi o de avaliar as caracteristicas microscopicas dos tecidos do
periodonto de sustentacdo do incisivo superior de ratas osteoporéticas submetidas
ou ndo a terapia com raloxifeno ou alendronato por meio de analises microscoépica e
imuno-histoquimica. Foram utilizadas 40 ratas Wistar fémeas, divididas em quatro
grupos, de acordo com o tratamento recebido: Grupo | — Sham: ratas submetidas a
cirurgia ficticia de ovariectomia; Grupo Il — Osteoporose: ratas submetidas a
procedimento de ovariectomia; Grupo Ill — Alendronato: ratas submetidas a
ovariectomia e tratadas com alendronato (0,1mg/Kg/dia); Grupo IV - Raloxifeno:
ratas submetidas a ovariectomia e tratadas com raloxifeno (0,1mg.Kg/dia). Apos 35
dias do inicio do tratamento medicamentoso todos os animais foram eutanasiados
para remocao dos espécimes e analise do terco medio dos alvéolos. O colageno do
tipo | mostrou-se expresso de maneira discreta no ligamento periodontal dos quatro
grupos experimentais avaliados. As células do tecido 0Osseo, ostedcitos,
apresentaram marcacdo positiva para o colageno do tipo | nos quatro grupos
experimentais avaliados. O tratamento com raloxifeno e alendronato promoveu um
aumento na expressao de colageno tipo |, especialmente no osso alveolar. A MMP-9
mostrou-se marcada em maior intensidade apds a ovariectomia e mesmo apdés as
terapias de raloxifeno e alendronato, quando o0s cementoblastos passaram a
apresentar marcacdo positiva. Esta observacdo persistiu apos o tratamento com
raloxifeno e também com alendronato. Os resultados do presente estudo mostram
que ocorrem alteracdes na expressdo de colageno e metaloproteinases durante a
inducdo de osteoporose e apés as diferentes terapias anti-osteoporose propostas.
As respostas parecem se direcionar para a ativagdo da reabsorcdo tecidual, no
entanto, mais estudos devem ser realizados no sentido de se elucidar principalmente
como estas manobras podem ser evitadas.

Palavras-chave: Alendronato. Ligamento periodontal. Osteoporose. Ovariectomia.

Raloxifeno. Ratas.



ABSTRACT

Type | collagen is a characteristic protein of bone tissue organic matrix, along with
the fibers of the periodontal ligament. Metalloproteinase 9 (MMP-9) is a collagenase
that seems to be involved in collagen resorption, especially in bone tissue. The aim
of the present study was to evaluate the microscopic characteristics of insertion
periodontal tissues of the upper incisors of osteoporotic rats under raloxifen or
alendronate therapy, by means of microscopic and immunoistochemical analysis.
Forty female Wistar rats, into four groups, according to the treatment, as follows:
Group | — Sham: sham-operated rats; Group Il — Osteoporosis: ovariectomized rats;
Group Il — Alendronate: ovariectomized rats treated with alendronate
(1.0mg/Kg/day); Group IV — Raloxifen: ovariectomized rats treated with raloxifen
(0.1mg/Kg/day). After 35 days of the beginning of the drugs treatment, all the animals
were euthanized for specimens removal and analysis of the third portion of the dental
sockets. Microscopic analysis revealed a discrete disorganization of the periodontal
ligament with cement preservation in the animals treated with alendronate and
raloxifen. Immunolabeling of type | collagen was mild in periodontal ligament of all
groups. The administration of raloxifen and alendronate increased Type | collagen
labeling mainly in alveolar bone. MMP-9 was more intensely labeled after the
ovariectomia and with the drugs therapy, when cementoblasts started to present
positive labeling. This observation was maintained after the treatment with raloxifen
and alendronate. Results of the present study showed that changes in collagen and
MMP expression occur during the induction of the osteoporosis and after the
proposed anti-osteoporosis therapies. These results seem to lead to an activation of
tissue resorption; however, other studies must be made in order to answer how this

situation can be avoided.

Key words: Alendronate. Osteoporosis. Ovariectomy. Periodontal ligament.

Raloxifen. Rats.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma condicdo na qual a dindmica do tecido 6sseo se
encontra em estado de desequilibrio, com o predominio dos eventos de absor¢do do
tecido 6sseo, em contraposi¢cdo aos processos de formacdo 0ssea, resultando em
perda da massa 0Ossea, mais comum em individuos idosos (JEFFECOAT,;
CHESTNUT, 1993; MANOLAGAS; JILKA, 2000).

Alguns fatores predispdem a osteoporose e dentre eles, destacamos a
deficiéncia do estrégeno, que sabidamente atua como um mecanismo protetor do
tecido dsseo, inibindo a absorcdo osteoclastica através de sinalizacdo parécrina
osteoblastica (KOEPPEN, B. M.; STANTON, B. A, 2009). Experimentalmente, a
diminuic&o do estrogeno pode ser obtida através da manobra de ovariectomia, onde,
com a remocao dos ovérios, o estrogeno deixa de ser secretado, dando inicio a
condi¢ao sistémica que predispbe ao aparecimento da osteoporose (LUVIZUTO et
al., 2010a; LUVIZUTO et al. 2010Db).

Como um substituto para a ovariectomia ou em combinagdo com ela, outros
modelos experimentais que envolvem fatores de risco para a osteoporose tém sido
desenvolvidos para promover, aumentar ou acelerar a perda 6ssea. As abordagens
mais usualmente utilizadas s&o as manipulagfes dietéticas, como a restricdo ao
consumo de célcio, o alto consumo de fosfato, lactacdo e ou gravidez e a
imobilizagdo (SONES et al., 1986; ELOVIC et al, 1995; GEDDES, 1996; TANAKA et
al, 1998).

Tedfilo et al. (2003) realizaram estudo comparativo entre a massa 6ssea
perdida na maxila e na metéfise proximal da tibia, apés a inducéo de osteoporose
através da ovariectomia ou através da ovariectomia associada a administracdo de
uma dieta pobre em célcio. Observaram que 35 dias apds a ovariectomia associada
a dieta pobre em calcio, as ratas apresentaram uma redugdo da massa 6ssea de
17% na metéfise proximal e de 35% na maxila. Vale destacar que neste mesmo
periodo, nas ratas que foram apenas ovariectomizadas, a massa 0ssea era
semelhante as das ratas sham tanto na maxila como na metéfise proximal da tibia.
ApoOs 77 dias, as ratas ovariectomizadas apresentaram uma reducdo de 14% da
massa 0ssea na metéfise proximal da tibia, enquanto que a massa 6ssea na maxila
era semelhante as ratas sham. Entretanto, aos 77 dias, quando a ovariectomia foi

associada a administracdo da dieta pobre em célcio, foi observada reducéo de 30%



da massa 0Ossea tanto na metéfise proximal da tibia quanto na maxila. Com estes
resultados, observou-se que quando a ovariectomia € associada a dieta pobre em
Célcio, observa-se uma diminuicdo da massa 6ssea, apos 35 dias, duas vezes maior
na maxila do que na metéfise proximal da tibia. Portanto, com o intuito de avaliar o
tecido 6sseo na osteoporose, a associagdo das duas manobras (ovariectomia e
administracdo de dieta pobre em Célcio) parece oferecer resultados quanto ao
metabolismo 6sseo muito préximo ao observado clinicamente, principalmente
quando se considera o 0osso maxilar. Portanto, este sera o modelo experimental a
ser utilizado no presente projeto.

Considerando o estudo do metabolismo ésseo e o processo de formacédo de
um osso de qualidade e capaz de suportar as manobras reabilitadoras que fazem
parte da Odontologia, como a instalagdo de proteses sobre implantes de titénio, o
processo de reparo alveolar consiste numa modelo experimental de grande
interesse, com 0s seus eventos cronoldgica e morfologicamente bem definidos
(OKAMOTO;RUSSO et al, 1973; CARVALHO,1987).

Durante o processo de reparo 6sseo, células tipicas do tecido conjuntivo séo
recrutadas e dentre estas, as células osteogénicas sdo as fundamentais para o
sucesso do reparo 6sseo (OKAMOTO; RUSSO, 1973). Nesse aspecto, o ligamento
periodontal constitui-se num fator de fundamental importancia para que o0 processo
de reparo alveolar ocorra de maneira satisfatoria. O ligamento periodontal € um
tecido conjuntivo complexo, vascular e altamente celularizado, interposto entre os
dois tecidos conjuntivos mineralizados, cemento e 0sso. Este tecido € importante na
manutenc¢do da posi¢do dos dentes e na distribuicdo das forcas mastigatérias para o
0sso alveolar. O ligamento periodontal contém uma mistura de populacdes celulares,
incluindo células progenitoras de cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos. Estas
células s@o essenciais para a remodelacéo fisiologica e para o reparo de feridas
periodontais (LEKIC et al., 1997; SCULEAN et al , 2003; OHTA et al, 2008; HIRAGA
et al, 2009). Com relacdo ao processo de reparo alveolar, estudos experimentais
mostraram que a remocao do ligamento periodontal promove atraso significativo na
formacao Ossea reparacional (OKAMOTO et al.;RUSSO et al., 1973; CARVALHO et
al., 1982; CHEN et al., 2006; OHTA et al., 2008). Estudos mais recentes mostraram
a expressdo da RUNX 2, fator de transcricdo importante para que ocorra a
diferenciacdo osteoblastica (DUCY et al., 2000; PERINPANAYAGAM et al., 2006)
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presente nas células do ligamento periodontal, caracterizando seu potencial
osteogénico (HIRAGA et al., 2009).

Constituinte fundamental do ligamento periodontal, o colageno necessita ser
estudado com detalhes e melhor caracterizado, pois este pode ser um dos fatores
que interfere no resultado final do processo de reparo alveolar apds exodontia. Vale
destacar que o coldgeno do tipo | consiste no principal constituinte organico da
matriz extracelular do tecido 6sseo. Zecchi (2005) ao avaliarem a expressdo das
metaloproteinases 2 e 9 bem como a expressao dos colagenos do tipo | e lll durante
0 processo de reparo alveolar em ratas ovariectomizadas, observaram que a
auséncia do estrégeno possivelmente pode contribuir com o atraso observado no
processo de reparo alveolar em fungdo de uma diminuicdo do turnover da matriz
extracelular do tecido reparacional.

A necessidade em se buscar um modelo experimental proximo as situacdes
encontradas em clinica e consequentemente trazendo condi¢des menos favoraveis
a formagé&o do osso durante a reparacao alveolar faz com que um modelo bastante
interessante e caracteristico da osteoporose seja a associa¢cdo da ovariectomia com
a administracdo de dieta pobre em Calcio por 35 dias, onde estudos anteriores.

A terapia medicamentosa para a osteoporose tem sido objeto de estudo em
muitos trabalhos experimentais (LEKIC et al., 1997; DA PAZ et al., 2001; KAYNAK et
al., 2003; DUARTE et al., 2006, LUSTOSA P., 2006, BOONIN et al., 2006; XIONG
et al, 2007; TSURUOKA, 2008; STUEMER, 2010) e clinicos em pacientes
(JOHNELL et al., 2002; MESSALLI et al., 2007). Medicamentos como o raloxifeno,
um modulador seletivo para receptor de estrogeno tem sido utilizado rotineiramente
para o tratamento de osteoporose, bem como o0s antagonistas do pirofosfato
(alendronato). Vale destacar que estes dois medicamentos tém diferentes
mecanismos de acdo (HELVERING et al, 2009), uma vez que o raloxifeno atua
como agonista estrogénico no tecido 6sseo e o alendronato atua na inibicdo da
atividade osteoclastica.

Varios estudos tém avaliado os dois medicamentos em questdo, durante a
terapia para osteoporose estabelecida utilizando ratas ovariectomizadas como
modelo experimental. Na maior parte destes estudos, os parametros avaliados
consistem na densidade 6ssea mineral, analise histomorfométrica e marcadores
bioquimicos do turnover 6sseo. Da Paz (2001) avaliaram os efeitos do173-Estradiol

ou do Alendronato sobre a densitometria, histomorfometria e metabolismo 6sseo de
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ratas ovariectomizadas. Os autores observaram que apds 6 semanas de tratamento,
tanto o alendronato quanto o estrégeno aumentaram a densidade 6ssea mineral
comparativamente & ovariectomia. Quanto a avaliacdo histomorfométrica dos
fémures, foi observado que houve uma diminuicdo no volume das trabéculas 6sseas
das ratas ovariectomizadas e um aumento no numero das trabéculas Osseas
principalmente apds o tratamento com Alendronato. No entanto, o aumento na
espessura das trabéculas Osseas foi observado apenas ap0s o tratamento com
Estrogeno. O turnover 6sseo foi diminuido tanto apds a administragdo do Estrégeno
como Alendronato. Portanto, os autores concluiram que ambas as drogas testadas
inibiram a perda 0ssea, entretanto, o alendronato mostrou-se mais efetivo que o
Estrogeno nas doses utilizadas.

A comparagéao das terapias de raloxifeno ou alendronato sobre o metabolismo
0sseo de ratas ovariectomizadas também tem sido bastante estudado
experimentalmente.

Sato e tal (1996) avaliaram a densidade 6ssea na vértebra lombar e na tibia
proximal ap6s a administragdo por 10 meses de estrogeno, alendronato e raloxifeno
em ratas ovariectomizadas. Os resultados mostraram que tanto o estrégeno como o
raloxifeno, de maneira semelhante, conseguiu preservar tecido ésseo. No entanto, o
alendronato mostrou uma tendéncia a evitar a perda Ossea, sem diferencas
estatisticamente significativas quando comparado as ratas ovariectomizadas. Em
funcdo das andlises realizadas, os autores concluiram que o raloxifeno parece
apresentar uma ampla série de efeitos desejaveis sobre 0 0sso, peso corporal, Gtero
e niveis de colesterol do que o Alendronato e mesmo o Estrégeno administrados em
ratas ovariectomizadas. Frolik (1996) observaram resultados semelhantes ao
avaliarem a administracdo diaria, durante trés semanas, de raloxifeno, estrégeno,
tamoxifeno e alendronato em ratas ovariectomizadas. Apdés a avaliacdo de
parametros como niveis de colesterol e marcadores 0sseos bioquimicos, o
raloxifeno mostrou-se superior as respostas provocadas pelos demais
medicamentos administrados.

Numa condigdo em que se avalia o processo de reparo de fraturas em ratas
ovariectomizadas, utilizando-se como terapias medicamentosas, a administracdo de
raloxifeno, estrogeno ou alendronato por 16 semanas, Cao e tal (2002) observaram
gue tanto o estrégeno quanto o raloxifeno tiveram efeitos semelhantes e similares ao

grupo sham indicando que a supressdo do turnover 6sseo provocado por estes
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agentes teve efeitos insignificantes sobre a progresséo do reparo das fraturas. Ja o
tratamento com alendronato mostrou uma consistente e marcante supressao da
reabsorcdo 6ssea e uma intensa atividade de formag&o Ossea resultando num 0sso
imaturo com grande conteddo mineral e baixo conteddo de osso lamelar,
comparativamente aos demais grupos.

Estudos mostraram que durante o processo de reparo alveolar em ratas
ovariectomizadas, a administragdo de raloxifeno por 60 dias mostrou efeitos
favordveis sobre o tecido Osseo formado através da imunomarcagdo da
osteocalcina, indicando um alto grau de mineralizagdo, bem como a presenca de
trabéculas 6sseas maduras que preenchiam grande parte de alvéolo aos 42 dias pos
exodontia (LUVIZUTO, 2010a). Também observamos que o turnover 0sseo nas
ratas ovariectomizadas mostrou-se maior aos 7 dias apos a exodontia, no entanto,
ao término do experimento, aos 42 dias ap0s a exodontia, 0s grupos de ratas que
receberam raloxifeno e estrogeno apresentaram turnover 6sseo semelhante ao
observado nas ratas sham (LUVIZUTO, 2010b).

A associagdo do estudo das terapias farmacoldgicas disponiveis, na tentativa
de se obter um resultado final melhor quanto a qualidade do osso formado e mesmo
com relacdo a cronologia do processo de reparo alveolar, fez com que surjam mais
questdes para que se entendam as respostas promovidas pelo raloxifeno bem e pelo
alendronato sobre o tecido 6sseo. Estudos tém sido realizados associando
comparativamente os dois medicamentos; no entanto, grande parte destes estudos
abordou o metabolismo de ossos longos. Dentro da odontologia, necessitamos
avaliar o metabolismo em ossos maxilares, histologica e fisiologicamente diferentes
dos ossos longos. A presenga do ligamento periodontal, que tem um papel de suma
importancia no processo de reparo alveolar, fez com que novos questionamentos
sejam levantados também em busca de uma melhor caracterizagdo deste tecido em

condi¢des de normalidade bem como numa condigéo de osteoporose instalada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Em funcdo de todas essas indagagOes, podemos determinar que o objetivo
do presente projeto é a avaliagdo do colageno do ligamento periodontal na regido do
incisivo superior de ratas osteoporoticas que receberam o tratamento com raloxifeno

ou alendronato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar através de reagfes imuno-histoquimicas a presenga do coldgeno do
tipo | bem como a presenca da metaloproteinase 9, uma colagenase responséavel

pela sintese e degradacgdo do coladgeno
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CIRURGIA EXPERIMENTAL

3.1.1 Animais

Foram utilizadas 40 ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar), fémeas,
adultas, com peso corporal ao redor de 200g. Durante todo o experimento, as ratas
foram mantidas em ambiente com temperatura estavel (22+2°.C) com ciclo de luz
controlado (12 horas claro e 12 horas escuro) e alimentados com racdo sdlida
triturada (rag@o balanceada [Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil]) contendo 1,4% Calcio e
0,8% P e agua “ad libitum”, exceto no periodo de 12 horas antecedentes ao ato
cirrgico. Este projeto estd de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité
Brasilleiro de Etica em Experimentagcdo Animal (protocolo nimero 2010/003045).
ApOs a realizagdo das cirurgias sham (cirurgia ficticia) e das cirurgias de
ovariectomias, as ratas do grupo sham com dieta balanceada continuaram sendo
alimentadas com a ragdo descrita acima, enquanto as ratas dos demais grupos
experimentais (osteoporoéticas) foram alimentadas com rag¢do contendo 0,1% Calcio
e 0,5% P (Rhoster Ind. Com., Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) e agua “ad
libitum”.

Os grupos experimentais foram: ratas sham (cirurgia ficticia), ratas
osteopordticas, ratas osteoporoticas tratadas com alendronato, ratas osteoporéticas
tratadas com raloxifeno. A distribuicdo das ratas de acordo com 0S grupos e
periodos experimentais foi realizada da seguinte forma:

Grupo | - rata sham (n= 10 ratas)
Grupo Il — rata osteoporotica (n = 10 ratas)
Grupo Il — rata osteopordtica e tratamento com alendronato (n = 10 ratas).

Grupo IV - rata osteoporotica e tratamento com raloxifeno (n= 10 ratas).
3.1.2 Ciclo estral
Para garantir que as ratas utilizadas nos experimentos estavam ciclando

normalmente, elas foram colocadas em gaiolas individuais e diariamente foram

introduzidas no interior da vagina 1-2 gotas de soro fisioldgico que, em seguida,
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foram aspiradas e colocadas em lamina de histologia para leitura microscopica
imediata para reconhecimento das fases do ciclo estral (Long & Evans, 1922;
Marcondes e cols., 2002). As ratas foram utilizadas apds a obteng&o de 2 a 3 ciclos

estrais regulares.

3.1.3 Castracdo bilateral

A remocgéo cirdrgica dos 2 ovérios foi realizada nas ratas anestesiadas com
solugdo de Cloridrato de Cetamina 10% (Ketamina Agener, Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacgu, SP, Brasil; 75mg/kg) associada a Xilazina
(dopaser, Laboratorios Calier S/A, Barcelona, Espanha; 10mg/kg), administrada por

via intraperitoneal.

3.2 TRATAMENTO MEDICAMENTOSO

3.2.1 Grupo tratado com Alendronato

Passados 8 dias da ovariectomia, ou seja, apds 2 ciclos estrais completos e
avaliados diariamente e constatando-se a auséncia do ciclo, as ratas foram
submetidas ao tratamento com Alendronato sddico por 35 dias, pela gavagem de
0,1mg/kg/dia (Da Paz e cols., 2001) dissolvido em solugéo aquosa. Passados os 35

dias, as ratas foram eutanasiadas.

3.2.2 Grupo tratado com Raloxifeno

Passados 8 dias da ovariectomia, ou seja, apds 2 ciclos estrais completos e
avaliados diariamente e constatando-se a auséncia do ciclo, as ratas foram
submetidas ao tratamento com Raloxifeno por 35 dias através de gavagem de
1mg/kg/dia (Luvizuto e cols., 2010) dissolvido em solugéo aquosa. Passados os 35

dias, as ratas foram eutanasiadas.

3.2.3 Grupo tratado sem tratamento
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Os grupos sham e osteoporose sem tratamento receberam pelo mesmo
periodo de tratamento, a gavagem de solu¢cdo aquosa, com mesmo volume
administrado para os grupos que receberam o tratamento com Raloxifeno ou

Alendronato.

3.3 TECNICA HISTOLOGICA EM PARAFINA

Todos os animais foram eutanasiados por dose letal de anestesia, as
hemimaxilas contendo a regido do incisivo superior direito foramcoletadas, fixadas
por imersdo em solugdo de formol a 10% durante 48 horas e a seguir
descalcificadas por 35 dias em solucdo de EDTA 4,13%, trocando-se a solugdo a
cada 7 dias. Apds lavagem por 24 horas em agua corrente, as pecas foram
desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina, orientadas de maneira a permitir
cortes semi-seriados longitudinais de 6 um de espessura, a intervalos de 60 um.
Cortes alternados de 5 ym de espessura foram corados pela hematoxilina e eosina

(para avaliagéo da citoarquitetura tecidual e analise microscépica qualitativa)

3.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

Os anticorpos primérios utilizados foram contra o Colageno do tipo | e contra
a Metaloproteinase 9 (anticorpos policlonais produzidos em cabras, Santa Cruz
Biotechnology).

Foram realizados experimentos de imuno-histoquimica utilizando como
método de deteccdo a imunoperoxidase. Os anticorpos primarios utilizados foram
produzidos em cabras e portanto, o anticorpo secundario utilizado foi o biotinilado
anti-cabras produzido em coelhos (Pierce Biotechnology). Ao término das reagfes
imuno-histoquimicas, foi realizada a contra-coloragdo por Hematoxilina de Harris e
na sequéncia as laminas foram desidratadas para a montagem das laminulas por

permount.

3.5 ANALISE DAS IMUNOMARCACOES

As reagBes imuno-histoquimicas foram avaliadas através da atribuicdo de

escores, por analise semi quantitativa, a partir das imagens capturadas do ligamento
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periodontal e do processo de reparo alveolar de todos os animais que fazem parte
do experimento.

Posteriormente, foi realizada analise das células presentes no ligamento
periodontal, bem como no tecido 6sseo formado durante o processo de reparo
alveolar, tomando-se o cuidado para se avaliar separadamente quais células
apresentaram imunomarcacdes positivas para cada proteina estudada neste projeto.

Portanto, as imunomarcagdes foram avaliadas semi-quantitativamente pelos
escores, bem como através de analise individualizada das células do ligamento
periodontal e do processo de reparo alveolar e suas respectivas marcagdes positivas

para cada proteina estudada.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE MICROSCOPICA

Os cortes histolégicos, corados por Hematoxilina e Eosina foram analisados
em nivel de terco médio e serdo descritas na sequéncia, separadas por grupo
experimental.

- Grupo Sham: a avaliacdo microscépica da regido do periodonto de insercao
mostraram a integridade da regido do cemento e dos cementoblastos. O ligamento
periodontal apresentou-se organizado, com as suas fibras inseridas de acordo com
os diferentes grupos que constituem. O o0sso alveolar encontrou-se em condigdes
fisioldgicas. Foram observados vasos sanguineos no ligamento periodontal.

- Grupo Osteoporose: a avaliacdo microscopica mostrou que a regido do
periodonto de inser¢cdo apresentava diferencas em relagdo ao grupo sham. Em
alguns espécimes foi observado um aumento na distancia entre cemento e 0SSO
alveolar, ou seja, foi observado um espessamento na regido do ligamento
periodontal. Alguns animais apresentavam éareas de reabsorcdo de superficie no
elemento dental. As fibras do ligamento periodontal apresentaram-se
desorganizadas e com disposigéo diferente da habitual.

- Grupo Alendronato: a regido do periodonto de inser¢cdo apresentou-se
ligeiramente desorganizada. No entanto, cemento e cementoblastos apresentavam-
se integros. Em alguns espécimes foram observadas reabsor¢fes de superficie no
elemento dental.

- Grupo Raloxifeno: a regidao do periodonto de insergédo apresentou-se
desorganizada quanto a disposicdo das fibras do ligamento periodontal. No entanto,
cemento e cementoblastos mantiveram-se integros.

A figura 1 representa a prancha histolégica que relne as imagens
representativas do periodonto de inser¢gdo corados por Hematoxilina e Eosina dos

quatro grupos experimentais.
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Figura 1 — Prancha histol6gica mostrando cortes corados por hematoxilina e eosina da regido do terco
médio do ligamento periodontal de ratas sham (A), ratas osteopor6ticas (B), ratas osteoporoticas e tratadas
com alendronato (C) e ratas osteoporoéticas e tratadas com raloxifeno (D). (D representa dentina, LPD
representa ligamento periodontal, OA representa 0sso alveolar)

4.2 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

As imunomarcacdes mostraram que para cada proteina avaliada foram
notadas diferencas nos grupos experimentais estudados.

O colageno do tipo | mostrou-se expresso de maneira discreta no ligamento
periodontal dos quatro grupos experimentais avaliados. As células do tecido ésseo,
ostedcitos, apresentaram marcacao positiva para o colageno do tipo | nos quatro
grupos experimentais avaliados.

A Metaloproteinase 9 mostrou-se marcada em maior intensidade apés a
ovariectomia e mesmo apoés as terapias de Raloxifeno e Alendronato. Foi possivel
observar que apls a ovariectomia, cementoblastos passaram a apresentar
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marcacao positiva para MMP9. Esta observacdo persistiu apds o tratamento com
Raloxifeno e também com Alendronato.
As imagens das imunomarcacdes estdo representadas na prancha

microscopica 1 e relacionam grupos experimentais e proteinas avaliadas
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Figura 2: Imunomarcacéo para coladgeno tipo | no terco médio do ligamento periodontal de ratas sham (A),
ratas osteoordticas (B), ratas osteoporoéticas e tratadas com alendronato (C) e ratas osteoporoéticas e
tratadas com raloxifeno (D). (D representa dentina, LPD representa ligamento periodontal, OA representa

0sso alveolar). (original, 16x)
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Figura 3: Imunomarcacgdo para MMP9 no ter¢co médio do ligamento periodontal de ratas sham (A), ratas
osteoordéticas (B), ratas osteoporoéticas e tratadas com alendronato (C) e ratas osteoporéticas e tratadas
com raloxifeno (D). (D representa dentina, LPD representa ligamento periodontal, OA representa 0Sso
alveolar).
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5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente estudo mostraram que a regido do
ligamento periodontal, ou mesmo do periodonto de insergcdo mostraram alteragdes
nas sinalizagbes celulares frente a osteoporose e as diferentes terapias anti-
osteoporose. Esta observagéo € de grande importancia pois o ligamento periodontal
€ um tecido de grande importancia para a conservacao do elemento dental e apos
manobras de exodontia, sdo 0s remanescentes do ligamento periodontal que
comandam as respostas celulares que desencadeiam os fendmenos reparacionais
no interior do alvéolo dental (Okamoto e Russo, 1977; Carvalho e Okamoto, 1987).

A avaliacdo microscoOpica permitiu a observacdo de que a inducdo da
osteoporose leva a alteragdes na organizagcdo dos tecidos que fazem parte do
periodonto de insercdo, especialmente quanto a disposi¢édo das fibras do ligamento
periodontal. Alguns espécimes mostraram alterac6es na distancia entre cemento e
0sso alveolar, mostrando um discreto espessamento do ligamento periodontal.

As imunomarcagfes mostraram que as células que fazem parte dos tecidos
que constituem o periodonto de insergdo respondem de maneira diferente a cada
tratamento proposto nos grupos experimentais deste trabalho.

As imunomarcacdes para para colageno do tipo | mostraram que em
condigdes normais, representados pelos animais do grupo sham, ha uma presenca
basal desta proteina que compfem ligamento periodontal bem como a matriz
organica do tecido Osseo. E importante ressaltar a imunomarcacdo positiva
observada para osteécitos do osso alveolar. Portanto, estas células expressam
colageno do tipo | e desta maneira contribuem para a estabilizagdo da matriz 6ssea
do tecido 6sseo. ApOs a ovariectomia, poucas alteracdes foram observadas em
relacdo ao grupo sham, o que poderia sugerir uma pequena participagdo desta
proteina nas respostas fisiolégicas observadas frente a interferéncia sistémica e as
terapias medicamentosas. No entanto, 0 aumento da imunomarcacgéo para colageno
do tipo | nos grupos alendronato e raloxifeno mostraram que o organismo busca,
através da maior expressdo de colageno tipo |, estabilizar as respostas fisioldgicas
buscando manter a integridade do periodonto de insercao.

A imunomarcagdo para metaloproteinase 9 vem ao encontro desta
observagcédo, uma vez que a indugdo da osteoporose leva a um aumento nas

respostas de absor¢do Ossea. Dentre as proteinas sinalizadoras do evento de
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absorcado 6ssea, temos a metaloproteinase 9, ou seja, uma colagenase que tem um
papel importante na degradacdo do coldgeno, componente principal da matriz
organica do tecido 6sseo. O aumento da metaloproteinase 9 foi observado
especialmente nos grupos osteoporose, alendronato e raloxifeno. Uma observagéo
interessante foi que os cementoblastos passaram a apresentar uma expressao
positiva para metaloproteinase 9, sugerindo o papel desta molécula como um dos
provaveis sinalizadores para as respostas de reabsorcdo que podem ocorrer na
sequéncia.

E importante destacar que o cemento ndo apresentou interferéncias nas
respostas observadas pelas imunomarcacdes de colageno tipo | e metaloproteinase

tipo 9.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que ocorrem alteracdes na
expressdo de coldgeno e metaloproteinases durante a inducao de osteoporose e
apoés as diferentes terapias anti-osteoporose propostas. As respostas pareceram se
direcionar para a ativagdo da reabsorgéo tecidual, no entanto, mais estudos devem
ser realizados no sentido de se elucidar principalmente como estas manobras

podem ser evitadas.
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