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RESUMO

7

A osteoporose é uma doenga 0ssea metabolica que pode afetar os 0ssos
maxilares de maneira importante, especialmente ap6s a menopausa quando cessa a
producdo do estrégeno, dificultando os processos de reparagdo Ossea apOs
procedimentos cirurgicos. Diferentes drogas tém sido utilizadas na tentativa de se
inibir ou minimizar a perda 6ssea decorrente desta condicdo por meio de inibi¢cdo
osteoclastica, ou de se mimetizar a acao estrogénica com o uso de modeladores
especificos para receptores de estrogeno, como os bisfosfonatos e o raloxifeno,
respectivamente. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi o de avaliar as
caracteristicas histologicas dos tecidos do periodonto de sustentagdo do incisivo
superior de ratas osteoporoticas submetidas ou ndo a terapia com raloxifeno ou
alendronato por meio de analises microscopica, histométrica e imuno-histoquimica.
Foram utilizadas 40 ratas Wistar fémeas submetidas a extracdo do incisivo central
superior direito, 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 Il —
Alendronato: ratas submetidas & ovariectomia e tratadas com alendronato
(0,1mg/Kg/dia); Grupo IV: Raloxifeno: ratas submetidas a ovariectomia e tratadas
com raloxifeno (0,1mg/Kg/dia). Ap6s 35 dias do inicio do tratamento medicamentoso
todos os animais foram eutanasiados para remocdo dos espécimes e andlise do
terco médio dos alvéolos. A andlise microscopica revelou ligamento periodontal
ligeiramente desorganizado com preservagao do cemento nos animais tratados com
alendronato e raloxifeno. As ratas ovariectomizadas sem tratamento exibiram maior
desorganizacdo dos tecidos periodontais e areas de reabsorcdo da superficie
radicular. A imunomarcagéo para osteoprotegerina mostrou-se mais intensa nos
grupos experimentais que no grupo sham. A marcacédo para RANKL foi mais intensa
nos ostedcitos das ratas osteopordticas sem tratamento e tratadas com o raloxifeno.
A proteinas ndo-colagénicas da matriz 0ssea, osteocalcina e osteopontina,
mostraram-se mais evidentes no o0sso alveolar do Grupo Alendronato. Maior
atividade de diferenciac@o osteoblastica, revelada pela marcacdo de RUNX 2, foi
observada no Grupo Osteoporose, enquanto que marcagcdo mais intensa para
células osteoclasticas (TRAP) foi evidenciada no Grupo Alendronato, porém,
igualmente no Grupo Osteoporose. Os resultados do presente estudo mostram que
ocorrem alteragbes na expressdo de diferentes proteinas durante a indugédo de
osteoporose e apos as diferentes terapias anti-osteoporose propostas. As respostas
parecem 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.

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



ABSTRACT

Osteoporosis represents a metabolic bone disease that can significantly affect
maxillary bone, especially after menopause when estrogen production is interrupted,
making difficult bone healing repair after surgical procedures. Different drugs have
been used in order to inhibit or minimize bone loss due to this condition, inhibiting
osteoclastic activity, or mimicking estrogen action with selective estrogen receptor
modulator, as the bisphosphonates and raloxifen, respectively. In this way, the aim of
the present study was to evaluate the histological characteristics of the supporting
periodontal tissues of upper incisors of osteoporotic rats under therapy with
alendronate and raloxifen, by means of microscopic, histometric, and
imunohistochemistry analysis. Forty female Wistar rats had their right upper central
incisor extracted to be divided 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. Osteoporotic rats with no treatment showed a marked
disorganization of periodontal tissues and areas of resorption of root surface. A more
intense osteoprotegerin immunolabeling was observed in the experimental groups in
comparison to sham. RANKL labeling was more intense in the osteocytes of
osteoporotic rats without treatment and treated with raloxifen. Non-colagenic proteins
of bone matrix, osteocalcin and osteopontin were more evident in alveolar bone of
Group Alendronate. A more pronounced osteoblastic differentiation, revealed by
RUNX 2 labeling, was observed in Group Osteoporosis, while a more intense
labeling for the osteoclastic cells (TRAP) was noted in Group Alendronate, as well as
in Group Osteoporosis. Results of the present study showed that changes in the
expression of different proteins during the induction of osteoporosis and after the
proposed anti-osteoporosis therapies occur. 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 Word: Alendronate. Periodontal ligament. Osteoporosis. Ovariectomy.
Raloxifen. Rats.
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1 INTRODUCAO

Uma das enfermidades com que o profissional da Odontologia se depara na
clinica & a osteoporose, alteracdo sistémica que interfere na dindmica do tecido
0sseo e consequentemente nos eventos bioldgicos que fazem parte das respostas

desejadas dentro da terapéutica odontolégica.

A perda da massa 0ssea na osteoporose € mais comum em individuos idosos
e é causada pelo desequilibrio entre os processos de formacado e reabsorcéo, seja
pela prevaléncia da reabsorcdo, pela reducdo da formagdo dssea ou pela
combinacdo das duas situacbes. A osteoporose atinge ambos 0s sexos e é
relativamente comum em mulheres apés a menopausa. Na maioria dos casos de
osteoporose pos-menopausa o problema se instala principalmente por um aumento
anormal da reabsor¢cdo Ossea (JEFFCOAT; CHESTNUT, 1993; MANOLAGAS;
JILKA, 2000).

Dentre os fatores que predispdem a osteoporose destaca-se a deficiéncia de
estrogeno, observada tanto em humanos como em animais de laboratério, os quais
vém sendo utilizados em investigagbes para esclarecimento da patogénese da
osteoporose. A deficiéncia de estrégeno desenvolvida experimentalmente por meio
da cirurgia de ovariectomia pode interferir diretamente na diferenciacdo das células
0sseas, ou indiretamente, afetando a producg&o e/ou atividade de outros horménios e
fatores locais envolvidos no processo de formagédo e absor¢do 6ssea. Embora a
deficiéncia de estrogeno seja um importante fator de risco para a osteoporose pos-
menopausa, ela ndo é por si sO suficiente para produzir esta disfungdo, sendo
necesséaria a interacdo com outros fatores (HARRIS et al., 1996, WHO, 1998,
HERRERO et al., 1998).

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 séo as manipulag6es dietéticas, tais como a restricdo do
consumo de célcio, o alto consumo de fosfato, a 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 0ssea
perdida na maxila e na metéfise proximal da tibia, ap6s a inducéo de osteoporose
por meio da ovariectomia ou da ovariectomia associada a administragdo de uma
dieta pobre em célcio. Observaram que 35 dias apds a ovariectomia associada a
dieta pobre em calcio as ratas apresentaram uma reducdo da massa 0ssea de 17%
na metéafise 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 metafise proximal da tibia. Apds 77 dias, as
ratas ovariectomizadas apresentaram uma reducdo de 14% da massa éssea na
metéafise 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
administragdo da dieta pobre em célcio, foi observada reducéo de 30% da massa
0ssea tanto na metafise proximal da tibia quanto na maxila. 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 proximo aos observados clinicamente,
principalmente quando se considera o osso maxilar. Portanto, este serd o modelo

experimental a ser utilizado no presente projeto.

Considerando o estudo do metabolismo 6sseo e a busca por um tecido 6sseo
de qualidade capaz de suportar as manobras reabilitadoras, que fazem parte da
Odontologia, como a instalagdo de proteses e mesmo de implantes de titnio, o
estudo do processo de reparo alveolar consiste numa manobra experimental de

grande aplicabilidade e interesse.

Cronologicamente, este processo esta bem definido. De acordo com Simpson

(1969), apds a exodontia, a reparagdo alveolar pode ser dividida em 4 etapas:

1. Preenchimento total do alvéolo por coagulo sanguineo;

2. Proliferacéo celular (fibroblastos, células endoteliais e inflamatdrias)
para o interior do codgulo sanguineo, formando o tecido de granulacéo;

3. Gradual reposicao do tecido de granulacdo por trabéculas 6sseas;

4. Maturacdo e remodelacdo do osso neoformado no interior do alvéolo.

Durante o processo de reparo 0sseo, células tipicas do tecido conjuntivo sdo

recrutadas e dentre estas, as células osteogénicas sdo as fundamentais para o
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sucesso do reparo 6sseo (OKAMOTO; RUSSO, 1973). Vale destacar que o
ligamento periodontal remanescente no 0sso alveolar constitui-se num fator de
fundamental importancia para que o 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 é importante na manutengdo da posi¢cdo dos dentes e
na distribuicio das forcas mastigatérias para o osso alveolar. O ligamento
periodontal contém uma mistura de populagbes celulares, incluindo células
progenitoras de cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos. Estas células séo
essenciais para a remodelacao 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 mostram
que a remocao do ligamento periodontal promove atraso significativo na formagéo
0ssea reparacional (OKAMOTO; RUSSO, 1973; CARVALHO et al., 1982; CHEN et
al., 2006; OHTA et al., 2008). Estudos mais recentes mostram a expressao da
RUNX 2, fator de transcrigdo importante para que ocorra a diferenciagéo
osteoblastica (DUCY et al.,, 2000; PERINPANAYAGAM et al., 2006) presente nas
células do ligamento periodontal, caracterizando seu potencial osteogénico (HIRAGA
et al., 2009).

Existem poucos relatos de que a deficiéncia de estrégeno interfere com a
neoformacédo 6ssea reparacional que se segue a extragdo dental. O primeiro deles
refere-se & andlise microscopica (qualitativa) do reparo alveolar de ratas
ovariectomizadas submetidas a extragéo de incisivos superiores e que 0s resultados
sugeriram um atraso na proliferagcédo celular, na formagdo da matriz organica e na
mineralizacdo do osso (SALOMAO et al., 1974). Hisieh et al., (1995) avaliaram o
efeito da ovariectomia sobre o reparo 6sseo ap0s a extragdo do molar superior de
ratas e observaram, nos periodos de 5 a 14 dias ap6s a cirurgia, aumento da
reabsorcdo Ossea bucal e da formacdo éssea palatina, além de diminuicdo da
superficie de mineralizacdo do osso alveolar; os autores sugeriram que a deficiéncia

de estrdgeno altera o turnover 6sseo pés extracao dental.
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Jahangiri et al., (1997) investigaram os efeitos da deficiéncia estrogénica e da
terapia de reposicdo hormonal sobre a remodelagédo do rebordo residual de ratas
submetidas a extracdo unilateral de molares. As andlises microscopicas e
moleculares mostraram maior atividade de reabsorcdo Ossea e reducdo da
expressdo génica de colagenos tipo | e Il nas ratas ovariectomizadas, enquanto as
ratas ovariectomizadas tratadas com estrégeno apresentaram menor formacdo de
colageno tipo I, com expressdo aumentada do colageno tipo Il. Os resultados
mostraram que a deficiéncia de estrogeno pode afetar a remodelacdo 6ssea do

rebordo residual ao nivel molecular.

Zecchin et al., (2005) ao avaliarem a expressédo das metaloproteinases 2 e 9
bem como a expressdo dos colagenos do tipo | e Ill durante o 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 funcdo de uma diminuicédo do turnover da matriz extracelular do tecido

reparacional.

A necessidade em se buscar um modelo experimental préximo as situacdes
encontradas em clinica e consequentemente trazendo condi¢des menos favoraveis
a formacédo do osso durante a reparacdo 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 célcio por 35 dias, onde estudos anteriores
relataram uma perda 6ssea maior na regido dos maxilares (TEOFILO et al., 2003,
2004).

Y

Frente a osteoporose, surge a questdo de como estaria o ligamento
periodontal nesta situagdo sistémica quanto a possiveis alteragbes celulares,
vasculares e sinalizacdo proteica. Outra questio seria se as possiveis alteracdes
observadas poderiam influenciar no processo de reparo alveolar. Este assunto é de
grande interesse, pois uma vez que o ligamento periodontal constitui-se em peca
chave para que o processo de reparo alveolar ocorra de maneira satisfatéria, a sua
caracterizacdo frente a alteracdo sistémica osteoporose seria um passo a frente na
busca de como melhorar o metabolismo 6sseo durante o processo de reparo

alveolar nestas condigdes.
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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-PEREIRA et al., 2006, BOONIN et al.,
2006; XIONG et al.,, 2007; TSURUOKA et al., 2008; STUEMER et al., 2010) e
clinicos em pacientes (JOHNELL et al, 2002; MESSALLI et al, 2007).
Medicamentos como o raloxifeno, um modulador seletivo para receptor de estrégeno
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 agdo (HELVERING et al., 2009), uma
vez que o raloxifeno atua como agonista estrogénico no tecido 6sseo e o

alendronato atua na inibi¢cdo da atividade osteocléstica.

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 Ossea mineral, analise histomorfométrica e marcadores
bioquimicos do turnover 6sseo. Da Paz et al., (2001) avaliaram os efeitos do 17f-
estradiol ou do alendronato sobre a densitometria, histomorfometria e metabolismo
0sseo de ratas ovariectomizadas. Os autores observaram que apds 6 semanas de
tratamento, tanto o alendronato quanto o estrogeno aumentaram a densidade 6ssea
mineral comparativamente a ovariectomia. Quanto a avaliacdo histomorfométrica
dos fémures, foi observado que houve uma diminuicdo no volume das trabéculas
0sseas das ratas ovariectomizadas e um aumento no ndimero das trabéculas 6sseas
principalmente apds o tratamento com alendronato. No entanto, o aumento na
espessura das trabéculas Osseas foi observado apenas ap0s o tratamento com
estroégeno. O turnover 6sseo foi diminuido tanto apds a administragéo 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

estrégeno nas doses utilizadas.

Sato et al. (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 mostram que tanto o estrdgeno como o

raloxifeno, de maneira semelhante, conseguiram preservar tecido 6sseo. No entanto,
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o alendronato mostrou uma tendéncia a evitar a perda 6ssea, sem diferencas
estatisticamente significativas quando comparado as ratas ovariectomizadas. Em
funcdo das analises realizadas, os autores concluiram que o raloxifeno parece
apresentar uma ampla série de efeitos desejaveis sobre o0 0sso, peso corporal, Gtero
e niveis de colesterol do que o alendronato e mesmo o estrégeno administrados em
ratas ovariectomizadas. Frolik et al., (1996) observaram resultados semelhantes ao
avaliarem a administracdo diéria, durante 3 semanas, de raloxifeno, estrogeno,
tamoxifeno e alendronato em ratas ovariectomizadas. ApGs a avaliagdo de
pardmetros 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, estrégeno ou alendronato por 16 semanas, Cao et al., (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
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 contelddo mineral e baixo conteddo de osso lamelar,

comparativamente aos demais grupos.

Devem-se levar em conta que a avaliacdo da densidade do tecido ésseo
osteoporético e a avaliacdo do tecido Osseo osteoporodtico formado durante o
processo de reparagdo sdo condigbes experimentais que precisam ser

diferenciadas.

Recentemente, estudos do nosso laboratério mostraram que durante o
processo de reparo alveolar em ratas ovariectomizadas, a administracdo de
raloxifeno por 60 dias mostrou efeitos favoraveis sobre o tecido ésseo formado
atravées da imunomarcagdo da osteocalcina, indicando um alto grau de
mineralizagdo, bem como a presenca de trabéculas Osseas maduras que

preenchiam grande parte de alvéolo aos 42 dias pos exodontia (LUVIZUTO et al.,
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2010a). Também observamos que o0 turnover 6sseo nas ratas ovariectomizadas
mostrou-se maior aos 7 dias apés a exodontia, no entanto, ao término do
experimento, aos 42 dias apds a exodontia, os grupos de ratas que receberam
raloxifeno e estrogeno apresentaram turnover 6sseo semelhante ao observado nas
ratas sham (LUVIZUTO et al., 2010b).

No entanto, questdes ainda permanecem sobre o metabolismo 6sseo e sobre
as atividades das células envolvidas no processo de remodelacéo 6ssea. A condicao
de osteoporose torna este estudo muito interessante, considerando que grande
parte dos pacientes atendidos na clinica odontoldgica pode apresentar enfermidade.
A busca por um osso de melhor qualidade, que suporte os esforcos mastigatorios e
a etapa reabilitadora posterior a exodontia, faz com que este tema continue sendo

estudado.

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, faz com que surjam mais
questdes para que se entendam as respostas promovidas pelo raloxifeno e pelo
alendronato sobre o tecido 6sseo. Estudos tém sido realizados associando
comparativamente os dois medicamentos. No entanto, grande parte destes estudos
aborda o metabolismo de ossos longos. Dentro da odontologia, necessitamos avaliar
0 metabolismo em ossos maxilares, histologica e fisiologicamente diferentes dos
0ssos longos. A presenca do ligamento periodontal, que tem um papel de suma
importancia no processo de reparo alveolar, faz com que novos questionamentos
sejam levantados também em busca de uma melhor caracterizagéo deste tecido em
condicdes de normalidade bem como numa condicdo de osteoporose instalada.
Consequentemente, surge a pergunta se a terapia com raloxifeno ou a terapia com
alendronato poderiam melhorar as caracteristicas do ligamento periodontal, uma vez
que este tecido tem uma participacdo fundamental no processo de reparo alveolar.
Vale destacar que junto a avaliagdo do ligamento periodontal, serdo avaliados
também o tecido cementario bem como o 0sso alveolar para que se tenha um

parametro embasado no periodonto de insergéo do dente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Em funcéo de todas essas indagagdes, podemos determinar que o objetivo do
presente projeto foi a avaliagdo do ligamento periodontal na regido do incisivo
superior de ratas osteoporoéticas que receberam o tratamento com raloxifeno ou

alendronato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- as avaliagBes foram realizadas a partir de analise microscopicas e imuno-
histoquimicas sobre o ligamento periodontal, buscando-se caracterizar as células

osteoblasticas presentes neste tecido.

- com a associacdo dessas analises, procuramos comparar as respostas
biolégicas observadas em cada condicdo no intuito de entender quais as
consequéncias dos diferentes mecanismos de acdo dos medicamentos estudados,

sobre o ligamento periodontal durante a osteoporose.

Portanto, constitui-se em objetivo do presente projeto, a avaliagdo do
ligamento periodontal de ratas que apresentem um quadro clinico instalado de
osteoporose pos-menopausa. Este estudo é de grande interesse, uma vez que
permitira avaliar as respostas celulares, as proteinas sinalizadoras que podem estar
envolvidas no quadro de osteoporose presentes no ligamento periodontal, tecido

fundamental para que ocorra o processo de reparo alveolar.
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3 MATERIAIS 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 o0 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 sélida
triturada (ragdo balanceada [Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil]) contendo 1,4% de Ca e
0,8% de P e &gua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas antecedentes ao ato
cirrgico. Este projeto estd de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité
Brasileiro de Etica em Experimentacdo Animal (protocolo nimero 2010/003045 —
Anexo A). Apés a realizacd@o 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 (osteoporoticas) foram alimentadas com ragdo contendo 0,1% de
Ca2+ e 0,5% de P (Rhoster Ind. Com., Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) e agua

ad libitum.

Os grupos experimentais foram: ratas sham (cirurgia ficticia), ratas
osteopordticas, ratas osteopor6ticas 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 | — Sham (n= 10)

Grupo Il — Osteoporose (n = 10)
Grupo Il — Alendronato (n = 10)
Grupo IV — Raloxifeno (n=10)

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 (técnica de Long & Evans, 1922) para reconhecimento das fases do ciclo
estral (Long & Evans, 1922; Marcondes e cols., 2002). As ratas foram utilizadas

apds a obtencdo de 2 a 3 ciclos estrais regulares.

3.1.3 Castracdo bilateral

A remocéo cirargica dos dois ovarios foi realizada nas ratas anestesiadas com
solugdo de Cloridrato de Cetamina 10% (Ketamina Agener, Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, 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, apés 2 ciclos estrais completos e
avaliados diariamente e constatando-se a auséncia do ciclo, as ratas foram
submetidas ao tratamento com alendronato sédico 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, apés 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.
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3.2.3 Grupos sham e osteoporose sem tratamento

Os grupos sham e osteoporose sem tratamento receberam pelo mesmo
periodo de tratamento a gavagem de solugdo aquosa, com mesmo volume

administrado para os grupos que receberam o raloxifeno ou alendronato.

3.3 TECNICA HISTOLOGICA EM PARAFINA.

Todos os animais foram eutanasiados por dose letal anestésica, as
hemimaxilas contendo a regiéo do incisivo superior direito foram coletadas, fixadas
por imersdo em solugdo de formol a 10% durante 48 horas e a seguir
descalcificadas por 35 dias em solugdo de EDTA 4,13%, trocando-se a solugéo 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 semisseriados longitudinais de 6 um de espessura, a intervalos de 60um.
Cortes alternados de 5um de espessura foram corados pela hematoxilina e eosina,

para avaliacdo da cito-arquitetura tecidual e andlise histologica qualitativa.

3.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

Os anticorpos primarios utilizados foram contra a OPG, RANKL, RUNX2,
Osteopontina, Osteocalcina e TRAP (anticorpos policlonais produzidos em cabras,

Santa Cruz Biotechnology).

Foram realizados experimentos de imuno-histoquimica utilizando como
método de detec¢do a imunoperoxidase. Os anticorpos primarios utilizados séo
produzidos em cabras e portanto, o anticorpo secundario utilizado foi o biotinilado
anti-cabras produzido em coelhos (Pierce Biotechnology). A amplificagéo do sinal foi
realizada pelo kit Avidina-Biotina (Vector laboratories) e o cromogeno foi a
Diaminobenzidina (Dako). Ao término das reac¢des imuno-histoquimicas, realizou-se
a contracoloragdo por Hematoxilina de Harris e na sequéncia as laminas foram

desidratadas para a montagem das laminulas por permount.
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3.5 ANALISE DAS IMUNOMARCACOES

As reagBes imuno-histoquimicas foram avaliadas através da atribuicdo de
escores, por analise semiquantitativa, a partir das imagens capturadas do ligamento
periodontal e do processo de reparo alveolar de todos os animais que fazem parte
do experimento. Para a aquisi¢cdo das imagens, foi utilizado o Fotomicroscopio Nikon
Eclipse 80i, conectado a um microcomputador com monitor, teclado, mouse, drive de

disquete, gravador de CD e DVD.

Posteriormente, foi realizada andlise 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 imunomarcac¢fes foram avaliadas semiquantitativamente 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 HISTOLOGICA

Os cortes histologicos, corados por hematoxilina e eosina foram analisados
em nivel de terco médio e serdo descritas na sequéncia, separadas por grupo

experimental.

- Grupo | - Sham: a avaliacao histolégica da regido do periodonto de inser¢ao
mostrou 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 o constituem. O 0sso alveolar encontrou-se em condi¢cdes

fisioldgicas. Foram observados vasos sanguineos no ligamento periodontal.

- Grupo Il - Osteoporose: a avaliagdo histolégica 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. Em outros espécimes, este espaco encontrava-se diminuido. Alguns
animais apresentavam éareas de reabsorcdo de superficie no elemento dental. As
fibras do ligamento periodontal apresentaram-se desorganizadas e com disposi¢céo

diferente da habitual.

- Grupo Il - Alendronato: a regiéo do periodonto de insergdo 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 IV - Raloxifeno: a regido do periodonto de inser¢cdo 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¢cdo 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 tergco
médio do ligamento periodontal de ratas sham (A), ratas osteoporéticas (B), ratas osteoporéticas e tratadas
com alendronato (C) e ratas osteoporéticas e tratadas com raloxifeno (D). (D representa dentina, LPD
representa ligamento periodontal e OA representa 0sso alveolar). (Original, aumento 20x).

4.2 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

As imunomarcacdes mostraram que para cada proteina avaliada foram

notadas diferencas nos grupos experimentais estudados.

A osteoprotegerina, novo membro da Familia do Fator de Necrose Tumoral,
mostrou uma marcacéao discreta no grupo sham, na regiao do ligamento periodontal.
O cemento ndo apresentou marcacdo positiva para esta proteina. No entanto,
ostedcitos do osso alveolar mostraram marcacado intensa para esta proteina. No
grupo de ratas osteoporéticas e raloxifeno foram observadas imunomarcagfes
semelhantes ao grupo sham. No grupo alendronato, foi observada uma

imunomarcagdo mais marcante nos ostedcitos do 0sso alveolar.
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A RANKL, que também faz parte do novo membro da Familia do Fator de
necrose Tumoral, mostrou no grupo sham, uma imunomarcacao discreta na regiao
do ligamento periodontal. Cementoblastos e cemento n&o apresentaram
imunomarcagdo positiva e discretos ostedcitos apresentaram-se marcados para a
RANKL. No entanto, ap6s a indugdo da osteoporose, foi possivel observar uma
imunomarcagao intensa para a RANKL nos cementoblastos, bem como no ligamento
periodontal e nos ostedcitos do osso alveolar. A terapia com alendronato mostrou
que a imunomarcacdo para RANKL encontrava-se semelhante a observada no
grupo sham. A terapia com raloxifeno mostrou uma imunomarcagao para RANKL

bastante semelhante a observada no grupo osteoporose.

A imunomarcagédo para osteocalcina, proteina ndo colagena que representa o
grau de mineralizacdo do tecido 6sseo, mostrou no grupo sham uma discreta
marcacao no tecido dentinario, porém, auséncia de marcagdes positivas ho cemento
e ligamento periodontal. Apdés a inducdo da osteoporose, foi observada
imunomarcagdo em células do ligamento periodontal bem como nos ostedcitos do
0Sso alveolar. A terapia com alendronato mostrou uma imunomarcacao discreta nas
células do ligamento periodontal, no entanto, o osso alveolar estava marcado
positivamente para esta proteina na sua matriz mineralizada bem como nos
osteoblastos presentes. A terapia com raloxifeno mostrou marcagbes para esta

proteina semelhantes, porém em menor intensidade do que o grupo osteoporose.

A osteopontina, proteina ndo coldgena da matriz extracelular do tecido ésseo,
apresentou marcagbes discretas no cemento das ratas dos grupos sham,
osteoporose e raloxifeno. O grupo de ratas alendronato mostrou, além da marcacao
positiva no cemento, também mostrou uma marcagdo positiva no osso alveolar,
caracterizando uma mineralizagdo um pouco mais precoce do que a representada

pela osteocalcina.

O RUNX-2, fator de transcricdo que representa a diferenciacdo de pré-
osteoblastos para osteoblastos, mostrou-se marcado positivamente em
cementoblastos e osteoblastos presentes nos quatro grupos avaliados. No entanto,
no grupo osteoporose, foi observada uma imunomarcacao positiva com intensidade

maior do que a observada nos demais grupos.
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A TRAP, que representa os osteoclastos em atividade de absor¢cdo 6ssea, mostrou-

se bastante marcada nos grupos osteoporose e alendronato. Pouca marcacgéo para

trap foi observada nos grupos sham e raloxifeno.

Grupo Grupo Grupo Grupo

Sham Osteoporose | Alendronato | Raloxifeno
OPG Discreta no Discreta no Intenso nos Discreta no

LP. LP. ostedcitos. LP.

Intenso nos Intenso nos Intenso nos

ostedcitos. ostedcitos. ostedcitos.

RAN KL Discreto no Intensa nos Discreto no Intensa nos

LP e cementoblas- | LP e cementoblas-
eventuais tos, LP e eventuais tos, LP e
ostedcitos. ostedcitos. ostedcitos. ostedcitos.

Osteocalcina Ausente no Ostedcitos e Discreto no Discreto nos

cemento e LP. LP, ostedcitos | ostedcitos e
LP. e LP.
osteoblastos.
Grupo Sham | Grupo Grupo Grupo
Osteoporose | Alendronato | Raloxifeno

Osteopontina Discreto no Discreto no Discreto no Discreto no
cemento. cemento. cemento e cemento.

0sso alveolar.

RUNX-2 Cementoblas- | Cementoblas- | Cementoblas- | Cementoblas-
tos e tos e tos e tos e
osteoblastos. | osteoblastos. | osteoblastos. | osteoblastos.

TRAP Discreto. Intenso. Intenso. Discreto.
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As pranchas histolégicas com as imagens dos quatro grupos e cada uma das

proteinas avaliadas estéo representadas nas figuras de 2 a 7.

Figura 2 — Prancha histolégica mostrando a imunomarca¢&o para osteoprotegerina nos grupos sham (A),
osteoporéticas (B), osteoporoéticas tratadas com alendronato (C), osteoporéticas tratadas com raloxifeno
(D). (D representa dentina, LPD representa ligamento periodontal e OA representa 0sso alveolar) (original,
16x).
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Figura 3 — Prancha histoldgica mostrando a imunomarcagdo para RANKL nos grupos sham (A),
osteoporéticas (B), osteoporéticas tratadas com alendronato (C), osteoporéticas tratadas com raloxifeno
(D). (D representa dentina, LPD representa ligamento periodontal, OA representa osso alveolar). (original,
16x).
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Figura 4 — Prancha histolégica mostrando a imunomarcagdo para osteocalcina nos grupos sham (A),
osteoporéticas (B), osteoporéticas tratadas com alendronato (C), osteoporéticas tratadas com raloxifeno
(D). (D representa a dentina, LPD representa o ligamento periodontal, OA representa osso alveolar).
(original, 16x).
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Figura 5 — Prancha histolégica mostrando a imunomarcag¢éo para osteopontina nos grupos sham (A),
osteoporoticas (B), osteoporoéticas tratadas com alendronato (C), osteoporéticas tratadas com raloxifeno
(D). (D representa dentina, LPD representa ligamento periodontal, OA representa 0sso alveolar). (original,
16x).
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Figura 6 — Prancha histolégica mostrando a imunomarcagdo para runx 2 nos grupos sham (A),
osteoporoticas (B), osteoporoéticas tratadas com alendronato (C), osteoporéticas tratadas com raloxifeno
(D). (D representa a dentina, LPD representa o ligamento periodontal, OA representa osso alveolar).
(original, 16x).
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Figura 7 — Prancha histolégica mostrando a imunomarcagdo para TRAP nos grupos sham (A),
osteoporoticas (B), osteoporoéticas tratadas com alendronato (C), osteoporéticas tratadas com raloxifeno
(D). (D representa dentina, LPD representa ligamento periodontal, OA representa osso alveolar)(original,
16X).
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5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente estudo mostram que a regido do
ligamento periodontal, ou mesmo do periodonto de inser¢céo apresentam alteragdes
nas sinalizagdes celulares frente a osteoporose e as diferentes terapias
antiosteoporose. Esta observacdo é de grande importancia, pois o ligamento
periodontal € um tecido de fundamental importancia para a conservacdo do
elemento dental e ap6s manobras de exodontia, sdo os 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 microscopica 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 alterag6es 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 osteoprotegerina e RANKL, que sinalizam as
respostas de remodelagédo 6ssea, mostram que ha o predominio de respostas que
levam a absorcdo do tecido 6sseo, uma vez que RANKL predomina sobre OPG
(Khosla, 2000; Katagiri e Takahashi, 2002). As imunomarcacgdes elevadas para OPG
parecem ocorrer em decorréncia do aumento da expressdo de RANKL,
principalmente apds a indugdo da osteoporose. Os tratamentos com alendronato e
raloxifeno ndo conseguem reverter completamente este quadro. As imunomarcagdes

observadas para a TRAP confirmam esta observagéo.

A osteocalcina e a ostepontina, que representam a mineralizagdo do tecido
0sseo, apresentam uma expressdo significativa no osso alveolar. A osteopontina,
que faz parte da familia das sialoproteinas, mostrou-se positiva no cemento, como

descrito na literatura.
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RUNX 2 apresenta-se marca positivamente em cementoblastos, bem como
nos osteoblastos presentes no 0sso alveolar. No entanto, confirmando os achados
com osteopontina e osteocalcina, apés a inducdo da osteoporose e mesmo apos 0s
tratamentos com alendronato e raloxifeno, foi observado aumento na

imunomarcacgao deste fator de transcricdo nos osteoblastos do osso alveolar.

A manobra de ovariectomia associada a dieta pobre em calcio, mostrou uma
resposta aumentada quanto a expressdo de proteinas como RANKL, osteocalcina,
osteopontina e RUNX 2. Possiveis respostas derivadas destas sinalizacbes
proteicas podem resultar em reabsor¢des de diferentes tipos: desde as reabsorgdes
de superficie, inflamatérias e mesmo as reabsor¢des por substituicdo, resultando na
formacdo de anquiloses. As células do periodonto de inser¢cdo respondem ao
estimulo induzido pela manobra da osteoporose. E importante ressaltar que mesmo
com as terapias propostas por raloxifeno ou alendronato, ndo € possivel restaurar a
fisiologia do periodonto semelhante & observada no grupo sham. Foi possivel
observar no presente estudo que as respostas celulares dos grupos alendronato e

raloxifeno foram muito semelhantes ao grupo osteoporose.

Esta observagdo vem ao encontro das observagdes de Luvizuto e cols., 2010
onde ap0s a manobra de ovariectomia foi observado um atraso no processo de
reparo alveolar que nédo foi compensado completamente pela reposigcdo com
estrégeno. A terapia com raloxifeno foi capaz de restabelecer as caracteristicas do
0sso alveolar em reparagdo a longo prazo ou seja, ap6s um periodo maior de
observacéo. Deve-se considerar a possibilidade de se avaliar o periodonto de
insercdo de animais com osteoporose e tratados com raloxifeno a longo prazo. O
mecanismo de acdo deste medicamento parece atuar a longo prazo e portanto,
respostas mais favoraveis com este medicamento poderiam ser observadas caso se

estendesse o tempo de observacgao.

Y

Uma observacdo bastante interessante é quanto a presenca de marcagao
positiva para RANKL em cementoblastos ap6s a inducdo da osteoporose. A
presenca desta proteina, que sinaliza o processo de absor¢cdo 6ssea mostra que
possivelmente cementoblastos estejam sinalizando para que se ocorra absorcao do

elemento dental. Esta seria apenas uma observagdo inicial e que deve ser
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investigada com mais detalhe, inclusive, avaliando-se a imunomarcagao para RANK,
receptor transmembrana ao qual o RANKL se liga para ativar a atividade

osteoclastica.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostram que ocorrem alteragdes na
expressdo de diferentes proteinas durante a indugdo de osteoporose e apos as
diferentes terapias antiosteoporose propostas. As respostas parecem se direcionar
para a ativacdo da reabsorcdo tecidual, no entanto, mais estudos devem ser
realizados no sentido de se elucidar principalmente como estas manobras podem

ser evitadas.
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ANEXO A

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Aragatuba.

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA |/ / -\I

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO PROCESSO
DE REPARO ALVEOLAR DE RATAS OVARIECTOMIZADAS COM DIETA
POBRE EM CALCIO E SUBMETIDAS A TERAPIA COM RALOXIFENO OU
ALENFRONATO" sob responsabilidade da Profa. Dra. Roberta Okamoto ¢
colaboragio de Idelmo Rangel Garcia Junior, Leonardo Perez Faverani, Eloa
Rodrigues Luvizuto, Tetuo Ok to esti de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacio Animal (COBEA) foi aprovado pela CEEA em 21/06/2010 de acordo
com 08 protocolos 2010-003045.
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