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RESUMO

Entre as vérias terapéuticas propostas para o tratamento da osteoporose, a
administragdo do fluoreto é uma alternativa que ainda apresenta controvérsia na
literatura No entanto, o0 mecanismo de acao do fluoreto em células ésseas ainda nao
esth bem esclarecido. Deste modo, este trabalho visou avaliar a reparacdo 6ssea
alveolar de ratos sob o efeito do fluoreto administrado na &gua de beber. Neste
trabalho foram utilizados 4 grupos com camundongos das linhagens C57BL/6J (total
de 32) e C3H/HeJ (total de 32) de 60 dias de vida, os quais receberam agua
deionizada e 4gua com 50 ppm de fluoreto. Foram realizadas extra¢des do incisivo
superior esquerdo. A coleta da maxila esquerda foi realizada aos 7, 14, 21 e 28 dias,
para andlise histolégica por meio de microscopia 6tica. Foram quantificados, por
meio de morfometria, os dados de formagdo/reabsor¢cdo de coagulo sanguineo,
formacdo de tecido conjuntivo de granulagdo e neoformacdo Ossea. As analises
estatisticas comparativas foram feitas por meio do teste estatistico one-way ANOVA
complementado pelo teste de Tukey (p<0,05). Em geral, para todos os grupos, a
andlise histologica mostrou neoformacgéo 6ssea a partir das paredes do alvéolo e
formacédo de ilhotas Osseas invadindo o centro dos alvéolos, substituindo o tecido
conjuntivo existente. O tecido 6sseo neoformado substituiu aos poucos o tecido
conjuntivo ao longo dos periodos experimentais, sendo esse fendmeno ligeiramente
mais evidente nos camundongos da linhagem C57BL/6J. A analise morfométrica
confirmou os achados histolégicos em relacdo & quantidade de tecido 6sseo
neoformado e mostrou diminui¢cao do tecido 6sseo neoformado no ultimo periodo (28
dias) nos animais C3H/HeJ (grupos controle e experimental). Concluimos que o
processo de reparo 0sseo alveolar € semelhante nas duas linhagens estudadas,
porém apresentam padrdo de formagdo Ossea diferentes entre elas. O fluoreto
parece influenciar as etapas do processo de reparo alveolar nas duas linhagens,
aumentando a quantidade de osso neoformado, no entanto, a linhagem de
camundongos C57BL/6J € mais propensa aos efeitos do fluor.

Palavras-chave: Reparo 6sseo. Fluoreto. Tecido 0sseo.



ABSTRACT

Among the various therapeutic proposed for the osteoporosis’ treatment, the
fluoride’s administration is an alternative that still is controversy in the literature.
However, the mechanism of fluoride’'s action on bone cells is not well understood.
Thus, the study aimed to evaluate the alveolar bone repair in mouse under the
fluoride’s effect when administrated in the drinking water. In this study, four groups of
mouse, of the strains C57BL/6J (32 total) and C3H/HeJ (32 total) 60 days old, who
received deionized water and water with 50ppm of fluoride. The upper left central
incisor was extracted. And the left maxilla was collected at 7, 14, 21 and 28 days for
histological analysis by light microscopy. The analysis of data were quantified by
morphometric about formation/resorption of blood clot, formation of the granulation's
connective tissue and new bone formation. The comparative statistical analyzes were
performed using the statistical test by using one-way ANOVA, test complemented by
Tukey (p< 0, 05). In general, for all groups, histological analysis showed new bone
formation from the alveolar walls and formation of bone islets invading the center of
the alveoli, replacing the existing connective tissue. The new bone formed gradually
replaced the connective tissue along the experimental periods, being this
phenomenon more evident in the C57BL/6J strain. The morphometric analysis
confirmed the histological findings in relation to the new bone tissue amount and
showed decrease this tissue in the last period (28 days) in animals C3H/HeJ (control
and experimental groups). We concluded that the process of alveolar bone repair is
similar in both strains studied, but present different pattern of bone formation
between them. The fluoride seems to influence the phases of the alveolar repair
process in both cell lines, increasing the amount of newly formed bone, however, the
mice strain C57BL/6J is more prone to the fluoride's effects.

Keywords: Bone repair. Fluoride. Bone tissue.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Exodontia do incisivo. A) Dissec¢cdo da mucosa gengival e luxacdo do
incisivo com auxilio de uma sonda exploradora. B) Com uma pin¢a clinica foi
realizada a exodontia dO INCISIVO .........cceuriiiriiiiiiiieee e e ee e e 22
Figura 2 - Divisdo do alvéolo dental de camundongo em tergos: apical, médio e

cervical, para facilitar aNAlISE ...........couviiii i 23

Figura 3: Analise morfométrica do alvéolo dental de camundongo com determinacéo
da éarea total do alvéolo (linha vermelha) e area de tecido 6sseo neoformado

(CONEOMNOS €M AZUI) ...t a e e e 24

Figura 4 - Periodo de 7 dias - Grupo II: A) Nesta area cervical (Al), pode-se observar
o alvéolo preenchido por tecido conjuntivo (TC) e pequena neoformacgéo éssea (NO).
Alguns vasos podem ser notados (V) entre o tecido 6sseo e o conjuntivo. B) Camada

de osteoblastos (setas) pode ser notada. Coloragado H.E. ............ccccvvivviiiiinnneennnnn. 27

Figura 5: Grupos lll e |, periodo de 14 dias. A) Grupo Il apresenta neoformacao
0ssea (NO) proxima as paredes do alvéolo (P) com projecdes para o centro do
alvéolo, além da presenca de tecido conjuntivo (TC). B) Grupo I: o alvéolo esti
preenchido por tecido conjuntivo (TC) e pequena neoformacgdo 6ssea (NO) proxima
as paredes do alvéolo (P), sem muitas projecdes para o centro. Alguns vasos podem

ser notados (V). Coloragao H.E. ... e 30

Figura 6: Grupo IV periodos de 14 e 21 dias. A) Grupo IV (14 dias), apresenta
neoformacdo Ossea (NO) dentro do alvéolo oriundo das paredes (P), além da
presenca de tecido conjuntivo (TC). B) No Grupo IV (21 dias), o alvéolo apresenta as
mesmas estruturas e mantendo as caracteristicas que no periodo de 14 dias, porém
na neoformacao 6ssea (NO) as trabéculas apresenta-se mais espessas Aumento de
4X. ColoraGao H.E. ... e 32

Figura 7: Grupo Il periodos de 21 e 28 dias. A) Grupo Il (21 dias), apresenta
neoformacdo 6ssea (NO) dentro do alvéolo e proximas as paredes (P), além da
presenca de tecido conjuntivo (TC). B) No Grupo Il (28 dias), o alvéolo esta
preenchido por tecido conjuntivo (TC) e pequena neoformacgédo 6ssea (NO) proxima

as paredes do alvéolo (P). Coloragao H.E. ... 34



Figura 8 - Grupo | (periodo de 7 e 28 dias). A) Grupo | (7dias), apresenta uma
neoformacdo Ossea (NO) a partir da parede alveolar (P) e ao centro do alvéolo
encontra-se tecido conjuntivo (TC), também ¢é visto a presenca de vasos (V). B)
Grupo | (28 dias), a neoformacéo éssea (NO) esté trabecularmente espalhada por
todo o alvéolo, sendo oriunda da parede alveolar (P), mas ainda encontra-se tecido

conjuntivo (TC) pela extenséo do alvéolo juntamente com vasos (V) ....ccccevveeeeeennn. 36

Figura 9 - Grupo Il (periodos de 7 e 28 dias). A) Grupo |l (7 dias), apresenta pouca
neoformacdo 6ssea (NO) a partir das paredes (P), além da presenca de tecido
conjuntivo (TC) ocupando a maioria do alvéolo. B) No Grupo Il (28 dias), o alvéolo
esta preenchido por neoformacéo 6ssea (NO) que apresenta-se de forma trabecular,
desde as paredes (P), porém com presenca significativa de tecido conjuntivo (TC) e

com Vvasos (V). Coloragao H.E. ... e 37

Figura 10 - Grupo Ill periodos de 7 e 28 dias. A) Grupo lll (7 dias), apresenta
pequena neoformacdo Ossea (NO) a partir das paredes do alvéolo (P), além da
presenca de tecido conjuntivo (TC) ao centro. B) No Grupo 1l (28 dias), o alvéolo
esta preenchido por grande neoformacdo 6ssea (NO) que preenche todo o espaco
que ndo h4 presenca tecido conjuntivo (TC) e vasos (V), desde as paredes (P).
COolOraGaO0 H.E. ..t e 38

Figura 11 - Grupo IV periodos de 7 e 28 dias. A) Grupo IV (7 dias), apresenta
neoformacdo 6ssea (NO) por todo o alvéolo e a partir das paredes (P), além da
presenca de tecido conjuntivo (TC) mais ao centro. B) No Grupo IV (28 dias), o
alvéolo esta preenchido por grande neoformacgéo 6ssea (NO) que preenche todo o
espaco que ndo ha presencga tecido conjuntivo (TC) e com mais vasos (V) quando

comparado com o Grupo lll, desde as paredes (P). Coloragdo H.E. ..................... 39

Figura 12 - Terco Cervical: Areas (%) de tecido 6sseo e tecido conjuntivo formados
no terco cervical (Al) de alvéolos dos grupos experimentais. Abreviaturas: C3H

Oppm = Grupo |; C3H 50ppm = Grupo II; C57 Oppm = Grupo lll; C57 50ppm = Grupo

Figura 13 - Terco Medial: Areas (%) de tecido 6sseo e tecido conjuntivo formados
no terco medial (A2) de alvéolos dos grupos experimentais. Abreviaturas: C3H Oppm
= Grupo I; C3H 50ppm = Grupo Il; C57 Oppm = Grupo Ill; C57 50ppm = Grupo V. 42



Figura 14 - Terco Apical: Areas (%) de tecido dsseo e tecido conjuntivo formados no
terco apical (A3) de alvéolos dos grupos experimentais. Abreviaturas: C3H Oppm =
Grupo I; C3H 50ppm = Grupo II; C57 Oppm = Grupo Ill; C57 50ppm = Grupo IV ... 44

Figura 15 - Area de tecido 6sseo neoformado (%) em alvéolo (A1+A2+A3) dos
animais C3H, submetidos a diferentes tratamentos nos diferentes periodos

Lo (01T 11T ] = 1SR 45

Figura 16 - Area de tecido 6sseo neoformado (%) em alvéolo (A1+A2+A3) dos
animais C57, submetidos a diferentes tratamentos nos diferentes periodos

Lo (1] 11T ] = TP UUPUUPPPRRPPPR 45

Figura 17 - Comparacao da area (%) de tecido 6sseo neoformado (A1+A2+A3) em
animais C3H e C57 submetidos ao tratamento com &gua deionizada (controle) nos

diferentes periodos eXPeriMENtaS ...........uueeeiiuiiriiie i 46

Figura 18 - Comparacao da area (%) de tecido 6sseo neoformado (A1+A2+A3) em
animais C3H e C57 submetidos ao tratamento com agua fluoretada (50ppm) nos

diferentes periodos eXPeriMENtaS ...........uuieiiieiiiieeiiie et 46



SUMARIO

(B Vg 200 510 07:X @ J RSP 12
2 REVISAO DE LITERATURA ..o ettt eeee e e eee e e e, 14
2.1 TECIDO OSSEOD ..ottt et e et e e e e et e e e e e e et e e 14
2.2 REPARO ALVEOLAR ..o e e ettt e e e e e 15
2.3 OSTEOPOROSE. ...ttt ettt e e e e e et e e e e e e et e e 16
2.4 FLUORETO ..ottt e et e e e et e e e e e e e e aae e 17
B OBUIETIVOS .o ettt —— 20
3.1 OBIETIVO GERAL ... eoeeeeeeeeee oottt ettt e e e e et e e e e e eee e e e e rrieae e 20
3.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt e et eeea e e e e, 20
4 MATERIAIS E METODOS ...oooeeeeee ettt eeea e e et e e e e e e e e e e e e aine e 21
4.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS ...t et e et e et e e e eeeaeaeainea e 21
4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS......... OSSO 21
4.3 EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS PECAS (MAXILAS)............... 22
4.4 PROCESSAMENTO HISTOTECNICO DAS PECAS PARA MICROSCOPIA.....23
4.5 ANALISE ESTATISTICA .ot eee e e et e e e et e e e a e e e riae e 25
B RESULTADOS ..ottt e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 26
5.1 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA .. oot eteieea e 26
5.2 AVALIACAO HISTOLOGICA COMPARATIVA ENTRE OS PERIODOS INICIAL
(7 DIAS) E FINAL (28 DIAS) ..ottt ettt st enesnae e 35
5.3 DESCRICAO DA MORFOMETRIA .....oooviieite et 40
B DISCUSSAD oottt et ——— 47
5.1 DENSIDADE OSSEA ....ooee oottt e ettt e e e e et e e e et e e e e et e e eereieee e 47
6.2 COMPARACAO ENTRE O REPARO OSSEO ALVEOLAR NAS DUAS
LINHAGENS ..o e e e e e e e e et e e e et e e e et e e e e e e e e eera e e e e areees 47
6.3 EFEITO DO FLUORETO NO REPARO ALVEOLAR DAS DIFERENTES
LINHAGENS ...ttt e e e e e e e et e et e e e e et e e e et e e e e e e e eera e e e e aieees 50
T CONCLUSAOD ..o ettt et et e et e e e e e e e e e et eens 54
REFERENCIAS ... oot e et e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaiee s 55
APENDICE A — AREAS DE TECIDO OSSEO E CONJUNTIVO, RESULTANTES DA
MORFOMETRIA .. oo e e e et e e e e e e e et e e e e e e e et e e e e ere e e e eereeeenieees 61

ANEXO A — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA E PESQUISA EM ANIMAIS
DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU = USP.....coooeeeeeeeeeee e 63



12

1 INTRODUCAO

Com grande capacidade de regeneracdo apds injarias o tecido 6sseo é um
tecido conjuntivo extremamente especializado, vascularizado e dinamico, pois sofre
reabsor¢cbes e neoformagdes fisioldgicas constantes, principalmente quando
comparado com 0s outros tipos de tecidos como: muscular esquelético, nervoso,
tenddes e etc. Rosen e Thies (1992), Hing (2004) e Bahar et al. (2007) afirmam que
processos moleculares e celulares muito semelhantes entre si envolvem as etapas
da regeneracdo e da formacdo embriogénica 6ssea. E segundo Enlow e Hans
(1998) uma neoformacédo 6ssea gracas ao processeo fisioldgico de remodelamento
e adaptacdo funcional, acaba adquirindo caracteristicas iguais ao do tecido
adjacente.

E conhecido por serem eventos dinamicos, pela formagdo e reabsorag&o
O0ssea. Baron e Hesse (2012) dizem que pode ocorrer certas patologias como a
osteoporose, quando existe um desequilibrio entre esses sistemas no tecido 6sseo,
tendo a sua homeostase comprometida.

Para o tratamento da osteoporose diversas substancias vem sendo usadas e
entre elas o fluoreto que foi o primeiro agente anabdlico, porque €& capaz de
estimular a neoformacdo Ossea resultando a integridade do esqueleto, a ser
investigado e por destacar-se como um elemento que parece alterar sobremaneira a
atividade de osteoblastos osteoblastos. (LAU et al., 1993; YOON et al., 1995; XU et
al., 2010). Yan et al. (2011) mostra que o ion F- tem influéncia sobre as células de
efeito mitogénico, mineral e arquitetura Ossea, ainda aparentando ser dose-
dependente.

Para colaborar na exploracdo do efeito da acdo do flior na formagdo e no
desenvolvimento de esmalte e na homeostase 0ssea, estudos foram realizados
estudos genéticos em diferentes espécies de camundongos (EVERETT et al., 2002;
EVERETT et al., 2009; VIEIRA et al., 2005; MOUSNY et al.,2006; MOUSNY et al.,
2008; YAN et al., 2007; CARVALHO et al., 2009).

Entretanto, ainda n&o foi bem esclareciso 0 mecanismo de acgéo do fluoreto
em osteooblastos, principalmente entre duas linhagens de camundongo com
densidades 6sseas diferentes, C3H/HeJ de maior densidade e C57BL/6J de menor.

No decorrer do estudo as informagbes avaliadas poderdo auxiliar em trabalhos
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futuros utilizando o fldor como agente anabdlico, além de diferenciar o reparo 6sseo

das duas linhagens de camundongos utilizados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

Sendo um tecido metabalicamente ativo, o tecido 6sseo, sofre remodelagcbes
fisioldgicas constantes (reabsorgcédo e neoformacdo). Radominski (2004) explica que
mantendo suas propriedades mecénicas e funcionando como reserva de célcio para
0 organismo, o processo de remodelacdo acontece em velocidades diferentes nas
diferentes parte do corpo, permitindo com que 0 0SSO Se renove constantemente.
Para Giannoudis, Einhorn e March (2007) além do processo de remodelacéao,
mesmo na fase adulta, 0 0sso apresenta grande capacidade regenerativa.

O componente celular do tecido 6sseo pode ser dividido entre células da
linhagem osteoblastica e osteoclastica. (JUDAS et al.,, 2012; NANCI, 2008). As
células da linhagem osteoblastica sao responsaveis pelos processos de formacao e
mineralizagdo da matriz 6ssea. Compreende os osteoblastos — responséaveis pelo
processo de sintese, secre¢do, maturacdo e mineralizacdo da matriz 6ssea. Nesta
série ainda estdo o0s ostedcitos (osteoblastos incorporados na matriz 6ssea
mineralizada, responsaveis pela manutencdo do osso maduro, regulagdo da
reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos e modulagdo das respostas ao estimulo
mecanico). (HUGHES; AUBIN, 1997).

Teitelbaum (2000); Hadjidakis e Androulakis (2006) afirmam que a linhagem

osteoclastica relaciona-se com a reabsor¢é@o 6ssea e compreendem o0s osteoclastos,
gue sdo células gigantes, multinucleadas, formadas pela fusdo de células de origem
hematopoiéticas (percursores de linhagem mondcito-fagécito).
Ao longo da vida do ser humano hd momentos em que pode haver um desequilibrio
entre formacgéo e reabsorcdo 6ssea, como durante o envelhecimento e as alteracdes
metabdlicas. Judas et al. (2012), traz que em casos como esses, a funcdo estrutural
€ quase sempre sacrificada a favor da metabolizagdo e Maclean et al. (2008)
complementa dizendo que deslocando o processo a favor da reabsorcdo Ossea,
tendo resultantes doengas como a osteoporose. Porém, podem ocorrer situacdes
em que a reabsorcao 0ssea esteja deficiente, levando a ocorréncia de Osteoporose
(MANKIN & MANKIN, 2008).
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2.2 REPARO ALVEOLAR

O processo de reparo alveolar ocorre de forma bastante dinamica, que
envolve vérias etapas celulares e caracteriza-se por eventos bioldgicos que ocorrem
em diferentes periodos de tempo (ROSSI et al., 2010).

Os eventos bioldgicos e histolégicos podem ser enumerados considerando-se
quatro fases principais na evolugéo do reparo alveolar (SATO & TAKEDA, 2007,
ROSSI et al., 2010):

1. Estagio Exsudativo: preenchimento do alvéolo dental por coagulo sanguineo

(1 a 7 dias ap0s a exodontia em alvéolo de ratos);

2. Estaqio Proliferativo: intensa proliferagdo celular, com desenvolvimento e

maturacdo do tecido conjuntivo de granulagdo. A formacdo deste tecido de
granulacéo inicia-se nas regides periféricas do coagulo adjacente a cortical
0ssea (7 a 14 dias apo6s a exodontia em alvéolo de ratos). O reparo tem inicio
no sentido da periferia do codgulo para o centro, e da apical em direcdo a
cervical. De imediato macrofagos podem ser observados na periferia do
coagulo, com o intuito de fagocita-lo e permitir que os fibroblastos (originados
das células mesénquimais indiferenciadas advindas do ligamento periodontal
e dos capilares sanguineos) formem o tecido de granulag&o constituido por
vasos sanguineos, fibras colagenas e células inflamatérias. O tecido de
granulacdo maduro é de grande importancia para o inicio da formacéo éssea.

3. Estaqio Reparativo: gradual reposi¢cdo do tecido conjuntivo por trabéculas

Osseas (14 a 21 dias ap6s a exodontia em alvéolo de ratos). Neste estégio
ocorre a migracdo de células mesénquimais indiferenciadas
(osteoprogenitoras), derivadas do ligamento periodontal, para se
diferenciarem em osteoblastos. Os osteoblastos se agrupam produzindo
pequenas areas de matriz 6ssea (organica), também denominada tecido
ostedide. Este tecido 6sseo imaturo se unem nas por¢cdes mais periféricas em
direcdo ao centro formando as trabéculas e tendo inicio o processo de

mineralizagéo.

4. Estagio de Remodelamento: caracterizado pelo processo de substituicdo do
tecido 6sseo primério por tecido 6sseo secundério (a partir de 21 dias apds a

exodontia em alvéolo de ratos).
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O reparo 6sseo ocorre de forma semelhante tanto para fraturas 6sseas, como
para defeitos cirtrgicos, como a exodontia. O processo de reparo alveolar somente é
considerado completo quando o alvéolo encontra-se totalmente preenchido por
tecido 6sseo neoformado e a crista alveolar adjacente remodelada, o que ocorre aos

28 dias po6s exodontia em ratos, e 64 dias em humanos (AMLER, 1999).

2.3 OSTEOPOROSE

Segundo Faloni e Cerri (2007), a osteoporose pode ser definida como uma
patologia éssea que se -caracteriza pela perda de massa O6ssea e pelo
comprometimento da microarquitetura 6ssea, levando a fragilidade esquelética e por
consequéncia aumentando o risco de fraturas. Sendo assim, a reabsorgéo
predomina sobre a formacdo éssea, resultando em diminuicdo da massa 0ssea. As
influéncias mais importantes para a ocorréncia deste desequilibrio em mulheres sédo
a idade e o hipoestrogenismo que ocorre na pés-menopausa. O processo é
controlado por uma complexa interrelagdo de hormonios sistémicos, forga mecanica,
citocinas, prostaglandinas e fatores locais de crescimento. (RIGGS & MELTON,
1995).

A diminuicdo dos niveis de estrogénios circulantes leva a uma ativagdo nos
ciclos de remodelagéo 6ssea, com predominio nas fases de reabsorcdo em relacao
a formacéo, devido ao aumento do nimero de osteoclastos na superficie dos 0ssos
trabeculares. Também tem sido sugerido que os osteoclastos tornam-se mais ativos,
possivelmente pela diminuicAo nas taxas de apoptose ao final da fase de
reabsorcgéo, resultando em grandes cavidades que sdo parcialmente reparadas pela
atividade dos osteoblastos. (KEATING; MANASSIEV; STEVENSON, 2000).

Existem diversas terapias utilizadas para o tratamento da osteoporose. A
terapia de reposicdo hormonal, apesar dos beneficios que propicia para a
manutencdo da saude e consequentemente da qualidade de vida das mulheres,
deve ser utilizada com cuidado, pois em algumas pode acarretar riscos, um dos mais
importantes € o aumento na incidéncia de casos de cancer de mama e de
endométrio. (GIACOMINI; MELLA, 2006). E recomendada para prevencdo da
osteoporose, pois possui a capacidade de aumentar a massa 0ssea cOmo
demonstrado por vérios estudos. (TORGENTON & BELL-SYER, 2001). Baixas
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doses de estrogénios e progestogénios também s&o efetivas para a protecdo do
0sso. A individualizagdo é fundamental para que os beneficios superem os riscos,
principalmente em usuérias de longa duragdo, e seguranca para a maioria das
mulheres, propiciando beneficios adicionais, além da prevencdo de fraturas.
(RADOMINSKI, 2004).

Os bifosfonatos sdo analogos sintéticos de pirofosfato caracterizados por
ligagbes de P-C-P (fosfato-calcio-fosfato), sdo mais resistentes a hidrolise quimica e
enzimatica. Esses compostos exercem efeitos de inibicdo da reabsorcéo
osteoclastica e inibicdo da mineralizacdo 6ssea. (FLEICH et al.,, 1970; MEYER &
NANCOLLAS, 1973 apud PINTO, 2006). Os efeitos adversos mais frequentes sao
os relacionados ao aparelho gastrointestinal.

O uso de fluoretos aumenta a densidade mineral 6ssea na coluna lombar,
porém este aumento na massa Ossea ndo acarreta reducdo da incidéncia de
fraturas. A adicdo de bifosfonatos e fluoretos a terapia de reposicdo hormonal
aumentou a densidade mineral 6ssea em mulheres histerectomizadas na pés-

menopausa com baixa massa 6ssea. (RADOMINSKI et al., 2004).

2.4 FLUORETO

O fluor é um elemento quimico, ndo metalico e altamente reativo, sendo por
esse motivo, geralmente encontrado quimicamente ligado a diversas substancia
formando fluoretos. Seus efeitos biolégicos, a principio, ficaram confinados a sua
toxicidade. Somente na década de 40 que seus primeiros efeitos benéficos
comecgaram a serem explorados, correlacionando-o a prevaléncia de cérie. (VILLAR,
2004).

Em 1964 teve inicio a administracdo de fluoretos no tratamento da
osteoporose. (BERNSTEIN; COHEN, 1967). Mostrando aumentar a deposicdo de
calcio nos ossos, seguido da descricdo de alguns eventos desfavoraveis como:
aumento da reabsorcdo Ossea, formagcdo excessiva de ostedide e pobre
mineralizagdo. Estudos posteriores, no final da década de 60 e inicio de 70,
demonstraram que esses efeitos desfavoraveis do tratamento com fluoretos eram
dependentes de trés fatores: (1) duragéo do tratamento, (2) uso de suplementos de
calcio e (3) dose de fluoreto administrada. (VILLAR, 2004).
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No tecido 6sseo, o ion flior desloca os ions hidroxila (OH-) da apatita 6ssea,
formando fluorapatita, resultando em uma fase mineral de maior cristalinidade e
diminuicdo da solubilidade e reatividade quimica. O fluoreto se acumula no tecido
0sseo, que pode ser considerado um biomarcador para exposicao crbnica e aguda
ao fluoreto. (DUNIPACE et al.,, 1995; BEZERRA de MENEZES et al., 2003;
BUZALAF et al., 2004; BUZALAF et al., 2005).

Rubin et al. (2001), afirmaram que o fluoreto apresenta estimulo direto sobre
as células osteoblasticas e pouco efeito sobre as células osteoclasticas. Sua acéo
mitogénica se d& sobre células progenitoras dos osteoblastos (células
indiferenciadas/pré-osteoblastos), ndo tendo acdo direta sobre a proliferagdo de
osteoblastos maduros. (MATSUDA, 2010).

Apo6s muitos anos de pesquisa, esse tratamento continua controverso, ja que
o fluoreto possui um efeito duplo nos osteoblastos. Se, por um lado, ele aumenta o
ndamero de osteoblastos no tecido, por outro, possui um efeito toxico considerando-
se a célula individualmente, prejudicando a mineralizacdo e reduzindo a taxa de
aposicao mineral, sendo essa acdo dose dependente. (DEQUEKER; DECLERCK,
1993).

Em um estudo conduzido por Raffi et al. (1997), foi verificado aumento da
espessura do 0sso cortical, assim como também de sua porosidade, na presenca do
fluoreto. A espessura das trabéculas do osso trabecular também aumentou com o
tratamento com fluoreto, porém, em doses altas ou muito prolongadas, foi verificada
uma reducdo da espessura trabecular, decorrente da acgdo toxica do fluoreto nos
osteoblastos .(BOIVIN et al., 1987). No ano de 1978 em bovinos e nos anos de 1984
e 1986 em humanos, em bovinos, foi encontrado lesdes de osteomalacia e
osteoporose em consequiéncia da ingestdo de altas doses de fluoreto durante um
longo periodo de tempo; essa osteoporose seria consequéncia de intoxicacdes
graves que causariam osteonecrose e lesdes nos osteoblastos. (DAIJEI, 1984;
KRISHNAMACHARI, 1986; COUTELIER et al., 1978; KROOK & MAYLIN, 1979 apud
RAFFI; MENDEZ; RIET-CORREA, 1997). No entanto, outros autores evidenciaram
osteoporose sem osteonecrose, provavelmente em consequéncia de que a leséo
sobre os osteoblastos foi mais grave que a lesdo sobre os ostedcitos. (RIET-
CORREA et al.,, 1983 apud RAFFI; MENDEZ; RIET-CORREA, 1997). Segundo
Kragstrup et al. (1984) as alteracdes Osseas induzidas pelo fluoreto ndo séo

decorrentes da acdo deste em apenas um tipo celular 6sseo. Os autores sugerem
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que o fluoreto afeta todas as células envolvidas, direta ou indiretamente, no
mecanismo de remodelacdo 6ssea. Lagier (1978) e Boivin et al. (1987) consideram
que a fluorose esquelética esta associada com um aumento das superficies de
remodelagdo; porém, ocorre um desequilibrio em favor da formacdo 6ssea, com
frequentes defeitos de mineralizagdo, devidos provavelmente ao duplo efeito sobre
0s osteoblastos.

Nos anos 90, estudos duplo-cego e placebo-controlados verificaram que
pacientes com osteoporose tratados com altas doses de fluoreto apresentaram
notavel aumento do conteddo 6sseo mineral (BMC) sem qualquer alteragdo nas
taxas de fraturas vertebrais. (ERIKSEN, MELSEN & MOSEKILDE, 1985).

Recentemente, o fllor estd sendo associado a agentes anti-reabsortivos
(terapia hormonal substitutiva). Tendo sido observado aumento da densidade
mineral 6ssea das vértebras em 11,8%, ap6s um tratamento de 96 semanas.
Porcentagem maior que somente a administragéo do agente reabsortivo. (ROSSI et
al., 2010).

Fica nitido que o fluoreto além de sua interacdo com a hidroxiapatita, também
possui um efeito sobre as células do tecido 0Osseo, causando alteracBes na
morfologia e no metabolismo das células, e que o fllor apresenta estreita janela
terapéutica. (MOHR, 1990; CHENG et al., 2005; QU & WEI, 2006; COOPER et al.,
2006; XU et al., 2010; COLLAERT et al., 2011). No entanto, 0 mecanismo de acao

do fluoreto no tecido 6sseo ainda nao foi bem esclarecido.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito do fluoreto no processo de
reparo 6sseo alveolar em diferentes espécies de camundongo: C3H/HeJ e

C57BL/6J, que apresentam maior e menor densidade éssea, respectivamente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar morfologicamente o processo de reparo 6sseo com diferentes tipos
de tratamento com fllor na agua de beber, em diferentes periodos e regibes dos
alvéolos neoformadas dos camundongos C3H/HeJ e C57BL/6J;

- Descrever histologicamente o processo de neoformacgdo frente a
administragdo de diferentes dosagens de flior na 4gua de beber;

- Identificar qual o tipo de densidade 6ssea apresenta mais susceptibilidade
ao efeito do flior e qual o periodo em que isso ocorre.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A pesquisa foi realizada segundo as normas recomendadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), ap0s aprovacdo pelo Comité de
Etica no Ensino e Pesquisa com animais da FOB-USP, Processo 07/2010 (Anexo
A).

Foram utilizados camundongos das linhagens C3H/HeJ e C57BL/6J, machos,
com 60 dias de vida, provenientes e mantidos no Biotério Central da FOB-USP, em
gaiolas com boas condigdes de alimentacdo e higiene, recebendo racdo e agua ad
libitum (com temperatura controlada de 23+1°C) e em regime de fotoperiodo 12h/12h
(periodo comecando as 7h). Foi utilizado um total de 64 animais (n=4 para cada
grupo de cada espécie) divididos aleatoriamente em 8 grupos para cada linhagem,
os quais foram eutanasiados 7, 14, 21 e 28 dias ap0s os procedimentos cirurgicos.

Apo6s o desmame, os animais receberam dgua de acordo com a divisdo entre
grupos, como descrito abaixo:

Grupo I: animais da linhagem C3H/HeJ que receberam &gua deionizada.

Grupo II: animais da linhagem C3H/HeJ que receberam dgua com 50 ppm de
fluoreto.

Grupo lll: animais da linhagem C57BL/6J que receberam &gua deionizada.

Grupo IV: animais da linhagem C57BL/6J que receberam dgua com 50 ppm
de fluoreto.

Para alimentac&o dos animais foi utilizada racéo isenta de fluoreto (AIN-93M,
REEVES et al., 1993) adquirida da empresa Rhoster Industria e Comércio, pois
estudos prévios tém relatado que os niveis de fluoreto presentes nas racdes
comerciais sao superiores a 20 ppm (BUZALAF et al., 2004, BUZALAF et al., 2005),

0 que poderia interferir nos resultados.

4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

A exodontia do incisivo superior esquerdo foi realizada com os animais sob

anestesia por meio da administracdo de uma mistura de Dopalen® (cloridrato de
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guetamina) e Anasedan® (cloridrato de xilazina), na propor¢do 1:1 em v/v, dosado
de acordo com a massa corporal do animal na propor¢gédo de 0,14 mL / 100g de
peso, por via intramuscular. Logo ap6s a antissepsia da cavidade bucal com
Listerine® realizou-se, com auxilio de uma sonda exploradora, o descolamento do
tecido gengival ao redor do incisivo central (Figura 1A). Com a préopria sonda
buscou-se um ponto de apoio 6sseo por vestibular e por palatino no intuito de
promover a luxacdo do dente através de movimento firmes e curtos, deslocando-o o
maximo possivel dentro do alvéolo. Em seguida, com uso de uma ping¢a clinica
realizou-se a remocdo do dente com um movimento circular da vestibular para a
lingual, atentando em extrai-lo por completo. (OKAMOTO; RUSSO, 1973) (Figura
1B).

Figura 1 - Exodontia do incisivo. A) Disseccdo da mucosa gengival e luxagdo do incisivo com
auxilio de uma sonda exploradora. B) Com uma pinca clinica foi realizada a exodontia do
incisivo.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS PECAS (MAXILAS)

Ao término dos periodos experimentais de 7, 14, 21 e 28 dias, 0os animais
foram eutanasiados por meio de inalacdo excessiva de CO2. Imediatamente
removeu-se a maxila completa com utilizac&o de tesoura para dissecc¢éo dos tecidos

moles e de bisturi com lamina 10 na distal dos molares. As pegas coletadas foram
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destinadas a analise microscopica (fixadas em formol 10% tamponado) e

histomorfometria.
4.4 PROCESSAMENTO HISTOTECNICO DAS PECAS PARA MICROSCOPIA

As pecas anatbmicas foram submetidas ao processo de fixagdo em formol
10% em tampao fosfato, durante 48 horas. Em seguida as pecas foram submetidas
ao processo de desmineralizagdo em solucdo de EDTA 0,05M, pH 7,4, e
diafanizadas para inclus&o em parafina. (CARVALHO et al., 2008).

As pecas foram incluidas, em parafina, de forma que o focinho do animal
ficasse voltado para a base do bloco de parafina.

Os cortes semi-seriados, com espessura de 4um, foram obtidos no micrétomo
(Microm, modelo HM 340 E, Alemanha). Para obtencdo dos cortes iniciou-se a
microtomia pela base do bloco (focinho do animal) e estabeleceu-se como primeiro
corte aquele em que fosse possivel delimitar toda a area do alvéolo.

Para maior facilidade de andlise do alvéolo dental, este foi dividido e avaliado

em tergos: cervical, medial e apical.

TERGO  TERGO MEDIAL
CERVICAL

S ——

Figura 2 - Divisao do alvéolo dental de camundongo em tergos: apical, médio e cervical, para
facilitar analise.Fonte: Nordisk familjebok (1908, p. 1357, v. 9) — modificado.
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Foram coletados para analise 8 cortes de cada terco. Apos a coleta dos 8
cortes do terco cervical, realizou-se o desbaste da peca com 100 cortes na
espessura de 10um cada para entdo dar inicio a coleta dos cortes do terco médio. O
mesmo procedimento foi utilizado para coleta dos cortes do ter¢o apical. A coloragao
dos cortes obtidos foi feita com hematoxilina-eosina (H.E).

A resposta bioldgica foi analisada em funcdo dos processos reparatérios
(presenca de coagulo sanguineo, tecido de granulagdo, grau de fibrosamento do
tecido conjuntivo, proliferacdo angioblastica e neoformacdo Ossea) em laminas
coradas em H.E.

Na andlise morfométrica foi determinada a area (um2) dos tecidos analisados
(Area Total do Alvéolo = Area do Tecido Osseo Neoformado + Area do Tecido
Conjuntivo) utilizando o Programa Olympus CellSens Imaging Software® (verséo
1.5). Os dados de area foram convertidos em porcentagem para permitir a

comparagao entre 0s grupos.

200 pm

Figura 3 - Andlise morfométrica do alvéolo dental de camundongo com determinagéo da &rea total do
alvéolo (linha vermelha) e area de tecido dsseo neoformado (contornos em azul). Fonte:
Sabino, Andressa Pelissari Zambolin ( 2013, p.48)
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Analise ANOVA seguida da analise de Tukey. Para todas as andlises, valores
de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Todos o0s testes
estatisticos, adequados aos experimentos, grupos e valores obtidos foram aplicados

através do programa Statistica 11.0.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

Como j& descrito anteriormente, para facilitar a analise histoldgica, o alvéolo
dental foi divido em 3 regifes: cervical (A1), medial (A2) e apical (A3). A andlise foi
feita em todos os grupos nos diferentes periodos experimentais: 7, 14, 21 e 28 dias.
Porém, a descricdo aqui feita serd das trés regides juntas, destacando as
caracteristicas mais importante de cada uma e as suas diferengas.

Periodo de 7 dias:

Grupo | (C3H/HeJ tratado com &gua deionizada): Neste primeiro periodo
experimental foi observado tecido conjuntivo abundante nas trés regides analisadas,
a presenca de vasos se mostrou variavel tanto na localizagéo (sitio do alvéolo) como
na quantidade de uma é&rea para outra. O tecido 6sseo na regido cervical (Al)
apresentou uma neoformacéo a partir das paredes do alvéolo. Na regido medial (A2)
0 que mudou foi o aspecto do 6sseo neoformado que apareceu de maneira mais
espessa nas laterais e periferias, sendo rarefeito na porcéo central do alvéolo. Na
area apical (A3) o destaque foi a maior presenca de tecido 6ésseo neoformado em
relacdo as outras regides, poréem de forma trabecular na parede posterior

preenchendo sua superficie.

Grupo Il (C3H/HeJ tratado com &gua fluoretada): Neste grupo o tecido
conjuntivo mostrou-se presente em todas as &reas preenchendo o alvéolo. J4 o
tecido 6sseo neoformado primeiramente foi visto na regido mais posterior, depois
esse tecido aparece somente nas paredes laterais e ndo h& muita neoformacéo na
regido mais apical. Foi notada pequena quantidade de vasos na periferia do alvéolo,
perto do tecido 6sseo. Na &rea mais cervical do alvéolo (Al) (FIGURA 4A),
observamos que o tecido conjuntivo encontra-se em quase toda e extensdo do
alvéolo. Também h& neoformagBes Osseas proximas as paredes do alvéolo. Os
vasos sdo vistos em menor densidade e muito proximos as paredes éOsseas. Na
regido medial (A2) encontramos as mesmas caracteristicas que na regido cervical
(A1), com a neoformacdo Ossea contornando as paredes do alvéolo. Sendo que a
regido alveolar mais perto da parede do palato quase ndo apresenta tecido 0sseo.

Na ultima é&rea, apical (A3), encontramos um tecido ésseo neoformado mais
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presente na regido préxima ao palato e na parede interna. O tecido conjuntivo
preenche todas as partes onde ndo ha tecido 6sseo. E bem visivel, em algumas
regides, fileiras de osteoblastos circundando o tecido 6sseo neoformado (FIGURA
4B).

Magnification: 4 x

Magnification: .40 x

Figura 4 - Periodo de 7 dias - Grupo II: A) Nesta &rea cervical (Al), pode-se observar
o alvéolo preenchido por tecido conjuntivo (TC) e pequena neoformagéo 6ssea (NO).
Alguns vasos podem ser notados (V) entre o tecido 6sseo e o conjuntivo. B) Camada
de de osteoblastos (setas) pode ser notada. Coloracdo H.E. Fonte: Elaborado pela
autora.
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Grupo Il (animais C57BL/6J tratados com agua deionizada): Foi observado tecido
conjuntivo preenchendo praticamente toda a area do alvéolo. O tecido Gsseo
neoformado esti presente em quase todas as paredes 6sseas do alvéolo. Os vasos
encontraram-se em diferentes regides do alvéolo (centro e periferia). Quando
comparada a area mais cervical (Al) a medial (A2), percebe-se um aumento de
tecido 6sseo neoformado nesta Ultima. O osso neoformado localiza-se por todas as

paredes do alvéolo, alternando eventualmente com o tecido conjuntivo.

Grupo IV (animais C57BL/6J tratados com agua com 50 ppm de fluoreto): Por meio
da andlise das laminas notou-se que os vasos estdo em grande densidade e bem
distribuidos por todo o alvéolo. Nas paredes e centro do alvéolo ha grande
neoformacédo d6ssea, e conforme a analise dos cortes foram feitas, aprofundando-se
0s cortes, o nimero de vasos e tecido conjuntivo diminui. Em contrapartida a
neoformacdo 0ssea aumenta em &area ocupada. Analisando a area mais cervical
(Al) nota-se uma parte preenchida por tecido conjuntivo, mas nas paredes a
predominancia é de neoformacédo 6ssea. Em alguns casos essa neoformacao 6ssea
apresenta “projecdes” até o centro do alvéolo. Na area medial do alvéolo (A2) pode-
se notar que houve uma grande neoformacdo Ossea ocupando quase todas as
paredes do alvéolo dentario. Nesta regido também observa-se poucos vasos. Em
relacdo ao tecido conjuntivo, este aparece preenchendo “espagos” entre o tecido
0sseo neoformado. Na area mais apical (A3), o tecido conjuntivo sofre uma grande
diminuic&o dando espago para mais tecido 6sseo neoformado que esta presente em
mais de dois tercos do alvéolo. Também € notada a presenca de vasos de maior
diametro. Na parede interna (voltada para as conchas nasais) percebe-se maior

neoformacédo 6ssea que na parede externa (regido divisria com 0 0Sso zigomatico).

Periodo de 14 dias:

Grupo | (C3H/HeJ tratado com &gua deionizada): Neste grupo praticamente néo
havia codgulo sanguineo. Quantidade consideravel de tecido conjuntivo denso foi
visto (grande quantidade de fibras colagenas) mais ao centro do alvéolo. Existéncia
de tecido 6sseo neoformado seguindo um padréo de neoformacédo Ossea a partir das
paredes do alvéolo (FIGURA 5A), com ilhotas de tecido ésseo em dire¢do ao centro

do alvéolo. A regido A2 dos alvéolos apresentou mais “projecdes” de tecido 0sseo
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neoformado para o centro do alvéolo e também um maior nimero de vasos
sanguineos, quando comparada com Al. A regido A3, assim como A2, apresentou
neoformacédo de tecido 6sseo em direcdo ao centro do alvéolo e vasos sanguineos

de maior calibre.

Grupo Il (C3H/HeJ tratado com agua fluoretada): Neste grupo, que fez o uso de
dgua com fluor, o tecido conjuntivo mostrou-se presente em todas as &reas
preenchendo o alvéolo. A regido mais cervical (Al) apresentou tecido 6sseo
neoformado a partir das paredes do alvéolo, com grande quantidade de tecido
conjuntivo mais ao centro e poucas ilhotas de tecido 6sseo. J& as regides A2 e A3
apresentaram neoformacdo Ossea partindo das paredes do alvéolo com maior
ndamero de projecOes para o centro deste, consequentemente apresentando menor
quantidade de tecido conjuntivo. A presenca de vasos foi vista em pequena

quantidade e na periferia do alvéolo perto do tecido 6sseo neoformado.

Grupo Il (animais C57BL/6J tratados com agua deionizada): Os alvéolos deste
grupo apresentaram areas de neoformacdo 6ssea também & partir das paredes do
alvéolo, caracterizando-se por pequenas ilhas de tecido 6sseo, em dire¢do ao centro
do alvéolo. Porém, quando comparado aos Grupos | e Il, essas “ilhotas 6sseas”
apresentam maior espagos entre si e estavam circundadas por tecido conjuntivo
mais frouxo e vasos sanguineos de pequeno didmetro, na comparagdo entre 0s
Grupos | e lll foi visto que o Grupo lll apresenta mais neoformacédo 6ssea em todo o
alvéolo em forma trabecular (FIGURA 5B). Analisando as diferentes regides do
alvéolo, verifica-se que segue o0 mesmo padrdo dos grupos anteriores com maior
neoformacdo déssea na regido medial (A2). Regido apical A3, apresenta pequena
neoformacdo Ossea, tecido conjuntivo frouxo e maior quantidade de vasos

sanguineos.

Grupo IV (animais C57BL/6J tratados com 4gua com 50 ppm de fluoreto): No grupo
IV o padrédo de formagdo Ossea diferencia-se um pouco dos outros grupos, pois,
embora também apresenta-se com ilhotas de tecido 6sseo, essas estdo dispostas
por todo o alvéolo e circundadas por tecido conjuntivo e vasos sanguineos de médio
calibre (FIGURA 6A). Na analise das diferentes regides do alvéolo verifica-se que o

namero de ilhotas de tecido 6sseo é aparentemente maior na regido A2 que em Al
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e A3, sendo que esta Ultima apresenta pequena neoformacdo éssea e tecido

conjuntivo frouxo (muito semelhante ao Grupo IlI).

Magnification: 4 x

Figura 5 - Grupos | e lll, periodo de 14 dias. A) Grupo I: o alvéolo esta preenchido por
te tecido conjuntivo (TC) e pequena neoformacéo éssea (NO) proxima as paredes do
alvéolo (P), sem muitas proje¢es para o centro. Alguns vasos podem ser notados
(V). B) Grupo llI: apresenta neoformacéo 6ssea (NO) proxima as paredes do alvéolo
(P) com projecdes para o centro do alvéolo, além da presenca de tecido conjuntivo
(TC).ColoragéoH.E. Fonte: Elaborado pela autora.
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Periodo de 21 dias:

Grupo | (C3H/HeJ tratado com &gua deionizada): Neste grupo nota-se a presenca
de tecido conjuntivo por toda a por¢éo central do alvéolo e um pouco nas margens
do tecido 6sseo. Os vasos sdo encontrados em pequeno nimero. Ja o tecido 6sseo
ocupa grande parte do alvéolo sendo que a sua neoformacédo se da das paredes
para o centro, esse tecido é visto como trabecular. Os espagos trabeculares séo
preenchidos por tecido conjuntivo. Na area medial (A2) temos um aumento da area
ocupada pelo tecido 6sseo. Em contrapartida, na regido apical (A3) existe uma

aparente diminui¢do da &rea ocupada pelo osso neoformado.

Grupo Il (C3H/HeJ tratado com &gua com 50ppm de fluoreto): Neste grupo nota-se
a presenca de tecido 6sseo neoformado por todo o alvéolo. Neste grupo também
encontra-se vasos em pouca densidade, dentro do alvéolo, além do conjuntivo que
esthd presente entre as trabéculas. Entre as areas analisadas observa-se um

aumento do tecido 6sseo e a diminuigdo do conjuntivo.

Grupo Il (C57BL/6J tratado com agua deionizada): O osso neoformado,
aparentemente, ocupa dois terco da area do alvéolo, na forma trabecular, sendo
evidente nas é&reas medial (A2) e apical (A3). O tecido conjuntivo pode ser
encontrado por toda a area do alvéolo, mas principalmente entre os espacos 6sseos
(osso trabecular). A densidade de vasos oscilou entre as &reas deste grupo, porém

com aspecto semelhante aos do Grupo | e Grupo Il

Grupo IV (animais C57BL/6J tratados com agua com 50 ppm de fluoreto): Nas trés
areas analisadas deste grupo, Al, A2 e A3, percebe-se uma grande neoformacao
Ossea por toda a extensdo do alvéolo de forma trabecular. Entre os espago do 0sso
trabecular formado encontra-se tecido conjuntivo e/ou vasos. Porém na &rea apical
(A3) o tecido neoformado nédo se encontra por todo o alvéolo como nas outras duas
areas. Mesmo assim, o tecido 6sseo neoformado ainda é o tecido mais abundante
dessa regido. Quando comparado a regido Al do Grupo IV dos periodos
considerados intermediarios, 14 e 21 dias, (FIGURA 6B), conclui-se que as
trabéculas de neoformacgdo dssea, que sdo abundantes e bem distribuidas pelo

alvéolo, sao encontradas de forma mais espessa no periodo mais tardio (21dias).
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Figura 6 - Grupo IV periodos de 14 e 21 dias. A) Grupo IV (14 dias), apresenta
neoformacédo 6ssea (NO) dentro do alvéolo oriundo das paredes (P), além da
presenca de tecido conjuntivo (TC). B) No Grupo IV (21 dias), o alvéolo apresenta as
mesmas estruturas e mantendo as caracteristicas que no periodo de 14 dias, porém
na neoformacéo éssea (NO) as trabéculas apresenta-se mais espessas Aumento de
4X. Colorag&o H.E. Fonte: Elaborado pela autora.
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Periodo de 28 dias

Grupo | (C3H/HeJ tratado com A&gua deionizada): Os aspectos histologicos,
encontrados nesse periodo, se diferenciam do Grupo | aos 14 dias, apenas por
apresentar uma diminuicdo na quantidade de tecido conjuntivo. Este tecido
conjuntivo se localiza na regido mais central do alvéolo, em contrapartida o tecido
0sseo neoformado ocupa uma &area maior, principalmente préoximo as paredes do
alvéolo. Analisando-se as diferentes regifes do alvéolo pode-se observar, na regiao
Al, uma quantidade consideravel de tecido conjuntivo mais fibroso ao centro. Em A2
e A3 ha crescimento do tecido 6sseo mais ao centro do alvéolo e este encontra-se

circundado por um tecido conjuntivo mais frouxo e vasos sanguineos.

Grupo Il (C3H/HeJ tratado com &gua com 50ppm de fluoreto): Este grupo
apresentou um padrdo de formagdo Ossea muito semelhante ao grupo
correspondente com 21 dias, ndo havendo aumento na neoformacdo Ossea
(FIGURA 7). As trabéculas 6sseas sdo permeadas por grandes vasos sanguineos e
tecido conjuntivo frouxo. Quando comparado com o grupo controle (C3H/HeJ tratado
com agua deionizada) notou-se, como observado nos periodos anteriores, menor
quantidade de tecido 6sseo neoformado e, consequentemente, maior quantidade de
tecido conjuntivo. Nas regides apical (A3) e medial (A2), verificou-se maior

quantidade de tecido 6sseo que na regido cervical (Al).

Grupo Il (C57BL/6J tratado com &gua deionizada): Neste grupo pode-se observar
que foi mantido o padrdo de neoformacdo Ossea com trabéculas Osseas se
estendendo por todo o alvéolo, com quantidade muito pequena de tecido conjuntivo
e muitos vasos sanguineos circundando essas trabéculas. Praticamente ndo houve

diferencas entre as diferentes regides do alvéolo.

Grupo IV (C57BL/6J tratado com agua com 50ppm de fluoreto): A analise
histolégica deste grupo demonstra que manteve-se o padréo de formagéo 6sseo do
Grupo IV 14 dias, porém havendo maior quantidade de tecido 6sseo. As trabéculas
Osseas deste grupo aparentam ser mais espessas que aquelas encontradas no

Grupo lll. Praticamente ndo houve diferencas entre as diferentes regides do alvéolo.



Figura 7 - Grupo Il periodos de 21 e 28 dias. A) Grupo Il (21 dias), apresenta
neoformacgéo 6ssea (NO) dentro do alvéolo, além da presenca de tecido conjuntivo
(TC). B) No Grupo Il (28 dias), o alvéolo estd mais preenchido por tecido conjuntivo
(TC) e com uma pequena neoformacéo dssea (NO) proxima as paredes do alvéolo (P).
Coloracéo H.E. Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 AVALIAGAO HISTOLOGICA COMPARATIVA ENTRE OS PERIODOS INICIAL
(7 DIAS) E FINAL (28 DIAS)

De acordo com os resultados obtidos, através da analise histolégica, a
linhagem de camundongos C57BL/6J se mostrou mais propensa aos efeitos do fluor.
Podemos observar que todas os grupos tiveram um aumento de tecido 6sseo
neoformado com o decorrer dos periodos experimentais (FIGURAS 8, 9, 10 e 11).
Aparentemente houve uma maior formacdo éssea no Grupo Il (controle) quando
comparado ao Grupo IV (tratado com fluoreto) (FIGURAS 10 e 11). Outra
comparacao de relevancia é a das linhagens diferentes com o mesmo tratamento.
Na linhagem C3H/HeJ tratada com o flior (Grupo Il) (FIGURA 9A), a neoformagéo
mostra-se na regido mais na circunferéncia da parede alveolar e ndo ha muita
formacdo Ossea, durante o periodo de 7 dias. J& com 28 dias (FIGURA 9B), a
neoformacdo 6ssea é maior, porém quando comparada com 0s outros periodos e
principalmente com outra linhagem (Grupo IV) (FIGURA 11B) foi notado que a
neoformacdo ndo € vista de maneira tdo abundante, dando espaco para tecido

conjuntivo e alguns vasos que ocupam parte representativa do alvéolo.



Magniiication: 4 x

Figura 8 - Grupo | (periodo de 7 e 28 dias). A) Grupo | (7dias), apresenta uma
neoformacéo 6ssea (NO) a partir da parede alveolar (P) e ao centro do alvéolo
encontra-se tecido conjuntivo (TC), também é visto a presenca de vasos (V). B)
Grupo | (28 dias), a neoformacdo 6ssea (NO) esté trabecularmente espalhada por
todo o alvéolo, sendo oriunda da parede alveolar (P), mas ainda encontra-se tecido
conjuntivo (TC) pela extensé@o do alvéolo juntamente com vasos (V). Coloracéo: H.E.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 9 - Grupo Il (periodos de 7 e 28 dias). A) Grupo Il (7 dias), apresenta pouca
neoformacéo 6ssea (NO) a partir das paredes (P), além da presenca de tecido
conjuntivo (TC) ocupando a maioria do alvéolo. B) No Grupo Il (28 dias), o alvéolo
esté preenchido por neoformacéo 6ssea (NO) que apresenta-se de forma trabecular,
desde as paredes (P), porém com presenca significativa de tecido conjuntivo (TC) e
com vasos (V). Coloracéo H.E. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 10 - Grupo Il periodos de 7 e 28 dias. A) Grupo Ill (7 dias), apresenta
pequena neoformagdo 6ssea (NO) a partir das paredes do alvéolo (P), além da
presenca de tecido conjuntivo (TC) ao centro. B) No Grupo Il (28 dias), o alvéolo
esti preenchido por grande neoformacéo éssea (NO) que preenche todo o espaco
que ndo ha presenga tecido conjuntivo (TC) e vasos (V), desde as paredes (P).
Coloragéo H.E. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 11 - Grupo IV periodos de 7 e 28 dias. A) Grupo IV (7 dias), apresenta
neoformacgéo 6ssea (NO) por todo o alvéolo e a partir das paredes (P), além da
presenca de tecido conjuntivo (TC) mais ao centro. B) No Grupo IV (28 dias), o
alvéolo esta preenchido por grande neoformagéo 6ssea (NO) que preenche todo o
espaco que ndo h4 presenca tecido conjuntivo (TC) e com mais vasos (V) quando
comparado com o Grupo lll, desde as paredes (P). Coloragdo H.E. Fonte: Elaborado
pela autora.
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5.3 DESCRICAO DA MORFOMETRIA

A amostra inicial composta de 4 animais por grupo, que foi reduzida em
alguns subgrupos devido a perda de animais, ou mesmo a permanéncia da raiz do
dente no alvéolo, impedindo a analise morfométrica. Os resultados de morfometria
foram descritos e apresentados por regides do alvéolo.

TERCO CERVICAL

Houve semelhanga na quantidade de tecido 6sseo neoformado entre os

periodos de 7 e 14 dias para todos os grupos analisados (valores préximos a 30%),
ocorrendo um aumento na propor¢éo tecido ésseo/tecido conjuntivo nos periodos de
21 e 28 dias, que também mostraram-se semelhantes (valores entre o intervalo de
38% - 56%). Em geral, o aumento de tecido 6sseo neoformado entre os diferentes
periodos experimentais ndo foi significante para os grupos estudados (p>0,05). A
Unica excecdo foi a linhagem de animais C57, em 21 dias, que apresentou diferenca
significante do grupo controle (52,40+1,44%) e o grupo tratado com o fluoreto
(53,86+22,97%). A diferenca do tecido 6sseo neoformado, entre os periodos de um
mesmo grupo, foi menor na linhagem C3H/HeJ (26,56% — 39,07% no grupo controle
e 30,02% — 34,85% no fluoretado). Em contrapartida, a linhagem de camundongos
C57 obteve uma maior variagdo no tecido 6sseo neoformado com o decorrer do
tempo (38,63 — 51,42% no grupo controle e 26,83% — 56,72% no grupo fluoretado).

Também foi registrada diferengca na quantidade de osso neoformado entre as
linhagens de camundongos, tanto no grupo controle como no grupo tratado com
adgua com 50ppm de fltor, sendo mais significativa nos periodos de 21 e 28 dias. Os
animais C57 obtiveram média de 44,05% (média do periodo de 21 e 28 dias) para o
grupo controle e de 42,61% para o fluoretado, enquanto C3H obteve 33,09% para o
controle e 33,62% para o fluoretado (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12 - Terco Cervical: Areas (%) de tecido 6sseo e tecido conjuntivo
formados no terco cervical (Al) de alvéolos dos grupos experimentais.
Abreviaturas: C3H Oppm = Grupo |; C3H 50ppm = Grupo Il; C57 Oppm =
Grupo Ill: C57 50nom = Grupo IV. Fonte: Elaborado pela autora.

TERCO MEDIAL

Na regidao do terco médio do alvéolo, nos camundongos da linhagem C57, a

neoformacdo Ossea apresentou um padrao semelhante ao encontrado no terco
cervical, com maior quantidade de tecido 6sseo neoformado nos periodos de 21 e
28 dias (Figura 13). Nestes animais o fluoreto promoveu uma oscilagdo nos
resultados de neoformacédo 6ssea quando comparados ao controle, com aumento de
neoformacdo éssea nos periodos iniciais (7 e 14 dias) e estabilidade e diminuicédo
nos periodos de 21 e 28 dias. (Figura 13).

Nos animais da linhagem C3H, o terco médio apresentou maior neoformacgao
0ssea no periodo de 21 dias (45,00+9,87% para o grupo controle e 43,87+7,95%
para o grupo fluoretado), e posterior reducao deste tecido no periodo de 28 dias
(27,16+5,80% - controle e 29,94+3,47% - grupo fluoretado) (Figura 13).

Nao houve diferenca na quantidade de tecido 6sseo neoformado entre as
linhagens, com algumas excegdes: linhagem C57, grupo fluoretado 21 dias e os
grupos controle e fluoretado 28 dias, que apresentaram maior neoformacédo 6ssea
guando comparados com 0s mesmos grupos da linhagem C3H (Figura 13).

Nesta regido o tecido conjuntivo apresentou comportamento semelhante entre
todos os grupos das duas linhagens, sofrendo diminuicdo com o passar do tempo: 1)
C3H controle: 75,61+£16,26% — 62,25+14,55%; 2) C57 controle: 61,77+8,90% -
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52,23+7,29%; 3) C57 fluoretado: 62,61+% — 48,35+%. O grupo C3H fluoretado
apresentou-se como excecao a essa tendéncia, sofrendo diminuicdo do tecido 6sseo
neoformado até o periodo de 21 dias (65,75+10,30% — 53,03+5,07%) e aumento no
periodo de 28 dias (70,06+3,47%) (p>0,05) (Figura 13).

Os camundongos da linhagem C3H n&o apresentaram grandes diferengas
entre os grupos controle e fluoretado, nos diferentes periodos (média 64,34% -
controle e 63,85% - fluoretado). J& os animais da linhagem C57 apresentaram sutil
diferenca, com menor quantidade de tecido conjuntivo no grupo tratado com fluoreto
(média 56,98% - controle e 54,50% - fluoretado), nos diferentes periodos. Por meio
destas médias também podemos concluir que os animais C57 mostraram-se com

menor quantidade de tecido conjuntivo que os animais C3H (Figura 13).
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Figura 13 - Terco Medial: Areas (%) de tecido ésseo e tecido conjuntivo formados no
terco medial (A2) de alvéolos dos grupos experimentais. Abreviaturas: C3H Oppm =
Grupo I; C3H 50ppm = Grupo 1l; C57 Oppm = Grupo llI; C57 50ppm = Grupo IV. Fonte:
Elaborada pela autora.

TERCO APICAL

Esta regido do alvéolo apresentou-se como a area com menor quantidade de

tecido 6sseo neoformado, na maioria dos grupos e periodos estudados (Figura 14).

Os animais do grupo controle, da linhagem C57, apresentaram aumento na
quantidade de tecido 6sseo neoformado com o passar do tempo, alcangando
42,49+7,64% no periodo de 28 dias. JA os animais do grupo fluoretado tiveram o
pico de neoformacdo O6ssea no periodo de 21 dias (44,24+6,63%), com posterior
diminuic&o no periodo de 28 dias (18,80+2,02%) (Figura 14).
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Enquanto isso os animais do grupo C3H mostraram maior uniformidade entre
todos os grupos, ndo havendo aumento no tecido 6sseo neoformado com o passar
do tempo. Sendo no periodo de 21 dias, do grupo tratado com flior, o pico de
neoformacéo de tecido 6sseo (31,47+11,54%) (Figura 14).

A quantidade de tecido conjuntivo deste terco mostrou-se muito semelhante
dentro de cada linhagem, isto é, os animais da linhagem C3H, de diferentes
periodos e tratamento (controle e fluoretado), apresentaram quantidades parecidas
de tecido conjuntivo (aproximadamente 73%); o mesmo ocorreu com a linhagem
C57 (aproximadamente 58%) (Figura 14).

Como nos outros tergos, a linhagem C57 apresentou menor quantidade de
tecido conjuntivo (média: 60,38% - controle e 55,89% - fluoretado), quando
comparada com a linhagem C3H (média: 72,83% - controle e 72,67% - fluoretado).

Baseado nas médias descritas no paragrafo anterior fica nitido que o
tratamento com o fluoreto influenciou na diminuicdo da quantidade de tecido
conjuntivo nos animais C57 (7 dias: 69,68+2,05% - 28 dias: 37,72+6,73%) (p>0,05),
0 que nao ocorreu na linhagem C3H (7 dias: 74,70+£0,17% - 28 dias: 74,42+1,75%)
(Figura 14).

A linhagem C57 apresentou diminui¢do na porcentagem de tecido conjuntivo
com o passar do tempo em ambos os grupos (65,54+0,06% — 57,51+7,64% grupo
controle e 69,68+2,05% — 37,72+6,73% grupo tratado com fluoreto). Nos animais
C3H essa diminuicdo foi muito sutii no grupo controle (71,82+9,08% —
66,30+£13,24%) e no grupo tratado com fluoreto houve diminuicdo até o periodo de
21 dias (74,70+0,17% — 68,53+11,54%) sofrendo aumento no periodo de 28 dias
(74,42+1,75%) (Figura 14).
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Figura 14 - Terco Apical: Areas (%) de tecido 6sseo e tecido conjuntivo formados no
terco apical (A3) de alvéolos dos grupos experimentais. Abreviaturas: C3H Oppm =
Grupo I; C3H 50ppm = Grupo Il; C57 Oppm = Grupo llI; C57 50ppm = Grupo IV. Fonte:
Elaborado pela autora.
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Figura 15 - Area de tecido 6sseo neoformado (%) em alvéolo (A1+A2+A3) dos
animais C3H, submetidos a diferentes tratamentos nos diferentes periodos
experimentais. Fonte: Sabino, Andressa Pelissari Zambolin (2013).
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Figura 16 - Area de tecido 6sseo neoformado (%) em alvéolo (A1+A2+A3) dos
animais C57, submetidos a diferentes tratamentos nos diferentes periodos
experimentais. Fonte: Sabino, Andressa Pelissari Zambolin (2013).
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Figura 17 - Comparacéo da area (%) de tecido 6sseo neoformado (A1+A2+A3) em
animais C3H e C57 submetidos ao tratamento com agua deionizada (controle) nos
diferentes periodos experimentais. Fonte: Sabino, Andressa Pelissari Zambolin
(2013).
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Figura 18 - Comparacéo da area (%) de tecido 6sseo neoformado (A1+A2+A3) em
animais C3H e C57 submetidos ao tratamento com agua fluoretada (50ppm) nos
diferentes periodos experimentais. Fonte: Sabino, Andressa Pelissari Zambolin
(2013).
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6 DISCUSSAO

6.1 DENSIDADE OSSEA

A diversidade genética existente entre as espécies de camundongos fornece
fenotipos relevantes a saude humana, como a susceptibilidade ao céancer,
envelhecimento, obesidade, desordens neurossensoriais, entre outras (EVERETT,
2011).

As linhagens de camundongos C3H/HeJ e C57BL/6J sdo os modelos hoje
mais utilizados para estudos da biomecéanica do esqueleto, apresentando maior e
menor massa 0ssea respectivamente. (BEAMER et al., 1996).

Foi utilizado neste estudo essas duas linhagens no intuito de compararmos o
processo de reparo 0sseo alveolar nas mesmas, sendo C3H/HeJ comparada a um
organismo com densidade 6ssea normal e C57BL/6J com um organismo que
apresenta perda de massa 0ssea, fenbmeno que ocorre na doenga osteoporose.
(BEAMER et al., 1996).

Estudos mostram que a diferenca entre essas linhagens de camundongos
esthd na disposicdo e espessura das trabéculas 6sseas e ndo na composicao
elemental do esqueleto. (RUBIN ; RUBIN; JASIUK, 2004). A mesma diferenca se da
em humanos, onde o0 0sso osteoporoético difere do osso normal nas mesmas
caracteristicas — trabéculas 6sseas mais finas, 0 que demonstra ser este um modelo
de estudo adequado para a referida comparacéo. (GRYNPAS & HOLMYARD, 1988).

Esta diferenca descrita em alguns trabalhos foi confirmada nos resultados
deste trabalho, através da analise histolégica, com os animais C3H/HeJ
apresentando trabéculas 6sseas mais espessas que a linhagem C57BL/6J. Notamos
uma estruturacéo diferente de trabéculas 6sseas como descrito na literatura (JUDEX
et al., 2002).

6.2 COMPARACAO ENTRE O REPARO OSSEO ALVEOLAR NAS DUAS
LINHAGENS

O estudo do reparo 6sseo em modelo de alvéolo dental também é usado em
modelos de deficiéncia hormonal, tratamentos de patologias 6sseas (farmécos para

osteoporose) e marcadores do processo de osteoclastogenesis (OPG, RANKL e
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TRAP). (LUVIZUTO et al., 2010; 2011). Como citado anteriormente escolhemos as
linhagens de camunodongos devido as caracteristicas 0sseas especificas.

Em geral, ao observarmos as fases do reparo alveolar em nossos animais, 0s
eventos encontrados condizem com os descritos na literatura por Sato e Takeda
(2007), descrevendo o reparo alveolar em ratos, e por Rodrigues (2005),
descrevendo o mesmo evento em humanos.

Nas analises obtidas ndo foi possivel observarmos o estagio descrito como
primario — exsudativo — pois praticamente ndo visualisamos coégulo sanguineo,
mesmo nos periodos de 7 dias, condizente com os achados de Sato e Takeda
(2007), ao analisar o reparo alveolar em ratos, onde detectaram neoformacao 6ssea
trabecular a partir do quinto dia apdés a extracdo. De acordo com Marzola et al.
(2009), a analise histolégica do reparo alveolar em humanos mostra que no periodo
de 7 dias existe uma substituicdo de coagulo por tecido de granulacdo, como 0s
achados desse estudo.

Outros autores encontraram resultados parecidos com nestes achados aos 7
dias de reparo alveolar: pequena quantidade de codgulo sanguineo aos 7 dias,
porém em alvéolo de ratos. (MACHADO et al., 2010).

Em nosso trabalho, no periodo de 7 dias, j& observamos a presenca de
células mononucleares, desenvolvimento e maturagdo do tecido conjuntivo
caracterizando o que € descrito na literatura como a segunda etapa do processo de
reparo alveolar. (RODRIGUES, 2005; SATO & TAKEDA, 2007).

Na analise do periodo de 14 dias, do presente trabalho, verificou-se a
deposicao de tecido 6sseo priméario proximo as paredes do alvéolo, o qual comecava
a estabelecer unibes entre si formando trabéculas, da mesma forma que descrito por
Sato e Takeda (2007), e invadir o centro do alvéolo (mais marcante no ter¢co medial).

Nos periodos mais tardios, de 21 e 28 dias, os achados mostravam o alveélo
praticamente preenchido por tecido 6sseo neoformado, assim como descrito na
literatura. (SATO & TAKEDA, 2007).

Ao estabelecer um comparativo entre o reparo 0sseo dos animais das
diferentes linhagens em questdo, pode-se verificar um padrdo de neoformagéo
O0ssea diferenciado, mas nao diferente estatisticamente (quantidade de tecido-
morfometria). Os animais C3H/HeJ apresentam um padréo de formacdo 6ssea mais
restrito as proximidades das paredes do alvéolo, formando trabéculas mais

espessas. Enquanto na linhagem de camundongos C57BL/6J as trabéculas
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neoformadas avancam mais em diregdo ao centro do alvéolo formando trabéculas
0sseas mais finas, com maior quantidade de tecido conjuntivo entremeando-as.
Mostrando que a arquitetura 0ssea encontrada em nosso estudo condiz com o
descrito na literatura. (JUDEX et al., 2002; RUBIN et al., 2004).

A diferenca na arquitetura das trabéculas é que faz os animais da linhagem
C3H/HeJ apresentarem maior densidade O6ssea quando comparado com 0s
camundongos da linhagem C57BL/6J. (JUDEX et al.,, 2002; RUBIN et al., 2004).
Essas caracteristicas foram confirmadas pelas nossas andlises histologicas e
morfométricas.

Esta diferenca na densidade Gssea € explicada na literatura como resultado
especialmente da atividade osteoblastica. Estabelecendo um comparativo entre as
atividades periostal basal das duas linhagens, tem-se que a dos animais da
linhagem C3H/HeJ é maior que dos animais da linhagem C57BL/6J. A resposta
basal dos osteoblastos em um camundongo C3H/HeJ de 32 semanas de idade se
iguala a atividade de um camundongo C57BL/6J de 16 semanas. (POLIACHIK et al.,
2008).

Sheng et al. (2004), mostraram que a cultura de osteoblastos do C3H/HeJ
apresentou maior capacidade de diferenciacdo, atividade enzimatica de fosfatase
alcalina, formag&o de nddulos mineralizados, maior expressdo génica de colageno
tipo |, osteopontina e osteocalcina e menor indice de apoptose quando comparados
com osteoblastos do C57BL/6J, reafirmando que a diferenca no indice de densidade
e massa Ossea relacionam-se com a atividade metabdlica dos osteoblastos.
(SHENG et al., 2006).

Ainda sobre as diferengas entre as linhagens, no trabalho de Judex et al.
(2002), os autores demonstraram diferengcas estruturais e nas propriedades
mecéanicas nos ossos das linhagens de camundongos C3H/HeJ e C57BL/6J. Sob
diferentes situacdes (estimulo e desuso) a linhagem C57BL/6J foi quem apresentou
maior diferenca do grupo controle. Notamos, além dos resultados histolégicos,
diferencas marcantes entre as duas especies (dados ndo apresentados), como
tamanho dos animais. O que nos levou a escolha da porcentagem de tecidos
neoformados para padronizar a apresentacdo de nossos resultados. Uma vez que a
area do alvéolo para cada animal era diferente em funcdo da diferenca no tamanho

das linhagens.
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6.3 EFEITO DO FLUORETO NO REPARO ALVEOLAR DAS DIFERENTES
LINHAGENS

Em relagéo a susceptibilidade a fluorose dental, sabemos que a linhagem de
camundongos 129P3/J sdo considerados mais “resistentes”, enquanto a linhagem
de animais A/J é considerada a mais “susceptivel’” ou “vulneravel’. A linhagem de
camundongos C57BL/6J foi classificada no grupo de linhagens com susceptibilidade
“intermediaria”, enquanto a linhagem dos animais C3H/HeJ foi incluida no grupo de
animais considerados “sensiveis” ao fluoreto. (CARVALHO et al., 2009; EVERETT et
al., 2002).

O osso tem sido estudado como biomarcador para exposicdo aguda ou
crénica ao fluor devido a afinidade do fluor por tecidos mineralizados. (CARVALHO
et al., 2008; LEITE et al., 2008; CARVALHO et al., 2006; BUZALAF et al., 2005).
Dessa maneira a literatura destaca a influéncia do fluoreto diretamente sobre a
atividade dos osteoblastos e sua acdo mitogénica sobre as células progenitoras de
osteoblastos (RUBIN et al., 2001; MATSUDA, 2010). Estudos evidenciam o
tratamento de individuos com osteoporose com altas doses de flior apresentando
aumento do contetdo ésseo mineral (BMC). (ERIKSEN; MELSEN; MOSEKILDE,
1985).

Sabe-se também que o fluoreto apresenta uma estreita janela terapéutica,
podendo ter acdo toxica as células osteoblasticas provocando alteragbes éOsseas
como a fluorose esquelética (CHENG et al., 2005; COLLAERT et al., 2011; BOIVIN
et al., 1987).

Em ratos, o flior em alta dose (50 ppm) pode atrasar a remisséo do coagulo
sanguineo e consequentemente o reparo alveolar. (FERNANDES et al., 2012a). Os
mesmos autores mostraram também que essa dose de fluoreto (50 ppm) pode
alterar a expresséo de TRAP. Em nossos resultados ndo foi observado atraso na
reabsorcdo do coagulo sanguineo, diferentemente da descricdo de FERNANDES et
al. (2012a).

Durante o estudo ficou evidente que o tratamento com o fluoreto teve uma
certa influéncia no reparo alveolar de camundongos de ambas linhagens de
camundongos (C3H/HeJ e C57BL/6J), porém sua acdo foi restrita a alguns
momentos, isto é, promoveu o aumento da neoformacdo 6sseo em algumas

situagbes e diminuiu em outras, nos diferentes tercos e periodos. As diferencas
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promovidas pelo tratamento com o fluoreto, na neoformagé@o 6ssea, foram mais
acentuadas no grupo C57BL/6J , sendo estatisticamente significantes no tergo
cervical. No grupo dos animais da linhagem C3H/HeJ as diferengas encontradas néo
foram significantes estatisticamente.

Outros trabalhos da literatura testaram o efeito do fluoreto em linhagens de
camundongos. No trabalho de Mousny et al. (2006), os autores trataram 3 diferentes
linhagens de camundongos (A/J, SWR/J e 129P3/J) com diferentes concentragdes
de flior na agua de beber. Os autores descreveram alteracfes nas propriedades
mecéanicas de ossos em especial na linhagem A/J. Em um trabalho do mesmo
grupo, os autores demonstraram diferencas no efeito do flior nas linhagens de
camundongos A/J, SWR/J e 129P3/J em relacdo ao tecido ostedide e cristais de
apatita (extensédo do cristal). (MOUSNY et al., 2008). No trabalho de Kobayashi
(2012), também foi demonstrado a expressdo de diferentes proteinas nos animais
A/lJ e 129P3/J quando tratados com fluoreto na 4gua de beber, comprovando a
influéncia genética na susceptibilidade ao fluoreto.

No trabalho de Yan et al.(2007), os autores usaram as linhagens C3H/HeJ e
C57BL/6J, tratados com diferentes concentragbes de flior (0, 50 e 100 ppm) em
diversos experimentos in vitro. Em geral, os dados analisados mostraram alteracdes
em marcadores 6sseos, com o tratamento com 100 ppm, em especial na linhagem
C57BL/6J. A linhagem de camundongos C3H/HeJ mostrou-me mais “resistente” as
mudancas ocasionadas pelo fluoreto. Esse ultimo trabalho, no qual os autores
usaram as mesmas linhagens, os resultados apresentam um ponto em comum com
0S nossos resultados, uma vez que a linhagem C3H/HeJ mostrou menores
alteragbes sob o efeito do fluor. (YAN et al., 2007). Em contrapartida, tanto no
trabalho de YAN et al. (2007) como neste trabalho, a linhagem de camundongos
C57BL/6J apresentou alteragdes mais significantes.

Ainda sobre as diferengas entre as linhagens, dois outros trabalhos merecem
destaque por encontrarem resultados congruentes com nestes aqui apresentados e
os de YAN et al. (2007): os trabalhos de Robling e Turner (2002) e o de Akhter et al.
(1998). Nesses dois trabalhos os autores testaram a resposta das linhagens
C3H/HeJ e C57BL/6J a estimulos e forgas mecanicas para maximizar a formacéo
0ssea. Em ambos os casos 0s autores descreveram menor resposta na linhagem

C3H/HeJ em comparagao com a linhagem de camundongos C57BL/6J.
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Esses dados da literaura em conjunto com os dados aqui mostrados, Somos
levados a acreditar que a linhagem C3H/HeJ apresenta, o que poderiamos chamar
de maior “estabilidade” ou ‘“resisténcia” a fatores/agentes que podem modificar o
metabolismo do tecido 6sseo. (ROBLING & TURNER, 2002; AKHTER et al., 1998;
MOUSNY et al., 2006; YAN et al., 2007; MOUSNY et al., 2008).

A alta densidade 6ssea de C3H/HeJ é causada preponderantemente aumento
da atividade dos osteoblastos e ndo pelo aumento proliferativo das células. (SHENG
et al., 2004; 2006). De acordo com Sheng et al. (2004), sdo os osteoblastos mais
diferenciados de C3H/HeJ que apresentam maior atividade de formacédo Ossea e
menor indice de apoptose, o que implica em uma populagdo de osteoblastos mais
madura e mais ativa funcionalmente. Estes dados também podem justificar os
resultados nossos discutidos sobre o efeito do fluoreto, além de outros agentes, sob
o tecido 6sseo dessa linhagem de camundongos. Lembrando que células ainda n&o
diferenciadas, ou comprometidas, podem ser mais facilmente estimuladas tanto para
proliferacdo como diferenciacdo celular. Sendo assim, as células O&sseas
(osteoblastos) da linhagem C3H/HeJ estariam comprometidas com seu fendtipo,
enquanto as células da linhagem de camundongos C57BL/6J poderiam apresentar
maior “plasticidade”.

Matsuda (2010), realizou ensaios da mineralizagdo Ossea de células
provenientes da calvéria de camundongos da linhagem C3H/HeJ e obteve que os
osteoprogenitores mais diferenciados de C3H/HeJ sdo mais resistentes a acéo
inibitéria do fluoreto. Este é outro resultado/trabalho que parece colaborar com os
achados aqui presentes e também com a hipGtese levantada sobre a linhagem
C3H/HeJ.

A utilizacdo do flior em tratamento de osteoporose foi avaliada por Balena et
al. (1998). O autores apresentaram em sua revisdo um estudo feito com idosos que
receberam alta dose de flior, onde obtiveram aumento progressivo do tecido 6sseo
nas primeiras 40 semanas e com diminuicdo deste valor sequencialmente, sendo
que o indice retornou aos niveis da 102 semana apos a 852 semana. O mesmo
ocorreu neste estudo. Onde se obteve, em praticamente todos os grupos fluoretados
um aumento da porcentagem de tecido 6sseo neoformado até 21 dias e diminuicédo
destes valores no periodo de 28 semanas. Segundo esses mesmos autores, essa

diminuic&o pode ser explicada pela a¢édo do flior sobre as células quiescentes que
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revestem as superficies 0sseas, diferenciando-as em osteoblastos ou substituindo-
as por osteoblastos novos, nos primeiros periodos.

Autores sugerem que a incorporagdo de fluoreto nos tecido mineralizados
modifica a dinamica deste tecido em diversos aspectos como resisténcia e tragéo e
no processo de sintese e reabsor¢do. (MOUSNY et al., 2006). O mesmo grupo, mais
tarde, especulou que o efeito do flor pode estar acontecendo na interface
mineral/organico interferindo no crescimento do cristal de apatita. (MOUSNY et al.,
2008).

Recentemente Yan et al. (2011), semelhantemente aos descritos da revisdo
de Everett (2011), levantam a hipétese do fluoreto ter efeito sobre a matriz 6ssea
mineral e efeitos sobre células 6sseas (osteoblastos e osteoclastos) via hormonios.
Os autores se basearam em resultados proprios, e da literatura, na alteragdo que o
fluoreto causa na producdo de paratormonio, fosfatase alcalina, expressao de
RANKL/OPG e outros reconhecidos agentes de controle do metabolismo ésseo.
Além desses marcadores Everett (2011), cita a interferéncia do flior na atividade de
enzimas quinases, em alguns casos inibindo sua atividade. Estes efeitos sobre as
enzimas poderiam acarretar efeitos secundarios em eventos importantes como o
ciclo celular e atividade de sintese celular.

Carvalho et al. (2008), também demonstraram a influéncia inibitoria do flaor
na formacédo 0ssea ectopica. Onde os autores seguiram o modelo de implantagéo de
matriz 6ssea desmineralizada em musculos de ratos. Os animais foram tratados com
adgua de beber com diferentes concentragBes de flior. Na biépsia dos tecidos os
autores confirmaram, por meio de morfometria, menor formagao 6ssea ectépica nos
animais tratados com 50 ppm de fldor.

Em resumo, os trabalhos da literatura em conjunto com 0s presentes
resultados podem sustentar a diferenca metabdlica no tecido 6sseo dos diferentes
animais (linhagens C3H/HeJ e C57BL/6J) e consequentemente no reparo 0SSeo
alveolar. Além de demonstrar um efeito diferencial do flor nas duas linhagens,

confirmando um componente genético na susceptibilidade ao fluor.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir através dos resultados obtidos durante a realizacdo do
trabalho, mostrado através de modelo experimental do reparo alveolar de
camundongos que o processo de reparo alveolar é igual quando relacionado as
fases de reparo, mas apresenta um padrdo diferente de formacdo déssea entre
C3H/HeJ e C57BL/6J. Ainda foi visto que o fluoreto promove um pequeno aumento
no tecido ésseo neoformado nessas duas linhagens e este apresenta um efeito mais

expressivo na linhagem C57BL/6J.
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APENDICE A — AREAS DE TECIDO OSSEO E CONJUNTIVO, RESULTANTES DA
MORFOMETRIA

Tabela 1: Area (um?) de tecido 6sseo neoformado das diferentes linhagens, em diferentes

periodos e tercos de alvéolos. Valores de média e desvio padrao ().

AGUA LINHAGEM  PERIODOS  TERCO MEDIA + DP
1 DEIONIZ C57 7 CERVICAL 43¢ 302335,505 + 121864,6
2 DEIONIZ C57 7 MEDIO 43¢ 344508,95 + 32076,8
3 DEIONIZ C57 7 APICAL 3% 604669,86 + 90054,8
4 DEIONIZ C57 14 CERVICAL  43°c®@ 464325,625 + 93278,9
5 DEIONIZ C57 14 MEDIO 4% 256827,4425+86423,9
6 DEIONIZ C57 14 APICAL 43¢ 250207,65+57283,0
7 DEIONIZ C57 21 CERVICAL 4 324526,325+160897,3
8 DEIONIZ C57 21 MEDIO 330c0e 192095+33740,1
9 DEIONIZ C57 21 APICAL 17 306439,7
10 DEIONIZ C57 28 CERVICAL  4%® 288198,125+24913,8
11 DEIONIZ C57 28 MEDIO 42c0eg 573066,38+27994,1
12 DEIONIZ C57 28 APICAL 42c0eg 581545,75+22089,7
13 DEIONIZ C3H 7 CERVICAL 3%° 305500,61+79290,5
14 DEIONIZ C3H 7 MEDIO 43¢ 280371,73+54791,4
15 DEIONIZ C3H 7 APICAL 3Apedely 482937,06+105783,3
16 DEIONIZ C3H 14 CERVICAL 3% 273224+30553,5
17 DEIONIZ C3H 14 MEDIO 33T 201395,94+152927,7
18 DEIONIZ C3H 14 APICAL 43 275496,06+76451,2
19 DEIONIZ C3H 21 CERVICAL 3abedt 411551,58+15092,5
20 DEIONIZ C3H 21 MEDIO 4Pede 380089,75+60165,9
21 DEIONIZ C3H 21 APICAL 3® 227273,07+199260,5
22 DEIONIZ C3H 28 CERVICAL 43¢ 301653,81+67722,1
23 DEIONIZ C3H 28 MEDIO 43¢ 422186,8+54098,0
24 DEIONIZ C3H 28 APICAL 3% 200946,41+46304,3
25 FLUOR C57 7 CERVICAL  1%c®@ 3329914
26 FLUOR C57 7 MEDIO 42c0eg 311931,72+38359,1
27 FLUOR C57 7 APICAL 42c0eg 413597,77+31523,4
28 FLUOR C57 14 CERVICAL 43¢ 401050,12+46125,2
29 FLUOR C57 14 MEDIO 3t 390443,19+73659,8
30 FLUOR C57 14 APICAL 43¢ 251359,5+48223,7
31 FLUOR C57 21 CERVICAL 2% 604030,25+112017,7
32 FLUOR C57 21 MEDIO 3Pede™ 201148,05+18683,7
33 FLUOR C57 21 APICAL 13PCaeT 99431,7
34 FLUOR C57 28 CERVICAL 4° 241678,63+148206,5
35 FLUOR C57 28 MEDIO 23bcde 208280,62+196476,1
36 FLUOR C57 28 APICAL 3% 375166,16+139494,1
37 FLUOR C3H 7 CERVICAL 2% 278809,6+150989,6
38 FLUOR C3H 7 MEDIO 42c0eg 160351+85379,2
39 FLUOR C3H 7 APICAL 42c0eg 178298,56+114448,0
40 FLUOR C3H 14 CERVICAL 3% 203098,9+79288,4
41 FLUOR C3H 14 MEDIO 1°0¢ 281658,5
42 FLUOR C3H 14 APICAL 33 241130,16+81851,3
43 FLUOR C3H 21 CERVICAL  3%°© 375675,81+27262,8
44 FLUOR C3H 21 MEDIO 20ef 174975,8+30695,9
45 FLUOR C3H 21 APICAL 18bcdefg 349161,9
46 FLUOR C3H 28 CERVICAL 43¢ 214708,625+80648,3
47 FLUOR C3H 28 MEDIO 17 283298,3
48 FLUOR C3H 28 APICAL 13PCaeT 198799,7

Abreviaturas: DEIONIZ: &4gua deionizada; FLUOR: agua fluoretada; N: nimero da amostra.*Letras
sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativa na comparagdo entre os
grupos.
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Tabela 2: Area (um?) de tecido conjuntivo das diferentes linhagens, em diferentes

periodos e tercos. Valores de média e desvio padréo ().

AGUA LINHAGEM PERIODOS TERCO MEDIA + DP
1 DEIONIZ. C57 7 CERVICAL 4% 470633,37+117484,8
2 DEIONIZ. C57 7 MEDIO 2% 412117,945+95369,8
3 DEIONIZ. C57 7 APICAL 1% 528501
4 DEIONIZ. C57 14 CERVICAL 4% 678546,4+55893,3
5 DEIONIZ. C57 14 MEDIO 4% 530563,38+146901,6
6 DEIONIZ. C57 14 APICAL 4% 587186,3375+40518,8
7 DEIONIZ. C57 21 CERVICAL 3P 545214,06+40518,8
8 DEIONIZ. C57 21 MEDIO 4% 456756,65+54876,8
9 DEIONIZ. C57 21 APICAL 2% 535623,075+98371,3
10 DEIONIZ. C57 28 CERVICAL 4% 425488,325+40219,9
11 DEIONIZ. C57 28 MEDIO 3 432388,91+42922,4
12 DEIONIZ. C57 28 APICAL 3 484754,36+£62254,7
13 DEIONIZ. C3H 7 CERVICAL 4% 658598,86+118230,2
14 DEIONIZ. C3H 7 MEDIO 3 606890,02+264217,2
15 DEIONIZ. C3H 7 APICAL 2% 739680,3+42044,1
16 DEIONIZ. C3H 14 CERVICAL 4% 600646,88+75476,8
17 DEIONIZ. C3H 14 MEDIO 4% 531916,49+196788,7
18 DEIONIZ. C3H 14 APICAL 4% 558745,85+185280,8
19 DEIONIZ. C3H 21 CERVICAL 4% 519077,725+250876,3
20 DEIONIZ. C3H 21 MEDIO 4% 547464,8+161932,1
21 DEIONIZ. C3H 21 APICAL 4% 568326,83+278645,0
22 DEIONIZ. C3H 28 CERVICAL 3® 386841,85+74188,1
23 DEIONIZ. C3H 28 MEDIO 4% 472230,3875+64905,6
24 DEIONIZ. C3H 28 APICAL 3 646880,26+113466,8
25 FLUOR C57 7 CERVICAL 1% 830897
26 FLUOR C57 7 MEDIO 1% 493993
27 FLUOR C57 7 APICAL 1% 647550
28 FLUOR C57 14 CERVICAL 4% 597257,76+144301,0
29 FLUOR C57 14 MEDIO 3% 447237,31+13493,4
30 FLUOR C57 14 APICAL 3 509503,2+217448,9
31 FLUOR C57 21 CERVICAL 4% 490933,85+48635,7
32 FLUOR C57 21 MEDIO 3 412143,45+76370,9
33 FLUOR C57 21 APICAL 3 459688,78+66759,8
34 FLUOR C57 28 CERVICAL 4% 447689,83+80433,0
35 FLUOR C57 28 MEDIO 4 370648,72+45109,6
36 FLUOR C57 28 APICAL 2% 354958,32+61246,4
37 FLUOR C3H 7 CERVICAL 3 720537,29+130922,9
38 FLUOR C3H 7 MEDIO 4% 641152,9+280157,5
39 FLUOR C3H 7 APICAL 1° 1030722
40 FLUOR C3H 14 CERVICAL 4% 594503,9+95678,2
41 FLUOR C3H 14 MEDIO 3 489250,5+48960,0
42 FLUOR C3H 14 APICAL 4% 574053,5+169263,0
43 FLUOR C3H 21 CERVICAL 3P 756582,75119839,5
44 FLUOR C3H 21 MEDIO 3P 630842,96+173838,9
45 FLUOR C3H 21 APICAL 1% 561422
46 FLUOR C3H 28 CERVICAL 3% 521152,11134085,8
a7 FLUOR C3H 28 MEDIO 3® 469798,7139603,5
48 FLUOR C3H 28 APICAL 1% 577677

Abreviaturas: DEIONIZ: &gua deionizada; FLUOR: agua fluoretada; N: nimero da amostra.*Letras
sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativa na comparagdo entre os
grupos.
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ANEXO A — APROVAGCAO DA COMISSAO DE ETICA E PESQUISA EM ANIMAIS
DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU - USP

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Al Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 — C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-4679

Comissdo de Ftica no Ensino e Pesquisa em Animais
Fone: (14)3235-8356
e-mail: mferrari@fob.usp.br

CEEPA-Proc. N2 007/2010

Bauru, 5 de maio de 2010.

Senhor Professor,

O projeto de pesquisa encaminhado a esta Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa ém Animais,

denominado “Efeito do fluoreto no reparo ésseo em alvéolos de dongos com diferentes

desnsidades ésseas. Andlise morfométrica e zimografica”, de autoria de Andressa Pelissari Zambolin

Sabino, foi enviado ao relator para avaliagdo.

0O parecer do Relator aprovando o projeto foi aceito em reunido desta Comissdo realizada no dia 4 de

maio de 2010, considerando que ndo haver impedimentos éticos.

Atenciosamente,

"Presidente da Comiss3o de Etica rio Ensino e Pesquisa em Animais

Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de Oliveira

Docente do Departamento de Ciéncias Biolégicas



