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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da ingestdo de cha verde no
tratamento de doenca periodontal induzida, em ratos submetidos a administragdo
endovenosa de acido zoledrdnico. Foram utilizados 60 ratos Wistar machos divididos
em quatro grupos: (G1) Controle com doenga periodontal; (G2) Aplicagédo de
zoledronato com doenga periodontal; (G3) Ingestdo de cha verde, com doenca
periodontal e (G4) Aplicacdo de zoledronato, ingestdo de cha verde, com doenca
periodontal. Os animais do grupo 2 e 4 que foram tratados com bifosfonatos, na
dose de 35 mg/kg de zoledronato por via endovenosa. O ch& verde foi
disponibilizado diariamente. A doenga periodontal foi induzida pelo processo de
ligadura dental. Os animais foram observados aos 7, 14 e 28 dias apos a 12
administragdo do zolendronato. Foram realizadas analises histologicas e
histométricas da regido de furca e da crista-6ssea foram realizadas. A formagéo de
sequestros 6sseos foi observada nos grupos que utilizaram zolendronato sozinho ou
associado a ingestdo do cha verde. Embora tenha havido formagédo desta necrose
0ssea, 0 zolendronato apresentou um efeitos protetor do tecido ésseo nos periodos
iniciais da andlise, principalmente na regido de furca. Além disso, o zolendronato
tem a capacidade de reverter os efeitos reabsortivos causados pela ingestdo de cha
verde.

Palavras-chave: Bisfosfonato. Doenca periodontal. Ch& verde.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of the intake of green tea in
the treatment of periodontal disease induced in rats with intravenous administration
of zoledronic acid . A total of 60 male Wistar rats divided into four groups (G1) to
control periodontal disease (G2) Application of zoledronate with periodontal disease
(G3) intake of green tea and periodontal disease (G4 ) applying zoledronate , intake
green tea with periodontal disease. The animals in group 3 and 4 were treated with
bisphosphonates , at a dose of 35 mg / kg zoledronate intravenously. Green tea is
available daily . Periodontal disease was induced by ligation dental procedure . The
animals were observed at 7, 14 and 28 days after the 1st administration zolendronate
. We performed histological and histometric the furcation area and crest - bone were
performed. The kidnappings bone formation was observed in the groups using
zolendronate alone or associated with intake of green tea . Although there was
formation of this bone necrosis , the zolendronate presented a protective effect of
bone tissue in the initial analysis , mainly in the furcation area . In addition, the
zolendronate is able to reverse the effects caused by resorption intake of green tea.

Keywords : Bisphosphonate . Periodontal disease. Green tea.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DE LITERATURA

A acdo antirreabsortiva dos bisfosfonatos (BFs) sobre o tecido 6sseo tem
contribuido para a ampla indicagdo destes medicamentos no tratamento de diversas
doengas Osseas, tais como a osteoporose, doenga de Paget e mieloma multiplo,
bem como metéstases Osseas associadas a neoplasias malignas de mama e de
prostata. (COXON et al., 2006). Entretanto, apesar dos comprovados beneficios
desses farmacos no tratamento de tais doencgas, estudos demonstram um grave
efeito colateral, denominado osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de
bifosfonatos, ou BRONJ (Biphosphonate Related Osteonecrosis of the Jaw.)
(GOYTIA et al., 2009).

A BRONJ caracteriza-se pela exposi¢do 6ssea dos maxilares por um periodo
maior que oito semanas em pacientes que fagcam ou tenham feito uso de
bisfosfonatos e que ndo tenham recebido tratamento radioterapico na regido de
cabeca e pescoco. (RUGGIERO et al., 2009). A lesdo pode ser assintomatica no
inicio e até extremamente dolorosa em estagios mais avancados, estando
acompanhada de sinais clinicos como ulceragdo, edema, supuragdo e presenca de
fistula intra ou extrabucal devido a infeccdo secundéria. (MARX et al., 2005; OTTO
et al., 2010). Nos exames por imagem visualiza-se, por vezes, uma lesao osteolitica,
ndo raro envolvendo fratura patolégica de mandibula. (MARX et al., 2005; MARX et
al, 2009).

Embora também tenham sido relatados casos de BRONJ induzida pelo uso
prolongado de bifosfonatos menos potentes, administrados por via oral, a maior
parte das ocorréncias de BRONJ deve-se ao uso de bifosfonatos altamente
potentes, o Pamidronato e o Zoledronato, ambos administrados por via endovenosa
para o tratamento de doencas malignas. Estudos epidemiologicos apontam para
uma incidéncia de BRONJ entre 0,8 e 12% induzida por Pamidronato e Zoledronato
(contra 0,1% induzidas por bifosfonatos de uso oral. (BAMIAS et al.,, 2005;
DIMIPOULGOS et al., 2006; RUGGIERO et al., 2004; MARX et al., 2005; BAMIAS et
al., 2005; BAGAN, 2006; DIMITRAKOPOULOS, 2006; MARX; CILLO; ULLOA, 2007;
OTTO et al., 2010; LO et al., 2010).

A fisiopatologia da BRONJ néo esta totalmente esclarecida, mas acredita-se
que a capacidade dos bifosfonatos de suprimir a remodelagdo 6ssea, por meio da

inducdo dos osteoclastos a apoptose torne o osso dos maxilares acelular e



avascular. Além disso, citam-se também outros mecanismos de supressao da
remodelagdo, como a inibicdo do recrutamento e diferenciacdo de células
precursoras de osteoclastos, bem como a inibicdo da angiogénese. (COXON et al.,
2006; GOYTIA et al; 2009; SARATHY et al, 2005). Outro importante efeito dos
bifosfonatos associado a fisiopatologia da BRONJ é a toxicidade dessa substancia
ao tecido mole, levando queratinécitos da mucosa oral a apoptose o que facilita a
exposicdo do 0sso subjacente danificado ao meio bucal. (RESKA et al., 2001,
LANDESBERG et al., 2008),

Dentre os principais fatores de risco elencados pela Associagdo Americana de
Cirurgia Oral e Maxilofacial (AAOMS) para BRONJ (RUGGIERO et al, 2009; OTTO
et al; 2010), estdo: a classificacao do farmaco, levando em conta sua poténcia e via
de administragéo; e a presenca de um agente desencadeador (MARX et al, 2007,
RUGGIERO et al, 2009), o qual atua como um gatilho ao expor o tecido 6sseo
acelular e avascular. O principal agente desencadeador relatado € a extracdo
dentaria (MARX et al, 2005; DIMOPOULUS et al, 2008; BOONYPAKORN et al,
2007), cuja indicacdo estd diretamente relacionada com o comprometimento dos
tecidos periodontais (RUGGIERO et al, 2004, FICARRA et al, 2005, MARX et al,
2007). Ficarra et al (2005) diagnosticaran BRONJ em 9 pacientes que passaram por
exodontias devido a doenca periodontal. De todos os casos de BRONJ relatados por
Marx et al (2005) que foram desenvolvidos ap6s exodontias, 84% das extracbes
eram por indicacdo periodontal. Além disso, a presenca da doenca periodontal,
independente de levar a extragdo do dente, j& é considerada por si s6 um fator de
risco para BRONJ, em virtude da presencga do biofilme bacteriano (MARX et al 2007;
RUGGIERO et al, 2009).

A doenca periodontal tem altas taxas de prevaléncia na populagdo mundial
adulta, sendo a segunda principal doenca dentaria (PETERSEN; OGAWA, 2005;
ALBANDAR et al, 1999). Sua patogénese inicia-se com formagdo do biofilme
microbiano, que se adere a superficie do dente supragengival (DARVEAU et al,
1997; ZIINGE et al, 2010; GREENSTEIN, 2000), ocorrendo a colonizagdo por
bactérias gram-positivas aerébias como Streptococcus sp. (ZIINGE et al, 2010), que
possuem potencial para ativar a resposta inflamatoria da gengiva em torno do dente,
conhecida como gengivite (KINANE, 2001). A gengivite pode frequentemente
preceder a periodontite (KINANE, 2001), j& que o biofilme podera invadir a porcéo
subgengival (ZIINGE et al, 2010; DARVEAU et al, 1997; KINANE, 2001). Com a



maturacdo do biofilme ocorrera a transicdo de bactérias gram-positivas aerdbias
para gram-negativas anaerObias como Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus e Actinobacillus actinomycetemcomitans (ROGERS et al, 2007; ZIINGE et
al, 2010; DARVEAU et al, 1997; KINANE, 2001; GREENSTEIN, 2000; VAN DYKE;
SERHAN, 2003).

De fato, a presenca de bactérias provenientes da doenga periodontal
colonizando o tecido 6sseo avascular € um achado comum entre portadores de
BRONJ. SEDGHIZADEH e colaboradores analisaram o 0sso necrético removido de
quatro pacientes com BRONJ em 2008 e de 10 pacientes em 2009 (em todos eles
foi possivel verificar grandes areas de biofilme bem desenvolvido onde foram
identificadas bactérias do género Fusobacterium, Streptococcus, Actinomyces,
Selenomas e Bacillus que consistem em gram-positivas e gram-negativas, bem
como aerobios e anaerobios que s&o encontrados especificamente na doenca
periodontal). Vale ressaltar que essas bactérias ndo foram encontradas somente na
superficie do osso, mas também em toda a sua extensao, visualizada por meio de
cortes transversais (SEDGHIZADEH et al, 2008; SEDGHIZADEH et al, 2009).

Em individuos sem alteracdes sistémicas, a presenca de tais bactérias gera
uma resposta inflamatéria e imunolégica (DARVEAU et al, 1997; GREENSTEIN,
2000; KINANE, 2001; ROGERS et al, 2007) que resultam na destrui¢do tecidual e a
reabsorcdo Ossea alveolar (GEMMEL 1997; GREENSTEIN, 2000; KINANE, 2001;
VAN DYKE; SERHAN, 2003; VAN DYKE, 2008; ROGERS et al, 2007;). Em
individuos que fazem uso de bifosfonatos e s&o portadores de doencga periodontal
esta intensa atividade reabsortiva pode atrair um grande nuamero moléculas de
bisfosfonatos para o osso alveolar, uma vez que o farmaco se concentra em areas
de intensa remodelacdo. Sugere-se que a resposta ocasionada pela doenga
periodontal e a intima relacdo entre o bisfosfonato e a cessagédo da reabsorcao
0ssea dos maxilares desses pacientes, tenham um efeito cumulativo na formagéo de
um osso acelular e necrotico, que podera ser agravada se houver manipulagédo
cirurgica dos tecidos moles (MARX et al, 2005) culminando na BRONJ.

O tratamento periodontal inicial ou bésico € realizado por meio da remocéo de
biofilme, depoésitos bacterianos calcificados da superficie dos dentes e de suas
raizes, por meio de procedimentos de raspagem e alisamento radicular (RAR). A

eliminacdo das bactérias permite que o tecido mole possa se recuperar e
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reorganizar, controlando a progressao da doenca. Ainda é considerado o0 meio mais
eficiente de controle da doenga (IOANNOU et al., 2009).

A realizagcdo da terapia periodontal basica, realizada com instrumentos
mecanicos convencionais muitas vezes pode ser prejudicada pelo acesso
incompleto as bolsas periodontais e a desinfecgéo destas areas de doencga pode ser
incompleta.

As opcoOes de tratamento da BRONJ descritas na literatura variam conforme a
adrea medica de abordagem. Clark et al. (2007) concluiram que ndo existe um
tratamento Unico que seja eficaz e sugere que a combinacdo de ciclos de
antibioticoterapia com tratamentos cirurgicos simples oferece a melhor hipétese de
cura. Assim, antes de iniciar a terapéutica com bifosfonatos intravenosos, o doente
deve ser submetido a um exame cuidado da cavidade oral, com otimizacdo da
saude periodontal. (LOPES, 2009).

Considerando-se o crescente numero de casos de BRONJ e da alta
prevaléncia de doencga periodontal na populagdo adulta, o presente estudo pretende
verificar a agdo do procedimento de raspagem e alisamento radicular associado a
ingestdo de ch& verde na resposta do tecido periodontal, em ratos tratados com
acido zoledrénico. (MARX et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da ingestdo de cha verde no tratamento de doenga
periodontal induzida, em ratos submetidos a administracdo endovenosa (EV) de

acido zoledroénico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a severidade da doenca periodontal induzida quando associada a
administracdo EV do acido zoledrénico;

- Analisar o padrdo de reparagcdo da doenca periodontal frente a
administracdo do BF, da ingestdo de ch& verde, bem como da associagdo de

ambos, por meio de anélise morfolégica microscopica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados para este experimento 60 ratos Wistar machos, pesando
entre 350g e 400g, com idade de 5 meses. Todos os animais receberam cuidados
humanos, em um ambiente controlado com temperatura de 20+2°C e ciclo de claro-
escuro de 12 horas. Os animais tiveram livre acesso a ragdo padrdo (22% de
proteina bruta, 1,4% de calcio, 0,6% de fosforo e micronutrientes em concentracées
adequadas) e agua ad libitum. Os ratos foram acondicionados em caixas plasticas (5
ratos por caixa) e foram aleatoriamente divididos em 4 grupos:

e (G1) Controle com doenca periodontal;

e (G2) Aplicagéo de zoledronato com doencga periodontal,

e (G3) Ingestao de cha verde, com doenca periodontal;

e (G4) Aplicacdo de zoledronato, ingestdo de cha verde, com doenca
periodontal.

Cada grupo contou com uma amostragem de 5 animais cada, seguindo 0s
tempos de andlise de 7, 14 e 28 dias. Os animais do grupo 2 e 4 que foram tratados
com bifosfonatos, receberam a dose de 35 mg/kg de zoledronato (ZOMETA® -
Novartis) em 0,9% de NaCl por via endovenosa, na artéria caudal, com total de 5
aplicacdes de 15 em 15 dias. (HOKUGO et al., 2010).

Para o desenvolvimento da doenga periodontal os animais foram submetidos
ao procedimento de ligadura dental, ap6s a 32 aplicacdo do medicamento. Sete dias
apos, a ligadura foi removida, e na mesma sesséao, todos os animais dos diferentes
grupos foram submetidos ao procedimento de RAR, realizados com cureta de

Gracey.

3.2 LIGADURA DENTAL

Para a realizagdo do procedimento de ligadura dental foi utilizado um suporte
adaptado para manter o animal com a boca aberta, posicionando a lingua de tal
forma que deixasse livre 0 acesso ao primeiro molar inferior. Este procedimento foi
realizado sob anestesia geral com quetamina e xilazina. O primeiro molar inferior

esquerdo de cada animal recebeu uma amarragdo com linha de algoddo ndamero 20,
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posicionado delicadamente no sulco gengival (GRAVES et al., 2008). Apés 7 dias, a

amarria foi removida, e o tratamento proposto foi iniciado.

3.3 ADMINISTRACAO DO CHA VERDE

O cha verde foi preparado a partir de 3g de folha seca, vendido
comercialmente (Mate Ledo), para 1000ml de agua filtrada. O ch& permaneceu em
infusdo a 60 graus por um periodo de 10 minutos. Em sequéncia foi esfriado e

colocado nas mamadeiras para o consumo dos animais, em substituicdo a agua.

3.4 EUTANASIA ANIMAL E PREPARACAO DO TECIDO

Todos os animais foram eutanasiados seguindo os periodos de analise de
cada grupo (7, 14 e 28 dias), por inalacdo de CO2. Em sequéncia, as mandibulas
foram removidas e pré-fixadas em formalina a 10%, neutra e tamponada, por 96
horas. ApGs este periodo, foi iniciada a descalcificacdo em EDTA a 10%. Com a
completa descalcificacdo, a mandibula foi seccionada longitudinalmente. Em
seguida, a peca foi processada pela técnica de inclusdo em parafina. As seccdes
histolégicas foram cortadas a 4um e coradas pela técnica da hematoxilina-eosina e

Goldner para avaliagdo histomorfométrica.

3.5 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Imagens das caracteristicas estruturais do tecido periodontal foram adquiridas
utilizando microscopia 6tica de luz (Microscopio Nikon, Eclipse 80i. Japédo). Medidas
dos pardmetros morfométricos foram realizadas usando o software Image PRO
PLUS para Windows 5.0 (Media Cybernetics, Inc, Silver Spring, MD, USA). As
medidas foram:

. distédncia entre juncdo cemento-esmalte e a crista 6ssea (foi tracada uma
linha reta entre o 1° e 2° molar, na regido entre a juncdo amelo-cementaria (JAC) e
outra linha perpendicular a esta, partindo da crista 6ssea alveolar (COA) (WILLIAMS
et al., 1985);

. distancia entre o centro da regido de furca e o ponto central do tecido ésseo

localizado na regiao
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada por meio do teste de analise de variancia
(ANOVA) seguido do Teste de Tukey. Para todas as analises, valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE HISTOLOGICA

4.1.1 Grupo controle

Aos 7 dias observa-se tecido epitelial integro e presenca de infiltrado
inflamatdrio no tecido conjuntivo do periodonto de protecao. Aos 14 dias 0 processo
inflamatorio intensifica-se, promovendo aumento do numero e calibre dos vasos
sanguineos. Neste periodo também é observada desestrutura dos epitélios do sulco

e juncional, com a emisséo de cristas para o tecido conjuntivo. (Fig.1).

Figura 1 — Presenca de infiltrado inflamatdrio (setas), em A, aos 7 dias. Em B, aos 14 dias,
presenca de cristas epiteliais no epitélio oral (setas). Coloracdo em HE. Aumento de 4x em
A e 40xem B.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.2 Grupo zolendronato

Aos 7 dias de tratamento ja sdo observados sequestros 6sseos na regido de
furca, indicando o processo de reabsor¢cdo Oéssea irregular causado pelo
zolendronato. Aos 14 dias a formacao de sequestros aumenta, com a diminuigéo do
tamanho dos fragmentos. Aos 28 dias o padrdo de destruicdo tecidual permanece

(Fig. 2)
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Figura 2 — Em A, aos 7 dias ha a formacdo de sequestros 6sseos (setas), rodeados por intenso
infiltrado inflamatério (setas), em B. Aos 14 dias (C) nota-se que 0s sequestros 6sseos aumentam
(setas). Em D, aos 28 dias, a presenca de osteoclastos (setas) permanece em determinadas
regides. Coloragdo em HE, aumento de 4xem A, B e C e 40xem D.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.3 Grupo chaverde

O grupo que ingeriu chi verde mostra intensa reabsor¢do de tecido 6sseo,
acompanhado por intenso infiltrado inflamatério e desorganizacdo epitelial,

caracteristicas observadas nos trés periodos analisados (Fig. 3).

Figura 3 — Em A, aos 7 dias o cha verde promove intenso processo de reabsor¢cdo, com a presenca de
grande quantidade de osteoclastos e suas lacunas de Howship (setas). Em B, aos 14 dias sdo observadas
areas de grande desestruturacdo do epitélio, com a formacédo de pequenas ilhas epiteliais no interior do
tecido conjuntivo (setas). Em c, aos 28 dias, a presenca de intenso infiltrado inflamatério (setas) permanece.
Coloragdo em HE. Em A e B aumento de 4x. Em C, aumento de 40x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.4 Grupo zolendronato + cha verde

Aos 7 dias a associacdo do zolendronato com cha verde ja evidenciava a
apresenca de sequestros 6sseos, semelhante aos encontrados naquele que utilizou
somente zolendronato. Aos 14 dias, além das alteragbes 0sseas evidentes, intensas
alteracdes epiteliais também ocorrem, tornando este epitélio irregular, possibilitando
a entrada de microrganismos para o conjuntivo com maior facilidade. Aos 28 dias as
alteracOes epiteliais e 6sseas continuam (Fig. 4).

Figura 4 — Em A, aos 7 dias, nota-se a presenca de sequestros 0sseos (setas), rodeados por
infiltrado inflamatério. Em B, aos 14 dias, nota-se alteragdo do padréo histoldgico do epitélio (setas). Em
C, aos 28 dias, presenca de grande quantidade de osteoclastos (setas), continuando o processo de
reabsorcéo 6ssea. Coloragdo por HE. Em A aumento de 4x. Em B e C aumento de 40x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A andlise morfométrica foi realizada em duas regifes: do centro da area de
furca até o tecido 6sseo e da juncdo cemento-esmalte (JCE) até a crista 6ssea,
entre 1° e 2° molares. Para esta medida foi tragada uma linha que liga a JCE 1°
molar & JCE do segundo molar. Do centro desta distancia é tracada uma linha até a
crista 0ssea (Fig. 5).

Figura 5 — Esquema representativo da forma de
célculo para a distancia da JCE até a crista
Ossea.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise das medidas das estruturas observadas estao representadas nas
Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Médias e desvio-padrédo (m+dp) da distancia entre centro da area de furca e crista 6ssea,
nos diferentes grupos, aos 7, 14 e 28 dias.

Tratamentos
Controle Zolendronato | Cha verde Zolendronato +
Chéverde
Periodos | 7 dias | 1078,25+44,54 | 394,45+63,38 | 1409,02+352,30 | 491,11+151,03
14 dias | 1623,13+504,74 | 683,55+23,97 | 1192,66+448,31 | 500,16+103,06
28 dias | 1581,81+99,38 | 961,46+284,41 | 1563,69+270,35 | 1275,28+590,68
N 5 5 5 5

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 2 — Médias e desvio-padrdo (m+dp) da distancia da JCE e crista 6éssea, nos diferentes grupos,
aos 7, 14 e 28 dias.

Tratamentos
Controle Zolendronato Ché& verde Zolendronato
+
Chaverde
Periodos | 7 dias | 902,29+489,30 | 1576,33+303,77 | 1625+285,43A | 1336,05+167,62
14 1652,84+330,26 | 1375,31+351,05 | 2136,76+367,90 | 1444,18+203,87
dias
28 1736,92+596,68 | 1934,01+339,12 | 1376,06+301,70 | 1512,37+280,95
dias
N 5 5 5 5

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.1 Regido de Furca

Quando foi comparado os diferentes tempos, dentro do mesmo grupo de
tratamento notou-se que nOs animais controle existiu uma tendéncia para
significancia (p=0,0531) entre os periodos de 7 e 14 dias, com maior perda de tecido
0sseo aos 14 dias de observacdo. Esta perda 6ssea na regido de furca foi mantida

entre os periodos de 14 e 28 dias.
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Figura 6 — Diferengas entre os tempos de analise, dentro do mesmo grupo de tratamento,
da reabsorcdo 6ssea, em pm na regidao de furca. ANOVA com pos teste de Tukey. Letras
mindsculas diferentes indicam tendéncia a significancia. Letras mailsculas diferentes
indicam diferenca estatistica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Com relagdo ao grupo que utilizou somente o zolendronato foi notado um
crescimento da perda 6ssea (estatisticamente diferente entre os grupos) a medida
que o tempo de observagéo foi aumentando (p<0,005).

O grupo que recebeu somente cha verde ndo apresentou diferenca na
avaliacdo da perda de tecido O6sseo entre os tempos observados (p>0,05). Ja
qguando a aplicacdo do zolendronato foi associada a ingestdo do cha verde notou-se
que a perda 6ssea foi semelhante nos periodos de 7 e 14 dias, aumentando de
forma intensa no periodo de 28 dias (p<0,05) (Fig.6).

Na comparacao entre os diferentes tipos de tratamento, no periodo de 7 dias,
nota-se que a aplicacdo de zolendronato promoveu uma protecdo ao tecido 0sseo,
diminuindo o processo de reabsor¢cdo, quando comparado ao controle (p<0,001).
Esta mesma diferenca foi observada quando o zolendronato foi associado a ingestao
do cha verde. Nao foi observada diferenca entre a perda éssea encontrada no

controle e no grupo que fez a ingestao do cha verde (Fig.7).
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Figura 7 — Reabsorc¢do do tecido 6sseo na regido de furca, em um, entre os diferentes
tratamentos utilizados, aos 7 dias.
Fonte: Elaborado pelo autor.

No periodo de 14 dias de tratamento o padrdo de perda 6ssea mantém-se
semelhante ao periodo de 7 dias, sendo que a perda 6ssea no controle e animais
que ingeriram chéa verde é semelhante, mas sdo muito maiores que nos grupos que
utilizaram somente zolendronato (p<0,05) e na associagdo do zolendronato com o
cha verde (p<0,01) (Fig.8).

Furca 14dias

2500

2000
1500

1000

controle zl cv zl +cv

500

Figura 8 — Reabsorcao do tecido 6sseo na regido de furca, em pum, entre os
diferentes tratamentos utilizados, aos 14 dias.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Aos 28 dias de tratamento observa-se um processo de estabilizagdo da perda

0ssea, tornando estatisticamente semelhante entre os grupos analisados (p>0,05)
(Fig.9).
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Figura 9 — Reabsorcdo do tecido 6sseo na regidao de furca, em pm, entre 0s
diferentes tratamentos utilizados, aos 28 dias.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Regido de crista 6ssea

Comparando-se o tempo dentro do mesmo tipo de tratamento pode-se notar
que houve um aumento da perda éssea no grupo controle do periodo de 7 para 14
dias, com tendéncia a significancia (p=0,07). Nos periodos de 14 e 28 dias a perda
0sseo foi semelhante.

Para o grupo que realizou tratamento com zolendronato a perda 6éssea mante-
se semelhante nos diferentes periodos analisados (p>0,05). J& nos animais que
fizeram ingestéo de ché& verde foi observada uma diminuigédo da distancia entre JCE
e crista 6ssea na passagem dos periodos de 14 para 28 dias (p<0,05), tornando
semelhante aquela notada aos 7 dias (p>0,05).

Quando a associagao do zolendronato com o ché& verde foi realizada a perda

Ossea foi semelhante nos periodos analisados (p>0,05) (Fig.10).
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Figura 10 - Diferencas entre os tempos de andlise, dentro do mesmo grupo de
tratamento, da reabsor¢do 6ssea, em pm na regido de crista 6ssea. ANOVA com
pos teste de Tukey. Letras mindsculas diferentes indicam tendéncia a significancia.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparando-se os diferentes tipos de tratamentos, aos 7 dias, nota-se que o
grupo que ingeriu o cha verde apresentou uma perda de tecido 6sseo maior que
aguela observada no controle (p<0,05), mas foi semelhante aos demais grupos.
Também ndo notou-se diferenca entre os outros grupos analisados e o controle
(p>0,05) (Fig.11).

JCE-CO 7 dias
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500
[0}
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Figura 11 — Reabsorcéo do tecido 6sseo na regido de crista 6ssea, em pm, entre
os diferentes tratamentos utilizados, aos 7 dias.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Aos 14 dias de tratamento o grupo controle mante-se semelhante aos demais
tratamentos propostos (p>0,05). Ja os animais que ingeriram cha verde
apresentaram perda de crista 6ssea maior em relagéo ao grupo que utilizou somente
o zolendronato, e também em relagdo a associacao entre zolendronato e cha verde
(p<0,05 (Fig.12).

JCE-CO 14 dias
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Figura 12 — Reabsorg¢é&o do tecido 6sseo na regido de crista 6ssea, em pum, entre
os diferentes tratamentos utilizados, aos 14 dias.
Fonte: Elaborado pelo autor.

No periodo de 28 dias ndo se observa diferenca entre os grupos analisados
(p>0,05) (Fig.13).

JCE-CO 28 dias
2500

2000
1500
1000
500
0

controle zl +cv

Figura 13 — Reabsorcédo do tecido 6sseo na regido de crista 6ssea, em pm,
entre os diferentes tratamentos utilizados, aos 28 dias.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Os bisfosfonatos sdo um grupo de agentes farmacolégicos utilizados com
funcbes anti-osteoclastica, anti-reabsor¢cdo, em desordens do metabolismo do célcio
e hipercalcemia de carater maligno (FLEISCH, 1998). Utilizamos o bisfosfonato
(zolendronato) neste trabalho para verificar se agédo anti-reabsortiva ocorreria
quando houvesse o desenvolvimento de doengca periodontal. Conjuntamente
analisamos a acgdo da ingestdo de cha verde, que possui acdo antiinflamatéria na
doenca periodontal isolada, e quando este cha foi associado ao bisfosfonato.

Alguns efeitos colaterais destes medicamentos foram observados. Quando
administrado por via oral, os BFs podem induzir Ulceras recorrentes com sensacao
de ardor e bolhas na cavidade oral, esofagite erosiva, estenose esofagica, Ulceras
géstricas e dor abdominal (KHARAZMI, 2012). Estas alteracdes sdo causadas em
decorréncia da desorganizagéo epitelial produzida pelo bisfosfonato. Embora nossa
administragdo tenha sido via endovenosa, as andlises histologicas também
mostraram que alteragdes epiteliais ocorrem quando o medicamento é utilizado.

No entanto, o efeito colateral mais grave, a osteonecrose dos maxilares
relacionada ao uso de bifosfonatos, € vista mais comumente apés a administracao
intravenosa de bisfosfonatos nitrogenados, tais como o pamidronato e zoledronato
(FORTUNA et al.,, 2012). Processos que caracterizam osteonecrose, como a
formacdo de sequestros Osseos, foram observados nos animais que receberam o
medicamento nesta forma de administragéo.

A formagdo de pequenos sequestros 0Osseos foram observadas
principalmente na regido de furca. A ocorréncia mais frequente destes sequestros
nesta &rea talvez possa ser explicada pela quantidade de tecido 6sseo na regido de
furca ser maior que aquela presente na regido de crista 6ssea. Na area de crista
0ssea a tendéncia é ocorrer perda de tecido 6sseo em altura. Esta situagdo pode
justificar a perda de tecido 6sseo na regido de crista 6ssea ter sido maior que na
regido furca.

Os polifenéis do chad verde demonstraram ser capaz de inibir o
desenvolvimento de placa bacteriana, produzindo hidrofobicidade na superficie
celular e sua capacidade de produzir sacarose, que permite a foamacdo de placa
bacteriana. (OOSHIMA et al., 1994).
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Para tratamento da doenca periodontal existe a necessidade de eliminagao de
bactérias periodontopatogénicas na total profundidade de bolsas periodontais. Para
que este controle possa ocorrer, principalmente nas bolsas mais profundas e
estreitas, € fundamental que se realize procedimentos de raspagem e alisamento
radicular (JENABIAN et al., 2012). Para que fosse levado em consideragéo o fato de
que a acao isolada da ingestdo do cha verde sobre a resposta do tecido periodontal
nao seria suficiente, realizamos neste estudo, o procedimento de RAR em todos o0s
animais analisados. Portanto, o cha verde atuou como um tratamento adjunto a
doenca periodontal.

Varios estudos que analisam a a¢éo do ché verde sobre o periodonto utilizam
o principio ativo do cha sobre formas de aplicag&o local, principalmente na forma de
enxaguatorios bucais (KANEKO et al., 1993; HIRASAWA et al., 2002; SAKANAKA;
OKADA, 2004). Poucos deles analisam os resultados da ingestdo do cha verde
sobre o periodonto (NAKAMURA et al., 2009), como foi realizado neste estudo.

O extrato de cha verde pode ter varios efeitos sobre os patégenos e tecidos
periodontais, como diminuicdo do processo inflamatorio, e consequentemente
redugcdo do sangramento, sendo que quanto maior a concentragdo de catequinas
melhor os beneficios para a salde (VENKATESWARA, et al.,, 2011). Se hé
diminuicdo do processo inflamatério, consequentemente a reabsorcdo Ossea
também esta diminuida. Quando analisamos nossos resultados observamos que na
regido de furca o cha verde apresentou uma grande perda de tecido 6sseo,
comparado aos demais grupos. Ja na regido de crista 0ssea esta diferenca aparece
por volta dos 14 dias, com maior perda 0ssea, até mesmo quando comparado ao
controle, mas estabiliza-se novamente aos 28 dias. Nos parece, portanto, que a
forma de administracdo do ch& verde mostra uma diferenca essencial para a acdo
sobre o periodonto e as bactérias patogénicas. Talvez sua agéo seja efetiva quando
a administracédo é local, e ndo sistémica.

Na regido de furca pudemos observar claramente que o zolendronato exerce
uma acao protética sobre o tecido 6sseo, diminuindo o processo de reabsorcéo,
principalmente no periodo inicial de sua utilizagdo. Como passar do tempo esta acao
tende a diminuir, mas ainda € significante em relagdo ao controle e ao grupo que fez
a ingestao do cha verde. Na area de crista 6ssea esta protecdo ao 0sso néo foi téo
evidente, talvez justificada pelas diferengas entre os fatores anatdomicos ja discutidos

anteriormente.
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O que nos chamou a atencdo é que o zolendronato consegue reverter a agdo
deletéria do ch& verde, fazendo com que os resultados fiquem muito semelhantes a
aplicacdo isolada do zolendronato. De alguma forma, deve haver um bloqueio da
atividade do principio ativo do cha verde.

Assim, verificamos que existem vérios fatores que possam interferir com os
resultados obtidos, e assim, novos estudos devem ser realizados para buscarmos
respostas as diferencas apresentadas entre 0s varios grupos, e a maneira de acao

das substancias testadas.
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6 CONCLUSAO

Baseando-nos na metodologia utilizada podemos concluir que:
O zolendronato atua como protetor 6sseo de forma mais eficiente nos
periodos iniciais e tem a capacidade de reverter os efeitos reabsortivos causados

pela ingestéo de cha verde.
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