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Pereira CCS. Andlise do processo de reparo alveolar em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) néo tratados e tratados com losartan. Estudo imunoistoquimico e
histomorfométrico. [Tese]. Aracatuba: Unesp — Universidade Estadual Paulista;
2013.

RESUMO

A hipertenséo arterial sistémica é uma condigéo clinica de etiologia multifatorial, com
altos indices de complica¢gBes, como doencgas cardiovasculares e renais, que tornam
essa entidade um dos maiores problemas de saude publica mundial. Sabe-se que
esta patologia altera o padrdo de regulacdo de calcio induzindo a perda 6ssea. O
objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente o processo de reparo alveolar em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar e o efeito do losartan, droga
inibidora dos receptores AT1 da angiotensina Il na dindmica 6ssea. Um total de 60
ratos foram divididos em 4 grupos com 3 periodos de avaliacdo: A. Wistar; B. SHR;
C. Wistar tratado com losartan (30 mg/kg/dia); D:SHR tratado. Submetidos a
exodontia do incisivo superior direito com eutanasia no 7°, 14° e 28° dia de poés-
operatoério. A analise dos mecanismos biolégicos envolvidos no processo de reparo
alveolar foi obtida pela histomorfometria e imunoistoquimica por meio da expressao
das proteinas OPG, RANKL, TRAP e PECAM envolvidos na dinamica do
metabolismo 6sseo. Os resultados foram submetidos a teste ndo paramétricos de
Kruskal Wallis, seguido de Mann Whitney para comparacdo das amostras nos
diferentes periodos. O grupo SHR apresentou atraso na cronologia do reparo
alveolar. O losartan influenciou processo de reparo em Wistar e SHR, acarretando
maior formacdo OGssea, assim como maior espessura do trabeculado. Além disso,
pode-se constatar que as referidas proteinas marcadas participam ativamente da
dindmica 0ssea, sofrendo acdo do medicamento anti-hipertensivo proposto. Assim,
sugere-se que 0 sistema renina-angiotensina interfere no metabolismo 6sseo por

meio da acdo da angiotensina Il.

Palavras-chave: Hipertensdo, SHR, losartan, exodontia, reparo alveolar,

imunoistoquimica.
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Pereira CCS. Analysis of alveolar repair process in spontaneously hypertensive rats
(SHR) untreated and treated with losartan. Histomorphometric and
immunohistochemical study. [Tese]. Aracatuba: Unesp — Universidade Estadual
Paulista; 2013.

ABSTRACT

Hypertension is a multifactorial clinical condition, with high rates of complications,
such as cardiovascular and renal disease, that make this organization one of the
greatest public health problems worldwide. It is known that this disease alters the
pattern of calcium regulation by inducing bone loss. The aim of this study was to
comparatively evaluate the process of alveolar repair in spontaneously hypertensive
rats (SHR) and Wistar and the effect of losartan (30 mg / kg / day), a drug inhibiting
the angiotensin Il AT1 receptors in bone dynamics. A total of 60 rats were divided
into 4 groups with 3 evaluation periods: A. Wistar; B. SHR; C. Wistar treated; D: SHR
treated. The rats underwent dental extraction of the upper right incisor, was
proceeded euthanasia on the 7th, 14th and 28th day after surgery. The analysis of
the biological mechanisms involved in alveolar repair was obtained by
histomorphometry and immunohistochemistry through the expression of OPG
protein, RANKL, TRAP and PECAM dynamics involved in bone metabolism. Results
were submitted to nonparametric test of Kruskal Wallis followed by Mann Whitney
test for comparison of samples in different periods. The SHR was late in the
chronology of alveolar repair. Losartan influenced repair process in Wistar and SHR,
resulting in increased bone formation, as well as greater trabecular thickness.
Moreover, it can be seen that these tagged proteins actively participate in the
dynamic bone, suffering the action of the antihypertensive drug proposed. Thus, it is
suggested that losartan and the renin-angiotensin interfere with bone metabolism

through the action of angiotensin II.

Keywords:. Hypertension, SHR, losartan, extraction, alveolar repair,

immunohistochemistry.
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INTRODUCAO

Mediante a presenca de situacdes clinicas em que dentes estejam
condenados, aspectos como a causa da perda dental, quantidade e qualidade
do remanescente 0sseo e a presenca de patologias como a hipertenséo arterial
e osteoporose, devem ser observados com intuito de definir o momento
oportuno para a reabilitacdo oral. O entendimento da dindmica do processo de
reparo alveolar tem sido foco de diversos estudos a fim de desvendar a relagao
entre os eventos ocorridos em ambito local e sistémico e sua relagdo, visando
maximizar os resultados estético-funcionais das modalidades de tratamento

reabilitador. Contudo, ainda persiste como grande desafio cientifico.

O processo de reparo alveolar € denominado como o conjunto de
reacoes teciduais ocorridas no interior do alvéolo apds a extracdo dental. Tém
sido pesquisados varios modelos experimentais, seja em ratos
(PIETROKOVSKI & MASSLER 1967; TODO, 1968; ASTRAND & CARLSSON,
1969; JOHANSEN, 1970; OKAMOTO & RUSSO, 1973), caes (CLAFLIN, 1936;
HUEBSCH & HANSEN, 1969) macacos (PIETROKOVSKI & MASSLER, 1971;
SIMPSON, 1960; 1969) e em humanos (AMLER et al., 1960; AMLER, 1977)
levando os pesquisadores a definirem, cronologicamente, os eventos teciduais
desencadeados no interior do alvéolo apés a extracdo (CARVALHO &

OKAMOTO, 1987; CARVALHO et al., 1997).

Morfologicamente s&o consideradas quatro fases fundamentais. Inicia-se
imediatamente com o preenchimento da cavidade cirdrgica pelo coagulo

sanguineo, seguido da fase de proliferacdo celular, principalmente fibroblastos
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e células adventicias oriundas do ligamento periodontal (1). Nas etapas
seguintes, ocorre o desenvolvimento do tecido conjuntivo, marcado pela
proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais (2) que originardo novos
capilares e a maturacdo desse tecido pela sintese de fibras colagenas e
substancia fundamental amorfa e com a diminui¢cdo da proliferagdo de células
(3). Posteriormente nas paredes laterais e fundus alveolar, células
osteoprogenitoras originam osteoblastos que depositam matriz organica,
formando um tecido ostedide. Com a calcificacdo desse, forma-se
concentricamente o trabeculado é6sseo (4) (CARVALHO e OKAMOTO, 1978).
Considera-se o reparo do alvéolo completo quando totalmente preenchido por
tecido 6sseo neoformado e a crista alveolar remodelada, observado ao 21° dia
em ratos (HADDAD et. al. 1965), 48 ° dia no cdo e ao 64 ° em humanos
(CARVALHO et. al. 1983). Fatores sistémicos que alterem a sequéncia
morfologica supracitada podem interferir na qualidade do tecido &sseo

neoformado (CARVALHO & OKAMOTO, 1981).

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) consiste do aumento da pressao
sanguinea, sistélica e/ou diastélica além dos limites definidos atualmente pelo
VIl JNC (2003). Associa-se frequentemente a alteracbes funcionais e/ou
estruturais dos orgaos-alvo (coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a
alteracbes metabdlicas, com consequente aumento do risco de eventos
cardiovasculares fatais e néo fatais (WILLIANS, 2010). Estima-se que a HAS
atinja aproximadamente 25 % da populacao brasileira adulta, chegando a mais
de 50% apods os 60 anos e esta presente em 5% das criancas e adolescentes
no Brasil. A mortalidade por doenca cardiovascular aumenta progressivamente

com a elevacéo da presséo arterial (PA). Em 2001, cerca de 7,6 milhdes de
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mortes no mundo foram atribuidas a elevacdo da PA (54% por acidente
vascular encefalico [AVE] e 47% por doenca isquémica do coragdo [DIC]).
Sonis et al. (1995), referem que cerca de 10 a 20% dos pacientes adultos
atendidos no consultério odontologico sao hipertensos. Otomo-Corgel (1996)
afirma que pelo menos um paciente hipertenso ao dia freqlenta a clinica
odontoldgica. A fisiopatologia da HAS € variada, contudo cerca de 95% dos
pacientes sdo portadores da forma priméria ou essencial que € em grande

parte indefinida, multifatorial e altamente complexa (YE et al. 2000).

E bem conhecido que individuos hipertensos apresentam metabolismo
anormal de célcio resultando em concentracdes inferiores desse mineral, de
vitamina D, magnésio e altas concentra¢des de horménio da paratiredide (PTH)

(WRIGHT; RANKIN, 1982; MCCARRON et al., 1981).

Estes aspectos devem ser destacados quando se considera que muitos
dos pacientes hipertensos que procuram a clinica odontolégica vém em busca
de tratamentos reabilitadores implantossuportados que necessitam
fundamentalmente de tecido 6sseo em quantidade e qualidade satisfatérias. O
efeito da HAS sobre o processo de reparo alveolar apds extracdo dental pode
ser avaliado em dois estudos experimentais encontrados na literatura. Murata
et al., (1967 apud CARVALHO et al., 1983) estudaram o processo de reparo
alveolar ap6s extracdo de pré-molares em cdes com hipertenséo induzida por
alteracdo da atividade renal e sugeriram que, neste modelo experimental, o
atraso na cronologia do processo, seria diretamente proporcional a intensidade
do efeito pressor. E Carvalho et al. (1983), sugeriram que a hipertenséo estaria
associada a um avango na reparacao tecidual observada até o sexto dia ap0s a

extracdo dos dentes incisivos superiores de ratos hipertensos 1 Rim-1 Clip, nos
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quais a hipertensdo também é induzida por reducdo de perfusdo renal. Em
ambos, o osso neoformado demonstrou-se imaturo, sugerindo alteragbes no
metabolismo de calcio. Para Carvalho et. al. (1983), o suprimento vascular na
area em reparacdo pode sofrer os efeitos de uma maior pressdo de perfuséo,
levando a um aumento na taxa metabdlica no alvéolo. Este fato justifica o
avango nos tempos iniciais. No entanto, esses estudos n&o forneceram dados
suficientes para o entendimento dos mecanismos envolvidos na HAS que
interferem no processo de reparo alveolar.

Outros estudos clinicos e experimentais tém sugerido que a HAS estaria
associada a efeitos prejudiciais na qualidade e densidade de tecidos 6sseos
(AFGHANI & GORAN, 2007; IZAWA et al., 1985; VESTERGAARD et al., 2009).
Dentre eles, muitos demonstram que ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) apresentam alteragcbes importantes de metabolismo 6sseo, como
aumento no turnover 6sseo e reducdo na massa 6ssea cortical e trabecular
(IZAWA et al., 1985; BARBAGALLO et al.,, 1991; WANG et al.,, 1993). Esse
modelo experimental € um dos mais empregados para o estudo da HAS. Tais
animais nascem normotensos e a partir da 82 semana de vida desenvolvem
espontaneamente ou sem uma causa pré-determinada um aumento de pressao
arterial acima de 150 mmHg, que se mantém por toda a vida (OKAMOTO;

AOKI, 1963).

Muitos estudos tém avaliado os mecanismos reguladores do sistema
cardiovascular relacionados ao aumento da pressdo sanguinea. Dentre eles
destaca-se o sistema renina-angiotensina na regulacéo da pressao arterial e no
remodelamento de vaérios tecidos, sendo de fundamental relevancia a

angiotensina Il (Ang Il) e sua capacidade de interferir no metabolismo 6sseo
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(ASABA et al., 2009) por meio de receptores localizados nos osteoblastos e
osteoclastos ou através da acdo no fluxo sanguineo dos capilares da medula
O0ssea. Existem dois principais subtipos de receptores de angiotensina, AT1 e
AT2 (WHITEBREAD et al. 1989; CHIU et al. 1989), sendo que a maioria das
acOes é mediada pelos receptores AT1. Varias modalidades de tratamento tém
sido encontradas na literatura (ELEFTERIOU et al., 2005; SATO et al., 2010;
TAKEDA et al., 2002), inclusive em modelo experimentais com ratos SHR
(MANRIQUE, 2010; GEALH, 2010). Dentre as drogas utilizadas atualmente, os
bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina Il (BRA II), como losartan,
antagonizam a acéo da angiotensina Il por meio do bloqueio especifico de seus
receptores AT1 no musculo liso vascular e na supra-renal. Dessa forma
inativam o0s efeitos vasoconstritores e a secrecdo da aldosterona da
angiotensina Il. Atualmente, tal medicamento ocupa lugar de destaque, pois
além de eficaz, tem capacidade de protecdo dos 6rgdos-alvo e apresenta baixa
incidéncia de eventos adversos (SEE, 2001). Sdo indicados no tratamento da
hipertensdo em populacdes de alto risco cardiovascular ou com comorbidades,
proporcionando reducdo da morbidade e da mortalidade cardiovasculares
(DAHLOF et al. 2002; LINDHOLM et al. 2002; JULIUS et al. 2004 e 2006;
OGIHARA et al. 2008; SUZUKI e KANNO, 2005). Estudos também comprovam
seu efeito benéfico em insuficiéncia cardiaca congestiva (COHN e TOGNONI,
2001; PFEFFER et al. 2003; KONSTAM et al. 2009) e séo uteis na prevencao
do acidente vascular cerebral (PAPADEMETRIOU et al. 2004; SCHRADER et
al. 2003). Sao nefroprotetores no paciente com diabetes melito do tipo 2 com
nefropatia estabelecida (BRENNER et al. 2001, LEWIS et al. 2001, MANN et al.

2008) e incipiente (PARVING et al. 2001). Metanalise recente aponta para
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equivaléncia entre BRA Il e IECA na reducdo de eventos coronarianos
(REBOLDI et al. 2008) e superioridade dos BRA Il na protecao cerebrovascular
(REBOLDI et al. 2008). Contudo, pouca atencdo foi dispensada sobre a
influéncia desse medicamento sobre o metabolismo 6sseo, especialmente na

regido maxilo-facial.

A formacéo de tecido 6sseo resulta da sintese de matriz organica
por células especificas, destacando-se 0s osteoblastos, osteoclastos e
ostedcitos. O principal componente da matriz ostedide é o colageno, além de
proteoglicanas, osteocalcina, osteonectina, osteopontina, dentre outras
(KHOSLA, 2001). Célcio e fosfato constituem os principais minerais do tecido
0sseo, apresentando-se como hidroxiapatita cristalina, fosfatos e carbonatos
cristalinos perfazendo metade da massa 6ssea.

O processo continuo de remodelacdo, caracterizado por reabsorcao e
neoformacédo de tecido 6sseo € um dos eventos que permite a homeostasia
mineral, jA que envolve as altera¢des nas concentracdes de calcio e fosfato no
liquido extracelular, sofrendo a interferéncia de varios fatores, que vao desde
citocinas inflamatérias, como a interleucina 1 a hormbnios como o
paratormoénio, estrégeno, calcitonina, familia da vitamina D e esterdides.

Nesse contexto, destacam-se membros da familia do Fator de
Necrose Tumoral, as proteinas osteoprotegerina (OPG) e receptor ativador de
NF-Kappa B ligante (RANKL), que apresentam envolvimento direto sobre o
controle de turn over 6sseo (SCHWARTZ & O’KEEFE, 2000; HOFBAUER et.
al., 2000; BUCKLEY & FRASER, 2002; OHAZAWA et al., 2004; LUVIZUTO et
al., 2010) e podem ser utilizadas como marcadores da atividade celular dentro

da biologia 6ssea. Assim, a RANKL apresenta-se como uma proteina liberada
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pelos osteoblastos e que se liga a RANK, seu receptor localizado na superficie
de pré-osteoclastos. Uma vez que ocorra a ligacdo RANK-RANKL, ocorre a
diferenciacdo dos pré-osteoclastos em osteoclastos ativos e tem inicio o
processo de reabsorgdo 6ssea (STEJSKAL et al., 2001 a e b; KHOSLA, 2001).
A OPG, molécula de superficie sintetizada por osteoblastos e por células do
estroma, modera a osteoclastogénese (SIMONET et al., 1997; KONG et al.,
1999), atuando como receptor chamariz, ligando-se a RANKL e impedindo a
sua ligacdo a RANK (KHOSLA, 2001; AUBIN & BONNELYE, 2000; STEJSKAL
et al., 2001 a e b). O balanco entre a expressdo do estimulador da
osteoclastogénese (RANKL) e a inibidora (OPG) dita a quantidade de 0sso
reabsorvido (TEITELBAUM, 2000). As células do estroma e os osteoblastos
sdo alvos da maior parte dos agentes osteoclastogénicos aumentando a
expressdo de RANKL, bem como aumentando quantidade desta molécula em
relacdo a OPG. Outra proteina que atuam como sinalizadora do turn over
0sseo € a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), enzima presente nos
lisossomos de osteoclastos e que quando liberada sinaliza o processo ativo de
reabsorcédo (STEJSKAL et. al. 2001 [a]; CHRISTENSON 1997; SCHWARZ ET
AL. 2000 & BEKKER ET AL. 2001).

Na dindmica do reparo alveolar, € de fundamental importancia a
revascularizacdo do leito 6sseo caracterizada pela angiogénese e pelo
crescimento de vasos sanguineos colaterais (BECIT et al., 2001; AICHER et
al., 2007). Tem sido demonstrado que a quantidade de células progenitoras,
bem como seu potencial angiogénico esta reduzido nos casos de hipertensao
arterial (YOU ET AL. 2008 [a]). Em SHR, bem como em pacientes com HAS

essencial, as funcdes endoteliais estdo comprometidas e podem prejudicar a
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regeneracao de vasos sanguineos (KONISHI & SU 1983; PANZA et al. 1990).
Assim, a reducao terapéutica da pressao arterial € o principal mecanismo que
desencadeia a ativagdo da vasculogénese e crescimento de vasos sanguineos
(YOU et al. 2008 [b]). Nesse sentido, varias citocinas e fatores de crescimentos
estdo envolvidos na angiogénese. A PECAM-1(molécula de adesao plaquetas-
células endoteliais) € uma glicoproteina de membrana altamente expressa em
células endoteliais e em niveis moderados na superficie de plaquetas e
leucécitos (NEWMANN, 1997). Esta envolvida em fungdes vasculares incluindo
a formacgédo inicial do contato entre as ceélulas endoteliais, permeabilidade
vascular, angiogénese, migracdo celular e migracdo trans-endotelial
(SPRINGER, 1994; PIEDBOEUF et al., 1998).

Considerando a alta prevaléncia de hipertensédo arterial, a importancia
do osso alveolar na funcionalidade do aparelho estomatognatico e a
controvérsia a respeito da atuacdo dos receptores de Ang Il no metabolismo
0sseo (HATTON et al. 1997; HIRUMA et al. 1997), o objetivo do estudo foi
avaliar o processo de reparo alveolar em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) tratados e ndo tratados com losartan por meio de analises
histomorfométrica e imunoistoquimica pela expressdo das proteinas OPG,

RANKL, TRAP e PECAM-1.
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Proposicao



PROPOSICAO

O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da hipertenséo arterial
essencial no processo de reparo alveolar, influenciado ou ndo por droga
inibidora de receptor AT1 da Ang Il, e a participacdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo 6sseo. Por meio do modelo experimental

proposto, buscou-se responder aos seguintes questionamentos:

1- O processo de reparo alveolar estd alterado em ratos

espontaneamente hipertensos (SHR)?

2- As proteinas OPG, RANKL, TRAP e PECAM relacionam-se com as

alteracdes encontradas?

3- O tratamento com o anti-hipertensivo losartan modula as possiveis

alteracdes encontradas?
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MATERIAL E METODOS

O modelo experimental desenvolvido neste projeto esta de acordo com
0s principios éticos em experimentacdo animal e foi previamente aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, UNESP, de acordo com o protocolo n°® 2008-005158

(anexo A).

MODELO EXPERIMENTAL

1. Animais

Foram utilizados 30 ratos espontaneamente hipertensos (SHR), pesando
entre 180 e 230g, com idade entre 2 e 3 meses, de uma cepa mantida no
Biotério do Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de Odontologia
de Aragatuba (FOA) — UNESP. Como controle experimental, foram utilizados
30 ratos Wistar (normotensos) com peso e idade semelhantes aos animais
SHR. Os ratos Wistar foram fornecidos pelo Biotério Central da FOA - UNESP.
Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22-24°
C) com ciclo de luz (12h/luz e 12h/escuro) no Biotério do Departamento de
Ciéncias Basicas e foram alimentados com agua potavel e racdo ad libitum.
Somente SHR com pressédo arterial sistélica maior ou igual a 150 mmHg e
ratos normotensos Wistar com pressao arterial sistolica em torno de 112 mmHg

foram utilizados nos experimentos.

2. Medida de presséo arterial (PA)
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O registro da pressao arterial sistolica (PAS) foi realizado pelo método
indireto de pletismografia de cauda. A PAS foi aferida nos periodos pré-
operatorio e pos-operatério em dias determinados nos diferentes grupos

experimentais.

3. Grupos

Os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais: 1) Wistar sem
tratamento 2) Wistar tratado com losartan 3) SHR sem tratamento 4) SHR
tratado com losartan. Cada grupo foi composto por 5 animais em 3 diferentes

tempos apds a exodontia de incisivo central superior direito: 7, 14 e 28 dias.

4. Tratamento

Ratos Wistar e SHR foram tratados com o anti-hipertensivo losartan na
dose de 30mg/kg/dia por via oral. O tratamento foi iniciado sete (7) dias antes
da realizacdo da exodontia e mantido apdés a cirurgia até os periodos
determinados para o sacrificio (7, 14 e 28 dias). O losartan foi diluido em
volume de agua pré-determinado (50 ml de agua/dia) a ser ingerido durante 24
horas (um dia) pelo animal. Os ratos controles (ndo tratados) receberam o

mesmo volume de agua sem a adicao da droga.

5. Procedimento operatério e Eutanasia

Os animais foram anestesiados com administragdo intramuscular da
associacdo de 50mg/kg cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge Saude
Animal Ltda., Campinas Sao Paulo, Brasil) e 10mg/Kg de cloridrato de xilazina

(Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda. — Osasco, Sao Paulo, Brasil) e
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submetidos a cirurgia para exodontia do incisivo superior direito seguindo a
técnica padronizada por Okamoto e Russo (1973). A feridas cirdrgicas foram
suturadas com fio cirdrgico estéril e absorvivel Vycril 5-0 (poliglactina 910)
Ethicon®. As etapas da cirurgia foram apresentadas em seqiéncia de imagens
na figura 1. Os animais receberam 0,2 mL de Pentabibtico Veterinario Pequeno

Porte (1,79/3mL Fort DODGE®) por via intramuscular.

Figura 1- Sequéncia das etapas da exodontia: A- anti-sepsia, B-
posicionamento do  instrumento, C -luxagao, D e E- exodontia,
F- Sutura.
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Os ratos foram sacrificados em camara saturada com halotano nos
diferentes dias pds-cirurgicos. Em seguida, a hemi-maxila direita foi separada
da esquerda, por meio da incisdo sagital mediana que acompanha a sutura
inter-maxilar. Foram obtidas as pecas dos alvéolos apds cortes com tesoura
reta tangenciando a face distal dos molares. As pecas foram colocadas em

solucéo de formalina tamponada 10%, pH=7, por 48 horas.

Processamento histologico

Apos o periodo supracitado, as pecas foram lavadas em agua corrente
por 24 horas e entdo foi iniciada a descalcificacdo das mesmas por meio
solucéo de EDTA 4,13% (Preparo da solucdo de EDTA: em um litro de tampé&o
fosfato, pH 7,2, diluir os solutos EDTA [41,3 g] e NaOH [4,4 g]). Foram
colocadas individualmente em frascos plasticos com solucdo de EDTA e
mantidos sob refrigeracdo a 4°C. A solucdo de EDTA foi trocada semanalmente
durante todo o periodo de descalcificacdo (aproximadamente sete semanas)
até que fosse identificada a descalcificacdo necessaria. Esta identificacdo foi
feita por método mecénico simples (penetracdo, sem resisténcia, de uma
agulha anestésica odontolégica na peca anatdmica).

Em seguida, as pecas descalcificadas passaram pelo processo de
diafanizacao, realizado seguindo a sequéncia de alcoois e xilol descrita a
seguir: alcool 70% - 1 hora, alcool 80% - 1 hora, alcool 90% - 13 horas, alcool
95% - 1 hora, alcool 100% (primeira etapa) — 1 hora, alcool 100% (segunda

etapa) — 1 hora, alcool 100% (terceira etapa) — 1 hora; alcool associado a xilol —
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20 minutos; xilol (passo 1) — 20 minutos, xilol (passo Il) — 20 minutos, e na
sequéncia foram incluidas em parafina.

Os cortes foram feitos com uma espessura de 5 um com navalhas de
aco 18 cm (Leica) e corados em hematoxilina e eosina seguindo metodologia
descrita a seguir: Inicialmente foram dissolvidos a hematoxilina (5g) em 50mi
de alcool absoluto e 100g de alimen de potassio em um litro de agua destilada
quente. Ambas as solucdes foram misturadas entre si e, posteriormente,
acrescentou-se 2,59 de oxido vermelho de mercurio até a solugdo final obter
coloracdo purpura escura. Depois de preparada, a solugcdo de hematoxilina
0,5% foi rapidamente resfriada e filtrada, estando, assim, prépria para o uso.
Para o preparo da eosina foi realizado o mesmo procedimento substituindo-se
a hematoxilina por 10g de eosina, obtendo-se, ao final, uma solu¢do de eosina
a 1%. Para a coloracdo das laminas com HE (hematoxilina e eosina)
realizaram-se as seguintes etapas na sequéncia de 1- 20:

1- Xilol I por 10 minutos;

2- Xilol Il por 10 minutos;

3- Alcool 100% | por 1 minuto;

4- Alcool 100% Il por 1 minuto;

5- Alcool 100% Il por 1 minuto;

6- Alcool 95% por 1 minuto;

7- Alcool 75% por 1 minuto;

8- Agua corrente rapidamente;

9- Hematoxilina por cerca de 5 minutos;
10- Agua corrente até clarear;

11- Eosina por cerca de 30 segundos;
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12- Agua corrente rapidamente;

13- Alcool 95% | rapido;

14- Alcool 95% Il répido;

15- Alcool 100% | por 30 segundos;

16- Alcool 100% Il por 30 segundos;

17- Alcool 100% Il por 30 segundos;

18- Xilol I por 5 minutos;

19- Xilol Il por 5 minutos;

20- Montagem da lamina (1 ou 2 gotas de balsamo “Permount” sobre a lamina

e sobreposicdo da laminula).

Analise histomorfomeétrica

Foram obtidos dois cortes de cada hemi-maxila dos animais. Os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina para a analise morfométrica do
tecido 6sseo em formacdo no terco médio do alvéolo de ratos Wistar, Wistar
tratado, SHR e SHR tratado. As laminas foram codificadas e o examinador nao
conhecia a procedéncia dos cortes histoldégicos. Uma area de 897,8 x 1263,7
pm foi analisada em cada regido histolégica do terco médio e examinada por
microscopia de luz com objetiva de 20X. As imagens foram obtidas com uma
camera digital (JVC TK1270 Color Video Camera) acoplada ao microscopio e
analisadas pelo software Leica Qwin Cor / RGB (Figs.2 e 3). O percentual
0sseo da area e a espessura do trabeculado foram medidos e comparados
entre os grupos. Foram feitas vinte medidas diferentes das espessuras das
trabéculas em cada lamina. Posteriormente, o valor médio destas medidas foi

analisado e comparado entre 0s grupos.
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Figura 2. A. Imagem histolégica do tergco médio de alvéolo dentario de SHR ao 28° dia
pés-cirdrgico. B. Matriz 6ssea marcada em azul pelo software Leica Qwin Cor / RGB.
(20X).

Figura 3. Imagem histologica do terco médio de alvéolo dentério de Wistar ao 14°
dia pds-cirurgico. Marcacdo da espessura das trabéculas em verde pelo software
Leica Qwin Cor / RGB (20X).
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Analise Imunoistoquimica

Para o processamento imunoistoquimico foi utilizado como anticorpo
primario a osteoprotegerina (OPG, Goat (cabra) anti-opg - Santa Cruz
Biotechnology, SC21038), a RANKL (Goat anti-rankl - Santa Cruz
Biotechnology, SC7627), TRAP (Goat anti-trap - Santa Cruz Biotechnology,
SC7626), PECAM ( Goat anti-pecam - Santa Cruz Biotechnology, SC6840).
Como anticorpos secundarios utilizamos os anticorpos contra IgG de cabra
biotinilado (anti-Goat IgG-HRP, PIERCE).

O método de deteccdo foi efetuado por imunoperoxidase e a 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada como cromdgeno
seguido pela contra-coloracdo nuclear com Hematoxilina de Harri's.

Os procedimentos de controle foram feitos pela omissdo dos anticorpos
primarios (controle negativo).

SeccoOes longitudinais de 5um das pecas anatdmicas foram colocadas
em laminas histologicas e desparafinizadas de acordo com protocolo padrdo. O
bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foi realizado com agua
oxigenada 3% (Peréxido de Hidrogénio 30% H,0O, - MERCK) por 45 minutos.
As seccles sofreram recuperacdo antigénica por tampéo citrato (pH 6,0 —
55°C) e posteriormente foram incubadas por 18h a 4°C com anticorpos
primarios especificos para as proteinas a serem analisadas e em
concentracfes previamente testadas e padronizadas. Apds 18h as laminas
foram lavadas com PBS (3 banhos) e incubados com um segundo anticorpo
biotinilado, por mais 1h a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
novamente lavadas em PBS e re-incubadas com o complexo Avidina-biotina

(Elite,Vector Laboratories ) por 45min.
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O padrdo de distribuicdo da imunocoloracao foi analisado qualitativamente,
atribuindo-se os scores 0 (sem marcacédo), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3
(intensa), a fim de avaliar a expressao das proteinas. A analise foi realizada em
microscopio Optico convencional e os scores foram atribuidos por um uUnico
observador, previamente calibrado. As laminas foram codificadas e o

examinador desconhecia a procedéncia dos cortes histolégicos.

Analise Estatistica

A andlise da evolucdo temporal do processo de reparo alveolar
avaliando o percentual de 6sso neoformado na area proposta (terco médio do
alvéolo) e a espessura do trabeculado 6sseo foi executada pelo teste (ndo
paramétrico) de Kruskal-Wallis para comparacdo de amostras independentes,
seguido do teste de Mann Whitney para comparacao entre 0os grupos em cada
periodo especifico, sendo consideradas as diferencas significativas quando
p<0,05. Utilizou-se o programa de estatistica de dominio publico (IBM SPSS

Statistics 20).
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Resultados



PAS (mmHg)

RESULTADOS

PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

A PAS foi aferida antes da cirurgia e nos periodos de pés-operatério de
7, 14 e 28 dias. A PAS de SHR foi maior (p<0,05) que a de Wistar em todos os
periodos analisados. A partir do inicio do tratamento com losartan, foi
observada importante reducéo da PAS em SHR que se manteve durante todo o
periodo de tratamento, assim SHR tratados com losartan apresentaram PAS
menor (p<0,05) que de SHR né&o tratados em todos os periodos analisados. O
tratamento com losartan ndo alterou a PAS de ratos Wistar normotensos (Fig.

4).

200 -+

150 -

—o—\Wistar + losartan
100 - = ————— - Wistar
SHR + losartan

50 - —«SHR

0 7 14 28

Dias

FIGURA 4. PAS de ratos Wistar (quadrado vermelho), Wistar tratado com
losartan (azul), SHR (roxo) e SHR tratado com losartan (verde). Os

pontos representam a média dos experimentos realizados (n=5).
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Observou-se p<0,05 entre SHR e outros grupos. Também p<0.05

entre SHR tratados e outros grupos.

ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

Pela analise histoldgica qualitativa (objetiva de 16X), as diferencas
histolégicas no terco médio dos alvéolos foram correlacionadas aos diferentes

periodos avaliados e ao grupo experimental.

7 DIAS

Em alvéolos de ratos Wistar, foi observado que o terco médio
encontrava-se ocupado por trabéculas 6ésseas neoformadas, em alguns pontos

espessas e, em outros, delgadas (Fig. 5A).

No terco médio de alvéolos de ratos SHR, foi observada a presenca de
delgadas trabéculas 6sseas neoformadas com osteoblastos em suas bordas
(Fig. 5D). O tecido conjuntivo sem diferenciacéo éssea exibiu moderado nimero

de fibroblastos e alguns macréfagos e linfocitos.

O tratamento com Losartan em ratos Wistar ndo alterou o processo de
formacao de tecido ésseo, que se manteve semelhante ao grupo Wistar. O
terco médio apresentou-se com trabéculas 0sseas neoformadas e delgadas,

envoltas por osteoblastos em atividade. (Fig. 5G).
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O tratamento com Losartan em ratos SHR mostrou o tecido 6sseo em
formacao, com trabeculado ligeiramente mais espesso que o observado no
grupo SHR. Presenca de tecido conjuntivo em grande parte do alvéolo em

reparacao (Fig. 5J).

14 DIAS

Nos tercos médio dos alvéolos de ratos Wistar, foi notada presenca de
trabéculas O6sseas discretamente mais organizadas, ocupando regularmente o
espaco avaliado (Fig. 5B). O tecido conjuntivo, sem diferenciacdo éssea,

apresentou moderado namero de fibroblastos.

Em alvéolos de SHR, foi evidenciada a presenca de trabéculas ésseas,
geralmente pouco organizadas (Fig. 5E) preenchendo o espaco avaliado (ter¢co
médio). O tecido conjuntivo, sem diferenciacdo O0ssea, apresentou moderado

numero de fibroblastos.

Os dados mostraram que, pela analise histologica, neste periodo ja é
possivel verificar pequenas diferencas na disposicdo das trabéculas désseas

(pouco organizadas) presentes no terco médio de alvéolos de SHR.

O grupo Wistar tratado com Losartan apresentou trabeculado 6sseo mais
organizado e maduro com a presenca de ostedcitos aprisionados em seu

interior (Fig 5H).

O tratamento com Losartan ao grupo SHR mostrou um padrao de
formacdo de tecido dsseo imaturo, com trabéculas delgadas e pouco

organizadas (Fig. 5L).
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28 DIAS

Em Wistar, o alvéolo dental encontra-se totalmente preenchido por

trabéculas 6sseas bem diferenciadas (Fig. 5C), espessas e organizadas.

No tergco médio alveolar de SHR, foi observada a presenca de trabéculas
Osseas espessas e bem regulares (Fig. 5E). Em alguns pontos, no entanto,
areas com tecido conjuntivo sem diferenciagcdo Ossea podiam ainda ser

observadas.

A persisténcia do tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea em éareas
do terco médio de alvéolos de SHR é sugestiva de atraso no reparo alveolar

nesses animais em relagao aos ratos Wistar.

O tratamento com Losartan no grupo Wistar mostrou um tecido 6sseo
organizado, com trabeculado 60sseo maduro. Presenca de ostedcitos

aprisionados no tecido 6sseo reparacional (Fig. 51).

O tratamento com Losartan no grupo SHR mostrou um tecido 6sseo com
maior grau de maturidade que o grupo SHR, no entanto, as trabéculas 0sseas
ainda se mostraram delgadas em comparacéo aos grupos de ratos Wistar (Fig.

5M). Presenca de ostedcitos aprisionados no interior do tecido 6sseo.
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ANALISE HISTOMORFOMETRICA

PERCENTUAL DE TECIDO OSSEO NEOFORMADO

Para avaliarmos se as possiveis diferencas qualitativas detectadas pelas
andlises histolégicas poderiam ser quantitativamente medidas, procedemos a
andlise histomorfométrica do terco médio alveolar dos referidos grupos.
Inicialmente, relacionamos o porcentual ésseo com os periodos propostos e

comparamos estes valores entre 0s grupos de animais.

Na comparacdo multipla entre os grupos expressa pelo teste nao
paramétrico de Kruskal Wallis observou-se significancia estatistica em todos os
grupos e periodos avaliados (p<0,05). Quando analisado o percentual 6sseo no
terco médio de alvéolos de ratos Wistar foi observado um aumento gradual
desse percentual nos periodos de 7, 14 e 28 dias. Ocorreu aumento
progressivo na formacdo Ossea até o 28° dia pos-operatorio, sendo
estatisticamente significante (p<0,05) nesse periodo em relacédo a 7 e 14 dias.
Paralelamente, o percentual 6sseo em SHR também expressou aumento
progressivo no 7°, 14° e 28°, sendo significante nesse ultimo ((p<0,05), segundo
teste de Mann Whitney. Quando comparados os valores obtidos entre os
grupos Wistar e SHR, foi observado um reduzido percentual 6sseo em SHR ao
7°, 14°, 28° dias (Tab.l; Fig.6). Os valores reduzidos de porcentual 6sseo
estariam correlacionados com menores areas de tecido 6sseo formado, uma
vez que foi observado no 28° dia, areas com tecido conjuntivo sem

diferenciacdo 0ssea em alveolos de ratos SHR.
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Tabela 1. Percentual de tecido 6sseo neoformado no terco médio de alvéolos
dentais de ratos Wistar e SHR nos periodos de 7, 14 e 28 dias pos-cirirgia.
(N=5).

% TECIDO OSSEO

DIAS WISTAR SHR

7 10,13 5,85

14 31,16 20,53
28 49,34 35,66

60 -

50 -

40 +

30 A H Wistar

M SHR

20 -

10 A

0 T T )

7 dias 14 dias 28 dias

Figura 6. Percentual de tecido 6sseo do terco médio do alvéolo dental de
Wistar e SHR nos 3 periodos avaliados. As barras representam
média dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada
periodo analisado. A comparacdo entre o0s grupos foi
estatisticamente significante (p < 0,05), assim como no periodo de

28 dias em relagéo aos demais (p=0,016).
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Quando analisado o percentual ésseo no terco médio de alvéolos de
ratos Wistar tratado com losartan foi observado um aumento gradual deste
percentual aos 14° e 28° dias quando comparado com o 7° dia pds-cirargico.
Ainda, foram observados maiores percentuais de tecido 6sseo neoformado
quando comparado aos grupos Wistar e SHR (p<0,05 em todos os periodos de

ambos 0s grupos).

O percentual 6sseo em SHR tratado também expressou aumento gradual
no 14° e 28° dia quando comparado ao 7° dia pés-cirirgico e nos trés periodos
avaliados pbde-se observar maior neoformacdo 6ssea quando comparado a

SHR e Wistar (p<0,05 em ambos).

Quando comparados os valores obtidos entre os grupos Wistar e SHR
tratados com Losartan, foi observado um menor percentual 6sseo em Wistar

aos 14°, 28° dias (Tab.2; Fig.7), porém sem significancia estatistica (p>0,05).

Tabela 2. Percentual de tecido 6sseo no terco médio de alvéolos dentais de
ratos Wistar tratado e SHR tratado com losartan nos periodos de 7, 14 e 28 dias

pos-cirdrgia. N=5.

% TECIDO OSSEO

DIAS WISTAR TRATADO SHR TRATADO
7 21,22 21,16
14 45,88 51,00
o8 61,81 69,10
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Figura 7. Percentual de tecido 6sseo do terco médio do alvéolo dental de Wistar
e SHR tratados com losartan. As barras representam média dos
valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada periodo
analisado. A comparacao entre os grupos nos referidos periodos
nao foi estatisticamente significante (p > 0,05).

Tabela 3. Percentual de tecido ésseo neoformado no terco médio de alvéolos
dentais de todos os grupos avaliados (W, SHR, WT e SHRT) em todos os
periodos propostos (7, 14 e 28 dias pés-cirurgia). N=5.

% Tecido 6sseo

Wistar SHR Wistar SHR

tratado Tratado
7 dias 10,13 5,84 21,22 21,16
14 dias 31,16 20,53 45,88 51,00
28 dias 49,34 35,66 61,81 69,10
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Figura 8. Percentual comparativo de tecido 6sseo do terco médio do alvéolo

dental de Wistar, Wistar tratado, SHR e SHR tratado. As barras
representam média dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos
para cada periodo analisado. A comparacdo multipla de amostras
independente foi significante (p < 0,05). Na comparacédo entre as
amostras (Mann Whitney) nos diferentes periodos foi notado indice
de significancia (p<0,05) em Wistar e SHR 28 dias; Wistar e Wistar
tratado em 7 e 14 dias; Wistar e SHR, SHR e Wistar e SHR e SHR
tratado em todos os periodos (7°, 14° e 28°). Wistar tratado
comparado a SHR tratado ndo foi estatisticamente significante
(p>0,05).

ESPESSURA DO TRABECULADO OSSEO
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Quando analisado o trabeculado 6sseo em ratos Wistar foi observado
aumento gradual da espessura das trabéculas 6sseas ao longo dos periodos
analisados, sendo constatado aumento significativo no 28° dia quando
comparado ao 7° dia pos-operatorio, observando também este aumento ao 28°
dia pos-cirargico quando comparado ao 14° dia pos-cirurgico (Tab.4; Fig.9). Os
dados demonstram que a espessura das trabéculas dsseas aumenta
progressivamente com a evolugcdo do processo de reparo alveolar em ratos
Wistar, com significAncia estatistica no periodo de 7 dias comparado a SHR

(p<0,05).

Em SHR, foi observado aumento gradual do trabeculado &sseo
semelhante ao grupo Wistar. Foi observado também esse aumento nos 28° dia
pés-operatério quando comparado ao 14° dia pds-cirargico. Sugere-se

progresso no aumento da espessura das trabéculas até o 28° dia pds-cirurgico.

Quando comparados os valores das espessuras do trabeculado 6sseo
formado nos alvéolos de ambos os grupos, foi observado que as trabéculas em
alvéolos de SHR ao 7° dia eram menores do que em alvéolos de ratos Wistar
(p<0,05) (Tab.4; Fig.9), tornando-se semelhantes em espessura no 14 ° dia e,

aos 28 dias notou-se tendéncia a maior espessura no grupo SHR.

Tabela 4. Espessura (4) do trabeculado 6sseo no terco médio de alvéolos
dentais pés-extracdo em ratos Wistar e SHR nos periodos de 7, 14 e 28 dias

pos-cirurgia. (N=5).
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ESPESSURA DO TRABECULADO OSSEO

DIAS WISTAR SHR
7 41,30 29,09
14 65,42 56,60
28 72,34 75,22
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M Wistar

M SHR
30 -

20 -

10 ~
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Figura 9. Espessura (1) do trabeculado 6sseo do terco médio do alvéolo dental
pos-extracdo de ratos Wistar e SHR nos periodos de 7, 14 e 28 dias. As barras
representam média dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada
periodo analisado. A comparacdo entre os grupos nos referidos periodos foi
estatisticamente significante (p > 0,05) somente no periodo de 7 dias (Teste de
Mann Whitney). N=5.

Em relag&o ao trabeculado 6sseo em ratos Wistar tratados com Losartan
foi observado aumento da espessura das trabéculas ésseas ao longo dos

periodos analisados, sendo constatado aumento significativo no 28° dia quando
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comparado ao 7° e 14 ° periodo (Tab.5; Fig.10). Estes dados demonstram que a
espessura das trabéculas désseas aumenta progressivamente com a evolucao
do processo de reparo alveolar em ratos Wistar tratados com Losartan. Em
SHR, foram observados resultados semelhantes com aumento marcante da

espessura de trabéculas no 28° dia.

Quando comparados os valores das espessuras do trabeculado 6sseo
formado nos alvéolos de ambos os grupos, foi observado que as espessuras
das trabéculas em alvéolos de SHR ao 7° e 14° dias pos-cirdrgicos eram
menores do que em alvéolos de ratos Wistar tratados (Tab.5; Fig.10) sugerindo
0sso imaturo. Contudo, no 28° dia a espessura do trabeculado do grupo
hipertenso tratado foi maior do que Wistar tratado, sendo essa diferenca

estatisticamente significante (p<0,05).

Tabela 5. Espessura (1) do trabeculado 6sseo no terco médio de alvéolos
dentais em ratos Wistar e SHR tratados com losartan nos periodos de 7, 14 e
28 dias poés-cirurgia. N=5.

ESPESSURA DO TRABECULADO OSSEO

DIAS WISTAR TRATADO SHR TRATADO
7 39,44 33,92
14 64,76 63,12
o8 110,84 140,16
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Figura 10. Espessura (1) do trabeculado 6sseo do terco médio do alvéolo

dental de ratos Wistar e SHR tratados com Losartan. A comparacao

entre 0os grupos nos referidos periodos mostrou significancia

estatistica (p < 0,05) no periodo de 28 dias (Teste de Mann

Whitney).

Tabela 6. Espessura (1) do trabeculado 6sseo de alvéolos dentais de ratos em

todos os grupos avaliados (W, SHR, WT e SHRT) em todos os periodos
propostos (7, 14 e 28 dias). N=5.

Espessura do Trabeculado

Wistar SHR Wistar SHR
tratado Tratado
7 Dias 41,30 29,10 39,44 33,92
14 Dias 65,42 56,60 64,76 63,12
28 Dias 72,34 75,22 110,84 140,16
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Figura 11. Espessura (1) do Trabeculado ésseo em terco médio do alvéolo

dental de ratos Wistar, Wistar tratado, SHR e SHR tratado. As barras
representam média dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos
para cada periodo analisado. A comparacdo multipla de amostras
independentes demonstrou diferenca estatistica na espessura do
trabeculado em 7 dias (Wistar e SHR) e 28 dias (todas as demais
comparacdes entre as amostras nos referidos periodos
[estatisticamente significante (p > 0,05) pelo Teste de Mann
Whitney)]. N=5

ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Avaliacdo da expressdo das proteinas OPG, RANKL, TRAP e

PECAM

69



A imunomarcacao foi analisada por um Unico observador, previamente
calibrado, a partir da atribuicdo de scores de 0 a 3 (score 0: sem marcacéo, 1:
marcacgao fraca/difusa, 2: marcacdo moderada e 3: marcacéo intensa). Foram
realizadas reac¢des imunoistoquimicas utilizando anticorpos contra as proteinas
OPG, RANKL, TRAP e PECAM, analisadas durante o processo de reparo
alveolar aos 7°, 14° e 28° dias poés-cirdrgicos. As andlises foram realizadas em

areas do terco médio do alvéolo.

As imunomarcacbes para osteoprotegerina (OPG), bem como para
RANKL foram observadas em osteoblastos e na matriz extracelular do tecido
0sseo em formacdo. A OPG mostrou-se com marcacgfes intensas durante o0s
trés periodos avaliados no grupo Wistar Losartan. O grupo Wistar apresentou
marcacao leve aos 7 dias, porém moderada aos 14 e 28 dias pos exodontia. No
grupo de ratos hipertensos (SHR), foi observada imunomarcacao intensa aos
14 dias pés exodontia, no entanto, aos 28 dias a imunomarcacdo manteve-se
moderada. No grupo SHR tratado com losartan, as imunomarcacfes para

osteoprotegerina mantiveram-se leves durante os trés periodos experimentais.

A RANKL mostrou imunomarcacédo intensa aos 14 e 28 dias no grupo
Wistar tratado com Losartan. No grupo Wistar, a presenca de RANKL foi
evidenciada de maneira moderada. Bem como aos 14 e 28 dias do grupo SHR
tratado com Losartan. Vale destacar que no grupo SHR, a imunomarcacao para
RANKL mostrou-se leve aos 7 dias, moderada aos 14 dias e manteve-se

intensa aos 28 dias.

A PECAM, proteina que marca moléculas de adesédo das células

endoteliais, mostrou imunomarcagao positiva nos vasos em neoformacéo. No
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grupo Wistar, aos 7 e 14 dias manteve-se leve e moderada aos 28 dias. A
hipertensdo no grupo SHR mostrou que a presenca de novos vagos estava
reduzida durante a reparacédo aos 7 e 14 dias e manteve-se moderada aos 28
dias apds a exodontia. O tratamento com Losartan nos ratos Wistar mostrou um
aumento na formacdo de novos vasos sanguineos que apresentou um escore
moderado aos 7 dias e se manteve intenso aos 14 e 28 dias. No grupo de ratos
hipertensos e tratados com Losartan, a neoformacéo de vasos manteve-se leve

aos 7 e 14 dias e mostrou-se moderada aos 28 dias.

A TRAP mostrou marcacgéo positiva para osteoclastos, caracterizando o

processo de reabsorcao do tecido 6sseo.

No grupo Wistar, foi possivel observar a presenca moderada de
osteoclastos aos 7 e 14 dias, porém leve aos 28 dias. No grupo SHR, a
imunomarcacdo para TRAP, caracterizando a presenca de osteoclastos
mostrou-se moderada aos 7 dias, intensa aos 14 dias e novamente moderada
aos 28 dias. O tratamento com Losartan nos ratos Wistar e nos ratos SHR

manteve a presenca moderada para osteoclastos positivos para a TRAP.
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Figura 12. OPG (osteoprotegerina) correspondente a 7 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar
tratado (losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacbes nas setas vermelhas.
(Objetiva 16x).
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Figura 13. OPG (osteoprotegerina) correspondente a 14 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar
tratado (losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcagbes nas setas vermelhas.
(Objetiva 16x).
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Figura 14. OPG (osteoprotegerina) correspondente a 28 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar
tratado (losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacfes nas setas vermelhas.
(Objetiva 16x)
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Figura 15. Imunomarcacdes de OPG. Escore O (fraco/ausente), escore 1 (leve),
escore 2 (moderado), escore 3 (intenso) em todos o0s grupos e periodos
avaliados. (N=5).
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Figura 16. RANKL correspondente a 7 dias. A. Wistar; B. SHR; C.Wistar tratado (losartan);
D. SHR tratado (losartan). Imunomarcag6es nas setas azuis. (Objetiva 16x).
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Figura 17. RANKL correspondente a 14 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado
(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacdes nas setas azuis. (Objetiva 16x).

77



7! : —>
—_—> —
N —
—_—>
e
—_—> e
—_—>
—_ >
—_—>
—_—>

Figura 18. Imunomarcagdo de RANKL correspondente a 28 dias. A. Wistar; B. SHR; C.
Wistar tratado (losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacdes nas setas azuis.
(Objetiva 16x).
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Figura 19. Imunomarca¢cdes de RANKL. Escore O (fraco/ausente), escore 1
(leve), escore 2 (moderado), escore 3 (intenso) em todos os grupos e periodos

avaliados. (N=5).
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Figura 20. PECAM correspondente a 7 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado
(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacdes nas setas verdes. (Objetiva 16x).
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Figura 21. PECAM correspondente a 14 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado
(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacdes nas setas verdes. (Objetiva 16x).
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Figura 22. PECAM correspondente a 28 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado
(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacoes nas setas verdes. (Objetiva 16x).
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Figura 23. Imunomarcacdes de PECAM. Escore 0 (fraco/ausente), escore 1
(leve), escore 2 (moderado), escore 3 (intenso) em todos 0s grupos e periodos
avaliados. (N=5).
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Figura 24. TRAP correspondente a 7 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado
(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacdes nas setas pretas. (Objetiva 16x).
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Figura 25. TRAP correspondente a 14 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado
(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacdes nas setas pretas. (Objetiva 16x).
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Figura 26. TRAP correspondente a 28 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado
(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcacdes nas setas pretas. (Objetiva 16x).
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Figura 27. Imunomarcacdes de TRAP. Escore 0O (fraco/ausente), escore 1 (leve),
escore 2 (moderado), escore 3 (intenso) em todos 0s grupos e periodos

avaliados. (N=5).
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Discussdo



DISCUSSAO

A hipertensdo arterial essencial humana € uma condicdo clinica de
etiologia multifatorial, com altos indices de complicacdes, como doencas
cardiovasculares e renais, que tornam essa entidade um dos maiores
problemas de saude publica mundial (IZAWA et al. 1985, WRIGHT &
DEMOSS, 2000; GOTOH et al. 2005; KEARNEY et al., 2005; VESTERGAARD
et al. 2009). Estudos tem sugerido que o estado hipertensivo causa aumento
da mobilizacdo de célcio do osso, aumentando a excrecdo de calcio dos rins,
ativando secundariamente o horménio da paratireoide (PTH) e alterando a
atividade e diferenciacdo de células O6sseas mediadas por angiotensina Il
(NAKAGAMI & MORISHITA, 2009). Entretanto, os mecanismos fisiologico,
celular e molecular envolvidos na hipertensdo e que podem afetar o

metabolismo ésseo ndo tem sido claramente elucidados (BASTOS et al., 2010)

O osso alveolar é essencial para o sucesso de reabilitagbes orais
implantossuportadas em pacientes edéntulos. Assim, o reconhecimento de
condicdes sistémicas que possam afetar o osso alveolar é importante para

identificar grupos com alto risco de pobre qualidade e quantidade éssea.

Assim, o presente estudo objetivou avaliar o impacto da HAS sobre o
processo de reparo alveolar pds-extracdo dental em animais SHR. E o modelo
experimental que mais se aproxima geneticamente da HAS essencial em
humanos no que diz respeito as manifestagces hemodindmicas (TRIPPODO &
FROHLICH, 1981). E importante enfatizar que os dados referentes aos valores

da PAS dos ratos SHR (igual ou superior a 150 mmHg) foram tomados e
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tabulados a fim de confirmar o quadro clinico hipertensivo, confirmando o

resultado de estudos prévios (HATTON et al. 1997) (Fig. 4).

Alguns autores (HATTON et al. 1997) identificaram a Ang | e Il como
potentes estimuladores da atividade osteclastica, concluindo que o sistema
renina-angiotensina desempenha importante papel na reabsorcdo &ssea.
Nesse contexto, sabe-se que a angiotensina 1l (Ang Il), peptideo ativo na
regulacdo da hipertensdo, pode controlar o crescimento de células Osseas
isoladamente ou em combinacdo com outros fatores de regulacdo, através do
estimulo dos receptores AT1, aumentando a sintese de DNA nas culturas de
osteoblastos (HIRUMA et al. 1997). Segundo Lamparter et al. (1998) a Ang Il
estimula a sintese de DNA, proliferacdo celular e sintese de colageno nas

células precursoras de osteoblastos.

As drogas inibidoras dos receptores AT1 da angiotensina Il (losartan)
ocupam lugar de destaque pela capacidade de protecdo dos oOrgaos-alvo e
baixa incidéncia de eventos adversos (SEE, 2001). Assim, também foi proposto
como objetivo desse trabalho avaliar o efeito do losartan sobre o reparo
alveolar em SHR. A dosagem de 30 mg/kg/dia de losartan adotada nesse
estudo corrobora com Kaneko et al. (1996), que observaram repercussdes
positivas no sistema cardiovascular como a diminui¢do da pressao sanguinea e
regressdo da hipertrofia cardiaca e vascular. Doses menores de até 10
mg/kg/dia podem ser empregadas desde que por tempo prolongado ou outras
vias de administragdo, como a subcutédnea (SOLTIS, 1993; SOLTIS et al.

1993), a fim de propiciar beneficios semelhantes.

90



Na andlise do processo de reparo alveolar (terco médio) os resultados
demonstraram que ha uma importante diferenca na formacéo éssea observada
ao final do processo de reparo alveolar em SHR, quando comparado aos ratos

Wistar, em especial quando do uso de terapéutica com droga anti-hipertensiva.

Sabe-se que a Ang Il é um potente supressor da diferenciacdo de
células osteoblasticas (HAGIWARA et al. 1998). Tal afirmacédo corrobora com o
presente estudo onde se pdde observar maior formacdo 6ssea nos animais
normotensos (Wistar), quando comparados as amostras SHR (Tab.1 Fig.6).
Pode ser sugerido ainda, atraso no processo de reparo em SHR nos periodos
iniciais (7 e 14 dias), o que corrobora com estudos prévios (CARVALHO et al.,
1983), onde foi detectado tecido 6sseo imaturo formado entre 9 e 21 dias poés-

operatorio e alvéolos de ratos hipertensos renais (1 rim-1clip).

Nos grupos Wistar e SHR tratados com losartan foram observados maior
percentual de neoformacdo Ossea quando comparados aos grupos nao
tratados, sendo que SHR tratado apresentou tendéncia de aumento em relacao
a Wistar tratado, porém se significancia estatistica. Tais resultados sugerem
gue o losartan, inibidor da AT1 de Ang Il interfere no metabolismo ésseo, o que
contraria estudos prévios (NISHIYA & SUGIMOTO, 2001; BROULIK, 2001).
Entretanto, L MA et al. (2010) relata que a perda 6ssea induzida em SHR
ovarectomizadas foi claramente diminuida com o uso de telmisartan, um

medicamento BRA II.

Na analise histométrica do trabeculado 0sseo, constatou-se maior
espessura das trabéculas em Wistar comparado a SHR nos periodos de 7

(estatisticamente significante, onde p<0,05) e 14 dias. Aos 28 dias as

91



espessuras se equivaleram, com ligeira tendéncia a maiores valores nos
animais SHR (P>0,05). Nos grupos tratados com losartan (Wistar e SHR),
observou-se aumento da espessura do trabeculado, principalmente no 28° dia
(p>0,05). Tais resultados reafirmam os de Gealh (2010), que observou em
modelo experimental com SHR, maior formacao 6ssea em enxertos nos grupos
tratados com losartan. Como advogado por alguns autores (HATTON et al.
1997; SHIMIZU et al. 2008), acredita-se que houve uma diminuicdo da
diferenciac@o osteoclastica mediada pela acéo do losartan nos receptores AT1
inibindo a Ang Il. Entretanto ndo se pode descartar estudos prévios (HIRUMA
et al. 1997; LAMPARTER et al. 1998) que afirmam que a angiotensina Il (Ang
II) estimula a proliferacdo de células osteoprogenitoras, a atividade
osteoblastica e formacdo Ossea e, ainda, outros autores (NISHIYA &
SUGIMOTO 2001; BROULIK et al. 2001; LI et al. 2009) que advogam que 0
losartan ndo interfere no metabolismo 6sseo. Tais controvérsias reafirmam a

complexidade do tema e suscitam futuros estudos.

A avaliacdo comparativa do metabolismo 6sseo no processo de reparo
alveolar de ratos Wistar versus SHR foi realizado por meio da expressédo de
proteinas OPG e RANKL. Os animais espontaneamente hipertensos
apresentam maior concentracdo de Ang Il com consequente aumento da
osteoclasia. Os dados do presente estudo permitem afirmar que o grupo SHR
apresentou relevante expressao de RANKL o que vem a confirmar tal hipotese.
Contudo, no grupo Wistar tratado (losartan) também foi evidenciado
imunomarcacao intensa de RANKL nos periodos de 14 e 28 dias (Figs. 16-19).
Entretanto, esse apresentou expressdo intensa de OPG nos trés periodos, 0

que denota o turn over 6sseo mais acelerado nos grupos estudados. O grupo
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SHR losartan, em contrapartida, apresentou o0 turn over mais lento com
marcacOes leves de OPG e RANKL com ligeira tendéncia para atividade

osteoclastica (RANKL). (Figs. 12-15 e Figs. 16-19).

A partir de tais resultados pode-se sugerir que as drogas inibidoras de
AT1 de Ang Il interferem de algum modo no metabolismo 6sseo. Conforme
estudos prévios de Shimizu et al. (2008), foi observado que a Ang Il induz a
expressdo de RANKL em osteoblastos e aumenta o numero de células TRAP+
levando a ativacéo de osteoclastos. Corroborando com tal estudo, observou-se
marcacao intensa de TRAP para o grupo de turn over 0sseo intenso, o SHR,

seguido dos grupos Wistar e SHR tratados com losartan (Figs. 24-27).

A hipertensdo, maior fator de risco para doencas cardiovasculares, é
caracterizada por uma disfuncdo endotelial e alterado controle do crescimento
de células vasculares (TEA et al., 1999). Estudos tém demonstrado que a HAS
prejudica a neovascularizacdo pds-isquémica em cardiopatas, em parte devido
a diminuicdo de células progenitoras com potencial préangiogénico (YOU et al.
2008), como a VEGF (EMANUELI et al. 2001). No presente trabalho observou-
se semelhanca na imunomarcacdo de PECAM nos grupos nao tratados.
Entretanto os grupos Wistar losartan e SHR losartan apresentaram escores

moderados a intensos (Figs. 20-23), principalmente o grupo Wistar tratado.

O restabelecimento da densidade capilar nos musculos esqueléticos de
animais SHR pode ser obtido com o tratamento antihipertensivo,
especificamente com losartan e enalapril (RIZZONI et al. 2008). O losartan,
bloqueador do sistema renina-angiotensina, parecem ser capazes em prevenir

ou regredir a rarefacdo microvascular no coracdo e ceérebro de ratos
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(MUNZENMAIER & GREENE 2006). Pode ser sugerido neste estudo que a
vasodilatacado propiciada pelo agente anti-hipertensivo nos grupos tratados
acarretou escores mais intensos do marcador vascular. You et al. (2008),
demonstraram que o uso de agentes anti-hipertensivos combinados (IECA e
diuréticos) proporcionaram aumento do numero de células progenitoras
circulantes, restabelecendo o potencial angiogénico diminuido em animais

SHR.

De acordo com estudos de Riveiro et al. 2002; Niida et al. 2005; Potenza
et al. 2006; Munzenmaier & Greene 2006; Rizzoni et al. 2008; You et al. 2008,
0 emprego de medicamentos anti-hipertensivos em modelos de HAS acarretou
restabelecimento nos padrées de angiogénese. Adicionalmente, foi possivel
observar nesse estudo que nos animais normotensos o uso do losartan
aumentou as imunomarcacbes de PECAM, provavelmente relacionada a

vasodilatacdo periférica propiciada pela droga (Figs. 20-22).

Devido a complexidade do metabolismo 6sseo e a gama de mediadores
envolvidos a fim de manter a homeostase mineral, muitas pesquisas serao
necessarias para a compreensdo dos fenébmenos envolvidos na dinamica

O0ssea. Em especial quando alteracfes sistémicas estiverem associadas.
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Conclusao



CONCLUSAO

O referido estudo permite concluir que:

(1) Ocorreu atraso na cronologia do processo de reparo alveolar em SHR

guando comparado a Wistar.

(2) O losartan influenciou o processo de reparo em animais SHR e Wistar
acarretando maior neoformacdo 0ssea nos grupos tratados, assim como maior

espessura do trabeculado.

(3) As proteinas OPG, RANKL, TRAP e PECAM relacionam-se com as
alteracbes encontradas na dinamica Ossea reparacional, tendo suas

expressodes alteradas pelo farmaco losartan.

(4) O sistema renina-angiotensina-aldosterona interfere no metabolismo 6sseo
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* case reports - no more than 2000 words, 10 references and 2 figures
* book reviews

* letters to the editor - please see detailed guidelines provided at the end of the
main guide for authors

* JAOMS announcements
* general announcements.

Please note: Case reports will be considered for publication only if they add new
information to the existing body of knowledge or present new points of view on
known diseases.

All authors must have contributed to the paper, not necessarily the patient
treatment. Technical notes and case reports are limited to a maximum of 4
authors, in exceptional circumstances, 5.

Criteria for Publication
Papers that will be considered for publication should be: « focused

. based on a sound hypothesis and an adequate investigation method
analysing a statistically relevant series, leading to relevant results that back the
conclusion

. well written in simple, scientific English grammar and style

. presented with a clear message and containing new information that is
relevant for the readership of the journal

Note the comment above relating to case reports.

Following peer-review, authors are required to resubmit their revised paper
within 3 months; in exceptional circumstances, this timeline may be extended at
the editor's discretion.

Presentation of Manuscripts
General points

Papers should be submitted in journal style. Failure to do so will result in the
paper being immediately returned to the author and may lead to significant
delays in publication. Spelling may follow British or American usage, but not a

114
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. references
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. name and address of the department or institution to which the work
should be attributed

. name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the
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. sources of support in the form of grants
. key words.
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supplied for use in the running heads.

Abstract
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Please ensure that the text of your paper conforms to the following structure:
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion. There is no separate
Conclusion section. There should be no mention of the institution where the
work was carried out, especially in the Materials and Methods section.

Introduction
. Present first the nature and scope of the problem investigated
. Review briefly the pertinent literature

State the rationale for the study
. Explain the purpose in writing the paper

. State the method of investigation and the reasons for the choice of a
particular method

. Should be written in the present tense

Materials and Methods

. Give the full details, limit references + Should be written in the past
tense ° Include exact technical specifications, quantities and generic
names Limit the number of subheadings, and use the same in the results
section ° Mention statistical method Do not include results in this
section

Results

. Do not describe methods

. Present results in the past tense

. Present representations rather than endlessly repetitive data

. Use tables where appropriate, and do not repeat information in the text
Discussion

. Discuss - do not recapitulate results « Point out exceptions and lack of
correlations. Do not try to cover up or 'fudge' data+ Show how results
agree/contrast with previous work ¢ Discuss the implications of your findings
. State your conclusions very clearly

Headings: Headings enhance readability but should be appropriate to the
nature of the paper. They should be kept to a minimum and may be removed by
the Editors. Normally only two categories of headings should be used: major

116



ones should be typed in capital letters; minor ones should be typed in lower
case (with an initial capital letter) at the left hand margin.

Quantitative analysis: If any statistical methods are used, the text should state
the test or other analytical method applied, basic descriptive statistics, critical
value obtained, degrees of freedom, and significance level, e.g. (ANOVA,
F=2.34; df=3,46; P<0.001). If a computer data analysis was involved, the
software package should be mentioned. Descriptive statistics may be presented
in the form of a table, or included in the text.

Abbreviations, symbols, and nomenclature: Only standardized terms, which
have been generally accepted, should be used. Unfamiliar abbreviations must
be defined when first used. For further details concerning abbreviations, see
Baron DN, ed. Units, symbols, and abbreviations. A guide for biological and
medical editors and authors, London, Royal Society of Medicine, 1988
(available from The Royal Society of Medicine Services, 1 Wimpole Street,
London W1M 8AE, UK).

The minus sign should be -.

If a special designation for teeth is used, a note should explain the symbols.
Scientific names of organisms should be binomials, the generic name only with
a capital, and should be italicised in the typescript. Microorganisms should be
named according to the latest edition of the Manual of Clinical Microbiology,
American Society of Microbiology.

Drugs: use only generic (non-proprietary) names in the text. Suppliers of drugs
used may be named in the Acknowledgments section. Do not use 'he’, 'his' etc
where the sex of the person is unknown; say 'the patient' etc. Avoid inelegant
alternatives such as ‘'he/she'. Patients should not be automatically designated
as 'she’, and doctors as 'he'.

References

The journal's reference style has changed. References should be numbered
consecutively throughout the article, beginning with 1 for the first-cited
reference. References should be listed at the end of the paper in the order in
which they appear in the text (not listed alphabetically by author and numbered
as previously).

The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the
text should be numbered with superscript numerals inside punctuation: for
example "Kenneth and Cohenl4 showed..."; "each technigue has advantages
and disadvantages5-13." Citations in the text to papers with more than two
authors should give the name of the first author followed by "et al."; for example:
"Wang et al37 identified..."
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All references cited in the text must be included in the list of references at the
end of the paper. Each reference listed must include the names of all authors.
Please see section "Article Types" for guidance on the maximum number of
reference for each type of article.

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus (see
www.nim.nih.gov.uk) . When citing papers from monographs and books, give
the author, title of chapter, editor of book, title of book, publisher, place and year
of publication, first and last page numbers. Internet pages and online resources
may be included within the text and should state as a minimum the author(s),
title and full URL. The date of access should be supplied and all URLs should
be checked again at proof stage.

Examples:

Journal article: Halsband ER, Hirshberg YA, Berg LI. Ketamine hydrochloride in
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When citing a paper which has a Digital Object Identifier (DOI), use the
following style: Toschka H, Feifel H. Aesthetic and functional results of
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Tables

Tables should be used only to clarify important points. Double documentation in
the form of tables and figures is not acceptable. Tables should be numbered
consecutively with Arabic numerals. They should be double spaced on separate
pages and contain only horizontal rules. Do not submit tables as photographs. A
short descriptive title should appear above each table, with any footnotes
suitably identified below. Care must be taken to ensure that all units are
included. Ensure that each table is cited in the text.

Figures

All illustrations (e.g. graphs, drawings or photographs) are considered to be
figures, and should be numbered in sequence with Arabic numerals. Each
figure should have a caption, typed double-spaced on a separate page and
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mm (8 x 10 in). The size of the lettering should be appropriate, taking into
account the necessary size reduction.
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and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer
outlining the terms and conditions of use. Additional paper offprints can be
ordered by the authors. An order form with prices will be sent to the
corresponding author.

Accepted Articles

For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of
when an article's status has changed, visit:
http://authors.elsevier.com/TrackPaper.html There are also detailed artwork
guidelines, copyright information, frequently asked questions and more. Contact
details for questions arising after acceptance of an article, especially those
related to proofs, are provided after registration of an article for publication.

Instructions for Letters to the Editor

The 1JOMS welcomes Letters to the Editor. To facilitate submission of the
highest quality of Letters to the Editor, the following guidelines should be
followed:

1. Letters are meant to be focus pieces and, therefore, are limited to no
more than 600 words, 6 references and a maximum of 2 figures. One reference
should include a reference to the IJOMS article being addressed.

2. It is recommended that you limit your letter to one or two important and
critical points to which you wish to provide a clear and precise discussion
regarding the previously published article.

3. One should support all assertion by peer review literature which should
be a primary research or large clinical studies rather than a case report.

4. Please include any financial disclosures at the end of the letter. This
would include the potential conflicts of interest not just related to the specific

120



content of your letter but also the content of the IJOMS article and other related
areas.
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