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Tobias KRC. Imunomarcacgédo para TRAP em tecido de reparacdo 6ssea de Ratos
Espontaneamente Hipertensos (SHR) tratados com Atenolol [tese]. Aracgatuba:
UNESP- Universidade Estadual Paulista; 2017.

RESUMO

Introducdo: A hipertenséo arterial tem sido um dos maiores problemas de saude no
mundo, com grandes alteracbes para as doencas cardiovasculares e renais. O
tecido 6sseo tem funcdo importante no suporte, protecdo e locomocao e esta sob o
controle de fatores sistémicos como hormonios e fatores locais, entre eles os fatores
de crescimento e citocinas. A Fosfatase Acida Tartarato Resistente (TRAP) é uma
enzima que faz parte da familia das fosfatases acidas e apresenta localizacéo
intracelular; mais especificamente dentro do compartimento lisossomal de
osteoclasto, macrofagos e células dendriticas, tem sido utilizada como um marcador
histoquimico da atividade osteoclastica. Objetivos: Avaliar a expressdo da proteina
TRAP em alvéolos dentarios de ratos hipertensos (SHR) e normotensos tratados ou
nao com atenolol. Métodos: Neste estudo foram utilizados 4 grupos de ratos sendo:
1) W (wistar sem tratamento), 2) WT (wistar tratado com atenolol), 3) S (SHR sem
tratamento) e 4) ST (SHR tratado com atenolol), submetidos a exodontia do incisivo
superior direito, com eutanasia no 7°, 14°, 21 e 28° dia pés-operatorio. A andlise dos
mecanismos bioldgicos envolvidos no processo de reparo alveolar foi obtida pela
analise da expresséo de proteinas TRAP por meio da técnica de imunoistoquimica.
Os resultados foram analisados pela média e erro padrao da média e aplicado o
teste paramétrico ANOVA, com pos-test de Tukey para avaliar os periodos dentro de
cada grupo e entre os grupos, sendo consideradas as diferencas significativas
quando p<0,05. Resultados: Os resultados mostraram que a marcacdo TRAP
aumenta em alvéolo dentais de ratos Wistar durante todos os periodos pés —
operatorios. A marcacdo TRAP aumenta apenas ao 14° nos dias de reparacio
alveolar em alvéolo dental de SHR néao tratados. O atenolol ndo altera o processo de
reparo alveolar em ratos Wistar, porém o atenolol promoveu a reducdo da marcagao
de TRAP em SHR ao 14° dia. Concluséo: A hipertensdo aumenta a expressao da
proteina TRAP no 14° dia pds-cirlrgico de reparacio alveolar e o atenolol promove
reducdo da marcacdo aumentada de TRAP ao 14° dia pds-cirurgico em alvéolos de
SHR.



Palavras-chave: Hipertensdo. Ratos Endogamicos SHR. Atenolol. Cirurgia bucal.
Imuno-histoquimica. TRAP.



TOBIAS, KRC. Immunostaining for TRAP in bone healing tissue of Spontaneously
Hypertensive Rats (SHR) treated with Atenolol [thesis]. Aracatuba: UNESP- Sao
Paulo State University; 2017.

ABSTRACT

Introduction: Arterial hypertension has been one of the world’s biggest health
problems, with considerable alterations for cardiovascular and renal diseases. The
bone tissue has an important role in support, protection and locomotion and is
controlled by systemic factors like hormones and local factors, such as growth factors
and cytokines. The Tartrate-resistant Acid Phosphatase (TRAP) is an enzyme that
belongs to the Acid Phosphatases family and has an intracellular location, more
specifically inside the lysosomal compartment of osteoclasts, macrophages and
dendritic cells. It has been used as a histochemical marker of the osteoclast activity.
Objectives: Evaluate TRAP protein’s expression in the dental alveoli of
normotensive and hypertensive rats (SHR) treated or not treated with Atenolol.
Methods: In this study, four groups of rats were used: 1) W (with no treatment), 2)
WT (wistar treated with Atenolol), 3) S (SHR without treatment) and 4) ST (SHR
treated with Atenolol), all of which underwent exodontia of the upper right incisor with
euthanasia on the 7™, 14™, 215 and 28" day after the operation. The analysis of the
biological mechanisms involved in the process of alveolar repair was obtained by the
expression of TRAP proteins in the alveolar process through an
immunohistochemistry technique. The results were analyzed through the average
and its standard error. The parametric test ANOVA was applied with Tukey’s post-
test were applied to evaluate the periods within each group and between the groups,
considering the significant differences when p< 0,05. Results: The results
demonstrated that TRAP staining increases in the dental alveoli of Wistar rats during
all the post-surgical periods. TRAP staining increases only on the 14™ day of alveolar
recovery in the dental alveoli of non-treated SHR. Atenolol does not change the
process of alveolar repair in Wistar rats, but Atenolol promoted the reduction of TRAP
staining among SHR on the 14" day. Conclusion: Hypertension increases the
expression of TRAP proteins on the 14™ alveolar recovery postsurgical day and
Atenolol promotes the reduction of the increased TRAP staining on the 14"

postsurgical day in SHR’s alveoli.



Key words: Hypertension. Inbred SHR rats. Atenolol. Oral surgery. Alveolar repair.
Immunohistochemistry. TRAP.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo € uma das desordens mais prevalentes em todo o mundo e é
caracterizada por pressdo sanguinea muito elevada nas artérias (GUYTON,2006). A
pressdo arterial pode ser considerada normal quando a pressao maxima (sistolica)
for igual ou inferior a 130 mmHg e, a pressdo minima (diastolica) for igual ou inferior
a 85 mmHg. Portanto, o estado hipertensivo pode ser caracterizado quando o valor
da presséo sistolica for igual ou superior a 140 mmHg, e o da diastélica for igual ou
superior a 90 mmHg (BAKRIS et al., 2008; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2016).

Doencas cardiovasculares (DCV) sao causadas por alteracbes patoldgicas
no coracdo e vasos sanguineos, abrangendo uma variedade de doencas dentre
elas: a doenca arterial coronaria, cerebrovascular, hipertensdo arterial, doenca
arterial periférica, entre outras (GRADIZ, 2007). O nivel de pressdo arterial de
qualquer individuo é determinado pela interagdo de multiplos fatores genéticos,
ambientais e demograficos. Estes mecanismos constituem alteracdes dos processos
de regulacdo fisiologica normal da pressdo arterial (COTRAN et al. 2008;
TORTORA, 2007). Existem determinados fatores de risco que estdo associados a
hipertensdo, como por exemplo, a alimentagdo rica em sal, o sedentarismo e a
sindrome metabdlica (obesidade, dislipidemia e diabetes). E possivel distinguir duas
formas de hipertensdo: a hipertensdo primaria ou essencial, cuja causa €
desconhecida (cerca de 90 a 95% dos casos), e a hipertensdo secundaria, na qual é
possivel identificar uma patologia responsavel (cerca de 5 a 10% dos casos)
(TORTORA, 2007).

Em 1963, Okamoto e Aoki introduziram um novo modelo experimental de
hipertensdo, sem que nenhum recurso fisiologico, farmacoldgico ou cirargico fosse
necessario. Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foram desenvolvidos pelo
cruzamento entre ratos de uma mesma ninhada, de uma linhagem de ratos Wistar
da cidade de Kyoto, que apresentavam alteracdo de presséao arterial, resultando em
quase 100% de descendentes hipertensos (OKAMOTO e Aoki., 1963). Desde entéo,
0 SHR é reconhecido como um modelo experimental de hipertensdo essencial e

pode ser comparado a hipertensao essencial humana (FAZAN et al., 2006).
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A semelhancga entre a hipertensdo humana e a observada em SHR, inclui: a)
a predisposicao genética para hipertensdo sem etiologia especifica, b) o aumento da
resisténcia periférica total sem expansao de volume e, c) igual resposta a tratamento
com drogas (TRIPPODO; FROHLICH, 1981; UNDENFREIND; SPECTOR, 1972).
Por apresentar um relativo curto periodo de vida, ser pequeno, ter relativamente
baixo custo, e ser de facil manutengcdo em biotério, os SHR sédo utilizados para
estudo da historia natural, determinantes genéticos e alteracdes fisiopatoldgicas da
doenca hipertensiva. SHR sdo considerados animais osteopénicos, uma vez que
apresentam alta taxa de remodelacédo do esqueleto, com predominio da reabsor¢céo

0ssea sobre o processo de neoformacéo 6ssea (FAZAN et al., 2006).

O tecido 6sseo tem papel importante no suporte, na protecao, na locomocéo
e esta sob o controle de fatores sistémicos, como os horménios e de fatores locais,
como os fatores de crescimento e citocinas (ANDIA et al., 2006). Portanto, os
sistemas imune e esquelético encontram-se intimamente relacionados; a esta area
interdisciplinar de estudo nomeou-se de osteoimunologia (KATCHBURIAN; ARANA,
2004). A homeostase do sistema esquelético esta na dependéncia de remodelacéo
Ossea equilibrada, ou seja, da dindmica balanceada entre a atividade dos
osteoblastos - células de formacdo - e a atividade de osteoclastos - células de
reabsorcdo 0ssea (TAKAYANAGI, 2005). Esse balanco € firmemente controlado por
alguns sistemas regulatérios, como o sistema imune. Se esse balanco inclina-se a
favor dos osteoclastos, ocorrera reabsorcdo patoldégica como nas periodontites,

artrites reumatoides e doencas osteoporéticas (TAKAYANAGI, 2005).

O reparo tecidual consiste na capacidade que o0 organismo possui de reparar
danos decorrentes de agentes toxicos ou processos inflamatorios (MUNDY, 1991;
NOBRE et al., 2008). O tecido 0sseo tem capacidade para reparacdo em resposta a
uma lesdo ou tratamento cirdrgico, esse processo envolve uma complexa integragéo

de células, fatores de crescimento e matriz extracelular.

O reparo 6sseo € um processo regenerativo complexo que inclui: a interacao
de uma série de eventos bioldgicos, expressdo de genes e a acdo de um grande
namero de células e proteinas que determinardo a restauracdo da integridade do
tecido (COTRAN et al., 2008; TORTORA, 2007). Relatos de Leibbrandt e Penninger
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(2008) tém levado a uma melhor compreensdo dos mecanismos e proteinas
envolvidas na reparacdo 0ssea. Sabe-se que esse processo € controlado por um
sistema composto por trés proteinas: RANK (receptor do ativador do fator nuclear
kappa beta), seu ligante RANKL (ligante do receptor do ativador do fator nuclear
kappa beta) e o competidor natural OPG (osteoprotegerina) (FERNANDES et al.,
2014). As interacdes existentes entre essas proteinas em células precursoras de
osteoclastos atuam como principais mecanismos moleculares, pelos quais é
desencadeado o processo de reabsorcdo 6ssea. Desencadeiam séries de cascatas
de sinaliza¢Oes intracelulares que resultam na ativacao de fator nuclear kappa beta
(NF-kB) (WADA et al.,, 2006). O NF-kB €& um fator de transcricdo pleiotropico que
promove a expressdao de varios genes responsaveis pela diferenciacdo de preé-
osteoclastos em osteoclastos e, também, na ativacdo de osteclastos maduros que,
por sua vez, sintetizam varios mediadores; entre eles, a fosfatase &cida tartarato
resistente (TRAP) (SOYSA; ALLES, 2009). Estudos realizados por Hayman (2008)
mostraram que TRAP tem funcdo fundamental no processo de sintese e
processamento de colageno tipo | um dos principais componentes da matriz 6ssea,

sendo utilizada como um marcador histoquimico da atividade osteoclastica.

Os antagonistas dos receptores beta-adrenérgicos formam uma importante
categoria de drogas. Foram descobertos em 1958, 10 anos depois de Ahlquist
(1948) ter postulado a existéncia das subclasses alfa e beta de receptores
adrenérgicos (BRISTOW et al.,1986). O propranolol, a droga mais utilizada dessa
classe, exerce efeito bloqueador igual sobre os receptores beta 1 e beta 2
(BRISTOW et al.,1986). As vantagens clinicas potenciais de drogas com algumas
atividades agonistas parciais e com seletividade pelos receptores beta 1,
estimularam o desenvolvimento do practolol (seletivo para receptores beta 1 e
agonista parcial muito fraco) todavia, seu uso clinico foi abandonado em virtude de
sua toxicidade. O bloqueio dos receptores alfa pré-sinapticos e sobre a liberacéo de
noradrenalina também pode contribuir para o efeito anti-hipertensivo (FAZAN et al.,
2006; MEDEIROS et al., 2013; NETO et al., 2006; RANG; DALE, 1993).

O processo de reparo alveolar é denominado como um conjunto de reagdes
teciduais ocorridas no interior do alvéolo apdés a extracdo dental. TRAP é uma

enzima que faz parte da familia das fosfatases acidas e apresenta localizacéao
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intracelular; mais especificamente dentro do compartimento lisossomal de
osteoclasto, macréfagos e células dendriticas. A enzima possui importante
participacdo em processos biolégicos que incluem o desenvolvimento do esqueleto,
porque apresenta efeito negativo sobre a atividade de osteoblastos e é essencial
para atividade de reabsorcdo desempenhada pelos osteoclastos. Assim, TRAP
apresenta funcdo fundamental no processo de sintese e processamento de
colageno tipo I, componente participante da matriz 6ssea. Essa enzima também tem
efeito na mineralizacdo do tecido 6sseo por degradar osteopontina e, devido a todas
essas atividades sobre o tecido 6sseo, a TRAP tem sido utilizada como marcador
histoquimico da atividade osteoclastica (HABERMANN et al., 2007). TRAP também
€ reconhecida como uma molécula de ocorréncia generalizada com fun¢des tanto no
esqueleto, como no sistema imunitario (BASTOS et al., 2013; ELIAS et al., 2006;
FERNANDES et al., 2014; HAYMAN, 2008; LIMA et al., 2008).
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi determinar a expressao de TRAP, por analise
imunoistoquimica, em alvéolos dentais de ratos normotensos e SHR quando

submetidos ou nao ao tratamento com atenolol.



MATERIAL E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos desenvolvidos foram previamente aprovados pelo comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da FOA, Campus de Aracatuba, UNESP,
de acordo com o protocolo no 2008-001397 (Anexo A).

3.1 Animais

Foram utilizados 24 ratos SHR e Wistar (controle) pesando entre 180 e
230g, de 2 e 3 meses, de uma cepa mantida no Biotério do Departamento de
Ciéncias Basicas da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (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
pressao arterial sistlica maior ou igual a 150 mmHg e ratos normotensos Wistar
com pressdo arterial sistolica em torno de 112 mmHg foram utilizados nos
experimentos (MANRIQUE, 2010).

3.2 Medida de pressao arterial (PA)

O registro da pressao arterial sistdlica (PAS) foi realizado pelo método
indireto de pletismografia de cauda, com a utilizacdo de pletismografo adaptado para
medidas em ratos. A PAS foi aferida nos periodos pré-operatério e pds-operatdrio

em dias determinados nos diferentes grupos experimentais.
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3.3 Grupos experimentais

Os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais: 1) W (wistar sem
tratamento), 2) WT (wistar tratado com atenolol), 3) S (SHR sem tratamento) e 4) ST
(SHR T tratado com atenolol). Para cada grupo, foram avaliados seis (6) animais em

4 diferentes tempos apos a exodontia: 7, 14, 21, 28 dias.

3.4 Tratamento

Ratos Wistar e SHR foram tratados com o anti-hipertensivo atenolol na dose
de 100mg/kg/dia por via oral. O tratamento foi iniciado sete (7) dias antes de ser
realizada a exodontia e foi mantido apds a cirurgia até os periodos determinados
para o sacrificio (7, 14, 21, 28 dias). O atenolol foi diluido em volume de agua pré-
determinado (50 a 60ml de agua/dia) a ser ingerido durante 24 horas (um dia) pelo
rato. Os ratos W e SHR (ndo tratados) receberam o mesmo volume de agua sem a

adicao de atenolol.

3.5 Cirurgia e Eutanasia

Os animais foram anestesiados com administracdo intramuscular da
associacdo de 50mg/kg cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal
Ltda., Campinas S&o Paulo, Brasil) e 10mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser —
Laboratério Calier do Brasil Ltda. — Osasco, Sao Paulo, Brasil) e submetidos a
cirurgia para exodontia do dente incisivo superior direito seguindo a técnica
padronizada por Okamoto e Russo (1973). As bordas das feridas cirargicas foram
suturadas com fio cirargico estéril e absorvivel Vycril 5-0 (poliglactina 910) Ethicon®.
As etapas da cirurgia foram apresentadas em sequéncia de imagens na figura 1.
Todos os animais receberam 0,2 mL de Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte

(1,79/3mL Fort DODGE®) administrado por via intramuscular.
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Figura 1 - Sequéncia das etapas da exodontia: A- anti-sepsia, B- posicionamento do
instrumento, C -luxacdo, D e E- exodontia, F- ferida cirdrgica ja suturada (retirado de
Manrique, 2010).

Os ratos foram sacrificados em camara saturada com halotano nos
diferentes dias pos-cirtrgicos. 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 apo0s cortes com tesoura reta
tangenciando a face distal dos molares. As pecgas foram colocadas em solucdo de
formalina tamponada 10%, pH=7, por 24 horas (MANRIQUE, 2010).



24

3.6 Processamento histoldgico

Foram obtidas as pecas dos alvéolos apGs cortes, e apos estes periodos as
pecas foram lavadas em &agua corrente por 24 horas e entdo iniciou-se a

descalcificacdo seguindo técnica previamente padronizada.

Para a descalcificacdo das pecas foi utilizada solucdo de EDTA 4,13%
(Preparo da solucdo de EDTA: em um litro de tampao fosfato, pH 7,2, diluir os
solutos EDTA (41,3 g) e NaOH (4,4 g)). As pecas foram colocadas individualmente
em frascos plasticos com solucdo de EDTA e mantidos sob refrigeracdo em
geladeira a 4°C. A solugédo de EDTA foi trocada semanalmente durante todo o
periodo de descalcificacdo (aproximadamente sete semanas) até que fosse
identificada a descalcificacdo necesséria. Esta identificacdo foi feita por método
mecanico simples (penetracdo, sem resisténcia, de uma agulha anestésica
odontoldgica na peca anatdmica). Em seguida, as pecas descalcificadas passaram
pelo processo de diafanizacéo, 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 — 20
minutos; xilol (passo ) — 20 minutos, xilol (passo 1) — 20 minutos, e na sequéncia
foram incluidas em parafina. Os cortes foram feitos com uma espessura de 5um com

navalhas de aco 18 cm (Leica).

3.7 Andlise Imunoistoquimica

Para o processamento imunoistoquimico foi utilizado como anticorpo
primario para a 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 deteccao foi efetuado por imunoperoxidase e a 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada como cromdgeno

seguido pela contra-coloragdo nuclear com Hematoxilina de Harri's. Os
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procedimentos de controle foram feitos pela omissdo dos anticorpos primarios
(controle negativo).

Seccdes longitudinais de 5um das pecas anatbmicas foram colocadas em
laminas histologicas e desparafinizadas de acordo com protocolo padrdo. O bloqueio
da atividade da peroxidase endbdgena foi realizado com &gua oxigenada 3%
(Perhidrol 30% H202 - MERCK) por 45 minutos. As seccdes sofreram recuperacao
antigénica por tampao 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. Apés 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 StreptAvidina-biotina
(Strept ABComplex/HRP-Dako) por 45min.

A quantidade de células marcadas para TRAP foi contada a fim de se avaliar
possiveis alteracdes na expressdo desta proteina em todo alvéolo dental nos
diferentes periodos analisados. A andlise foi realizada em microscépio 6ptico

convencional por um anico observador, previamente calibrado.

3.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos pela média + erro padrdo da média (E.P.M) e
analisados pelo software Graph Pad 3.0. Foi aplicado o teste paramétrico ANOVA,
com pos-test de Tukey para avaliar as diferencas nos periodos dentro de cada grupo
e entre 0s grupos de ratos tratados e nao tratados, sendo consideradas as diferencas

significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

Os resultados foram apresentados como meédia + erro padrdo da média
(EPM), dos valores obtidos nos diferentes experimentos realizados. A andlise foi
realizada para avaliarmos possiveis diferencas em cortes de alvéolo de ratos Wistar

e SHR, e as altera¢cGes causadas nos tecidos pelo tratamento com atenolol.

4.1 A marcacao TRAP aumenta em alvéolo de ratos Wistar durante

0s periodos pos - operatorios

Ao analisarmos o numero de células marcadas para TRAP em cortes de
alvéolo de ratos Wistar, os resultados (Fig.2) mostraram que aos 14 dias houve
aumento significativo de imunomarcacado para TRAP em comparagcdo aos outros
periodos analisados. Foi observado também que aos 21 e 28 dias a marcacgao para
TRAP estava aumentada em comparacdo com a observada aos 7 dias. Aos 21 e 28

dias houve uma reducdo da marcacdo TRAP em relagédo ao 14 dias.

150 5

100+

50+

Numero de células
marcadas com

anticorpo para TRAP

W21 W28

Figura 2 — Andlise da imunomarcacdo para TRAP durante o processo de reparo
alveolar (7 a 28 dias) em alvéolos dentais de ratos Wistar (ndo-tratados). As barras
representam a média + EPM dos valores obtidos (n=6). *p<0.05 W 14 x outros grupos, *
p<0.05W 21 x W 7, Pp<0.05 W 28 x W 7.
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4.2 A marcacdo TRAP aumenta apenas ao 14°dia de reparacéo

alveolar em alvéolo dental de SHR sem tratamento

Quando analisamos o numero de células para TRAP em cortes de alvéolo de
SHR sem tratamento observamos que apenas ao 14° dia pds- operatorio houve

aumento do numero de células quando comparados aos 7 e 21 dias pos- operatorio
(Fig. 3).

150 +

100 +

_i

Numero de células
marcadas com

anticorpo para TRAP

SHRT SHR14 SHR21 SHR 28

Figura 3 — Andlise da imunomarcacdo para TRAP durante o processo de reparo
alveolar (7 a 28 dias) em alvéolos dentais de SHR. As barras representam a média +
EPM dos valores obtidos (n=6). *p<0.05 SHR14 x SHR 7 e SHR 21.

4.3 O atenolol ndo altera o processo de reparo alveolar em ratos
Wistar

Quando comparamos o namero de células marcadas para TRAP em cortes
de alvéolo de ratos Wistar controle e Wistar tratado com atenolol aos 7, 14, 21 e 28

dias pos-operatorios, foi observado que ratos Wistar Controle apresentam ao 14° dia
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pés-operatério maior imunomarcacdo quando comparamos aos O0utros grupos
analisados (Fig. 4). O tratamento com atenolol n&o alterou a imunomarcagao para

TRAP em alvéolo dentais de ratos Wistar nos diferentes dias do processo (Fig. 4).

150 -

100

Ln
2
]
m
n

Numero de celulas
marcadas com

anticorpo para TRAP

wWC WT WC WT WC WT WC WT
[ 14 21 28

Figura 4 — Andlise da imunomarcacdo para TRAP durante o processo de reparo
alveolar (7 a 28 dias) em ratos Wistar Controle (WC, sem tratamento) e Wistar Tratado
(WT). As barras representam a média + EPM dos valores obtidos (n=6). *p<0.05 WC 14
X outros grupos, “p<0.05 WT 21 x WC 28.

4.4 O atenolol promoveu a reducao da marcacdo de TRAP em SHR

ao 14°dia

Quando comparamos o humero de células para TRAP em cortes do alvéolo
de SHR-sem tratamento aos cortes de SHR tratados com atenolol observamos que o
tratamento com atenolol promoveu reducdo da marcacdo para TRAP ao 14° dia

(Fig.5).
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Figura 5 — Andlise da imunomarcacdo para TRAP durante o processo de reparo
alveolar (7 a 28 dias) em SHR Controle (SC) e SHR Tratado (ST). As barras
representam a média £+ EPM dos valores obtidos (n=6). *p<0.05 SC14 x outros grupos,
“p<0.05 ST14 x SC14.
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5 DISCUSSAO

Hipertensdo arterial (HA) € uma condicao clinica multifatorial caracterizada
por elevagao sustentada dos niveis pressoricos = 140 e/ou 90 mmHg (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016). Frequentemente, a hipertensédo se associa
a distarbios metabdlicos, alteracdes funcionais e/ou estruturais de oOrgaos-alvo,
sendo agravada pela presenca de outros fatores de risco (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016). Em nosso estudo foram analisados as
imunomarcacdes para TRAP em alvéolos dentais de ratos SHR e Wistar com e sem

tratamento com atenolol.

Estudo realizado por Manrique et al. (2012), mostrou ndo diferencas no
padrdo de expressao da OPG, RANKL e RANK nos diferentes periodos analisados
em alvéolos de Wistar. No entanto, apesar de nenhuma alteracdo para OPG ser
observada em alvéolos de SHR a marcacdo contra RANKL foi maior ao 28° dia em
relacdo ao 21°dia pds-operatério, e em comparacdo a marcacdo ao 28° dia em
alvéolos de ratos wistar. Associado ao aumento para RANKL, maior expressédo de
RANK foi observada em alvéolos de SHR aos 14° e 28° dias quando comparada aos
alvéolos de ratos Wistar. A diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos sao
coordenadas pela interacdo do receptor RANK como seu ligante RANKL, os quais

sdo conhecidos por induzir reabsorcéo 6ssea fisioldgica e patoldgica.

Em nosso estudo, quando comparamos 0 numero de células com
imunomarcacao para TRAP de SHR sem tratamento, observamos um aumento na
expressdo da proteina aos 14° dias pos-cirdrgico, quando comparamos com 0S
outros grupos analisados (p<0,05), no entanto ao analisarmos SHR com tratamento,
observamos que o atenolol promoveu uma reducdo de TRAP apenas no 14 ° dia

pos-cirdrgico.

No estudo de Aitken et al. (2009) o tratamento com atenolol aumentou a
imunomarcacdo de RANKL aos 21° e 42° dias, sem alterar a marcacdo desta
proteina ao 28° dia em SHR. MarcacGes moderadas e intensas de RANKL foram
observadas do 21° dia até o final do processo de reparo alveolar em SHR tratados
com atenolol, o que ndo era observado em alvéolos de SHR néo-tratados. O estudo

realizado por Sato et al. (2010) mostrou haver maior concentracdo plasmatica de
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TRAP (marcador de osteoclastos) e intensa marcacdo de TRAP na superficie do
osso trabecular de vertebras lombares em SHR.

Luvizuto et al. (2011) investigaram a expressdo de OPG, RANKL e TRAP
durante o processo de cicatrizacdo alveolar (7, 14, 21, 28 e 42 dias pés-operatérios) em
ratas wistar ovariectomizadas tratadas com raloxifeno (OVX/RLX), para imunomarcacéo
para TRAP. Aos 7 dias pés-operatdrios a imunomarcacao para TRAP ndo diferiu entre os
grupos para a proteina TRAP, mas resultados diferentes foram encontrados em ratas wistar
ovariectomizadas sem tratamento com raloxifeno onde observou-se uma maior expressao
da proteina TRAP e RANKL. Aos 14 dias p06s-operatério uma discreta imunomarcacao para
TRAP foi observada para os grupos sham e OVX / RLX. Os resultados deste estudo
sugerem que o tratamento com raloxifeno pode compensar as altera¢des induzidas

pela ovariectomia, reduzindo o niumero de pré-osteoclastos e osteoclastos maduros.

Em nosso estudo o nimero de células marcadas para TRAP em cortes de
alvéolos de ratos Wistar mostraram que aos 14° dias houve aumento significativo de
imunomarcacao para TRAP, ja quando analisamos marcacdo TRAP em cortes de
alvéolos dentais de SHR (sem tratamento) TRAP estd aumentado apenas aos 14°
dia de reparacao. Ao analisarmos o efeito do atenolol em cortes de alvéolos de ratos
normotensos e Wistar tratados, percebemos que o atenolol ndo altera o processo de
reparo alveolar, no entanto o atenolol promoveu a reducédo da marcacao de TRAP
em SHR aos 14 dias.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que:

» TRAP teve maior expressao no 142 dia, ap0s a extracdo dentaria em tecido
0sseo de ratos SHR e Wistar.

» Atenolol ndo alterou a expressdo de TRAP no grupo Wistar, porém reduziu a
expressao no 142 dia de reparo 6sseo em ratos SHR.
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