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PITOL-PALIN, L. “Avaliagcao do processo de reparo alveolar em ratos portadores
de diabetes tipo 2, induzido por dieta hiperlipidica e baixa dose de
estreptozotocina. Anadlise morfométrica, imunoistoquimica e por microscopia de
birrefringéncia” 2018. 83 p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado) —
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RESUMO

O diabetes tipo | interfere no metabolismo 6sseo atrasando o reparo dsseo alveolar,
porém pouco se sabe da influéncia do tipo Il da doenga no processo reparacional
alveolar pdés exodontia. Objetivo: Analisar a dinamica do reparo 6sseo alveolar em
ratos diabéticos tipo Il através das analises imunoistoquimica, por birréfringéncia, de
microtomografia computadorizada e por microscopia confocal. Foram utilizados 50
ratos (n=25 por grupo), divididos em dois grupos: Controle (CO) e Diabéticos tipo Il
(DBT-2). Os animais do grupo DBT-2 tiveram o diabetes induzido por dieta
hiperlipidica e aplicagdo unica de Estreptozotocina (35mg/kg). Apdés a comprovagao
do diabetes tipo Il, os animais foram submetidos a cirurgia de exodontia e
eutanasiados aos 3, 7, 14 e 42 dias respectivamente. Para a analise
imunoistoquimica, foram utilizados anticorpos contra TNFa, TGF(, IL6 (resposta
inflamatoria aos 3 e 7 dias) TRAP, OC, WNT (reparo 6sseo aos 14 e 42 dias). Para a
analise de birrefringéncia, os cortes corados com Picrosirius-red, foram analisados
para avaliar a organizacao e quantidade das fibras colagenas aos 14 e 42 dias apoés
a exodontia. Para andlise de Micro-CT (42 dias) os parametros avaliados foram
BV/TV, Po.Tot, Tb.Th, Tb.N e Tb.Sp. Para a analise de microscopia confocal, os
parametros utilizados foram de dinamica do tecido 6sseo e superficie de
mineralizagdo ativa. Os dados quantitativos foram submetidos a uma analise
estatistica e foi adotado nivel de significancia de 5%. Resultados: Na analise
imunoistoquimica, aos 3 dias, o grupo CO apresentou uma marcagao leve para IL-6,
TNFa e TGFB enquanto aos 7 dias, apresentou marcacgao leve para IL-6, € moderado
para TNFa e TGFB. No grupo DBT-2, aos 3 dias as marcacdes para IL-6, TNFa e
TGFB foram moderadas enquanto aos 7 dias, houve marcacao intensa para IL-6 e
TGFB e moderada para TNFa. Aos 14 dias, o grupo CO apresentou marcagao
moderada para OC, Wnt e TRAP e, aos 42 dias, moderada para OC e Wnt e leve para
TRAP. O grupo DBT-2, aos 14 dias, apresentou marcagdo moderada para OC, Wnt e
TRAP e, aos 42 dias, marcacgao leve para OC e Wnt e moderada para TRAP. Na



analise por birrefringéncia, menores valores numéricos foram observados no grupo
DBT-2 aos 42 dias (p < 0,05). A analise de Micro-CT apresentou diferenga
estatisticamente significante para os parametros BV/TV, Po.Tot, Tb.Sp e Tb.Th, com
p < 0,05. A dinamica do tecido Osseo apresentou diferenca estatisticamente
significante entre: CO (calceina) X CO (alizarina), CO (calceina) X DBT-2 (calceina) e
CO (alizarina) X DBT-2 (alizarina), com p < 0,05. Conclusao: As analises mostraram
que os animais com diabetes tipo 2 tem um processo de reparo alveolar prejudicado,
apresentando quantidade e qualidade Ossea alveolar inferiores ao dos animais do

grupo CO.

Palavras Chave: Diabetes Mellitus; Dieta Hiperlipidica; Estreptozotocina;

Alveolo Dental; Densidade Ossea; Ratos






PITOL-PALIN, L. "Alveolar repair process evaluation in rats with type 2 diabetes,
induced by high-fat diet and low dose of Streptozotocin. Morphometric,
Immunohistochemistry and birefringence microscopy analysis" 2018. 83 p. End
of course paper (Bachelor degree) — Dental School, Sdo Paulo State University,

Aragatuba, 2018.
ABSTRACT

Type | diabetes interferes with bone metabolism, delaying alveolar bone repair, but
little is known about the influence of type |l disease in the alveolar repair process after
the dental extraction. Objective: To analyze the dynamics of alveolar bone repair in
type Il diabetic rats by immunohistochemical, birefringence, microtomographic and
confocal microscopy analysis. Fifty rats (n = 25 per group) were used, divided into two
groups: Control (CO) and Diabetic type Il (DBT-2). The animals in the DBT-2 group
had diabetes induced by caffeteria diet and a single application of streptozotocin
(35mg/kg). After the verification of type Il diabetes, the animals were submitted the
surgery of dental extraction and euthanasia after 3, 7, 14 and 42 days respectively. For
the immunohistochemical analysis, antibodies against TNFa, TGFf, IL6 (inflammatory
response at 3 and 7 days) and TRAP, OC, WNT (bone repair at 14 and 42 days) were
used. For the birefringence analysis, the sections stained with Picrosirius-red were
analyzed to evaluate the organization and quantity of the collagen fibers at 14 and 42
days after the dental extraction. For Micro-CT analysis (42 days) the parameters
evaluated were BV/TV, Po.Tot, Tb.Th, Tb.N and Tb.Sp. For confocal microscopy
analysis, the parameters used were bone tissue dynamics and active mineralization
surface. The quantitative data were submitted to a statistical analysis and a
significance level of 5% was adopted. Results: In the immunohistochemical analysis,
at 3 days, the CO group presented a light staining for IL-6, TNFa and TGF while at 7
days, presented light staining for IL-6, and moderate for TNFa and TGFf. In the DBT-
2 group, at 3 days the markers for IL-6, TNFa and TGF3 were moderate whereas at 7
days, there was intense staining for IL-6 and TGF and moderate for TNFa. At 14 days,
the CO group presented moderate staining for OC, Wnt and TRAP and, at 42 days,
moderate for OC and Wnt and light for TRAP. The DBT-2 group, at 14 days, presented
moderate staining for OC, Wnt and TRAP and, at 42 days, light staining for OC and
Wnt and moderate for TRAP. In the birefringence analysis, lower numerical values

were observed in the DBT-2 group at 42 days (p <0.05). Micro-CT presented a



statistically significant difference for the parameters BV/TV, Po.Tot, Tb.Sp and Tb.Th,
with p <0.05. The dynamics of bone tissue presented a statistically significant
difference between: CO (calcein) X CO (alizarin), CO (calcein) X DBT-2 (calcein) and
CO (alizarin) X DBT-2 (alizarin), with p <0.05. Conclusion: The analyzes showed that
animals with type 2 diabetes have a poor alveolar repair process, presenting lower

alveolar bone quantity and quality than the animals in the CO group.

Keywords: Diabetes Mellitus; Diet, High-Fat; Streptozotocin; Tooth Socket;

Bone Density; Rats
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Aplicagao de estreptozotocina via endovenosa (veia peniana).

Cirurgia de exodontia do incisivo superior direito.

Em A: incisivos superiores direito e esquerdo do rato; em B:
antissepsia do campo operatério; em C: sindesmotomia e
luxagao do incisivo superior direito; em D: luxacdo com férceps
adaptado (Okamoto e Russo, 1973); em E: remogao do incisivo
superior direito com forceps adaptado; em F: incisivo superior

direito removido.

Analise de birrefringéncia do tecido d&sseo alveolar.
Imagens representativas dos alvéolos dos grupos CO e DBT-2
aos 14 e 42 dias apds exodontia. Em vermelho esta corado
colageno maduro, enquanto em verde colageno imaturo.

Contra-coloragao: Picrossirius red. Aumento original de 25x.

Imagens das maxilas obtidas pela microtomografia
computadorizada.

Em A: Imagem representativa do grupo CO obtidas pela
reconstru¢cdo durante a microtomografia computadorizada; Em
B: Imagem representativa do grupo DBT-2 obtidas pela

reconstru¢ao durante a microtomografia computadorizada.

Alvéolos grupos CO e DBT-2 obtidas pela microscopia confocal.
Imagens representativas dos alvéolos dos grupos CO e DBT-2
aos 42 dias apos exodontia. Em verde calceina precipitada na
matriz éssea, enquanto em vermelho alizarina também
precipitada. Contra-coloragcdao: Calceina e Vermelho de
Alizarina. Aumento original de 10x. FONTE: elaborado pelo

autor.
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Figura 6-

Figura 7-

Figura 8-

Imunomarcagéao da proteina IL-6 no tecido 6sseo alveolar aos 3
e 7 dias apds a exodontia.

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina IL-6 para os
grupos CO e DBT-2. Marcacéo leve aos 3 e 7 dias pés exodontia
no grupo CO. Marcacdo moderada aos 3 dias e intensa aos 7
dias apdés exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas
vermelhas — células imunomarcadas. Contra-coloracao:
Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de
100 pm.

Imunomarcagéo da proteina TNFa no tecido 6sseo alveolar aos
3 e 7 dias apds a exodontia.

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina TNFa para
os grupos CO e DBT-2. Marcacéo leve aos 3 e 7 dias pos
exodontia no grupo CO. Marcagdo moderada aos 3 dias e 7 dias
pos exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas vermelhas —
células imunomarcadas. Contra-coloracdo: Hematoxilina de
Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 100 uym.
Imunomarcagao da proteina TGF[3 no tecido ésseo alveolar aos
3 e 7 dias ap0s exodontia.

Fotomicrografias das imunomarcacgdes da proteina TGF( para
os grupos CO e DBT-2. Marcagao leve aos 3 e moderada aos 7
dias apos exodontia no grupo CO. Marcagdo moderada aos 3
dias e intensa aos 7 dias apds a exodontia no grupo DBT-2.
Simbolos: setas vermelhas — células imunomarcadas. Contra-
coloragéo: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de

escala de 100 ym.
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Figura 9-

Figura 10-

Figura 11 -

Imunomarcagéo da proteina Wnt no tecido 6sseo alveolar aos
14 e 42 dias apds exodontia.

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina Wnt para os
grupos CO e DBT-2 Marcagao moderada aos 14 e 42 dias apos
exodontia no grupo CO. Marcagdo moderada aos 14 dias e leve
aos 42 dias apos a exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas
vermelhas — células imunomarcadas. Contra-coloracao:
Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de
100 pm.

Imunomarcacgéo da proteina OC no tecido ésseo alveolar aos
14 e 42 dias ap6s exodontia.

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina Wnt para os
grupos CO e DBT-2 Marcagao moderada aos 14 e 42 dias apos
exodontia no grupo CO. Marcagdo moderada aos 14 dias e leve
aos 42 dias apos a exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas
vermelhas — células imunomarcadas. Contra-coloracao:
Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de
100 pm.

Imunomarcagéao da proteina TRAP no tecido 6sseo alveolar aos
14 e 42 dias apds exodontia.

Fotomicrografias das imunomarcagoes da proteina TRAP para
os grupos CO e DBT-2. Marcagdo moderada aos 14 dias e leve
aos 42 dias apds exodontia no grupo CO. Marcagao moderada
aos 14 e 42 dias apds a exodontia no grupo DBT-2. Simbolos:
setas vermelhas — células imunomarcadas. Contra-coloragéo:
Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de
100 um.
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Grupos experimentais.

Grupo CO e DBT-2 com 25 animais em cada grupo.

Escores das imunomarcagdes para as proteinas IL-6, TNFa e
TGFB nos grupos experimentais CO e DBT-2
++: marcagao leve; +++: marcagdo moderada; ++++: marcagao
intensa. Periodo de avaliagado: 3 e 7 dias apos a exodontia do

incisivo superior direito.

Escores das imunomarcacgbes para as proteinas Wnt, OC e
TRAP nos grupos experimentais CO e DBT-2
++: marcagao leve; +++: marcagdo moderada; ++++: marcagao
intensa. Periodo de avaliagao: 14 e 42 dias apds a exodontia

do incisivo superior direito.

indice glicémico dos animais dos grupos CO e DBT-2.
Médias de valores de indice glicémico obtidos nos grupos
experimentais. Periodo de avaliagao: 3, 7, 14 e 42 dias apds a

exodontia do incisivo superior direito.
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Resultados obtidos na analise por birrefringéncia no periodo de
14 dias apds a exodontia.

Area de colageno imaturo (verde): CO (1.120 um?) X DBT-2
(1.981 um2); Area de colageno maduro (vermelho): CO (25.625
pum?) X DBT-2 (29.228 pm?). Nao houve diferencga
estatisticamente significante entre os grupos de estudo (p >
0,05).

Resultados obtidos na analise por birrefringéncia no periodo de
42 dias apoés a exodontia.

Area de colageno imaturo (verde): CO (2.771 um?) X DBT-2
(1.795 ym3); Area de colageno maduro (vermelho): CO (33.197
pum?) X DBT-2 (26.717 pm?). Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos de estudo (p >
0,05).

Parametro de BV/ITV obtido pela Micro-CT.
Porcentagem de volume ésseo. Grupo CO (67,25%) X Grupo
DBT-2 (33,84%), com diferenga estatisticamente significante

(*) entre os grupos (p < 0,05).

Parametro de Tb.Th obtido pela Micro-CT.
Espessura do trabeculado. Grupo CO (0,1618 mm) X Grupo
DBT-2 (0,0909 mm), com diferenca estatisticamente

significante (*) entre os grupos (p < 0,05).

Parametro de Tb.N obtido pela Micro-CT.
Numero de trabéculas. Grupo CO (4,158/mm) X Grupo DBT-2
(3,728/mm), sem diferenga estatisticamente significante entre

os grupos (p > 0,05).

Parametro de Tbh.Sp obtido pela Micro-CT.
Espagamento entre as trabéculas. Grupo CO (0,1288 mm) X
Grupo DBT-2 (0,2484 mm), com diferenga estatisticamente

significante (*) entre os grupos (p < 0,05).
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Grafico 7-

Grafico 8-

Grafico 9-

Parametro de Po.Tot obtido pela Micro-CT.
Porosidade total. Grupo CO (32,75 mm?) X Grupo DBT-2
(66,16 mm?), com diferenga estatisticamente significante (*)

entre os grupos (p < 0,05).

Microscopia confocal - Dinamica do tecido 6sseo.

Dinadmica do tecido 6sseo. Grupo CO (calceina) (15.069 pm?)
X Grupo CO (alizarina) (27905 pm?), grupo CO (calceina)
(15.069 ym?) X DBT-2 (calceina) (34916 um?) e grupo CO
(alizarina) (27.905 ym?) X DBT-2 (alizarina) (20.478 um?) com
diferencga estatisticamente significante (*) entre os grupos (p <
0,05).

Microscopia confocal - Superficie de mineralizagéo ativa (MS).
Superficie de mineralizac&o ativa. Grupo CO (371,4 ym/mm?)
X Grupo DBT-2 (3184 4 pym/mm3?), sem diferenga

estatisticamente significante entre os grupos (p > 0,05).
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1. INTRODUGAO

O reparo alveolar representa um modelo para avaliagdo da dindamica do tecido
0sseo, no qual o organismo cria condigbes para producéo de tecido 6sseo com o
objetivo de preenchimento do alvéolo previamente ocupado pelo dente e finalizado
pela etapa de remodelagao do tecido 6sseo, onde observa-se o equilibrio entre as
atividades celulares responsaveis pelo processo de formacéo e reabsorcdo Ossea
[1,2].

Diversos pesquisadores apontam fatores locais e sistémicos que interferem
nas respostas teciduais e na reparac¢ao alveolar, sendo o diabetes uma patologia
significante para o processo [1]. A cavidade bucal sofre transtornos frente a
enfermidade gerando sinais e sintomas que promoverao atraso na proliferacao

celular [3,4] e no metabolismo do colageno [5,6].

O Diabetes é uma doenga crénica (classificada em Diabetes tipo |, Diabetes
tipo Il ou Diabetes Gestacional), que ocorre quando o pancreas nao € capaz de
produzir insulina em quantidade suficiente, ou quando o corpo nao pode usar a
insulina que produz de forma eficaz. Isto leva a uma concentragdo aumentada de
glicose no sangue (hiperglicemia). A “World Health Organization” publicou dados
alarmantes sobre o numero de diabéticos ao redor do mundo, onde o numero de
pessoas com a doenga passou de 108 milhdes em 1980 para 422 milhdes em 2014
e, em 2012, cerca de 1,5 milhao de mortes foram diretamente causadas por diabetes

e outras 2,2 milhdes de mortes foram atribuidas a alta glicemia [7].

Em vista disso, o presente trabalho teve como alvo o estudo do Diabetes tipo
II, sindrome de etiologia multipla e que acomete a maior parte dos pacientes
diabéticos (entre 90% e 95% dos pacientes), decorrente da falta de insulina e/ou da
incapacidade da mesma de exercer adequadamente seus efeitos, resultando na
resisténcia deste hormonio, seguida pela incapacidade das células B em compensar
tal resisténcia (disfungao das células 3 pancreéticas). Esta sindrome caracteriza-se
pela presengca de hiperglicemia crénica, frequentemente, acompanhada de

dislipidemia, hipertensao arterial e disfungéo endotelial [8].

Um dos principais fatores de risco para o diabetes € a obesidade e um estilo
de vida pouco saudavel (alimentos ricos em agucar, gordura e sédio em combinagao

com a falta de atividade fisica). Além disso, a obesidade aumenta o risco de
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desenvolver resisténcia a insulina pela desregulacdo da leptina e da adiponectina

9.

A resisténcia a insulina induzida pela obesidade esta geralmente ligada a
outros disturbios, como inflamagdes, esteatose hepatica e estresse oxidativo [9].
Habitos de vida sedentarios da populagdo, associado as condi¢cdes de estresse
exacerbado tornam essa condicdo muito frequente na populagdo mundial, como

mencionado anteriormente.

Oates e colaboradores em 2013, afirmaram que o diabetes mellitus interfere
no metabolismo 6sseo influenciando na perda de dentes e que essas perdas
dentarias poderiam influenciar diretamente no tipo de dieta e isso levar a uma

deficiéncia nutricional que por sua vez atrasaria o reparo 0sseo.

Destacamos que muitos estudos avaliam o processo de reparo 6sseo e
modelos experimentais desenvolvidos para o diabetes tipo |, com a utilizagcado de
aloxana [11] ou estreptozotocina [12, 13]. A utilizagdo de um modelo que mimetiza
a condicao de diabetes tipo Il, em fungdo da grande incidéncia desta condigcao
sistémica na populacao, foi o grande impulsionador para o desenvolvimento do
presente projeto em nosso laboratério, que tem como foto principal caracterizar o

processo de reparo do tecido 6sseo comprometido sistemicamente.

Vale destacar que com a popularizagdo dos implantes dentarios, o
entendimento das caracteristicas estruturais e a reversao das alteragdes
patofisioldgicas do osso, sdo de grande importédncia para se aumentar a
previsibilidade de sucesso no tratamento reabilitador que acontecera
posteriormente a realizagdo de exodontias. Neste sentido, questiona-se o quanto

esta condicio sistémica interfere sobre o metabolismo dsseo.
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2. OBJETIVO

Analisar a dinamica do reparo 0sseo alveolar em ratos diabéticos tipo Il
através das analises imunoistoquimica, por birréfringéncia, de microtomografia

computadorizada e por microscopia confocal.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Apds a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal o projeto
teve inicio em seu desenvolvimento. Foram utilizados um total de 50 ratos (Rattus
novergicus albinus, Wistar), provenientes do biotério central da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — UNESP, machos, adultos, com peso de

aproximadamente 300 gramas.

Estes animais foram divididos em dois grupos: Controle (CO), com 25 animais,
onde os animais nao eram diabéticos; e Diabéticos tipo Il (DBT-2), com 25 animais,
onde os animais foram induzidos a diabetes por uma dieta hiperlipidica associada a

aplicacao de estreptozotocina (STZ) pela veia peniana.

Tabela 1: Grupos experimentais

GRUPO CONTROLE (CO) GRUPO DIABETICO (DBT-2)

25 animais 25 animais

Dieta hiperlipidica (cafeteria) +
Dieta normal (NUVILAB, 1.4% Cae 0.8% P e aplicagado de Estreptozotocina
agua ad libitum) (STZ)

Grupo CO e DBT-2 com 25 animais em cada grupo. FONTE: elaborado pelo autor.

3.2. INDUGAO DO DIABETES TIPO II

Foi utilizado o modelo de estudo segundo Correia-Santos e colaboradores de
2012, onde apesar da existéncia da predisposicdo genética, sdo citados outros
fatores como o envelhecimento, a obesidade, a qualidade da dieta e o estilo de vida
sedentario como os principais fatores de risco envolvidos no desenvolvimento deste

tipo de diabetes.

Para a indugao do diabetes tipo I, primeiramente, foi realizada uma dieta de alta
densidade energética (hiperlipidica) de cafeteria (Gomez-Smith, et al. 2016 e Carillon

et al. 2013), pelo periodo inicial de trés semanas, e apds as trés semanas da dieta,
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os ratos receberam injecao pela veia peniana (i.v.) de STZ em baixa dosagem
(35mg/kg) dissolvida em veiculo (solugao de citrato de sédio 0,01M, pH = 4,5), de
acordo com Srinivasan et al em 2005. Os ratos que consumiram a dieta controle

receberam somente o veiculo pela veia peniana.

Figura 1: aplicagdo da STZ.

Aplicagao de estreptozotocina via endovenosa (veia peniana). FONTE: elaborado pelo autor.

O peso corporal e a glicose plasmatica foram analisados antes da
administracao da dieta hiperlipidica, ao final das trés semanas de administragao da
dieta (antes dainjecao da STZ) e depois de 7 dias da injecao, isto €, com 4 semanas

de administracido da dieta nos ratos.

A confirmacdo do diabetes foi feita seguindo os seguintes critérios:
concentragao de glicose plasmatica maxima maior que 288mg/dL, ou concentragédo
maior que 198mg/dL apds 120 minutos de administragao de solugao oral de glicose

(29 glicose/kg de massa corporal) [15].

Este modelo de estudo mostra que a combinagao de dieta hiperlipidica e baixa
dose de STZ por via endovenosa (veia peniana) é eficaz em gerar um modelo animal
que reproduz a histéria natural e as caracteristicas metabdlicas comuns da diabetes

tipo 2 em humanos [8].
3.3. CIRURGIA DE EXODONTIA

Apods a comprovagao do diabetes tipo Il, os animais foram anestesiados por

infiltracao intramuscular de Cloridrato de Xilazina e Cloridrato de Cetamina na
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dosagem indicada pelo fabricante, sera realizada a antissepsia do campo operatério
com polivinilpirrolidona iodada (Riodeine Industria Quimica e Farmacéutica Rio
Quimica, Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, Brasil) e em seguida, foi realizada a
exodontia do incisivo central superior direito, utilizando instrumental especialmente
adaptado para este fim (Okamoto; Russo, 1973). A mucosa gengival foi suturada
com fio de poliglactina 910 (Vicryl 4.0 — Jhonson&Jhonson, New Brunswick, NJ,
Estados Unidos).

Figura 2: Cirurgia de exodontia do incisivo superior direito.

Em A: incisivos superiores direito e esquerdo do rato; em B: antissepsia do campo operatério; em C:
sindesmotomia e luxagdo do incisivo superior direito; em D: luxagdo com foérceps adaptado
(Okamoto e Russo, 1973); em E: remogao do incisivo superior direito com forceps adaptado; em F:

incisivo superior direito removido. FONTE: elaborado pelo autor.

3.4. Injecao dos Fluorocromos (apenas para os animais

eutanasiados aos 42 dias apds a exodontia)

Passados 14 dias da cirurgia de exodontia do incisivo central, os animais
receberam uma injegao intramuscular do fluorocromo calceina (20 mg/kg). Apos
mais 20 dias, os mesmos animais receberam uma injecdo intramuscular do

fluorocromo vermelho de alizarina (20 mg/kg). [16,17]

3.5. Eutanasia
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Foi realizada a eutanasia de todos os animais dos grupos experimentais
através de sobredosagem anestésica de anestésico inalatério (Halotano, Tanohalo®,
Cistalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Nova ltapira, Itapira, SP), sendo
dez animais aos 3 dias (n=5 por grupo), dez animais aos 7 dias (n=5 por grupo), dez
animais aos 14 dias (n=5 por grupo) e vinte animais aos 42 dias (n=10 por grupo)
apds a exodontia, foram retiradas as hemi-maxilas direitas para a realizacdo das

analises dos alvéolos.
3.6. Processamentos Laboratoriais

Analise dos tecidos desmineralizados (procedimentos histotécnicos)

As pecas foram fixadas em formol e sofreram descalcificagdo em EDTA (10%)
e em seguida a desidratagdo utilizando uma sequéncia de alcoois. ApoOs estas
etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol para posterior inclusdo em parafina para
obtencao de corte com 5 ym de espessura e montados em laminas. As laminas foram
separadas para a coloragdo de picrosirius (picrosirius-red) e reagdes
imunoistoquimicas. Previamente a realizagdo das analises imunoistoquimicas, as
amostras foram codificadas de maneira que somente o orientador conhecera quais
grupos pertencem. Um unico examinador realizou as andlises € 0 mesmo

desconhecia o respectivo grupo da secgao.
3.6.1. Analise Imunoistoquimica

O processamento imunoistoquimico foi realizado no Laboratério para o Estudo
de Tecidos Mineralizados, do Departamento de Ciéncias Basicas, da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — UNESP (FAPESP, 2015/14688-0).

A atividade da peroxidase enddgena foi inibida com perdxido de hidrogénio. A
seqguir, as laminas passaram pela etapa de recuperagdo antigénica com tampao
fosfato citrato (ph 6.0). Os anticorpos primarios utilizados foram contra TNFa, TGFf
e IL6 com objetivo de observar as respostas inflamatdrias dos tecidos aos 3 e 7 dias;
WNT para analisar o processo de formagao 6ssea regulado pela via Wnt; TRAP com
0 objetivo de se analisar as respostas celulares quanto ao processo de reabsorcao
ossea; e OSTEOCALCINA (OC) (Santa Cruz Biotechnology), com o objetivo de se

analisar a formagao e mineralizagao ossea.
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Foram realizados experimentos de imunoistoquimica utilizando como método
dedeteccdo a imunoperoxidase. O anticorpo secundario utilizado foi o biotinilado
anti-cabra produzido em coelho (Pierce Biotechnology), o amplificador a
Streptavidina e Biotina (Dako) e a diaminobenzidina (Dako) como cromégeno. Ao
término da reagdao imunoistoquimica, foi realizada a contra-coloracdo com
hematoxilina de harris e a seguir foram montadas as laminulas para a realizagao a
analise no microscopio optico. (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland). Para cada
um dos anticorpos utilizados, foi realizada uma analise qualitativa ordinal, onde foram
atribuidos escores que representam a extensao da area de imunomarcacao positiva
pela diaminobenzidina, observada no campo avaliado. (Pedrosa e cols., 2009;

Manrique e cols., 2015).
3.6.2. Analise por Birrefringéncia

Os cortes corados com Picrosirius-red foram analisados em microscépio de
luz polarizada a fim de se avaliar a organizagcédo e quantidade de feixes de fibras
colagenas considerando-se a intensidade de birrefringéncia da matriz colagenosa.
A quantificacdo da intensidade do brilho de birrefringéncia foi realizada utilizando-
se o software KS 300/400 com AxioVision versao 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).
Inicialmente foram definidos os espectros de cor verde, amarela e vermelha (Figura
3), seguindo valores de RGB (red, green, blue), os quais foram padronizados para
todas as imagens. Para a quantificagdo, as imagens foram binarizadas para cada
espectro de cor e a quantidade em pixels de cada cor correspondente a cada
campo. Posteriormente, foram calculadas as médias dos valores em pixels e
submetidas a analise estatistica para calculo das médias e desvios-padrao de cada

grupo em cada periodo experimental.
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Figura 3: Fibras colagenas dos grupos CO e DBT-2 aos 14 e 42 dias apés

exodontia, pela coloragao de Picrosirius Red em microscépio de luz polarizada.

Imagens representativas dos alvéolos dos grupos CO e DBT-2 aos 14 e 42 dias apds exodontia. Em

vermelho esta corado colageno maduro, enquanto em verde colageno imaturo. Contra-coloragéo:

Picrossirius red. Aumento original de 25x. FONTE: elaborado pelo autor.

3.7. Analise dos Tecidos Mineralizados

3.7.1. Analise Microtomografica (Micro-Ct)

Ao término da etapa de fixagdo, as maxilas foram lavadas por 48 horas em
agua corrente e armazenadas em alcool 70%, a fim de serem submetidas a analise
por varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia digital
computadorizada (FOA/UNESP). As pecgas foram escaneadas pelo microtomografo
SkyScan (SkyScan 1176 BrukerMicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes
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de 9 ym de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e Aluminio e passo de
rotacdo de 0.3 mm. As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras
foram armazenadas e reconstituidas determinando a area de interesse pelo software
NRecon (SkyScan, 2011; Versdo 1.6.6.0). No software Data Viewer (SkyScan,
Versdao 1.4.4 64-bit) as imagens foram reconstruidas para adequagdo do
posicionamento padrdo para todas as amostras, podendo ser observada em trés
planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o software
CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 BrukerMicroCT Versao 1.12.4.0) foi
definida a area de interesse para avaliagc&o tridimensional. (ROI). O software CTAn
a3nalisa e mede a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershould). O
threshold utilizado na analise sera de 25-90 tons de cinza, que possibilita obter o

volume de osso formado nos alvéolos em reparagao. (Ramalho-Ferreira et al., 2015).

Vale destacar que as imagens obtidas a partir da microtomografia
computadorizada foram utilizadas para caracterizar a densidade 6ssea mineral em
cada um dos grupos experimentais, espessura do trabeculado, bem como a
distancia entre as trabéculas e porosidade do osso, verificando assim o efeito do

diabetes tipo Il durante o processo de reparo alveolar [20].
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Figura 4: Imagens representativas da microtomografia do grupo CO (A) e
grupo DBT-2 (B).

Em A: Imagem representativa do grupo CO obtidas pela reconstrugao durante a microtomografia

computadorizada; Em B: Imagem representativa do grupo DBT-2 obtidas pela reconstrugao

durante a microtomografia computadorizada. FONTE: elaborado pelo autor.
3.7.2. Analise por Microscopia Confocal

Apos a microtomografia no alveolo dos animais as maxilas foram
armazenadas em alcool 70. Os espécimes foram lavados em agua corrente durante
24 horas; desidratados em concentragdes crescentes de alcoois; embebidos e
infiltrados em uma solugdo de acetona e metacrilato de metilo lento (PMMAL)
(Classico, Artigos Odontoldgicos Classico, Sdo Paulo Paulo, SP, Brasil) em uma
proporcdo de 1:1. Na sequéncia, receberam 3 banhos de PMMAL, sendo que no
ultimo banho foi acrescentado o catalisador peréxido de benzoila a 1% (Riedel — De
Haén AG, Seelze — Hannover, Germany). O ultimo banho (PMMAL e catalisador) foi
realizado com as pecgas colocadas em frascos de vidro com tampa as quais foram
mantidas em uma temperatura de 37 ° C, durante 5 dias até a resina ser
polimerizada. Apds a polimerizagdo os blocos contendo os espécimes foram
inicialmente reduzidos com uma broca "Maxcut" montada em um motor de bancada
Kota (Strong 210, Sao Paulo, SP, Brasil), paralelamente ao longo eixo da hemimaxila
(plano sagital). Prosseguiu-se com o desgaste manual progressivo em politriz
automatica (ECOMET 250PRO/AUTOMET 250, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) com
lixas de granulagao 120, 300, 400, 600, 800 e 1200 (Carbimet 2, Buehler, Lake BIuff,
IL, USA), ao abrigo da luz fluorescente, até a espessura de 80um mensurada por
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paquimetro digital (Mitutoyo, Pompeia, SP, Brasil). Os cortes obtidos foram
montados em laminas histoloégicas com 6leo mineral (Petrolato liquido, Mantecor,
Taquara, RJ, Brasil) e fixados com laminulas e esmalte para evitar o esvaziamento

do 6leo, impedindo o ressecamento do corte.

As seccdes longitudinais das hemimaxilas do osso alveolar adjacente ao ter¢o
apical do incisivo central superior foram obtidas pelo microscopio Leica CTR 4000
CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha), utilizando objetiva de 10 X
(aumento original 100). A area foi escolhida considerando como referéncia o tecido
0sseo adjacente ao incisivo superior direito. Portanto, o dente foi tomado como
referéncia, e entdo a area do tecido 6sseo ao redor desse dente foi avaliada em cada
amostra. Imagens de 1 mm em altura e largura foram obtidas correspondendo as
dimensdes em 512x512 pixels de secg¢des Opticas. As imagens foram escaneadas
com cortes de 2 ym de espessura durante o periodo de 2,5 minutos por corte. Sendo
assim, para o escaneamento total de cada lamina em 56 ym, foram obtidos 28 cortes.
Os filtros de barreira utilizados serédo BP 530/30 nm e LP 590 nm combinados com
a ativagao de DD 488/568 e para cada um dos fluorocromos, o fotomultiplicador foi
em 534 para calceina e 357 para alizarina. As imagens comegarao desde o inicio da
fluorescéncia, representando assim, em nossa abordagem metodoldgica, o inicio da
calcificacdo ou formacdo Ossea (precipitacdo de calcio na matriz organica do
colageno). As imagens obtidas pelo microscopio confocal (Figura 5) foram
reconstruidas e assim o0 o0sso alveolar apresentou a sobreposicdo dos dois

fluorocromos (calceina e alizarina).

Estas imagens foram salvas no formato TIFF e transportadas para o software
Imaged (Software de Processamento e Analise de Imagens, Ontario, ON, Canada)
para a realizacdo das mensuracgdes dos resultados. Primeiramente, a cor verde foi
evidenciada (calceina) e pela ferramenta “measure” o programa forneceu a area
correspondente em uym?2. O mesmo procedimento foi realizado para a cor vermelha

(alizarina), obtendo os dados referentes a dindmica do tecido 6sseo alveolar.

O turnover de osso, nesta abordagem metodoldgica, é representado pela
diferenga entre osso antigo (verde) e osso novo (vermelho). Os fluorocromos sao
compostos quimicos que tém a propriedade de se ligarem ao célcio no momento
da precipitacdo na matriz 6ssea. Portanto, a extensdo da marcagdo com
fluorocromo representa a quantidade de precipitacdo de calcio, permitindo assim a
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mensuracido do evento de formacédo 6ssea. Outro aspecto a ser considerado € o
periodo em que os fluorocromos foram injetados; como o primeiro foi calceina
(verde), o osso marcado (precipitagdo de calcio) com o fluorocromo verde
representa o osso antigo. O ultimo fluorocromo injetado foi a alizarina; portanto, o
0sso marcado (precipitagdo de calcio) com o fluorocromo vermelho representa o
0SSO NOVo, ou seja, a superficie ativa de mineralizagdo [21]. Considerando estes
pontos, pode-se dizer que as cores diferentes representam os diferentes periodos
da formacgao 6ssea (Figura 5). A dindmica do tecido 6sseo € representada pela
remodelacdo éssea, observada através da precipitacdo de calcio que ocorre na
formacdo Ossea representada pelo fluorocromo vermelho. Quanto maior a
prevaléncia da fluorescéncia vermelha, maior a superficie ativa de mineralizagao,

enquanto a fluorescéncia verde representa o 0sso anterior (antigo).

Figura 5: Alvéolos grupos CO e DBT-2 obtidas pela microscopia confocal.

Imagens representativas dos alvéolos dos grupos CO e DBT-2 aos 42 dias ap6s exodontia. Em
verde, a calceina precipitada na matriz 6ssea, enquanto em vermelho alizarina também precipitada.
Contra-coloragéo: Calceina e Vermelho de Alizarina. Aumento original de 10x. FONTE: elaborado

pelo autor.

3.8. Analise Estatistica

Para a estatistica dos dados da analise morfométrica, foi avaliada a area de
tecido 6sseo presente no terco médio do alvéolo assim como a avaliacdo da

espessura do trabeculado 6sseo (em micrdmetros de espessura). Os dados obtidos
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nas analises foram transformados em valores absolutos, de pixels, para valores
porcentuais relativos, de modo que minimizou a interferéncia da diferenca do
tamanho do negativo. Para a comparacao entre os valores obtidos nos diferentes
grupos e periodos experimentais, foi realizado primeiramente o teste de
normalidade e, de acordo com a distribuicdo dos resultados quantitativos na curva
de normalidade, foi eleito um teste paramétrico ou ndo paramétrico, por meio do
programa estatistico SigmaStat 3.1 (Systat Software, Inc). Foi adotado como nivel

de significancia p < 0,05.
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1. RESULTADOS

1.1. Analise Imunoistoquimica

1.1.1. IL-6

Aos 3 dias, grupo CO, observa-se o alvéolo em reparagdo com a presenga de
remanescentes do coagulo sanguineo e um tecido de granulagdo incipiente,
caracteristico desta etapa. A marcacéao positiva para a |IL-6 foi observada em células
inflamatorias, mostrando-se leve, abrangendo pequena area do alvéolo em
reparagao. Ja no grupo DBT-2, aos 3 dias, observa-se um tecido de granulagao
incipiente, preenchendo o alvéolo em reparagao, no entanto, a marcagao positiva

para IL-6 mostra-se de forma moderada em todo o alvéolo em reparagéo.

Aos 7 dias, grupo CO, observa-se o tecido conjuntivo se organizando, pouco
remanescente de coagulo sanguineo e é possivel visualizar trabéculas ésseas em
estagio inicial de formag&o. A marcagéo para a IL-6 mostra-se leve. Ja no grupo
DBT-2, observa-se um tecido com predominio de células inflamatérias, com
marcagao caracterizada como intensa para esta citocina, no alvéolo em reparagéo.
(Figura 6)
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Figura 6: Imunomarcacgao da proteina IL-6 aos 3 e 7 dias ap6s exodontia.

co DBT-2

3 dias

/L1004

7 dias

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina IL-6 para os grupos CO e DBT-2. Marcagéo leve
aos 3 e 7 dias pds exodontia no grupo CO. Marcagdo moderada aos 3 dias e intensa aos 7 dias
apos exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas vermelhas — células imunomarcadas. Contra-

coloracgdo: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 100 um. FONTE:

elaborado pelo autor.

4.1.2. TNFa

Aos 3 dias, quanto a imunomarcacao para o TNFa, foi observada marcagao
positiva leve das células inflamatdrias no alvéolo em reparagao para o grupo CO.
No entanto, no grupo DBT-2, foi observada uma marcagado moderada, estendendo-
se por todo o alvéolo. Aos 7 dias, observando-se a organizagao incipiente do
trabeculado 6sseo neoformado no grupo CO, foi possivel observar marcagao
caracterizada como leve a moderada, nas células inflamatérias presentes em
pequena quantidade. Ja no grupo DBT-2, novamente chama a atencéo o atraso

nos eventos reparacionais em relagéo ao grupo CO, notando-se a presencga de um
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tecido de granulagdo com presencga de infiltrado inflamatério, marcado de forma

moderada para a TNFa. (Figura 7)

Figura 7: Imunomarcacgao da proteina TNFa aos 3 e 7 dias ap6s exodontia.

co DBT-2

3 dias

100.um

7 dias

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina TNFa para os grupos CO e DBT-2. Marcagéo
leve aos 3 e 7 dias pds exodontia no grupo CO.Marcagado moderada aos 3 dias e 7 dias pos
exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas vermelhas — células imunomarcadas. Contra-coloragéo:
Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 100 um. FONTE: elaborado pelo

autor.
4.1.3. TGFB

Aos 3 dias, foi observada marcacgao leve de TGFf para as células inflamatérias
no alvéolo do grupo CO. Neste mesmo periodo, no grupo DBT-2, foi observada
presenca de marcacao moderada deste mesmo fator para as células inflamatodrias
do alvéolo em reparagao. Aos 7 dias, ainda com relacao ao TGFf3, foi observada
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marcag¢ao moderada nas células inflamatdrias no alvéolo do grupo CO e marcagao
intensa nas células inflamatoérias no alvéolo do grupo DBT-2. (Figura 8)

Figura 8: Imunomarcacgao da proteina TGFf3 aos 3 e 7 dias apés exodontia.

co DBT-2

3 dias

7 dias

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina TGF{3 para os grupos CO e DBT-2. Marcagéo
leve aos 3 e moderada aos 7 dias apds exodontia no grupo CO. Marcagao moderada aos 3 dias e
intensa aos 7 dias apos a exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas vermelhas — células
imunomarcadas. Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de
100 ym. FONTE: elaborado pelo autor.

41.4. Wnt

Aos 14 dias, a proteina Wnt no grupo CO mostrou-se marcada de forma
moderada, principalmente nos osteoblastos junto ao tecido ésseo neoformado.
Também mostrou-se moderada no grupo DBT-2, no entanto, vale destacar que neste
grupo, observa-se uma importante marcagdo no tecido conjuntivo ao redor do
trabeculado 6sseo neoformado. Aos 42 dias, observa-se a presencga da proteina Wnt

junto aos osteoblastos presentes nos espagos medulares do trabeculado 6sseo
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neoformado, no grupo CO, caracterizando-se por uma marcagao moderada. Ja no
grupo DBT-2, neste mesmo periodo, foi observada marcagao leve em osteoblastos

e matriz extracelular do tecido 6sseo presentes no alvéolo em reparacéao. (Figura 9)

Figura 9: Imunomarcacgao da proteina Wnt aos 14 e 42 dias apo6s exodontia.

co DBT-2

14 dias

100 pm

42 dias

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina Wnt para os grupos CO e DBT-2 Marcagao
moderada aos 14 e 42 dias apds exodontia no grupo CO. Marcagdo moderada aos 14 dias e leve
aos 42 dias apo6s a exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas vermelhas — células
imunomarcadas. Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de
100 ym. FONTE: elaborado pelo autor.

41.5.0C

Aos 14 dias, observa-se no grupo CO, o trabeculado dsseo organizado, com
presengca de osteoblastos em atividade de sintese de matriz orgénica junto ao
tecido 6sseo. Neste grupo, observa-se que a osteocalcina apresenta-se marcada

de forma moderada tanto na forma de precipitado sobre o trabeculado ésseo
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neoformado, como também junto aos osteoblastos em atividade de sintese da
matriz organica. No grupo DBT-2, observa-se um padrdo de formacdo de
trabeculado 6sseo incipiente, com trabéculas mais delgadas e com presencga de
grande quantidade de tecido conjuntivo, marcado de forma moderada para a
osteocalcina. Osteoblastos também apresentam-se marcados positivamente para

esta proteina. (Figura 10)

Ja aos 42 dias, grupo CO, observa-se o tecido ésseo preenchendo grande parte
do alvéolo em reparacao, com pequenos espacos medulares. A osteocalcina mostra-
se marcada de forma moderada, mostrando um tecido 6sseo maduro. Aos 42 dias,
para o grupo DBT-2, mostra um atraso nas respostas reparacionais, com uma
marcacao leve para osteocalcina especialmente no tecido conjuntivo que preenche

importante porgéo do alvéolo em reparagéo. (Figura 10)
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Figura 10: Imunomarcacgao da proteina OC aos 14 e 42 dias apés exodontia.

co DBT-2

14 dias

42 dias

100ym

Fotomicrografias das imunomarcagées da proteina Wnt para os grupos CO e DBT-2 Marcagao
moderada aos 14 e 42 dias apds exodontia no grupo CO. Marcagdo moderada aos 14 dias e leve
aos 42 dias apo6s a exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas vermelhas — células
imunomarcadas. Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de
100 um. FONTE: elaborado pelo autor.

41.6. Trap

A proteina TRAP, caracterizando a atividade osteoclastica no alvéolo em
reparagao, mostrou-se marcada de forma moderada para o grupo CO e para o
grupo DBT-2, aos 14 dias. Esta marcagado mostra a atividade metabdlica do alvéolo
em reparagao nessa etapa do processo de reparo alveolar, caracterizando ativacao
das unidades multicelulares basicas neste periodo. Ja aos 42 dias, foi possivel

observar uma marcacao leve para a TRAP no alvéolo em reparagao do grupo CO
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e uma marcacédo moderada para a mesma proteina no grupo DBT-2, o que mostra
a atividade de reabsorgdo 6ssea mantida até a etapa final da reparagao alveolar.
(Figura 11)

Figura 11: Imunomarcagao da proteina TRAP aos 14 e 42 dias p6s exodontia.

co DBT-2

14 dias

42 dias

Fotomicrografias das imunomarcagdes da proteina TRAP para os grupos CO e DBT-2 Marcagéao
moderada aos 14 dias e leve aos 42 dias apds exodontia no grupo CO. Marcagdo moderada aos 14
e 42 dias apds a exodontia no grupo DBT-2. Simbolos: setas vermelhas — células imunomarcadas.
Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 100 um. FONTE:

elaborado pelo autor.
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Tabela 2: Escores das imunomarcagoes para as proteinas IL-6, TNFa e TGF@
nos grupos experimentais CO e DBT-2.

co DBT-2
L6 : -
T - : -
ToF =

++: marcagao leve; +++: marcacdo moderada; ++++: marcacao intensa. Periodo de avaliacdo: 3e 7

dias apds a exodontia do incisivo superior direito. FONTE: elaborado pelo autor.

Tabela 4: Escores das imunomarcagoées para as proteinas Wnt, OC e TRAP nos
grupos experimentais CO e DBT-2.

Co DBT-2
:
oc - E—
wn - E—
:
TRA? E—

++: marcacao leve; +++: marcagdo moderada; ++++: marcacgao intensa. Periodo de avaliagcéo: 14 e

42 dias apods a exodontia do incisivo superior direito. FONTE: elaborado pelo autor.

4.2. Analise por Birrefringéncia

A matriz colagena foi avaliada comparativamente entre os grupos CO e DBT-
2, aos 14 e 42 dias apds a exodontia do incisivo superior de ratos aravés da
birrefringéncia das fibras colagenas, coradas com Picrosirius Red e avaliadas sob
luz polarizada. A analise das laminas mostrou fibras colagenas birrefringentes nas

tonalidades verde e vermelha, representando, respectivamente, uma matriz
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colagena menos organizada, mais imatura e uma matriz colagena mais organizada

e mais madura.

Foi possivel observar que tanto aos 14 como aos 42 dias, houve um aumento
significativo na quantidade de fibras maduras preenchendo o alvéolo em reparagéo.
No entanto, vale destacar que menores valores numeéricos foram observados no
grupo DBT-2 aos 42 dias quanto a presenga da matriz colagena madura e mais

organizada. (Figura 3)

Um aspecto importante a ser destacado é a pequena quantidade de matriz
imatura tanto no grupo CO como no grupo DBT-2, mostrando que nos periodos
avaliados, considerados tardios quanto a cronologia do processo de reparo
alveolar, a matriz colagena ja se encontra em fase de organizagdo e com maior

grau de maturidade. (Figura 3)

Os valores numéricos referentes a quantificagcdo das fibras birrefringentes
estdo representados nos Graficos 1 e 2, mostrando a comparagao entre grupos CO
e DBT-2 aos 14 e aos 42 dias.

Grafico 1: Resultados obtidos na analise por birrefringéncia no periodo de 14

dias apds a exodontia.

CO X DBT-2 (14 dias)
*

35.000

30.000

25.000
20.000
15.000
10.000

5.000

=

co DBT co DBT

Area de colageno imaturo (verde): CO (1.120 ym?) X DBT-2 (1.981 ym?); Area de colageno maduro
(vermelho): CO (25.625 um?) X DBT-2 (29.228 um?). Nao houve diferenga estatisticamente

significante entre os grupos de estudo (p > 0,05). FONTE: elaborado pelo autor.
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Grafico 2: Resultados obtidos na analise por birrefringéncia no periodo de 42

dias apds a exodontia.

CO X DBT-2 (42 dias)
40.000 *

35,000 i |

30.000
25.000
"4 20.000
15.000
10.000

5.000

co DBT co DBT

Area de colageno imaturo (verde): CO (2.771 um2) X DBT-2 (1.795 ym?); Area de colageno maduro
(vermelho): CO (33.197 um?) X DBT-2 (26.717 pym?). N&o houve diferenga estatisticamente

significante entre os grupos de estudo (p > 0,05). FONTE: elaborado pelo autor.

4.3. Analise Microtomografica (Micro-Ct)

4.3.1. Porcentagem de volume 6sseo (BV/TV)

Para o parédmetro de porcentagem de volume dsseo, houve diferenca
estatisticamente significante estre os grupos, onde p = 0,0001. O grupo CO obteve
0 maior valor numérico de porcentagem de volume ésseo (BV/TV = 67,25%) quando
comparado ao grupo DBT-2 (BV/TV = 33,84%). (Grafico 4)
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Grafico 3: Parametro de BV/TV obtido pela Micro-CT.

BV/TV

. | ; |

60

Porcentagem (%)
S
w

W
o

15

co DBT-2
Porcentagem de volume ésseo. Grupo CO (67,25%) X Grupo DBT-2 (33,84%), com diferenca

estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor.

4.3.2. Espessura do trabeculado (Tb.Th)

A espessura do trabeculado 6sseo no alvéolo dos animais do grupo CO foi
maior (Tb.Th = 0,1618 mm) quando comparado ao grupo DBT-2 (Tb.Th = 0,0909

mm), apresentando diferenca estatisticamente significante neste parametro, com p
= 0,0002. (Grafico 4)
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Grafico 4: Parametro de Th.Th obtido pela Micro-CT.

Tbh.Th
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0,15

0,1
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0,05

co DBT-2

Espessura do trabeculado. Grupo CO (0,1618 mm) X Grupo DBT-2 (0,0909 mm), com diferenca

estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor.
4.3.3. Numero de Trabéculas (Th.N)

Nao houve diferenga estatisticamente significante para este parametro (p =
0,1771). Os valores numéricos obtidos para os grupos foram semelhantes, contudo

o0 grupo DBT-2 obteve um menor numero de trabéculas quando comparado ao

grupo CO. (Grafico 5)
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Grafico 5: Parametro de Th.N obtido pela Micro-CT.

Tbh.N

w

1 /Milimetros (1/mm)
N

co DBT-2
Numero de trabéculas. Grupo CO (4,158/mm) X Grupo DBT-2 (3,728/mm), sem diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (p > 0,05). FONTE: elaborado pelo autor.

4.3.4. Espacamento entre as trabéculas (Tb.Sp)

Quanto ao espago apresentado entre as trabéculas, o grupo DBT-2
apresentou um valor maior (0,2485 mm) quando comparado ao grupo CO (0,1288
mm), apresentando diferenca estatisticamente significante entre os valores (p =
0,045). (Grafico 6)
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Grafico 6: Parametro de Th.Sp obtido pela Micro-CT.

Th.Sp
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co DBT-2
Espacamento entre as trabéculas. Grupo CO (0,1288 mm) X Grupo DBT-2 (0,2484 mm), com
diferenca estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor.

4.3.5. Porosidade Total (Po.Tot)

Para o parametro de porosidade total, o grupo DBT-2 apresentou um osso
de maior porosidade (66,16%) quando comparado ao grupo CO (32,75%). Houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos, com p = 0,0001. (Grafico
7)
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Grafico 7: Parametro de Po.Tot obtido pela Micro-CT.
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Porosidade total. Grupo CO (32,75 mm?) X Grupo DBT-2 (66,16 mm?), com diferenca

estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor.

4.4. Analise por Microscopia Confocal

4.4.1. Dinamica do tecido 6sseo

Para a dindmica do tecido 6sseo, os resultados mostraram que houve
diferenca estatisticamente significante quando compara-se a precipitacdo de: CO
(calceina) X CO (alizarina), CO (calceina) X DBT-2 (calceina) e CO (alizarina) X
DBT-2 (alizarina). p < 0,05. (Grafico 8)
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Grafico 8: Microscopia confocal - Dinamica do tecido 6sseo.

Dinamica do tecido 6sseo
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Dinamica do tecido dsseo. Grupo CO (calceina) (15069 um?) X Grupo CO (alizarina) (27905 um?),
grupo CO (calceina) (15069 pm?) X DBT-2 (calceina) (34916 um?) e grupo CO (alizarina) (27905
um?) X DBT-2 (alizarina) (20478 um?) com diferencga estatisticamente significante (*) entre os grupos

(p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor.

4.4.2. Superficie de mineralizagao ativa (MS)

Nao houve diferenca estatisticamente significante para o parametro de
superficie mineralizada, com p = 0,5839.
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Grafico 9: Microscopia confocal — Superficie de mineralizagao ativa (MS)
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Superficie de mineralizagéo ativa. Grupo CO (371,4 um/mm?2) X Grupo DBT-2 (318,4 4 um/mm?),
sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p > 0,05). FONTE: elaborado pelo

autor.
4.5. indice Glicémico

Ao decorrer da realizagdo do trabalho, como dito, semanalmente a glicemia
em jejum de todos os animais foi aferida e foi montada uma tabela com os valores
obtidos no periodo inicial do estudo, ao final da dieta de cafeteria, apds a aplicagcao

da STZ, apds a cirurgia de exodontia e no dia das respectivas eutanasias.

Com estes valores € possivel observar, que inicialmente todos os animais
tinham uma média similar de indice glicémico, contudo apds as 3 semanas de
alimentacao de cafeteria para o grupo diabético, ja é possivel observar um visivel
aumento da glicemia em jejum deste grupo quando comparado ao grupo CO.
(Tabela 5)
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Com a aplicagédo de STZ nos animais DBT-2, este aumento do valor do indice

glicémico do grupo fica ainda mais evidente quando comparado ao grupo CO,

mantendo-se elevado até o momento da eutanasia. (Tabela 4)

Ja o grupo CO mantém um padrao dos valores desde o periodo inicial até o

momento da eutanasia. (Tabela 4)

Tabela 4: indice glicémico dos animais dos grupos CO e DBT-2.

TABELA DE iNDICE GLICEMICO (média por grupo)

INICIO DA FINAL DA — APOS
PERIODOS DIETA DIETA (DBT- APLICACAO EXODONTIA EUTANASIA
2) DA STZ

3 DIAS 77 mg/dL 73 mg/dL | 100 mg/dL | 89 mg/dL 91 mg/dL

co 7 DIAS 80 mg/dL 74 mg/dL 97 mg/dL 90 mg/dL 86 mg/dL
14 DIAS 77 mg/dL 72 mg/dL | 120 mg/dL | 86 mg/dL 80 mg/dL

42 DIAS 78 mg/dL 76 mg/dL 89 mg/dL 84 mg/dL 92 mg/dL

3 DIAS 75mg/dL | 110 mg/dL | 302 mg/dL | 315 mg/dL | 385 mg/dL

7 DIAS 76 mg/dL | 135mg/dL | 200 mg/dL | 198 mg/dL | 323 mg/dL

DBT-2

14 DIAS 76 mg/dL 123 mg/dL | 259 mg/dL | 280 mg/dL | 277 mg/dL

42 DIAS 78 mg/dL | 108 mg/dL | 290 mg/dL | 315 mg/dL | 455 mg/dL

Médias de valores de indice glicémico obtidos nos grupos experimentais. Periodo de avaliagéo: 3,

7, 14 e 42 dias ap6s a exodontia do incisivo superior direito. FONTE: elaborado pelo autor.
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5. DISCUSSAO

A cavidade bucal frente ao diabetes tipo Il sofre transtornos como doenca
periodontal, perda ssea, perda de dentes, xerostomia e outros tipos de infecgdes
diante da enfermidade, gerando sinais e sintomas que promoverdo atraso na

proliferagao celular [3,4] e no metabolismo do colageno [5,6].

Além disso, o diabetes tipo 2 provoca alteragdes no metabolismo ésseo que
causam diminuicdo da qualidade Ossea, aumento do risco de fratura e cura
retardada das mesmas [22]. Os mecanismos celulares e moleculares subjacentes

nao sao totalmente compreendidos e as terapias eficientes séo limitadas [23].

O processo inflamatoério € importante no periodo inicial do reparo alveolar, porém
de forma leve e com tendéncia a diminuigdo de sua atividade com o passar dos
dias, como em outros tipos de reparo no organismo [1,2]. As proteinas IL-6, TNFa
e TGFB tem um papel importante nesta fase inicial do processo de reparo 6sseo

alveolar, comandando as respostas inflamatérias do organismo [3,24].

A expressao das proteinas inflamatérias (IL-6, TNFa e TGFB) se
apresentaram de forma aumentada no grupo DBT-2 quando comparado ao grupo
CO, mostrando uma tentativa do organismo em estimular uma resposta imune, a
qual pode ser comprovada com O numero maior de proteinas inflamatorias
presentes no alvéolo dos animais diabéticos nos periodos de 3 e 7 dias pds
exodontia. Além disso, ha um aumento da proteina TGF nos ratos diabéticos,
quando comparado aos ratos do grupo CO, mostrando maior inflamacgao presente

durante o reparo alveolar quando ha presenca desta sindrome metabdlica.

Na fase mais tardia do processo de mineralizagao, onde ja existe formagao
de tecido 6sseo, as proteinas responsaveis por este evento devem se apresentar
em equilibrio, tanto no processo de formagao quanto no processo de reabsorgao
Ossea. As proteinas Wnt e OC sao importantes na fase de mineralizacdo 6ssea,
sendo responsaveis respectivamente pelo inicio do processo de mineralizacao e
pela sua fase mais tardia. Enquanto a imunomarcacéao da proteina TRAP mostra a
resposta de reabsorcao 6ssea exercida pelos osteoclastos presentes na matriz.

No processo de mineralizagdo (Wnt e OC) e reabsorgéo 6ssea (TRAP), o

grupo CO manteve uma imunomarcagdo moderada nos periodos de 14 e 42 dias
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para OC e Wnt e uma diminuicdo no processo de reabsor¢ao 0ssea caracterizada
pela imunomarcacgao da proteina TRAP. Em contrapartida, o grupo DBT-2 teve uma
diminuicdo na expressdao das proteinas responsaveis pelo processo de
mineralizagado aos 42 dias e manteve o mesmo padrao para a imunomarcagao de
TRAP.

Com isso, pode-se observar um atraso no processo de reparo alveolar no
grupo DBT-2 quando comparado ao grupo CO, caracterizado pela diminui¢cdo da
imunomarcacédo de OC e Wnt do primeiro grupo e também pela diminuicdo da
reabsor¢cdo mostrada pela imunomarcagao da proteina TRAP no grupo CO aos 42

dias.

No diabetes tipo 1, existem alteragcées importantes no metabolismo ésseo,
desde diminuigdo de volume 6sseo até ao aumento da atividade reabsortiva [25].
Ao observar os dados de porcentagem de volume 6sseo (BV/TV) e porosidade total
(Po.Tot) deste trabalho, é visivel que os valores do grupo DBT-2 sdo muito
inferiores, caracterizando um tecido 6sseo de menor quantidade e qualidade
quando comparado ao grupo CO. Além disso, os parametros de trabeculado 6sseo
mostraram que o espagamento entre as trabéculas do grupo DBT-2 € maior, e que
a espessura de suas trabéculas sdo menores que dos animais CO, mesmo com um

numero de trabéculas semelhantes entre os dois grupos.

Em estudos mais antigos [26, 27], foi comprovada a importancia das fibras
colagenas no processo de reparo alveolar, principalmente as do tipo | e Il. Além
disso, as fibras colagenas tém grande importancia em servirem de arcabougo para

deposicdo de matriz mineral.

Assim, na analise por birrefringéncia, foi possivel observar que tanto aos 14
como aos 42 dias, houve um aumento significativo na quantidade de fibras maduras
preenchendo o alvéolo em reparagdo. No entanto, vale destacar que menores
valores numéricos foram observados no grupo diabéticos aos 42 dias quanto a
presenga da matriz colagena madura e mais organizada. Este fato pode ser
comprovado com os resultados encontrados na analise imunoistoquimica, onde o
grupo DBT-2 apresentou um processo de reparo mais atrasado quando comparado
ao grupo CO devido a expressdo das proteinas responsaveis pelo processo de
mineralizagao (Wnt e OC).
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As caracteristicas do processo de remodelacdo 6ssea sdo de extrema
importancia para que haja um osso de qualidade e quantidade satisfatorias. Com a
analise de microscopia confocal, a caracterizagao do processo de dindmica 6ssea
mostrou que o grupo diabético apresentou uma maior quantidade de osso antigo
devido a maior precipitagao do fluorocromo calceina. Em contrapartida, o grupo CO,

mostra um turnover 6sseo adequado, com uma maior precipitacao de alizarina.

Assim, nota-se que o diabetes tipo 2 influencia negativamente na dinamica
O0ssea, com uma maior quantidade de tecido 6sseo antigo. A imunomarcagao das
proteinas Wnt e OC em menor quantidade significam menor deposicdo de matriz
mineral e, em conjunto com a atividade osteoclastica que se sobressai, caracterizam
a menor quantidade de superficie 6ssea mineralizada mesmo sem diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.

Em conjunto, as andlises imunoistoquimica, por birrefringéncia, de
microtomografia computadorizada e por microscopia confocal mostram que ha uma
diferencga evidente na qualidade e quantidade de tecido 6sseo formado no alvéolo e
também nos periodos de remodelacao éssea e maturagao das fibras colagenas entre
os dois grupos. Além disso, € possivel entender que o diabetes tipo 2, assim como
o tipo 1 da doenga, influencia negativamente nas caracteristicas estruturais e
celulares do tecido 6sseo alveolar em reparo, e também no processo de maturagao
do colageno e turnover ésseo quando comparado aos animais sem a doenga

metabdlica

Assim, as analises mostraram que os animais com diabetes tipo 2 tem um
processo de reparo alveolar prejudicado, apresentando quantidade e qualidade

Ossea alveolar inferiores ao dos animais do grupo CO.
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6. CONCLUSAO

Assim, pode-se concluir que o diabetes tipo 2 influencia negativamente nas
caracteristicas estruturais e celulares do tecido 6sseo alveolar em reparo, e também
no processo de maturagdo do colageno quando comparado aos animais sem a
doenga metabdlica. E, além disso, os animais com diabetes tipo 2 tem um processo
de reparo alveolar prejudicado, apresentando quantidade e qualidade 6ssea alveolar

inferiores ao dos animais do grupo CO.
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