VANESSA FERREIRA DA SILVA

Efeito da ovariectomia no reimplante dentario: analise

histomorfométrica e imunoistoquimica em ratas

ARACATUBA - SP

2012



VANESSA FERREIRA DA SILVA

Efeito da ovariectomia no reimplante dentario: analise

histomorfométrica e imunoistoquimica em ratas

Trabalho de Conclusdo de Curso como
parte dos requisitos para a obtencédo do
titulo de Bacharel em Odontologia da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba
Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”.

Orientador: Prof?. Dra. Sénia Regina

Panzarini.

Coorientador: Prof°. Dr. Claudio Aparecido
Casatti.

ARACATUBA - SP
2012



Dedicatoria

ADS meus paLs, Luzia ¢ Clementino, que sio 0s matores exemplos
da minha vida ¢ que com wmulto amor e compressiio sempre
estiveram ao mew lado, ajudando e apolando ew todas as wminhas
declsdes, ntervindo e aconsetlhando quando estas wio eram tho
sablas, que a conclusho desse trabalho torna-se realldade ¢ wmn

congquista na minha vida.



Agradecimentos

A Deus, pols com Sua graga e a € que Nele deposito tuolo € possivel.

A wmbnha prima Jagqueline, que € wma das pessoas que wals temho
adwiraglio e orgulino em poder dizer que convive 24 anos da minha vida e que
sua presenga no mew din-a-dia fez toda diferenca e wme ajudow a construlr o
que sow hoje. Sew apolo, amor ¢ amizade foram, siéio e sempre serfio

bmprescindivels para mim. Obrigada por fazer parte da wainha vidal

A minha familin, em especial ao wew avh valentin, minha avé toda (in
memorian), mew primo Cristian e o wminha tia Zenaide que sempre e
acompanharam e dividirvam comigo os momentos oda minha vida e hoje mais

uma vez tenho orgulho em poder comemorar junto deles essa conguista.

A0s amloos que ganhel durante essa caminhada e que fizeram dela wm
momento mais do que especial e agradavel onde convivemos com muito
cavinho, risadas, comversas, estudos e algumas festinhas também!  Em
especial aos meus amigos wmais leais, Michele, Erika e Edunrdo com os quals
tive o prazer de dividiv com mais intensidade tanto os momentos de muito

aprendizado em clinicas quanto os da propria vida.

A0 e amtgo-trmbio Jolio Eduardo que esteve comigo wnesses & anos de
gradunclio e que compartilhou meus momentos de alegrias e o lmportante, se
fez constante também nos momentos dificeis. A dupla wals engragada que
existe fazendo de qualquer clinica a wais divertida e produtival Agradego o
Deus por Ele ter wmee dado a howra de conhecer wuma pesson thio admiravel e

amion covmo VocE Jonl.



As todas as meninas que tive o prazer de comhecer em momentos e fases
diferentes da vida e que por anos foram minha familia nessa “nova cidaoe” e
compartilharam além de wma casa comigo, wmeus welhores e ploves dias,
conversas até de wadvruga, gargalhas, choros, louga suja, casa bagungada,
faxinas, festas de aniversario SUrpresa e owmats que tudo Lsspr multo

COMPA nhelrlsimo!

A Profl Dr. Sonla Panzarinl que mats do que wma orientadora fol para
mime wma amion e até mie. € admirdvel tanto como professora e clrurgli
dentista quanto como pesson, sendo extremamente dedicada em tudo o que
foz e com uma competbneia indescritivel. Sewe ela a vealizaclio desse trabalho
whio seria possivel ¢ sou imensamente grata por ter tido o prazer de conhecé-la ¢
de te-la como orientadora tanto nesse trabalho quanto nwa winha formagiio

pro{isslo nal.

Ao Proft Dr. Claudio casattl que tive a alegrin em conviver durante o
desenvolvimento desse trabalho e que multo me ensinou contribuindo para o

meu desenvolvimento clentifico e tntelectual.

Ao Profs Dr. Edilson Envoline gue como ninguém sabe wministrar uma
aula espetacular e que sempre mostrou-se a disposiclio em todos os momentos
que precisel desde o mew primelro ano  de graduaglo. Uma  pesson

extremamente etlea e um pmﬁssiowat exemplar.

A Profe Dr. Elod Luvizuto gque fol wmn grande incentivadora pava o tnicio
da minha vida clentifica e pava a vealizaghio desse trabalho, e que muito me

ensinou também sobre o Lado clinico da vida de uw clrurgilio dentista.



As pés-graduandas Helolsa Fowseca Marfio, Lithiene Ribeiro Castilho ¢
castilho  Morlel Evangelista Melo que  contribulirame wmulto pavra o

desenvolvimento dessa pesquisa.

A Fundachio de Amparo 0 Pesquisa do Estado de Slo Paulo (FAPESP), pela

concessiio da bolsa e pelo apolo financeiro pava a vealizaghio da pesoulisa.

A Unlversidade Estadual Paulista (UNESP), pela oportunidade de

vealizagbo do curso de Odontologin.

A todos os {uwc’wmﬁrios, téewnleo e paclew’ces que multo acrescentaram no

desenvolvimento do mew cresclmento pmﬁsgiowat.



"Nbio hé transigho que who bwmplique um ponto de partida, um
processo e wm ponto de chegada, Todo amanhii se cria num ontem,
através de wm hoje. De modo que o nosso futuro baseia-se no passado
e se corporifica wo presente. Tewos de saber o gque fomos € o gque
SOMDS, PAYA SADEYMLOS O QUE SErEmos,"

Autor: Paulo Freire

Livro: Educagdo ¢ mudanga



SILVA, VF. Efeito da ovariectomia no reimplante dentario: analise
histomorfométrica e imunoistoquimica em ratas. 2012. 45 f. Monografia -
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Resumo

A deficiéncia de estrégeno é uma condigdo sistémica com a qual o cirurgido
dentista pode se deparar na clinica e que pode ser causada durante a menopausa e
apo6s ovariectomia. Considerando a escassez da literatura no estudo do traumatismo
dento-alveolar em individuos com essa condigéo sistémica, o objetivo do trabalho &
analisar o processo de reparo do reimplante dentario imediato apds ovariectomia por
meio da analise histomorfométrica e imunoistoquimica. Ratas foram submetidas ao
estudo do ciclo estral durante 10 dias e apos esse procedimento foram selecionados
para o estudo quarenta animais que apresentaram ciclo regular. Os animais foram
submetidos a cirurgia de exposicdo dos ovarios - grupo | sham e remogdo dos
ovarios - grupo Il ovariectomia (OVX). Ap6s dois meses foi realizado a exodontia e
reimplante dentario imediato. Os animais sofreram eutanasia 7 e 15 dias apds o
reimplante. Nos dois grupos houve reinser¢ao do ligamento periodontal no tecido
0sseo e cemento e presenca de reabsorcio radicular externa de superficie aos 15
dias. A analise histomorfométrica e imunoistoquimica mostrou que nao houve
diferenga no processo de reparo do reimplante imediato entre as ratas OVX e as

Sham nos periodos estudados.

Palavras chave: Reimplante dentario. Ovariectomia. Imunoistoquimica.



SILVA, VF. EFFECT OF OVARIECTOMY ON DENTAL REPLANTATION: A
HISTOMORPHOMETRICAL ANALYSIS IN RATS. 2012. 45 f. Monografia - Trabalho
de Conclusao de Curso - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2012.

Abstract

Estrogen deficiency is a systemic alteration that is frequently encountered by
dental surgeons in the clinic, and is caused during menopause and after
ovariectomy. Considering the shortage of literature in the study of dento-alveolar
trauma in individuals with systemic condition, the aim of this study was to analyze the
repair process in immediate dental replanting and its possible association with this
systemic alteration by immunohistochemical and histomorphometrical analysis. Rats
were subjected to estrous cycle evaluation for 10 days. Forty animals with regular
cycle were selected for the experimental study. The study consisted of two
experimental groups: group |: sham rats, and group II: ovariectomy (OVX) rats. Two
month after OVX or sham surgery, the upper right incisors of all animals were
extracted and immediately reimplanted. Animals were euthanized 7 and 15 days after
reimplantation. Both groups presented reintegration of the periodontal ligament on
the bone surface and cement layer and at 15 days after reimplantation were
observed external root resorption. The study concluded that there was no difference
in the healing process of the immediately reimplanted teeth between the studied

groups on the analysed periods.

Key Words: Tooth replantation. Ovariectomy. Immunohistochemical.
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INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

O estrégeno € um horménio que tem um importante papel no controle do
metabolismo 6sseo regulando a expressao de proteinas como a Osteoprotegerina
(OPG) (Wang et al., 2008, Jabbar et al., 2009) e RANKL (Jabbar et al., 2009) e
citocinas pro-inflamatorias (Shul et al., 2008, Zhou et al., 2009). A sua deficiéncia
causa a liberagao de citocinas, como a IL-6 e TNF-a, que desempenham um papel
destrutivo ao tecido 0sseo, e tém sido relacionadas a patogénese da osteoporose
(Zhou et al., 2009).

A deficiéncia de estrégeno é uma condigdo sistémica com a qual o cirurgiao
dentista pode se deparar na clinica e pode ser causada apos ovariectomia e durante
menopausa (Budden et al. 1988, Vico et al., 1992). Uma das suas consequéncias é
a osteoporose caracterizada pela diminuicdo de massa 6ssea sem alteracdo da
composicdo quimica do tecido ésseo (Albright et al. 1941). E mais comum em
individuos idosos e causada por um desequilibrio entre os processos de
formacgao/absorgéo, seja pela prevaléncia da absorc¢ao, pela redugdo da formagéo
ou pela combinagdo das duas situagdes. Atinge ambos o0s sexos e é relativamente

comum em mulheres ap6s menopausa (Jeffcoat & Chestnut, 1993).

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, as pesquisas
visam cada vez mais a geriatria (na odontologia: gerontologia) a fim de fornecer uma
velhice mais saudavel a populagdao. Os individuos com deficiéncia de estrbgeno
além de susceptiveis as fraturas nos ossos longos e quadris também estao sujeitos

aos traumatismos dento-alveolares dentre eles a avulsio.

Frente a avulsdo dentaria, o procedimento ideal é o reimplante imediato do dente
em seu alvéolo, garantindo a vitalidade das estruturas aderidas a superficie radicular
promovendo assim o reparo do ligamento periodontal por meio da reinsergdo de

suas fibras (Andreasen, 1980).

O sucesso da manutencado do dente reimplantado esta diretamente relacionado
com a presenga, tipo e velocidade do processo de reabsorgao radicular (Andreasen,
1980, Pohl et al., 2005, Hammarstrom et al., 1989) bem como a fatores locais: tempo

extra-alveolar, meio de armazenagem, a manipulagdo radicular inadequada e a
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necrose pulpar (Andreasen, 1980, Andreasen, 1981, Panzarini et al., 2005, Saad-
Neto et al.,, 1986, Sonoda et al., 2000, Lustosa-Pereira et al., 2006). Além dos
fatores locais existem algumas patologias sistémicas como a osteoporose que
também poderiam interferir nesse processo, porém ainda nao foram estudadas.

Para estudar os mecanismos envolvidos no reparo celular em reimplante
dentario como a influéncia da deficiéncia de estrogeno além da analise

histomorfolégica a imunoistoquimica € uma ferramenta metodolégica que pode

auxiliar na compreensao e justificativa dos fatos evidenciados.

O periodonto de insergédo é composto pelo ligamento periodontal, cemento e
tecido 6sseo. Seu crescimento, desenvolvimento e manutencido sao processos
altamente regulados (Nijweide et al., 1986). Proteinas, horménios, fatores de
crescimento e citocinas, estdo ativamente envolvidos nestes processos e exerce
atividade direta sobre células com atividade osteoblastica e osteoclastica, atuando

em sua diferenciacdo e ativagdo metabdlica (Ducy et al., 2000).

Dentre essas proteinas destaca-se a OPG, também conhecida como fator
inibitorio de osteoclastogénese. A OPG é considerada um receptor soluvel secretado
e é produzida por diferentes tecidos e tipos celulares, incluindo osteoblastos, células
do estroma medular 6sseo, fibroblastos e linfocitos T. Ela atua inibindo a maturagao
e a reabsorcdo Ossea osteoclastica e, portanto, regulando a densidade Ossea

(Rogers, Eastell, 2005).

As proteinas PCNA e CASPASE-3 sao responsaveis por para evidenciar a
proliferagao celular (PCNA) e a CASPASE-3 presente na célula quando da clivagem
sinaliza o inicio da apoptose (Sato et al., 2010). A proteina RUNX-2 é um fator de

transcricdo essencial para a diferenciagcdo dos osteoblastos, além de desempenhar



13

papel importante na maturacédo dos condrdcitos e invasao vascular na cartilagem.
Sendo assim, esta proteina € uma molécula chave para o desenvolvimento 6sseo

(Maruyama et al., 2007).

A proteina TRAP (fosfatase acida resistente ao tartarato) também tem um
papel importante no processo de reabsor¢céo, sendo um excelente marcador das

células clasticas (Halleen et al., 2006).

Assim sendo, estes marcadores forneceram informagdes importantes sobre
metabolismo do periodonto de insercdo, pois apresentam participacdo na
proliferagdo, apoptose e reabsorgdo 6ssea (Rogers, Eastell, 2005, Halleen et al.,

2006, Maruyama et al., 2007, Min et al., 2007, Anraku et al., 2009, Sato et al., 2010).

Pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na regulagao da proliferagao
celular, apoptose, atividade osteoclastica no ligamento periodontal apds o reimplante
dentario (Sato et al., 2010) e particularmente na deficiéncia de estrégeno. Portanto,
a analise das proteinas OPG, PCNA, CASPASE-3, RUNX-2 e TRAP poderao

contribuir nesse sentido.

OBJETIVOS

A proposta do trabalho é analisar o processo de reparo no reimplante dentario
imediato apds ovariectomia por meio da analise histomorfométrica e

imunoistoquimica.

MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba - UNESP e aprovado (processo — 009289-
2010).
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Foram utilizadas 40 ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar), fémeas, com peso
de 180g a 200g, mantidas em gaiolas no biotério do Departamento de Cirurgia e
Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP, com luz e
temperatura controladas e alimentadas com racdo balanceada (Ragao ativada
Produtor, Moinho Primor S/A), exceto 24 horas antes a intervengao cirurgica e agua

ad libitum.
Ciclo Estral:

Foi realizado estudo diario do ciclo estral pela técnica descrita por Long e Evans
(1922) e apods a obtencdo de 2 a 3 ciclos regulares, foram selecionados 40 ratas

para o experimento.

O ciclo estral é dividido em quatro estagios que relacionam o tipo de célula
predominante no esfregagco vaginal e o nivel de horménios sexuais presente no
animal. Leucécitos e algumas células epiteliais nucleadas remanescentes aparecem
no metaestro. Nesta fase inicia-se o aumento da secregéo de estrégeno e o primeiro
pico de progesterona. O numero de células epiteliais nucleadas aumenta durante o
proestro enquanto os leucdcitos praticamente desaparecem. Ocorre, entdo, o pico
de secrecao de estrégeno e o segundo pico de progesterona na noite desta fase.
Durante o estro aparecem basicamente células epiteliais queratinizadas da camada
cérnea e o nivel de estrogeno retorna aos valores basais. O estagio diestro consiste
predominantemente de leucdcitos e algumas células epiteliais nucleadas, sendo
marcado pelo final do primeiro pico de progesterona e baixos niveis de estrégeno

(Marcondes et al., 2002).

Procedimento cirargico:

Depois da obtencdo dos ciclos estrais regulares de 40 ratas, elas foram

anestesiadas com Cloridrato de Xilazina (Dopaser, Laboratério Calier do Brasil Ltda,
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Osasco, SP, Brasil) na dosagem de 0,6 mg para cada 100g de peso corporal, para
promover um relaxamento muscular e Cloridrato de Ketamina (Doalen AgriBands
Ltda, Paulinea, SP, Brasil) na dosagem de 7mg para cada 100g de peso corporal
para a obtencdo do efeito anestésico. As ratas dos grupos | (Sham) foram
submetidas a cirurgia para exposi¢cdo dos ovarios bilateralmente e Grupo Il (OVX)
foram submetidas a ovariectomia bilateral, visando induzir os efeitos da deplecao de

estrogeno.

Foi realizada a tricotomia bilateral ao ventre e a assepsia vigorosa da area com
solugao de digluconato de clorexidina a 0,12%. Apds o isolamento da area cirurgica,
com o auxilio de uma lamina de bisturi n° 10, incisdes bilaterais de
aproximadamente 1 cm foram realizadas, para se obter acesso aos ovarios, sendo
estes mantidos nos animais do grupo | (Sham), e removidos nos animais do grupo |l
(OVX). Logo apos foi realizada suturas internas com fio absorvivel Vicryl 4-0
(Johnson & Johnson / Ethicon) e externas com fio de Seda 4-0 (Johnson & Johnson /
Ethicon). Cada animal recebeu, no pds-operatério imediato, dose unica de

antibidtico penicilina G benzatina (administragao intramuscular de 0,2ml/animal).

Dois meses apds o procedimento cirurgico, todos os animais foram submetidos
novamente a um exame do ciclo estral durante cinco dias consecutivos para verificar
a efetividade do procedimento. Em seguida os animais foram anestesiados para a

realizacao da exodontia e reimplante como descrito abaixo.

No Grupo | (Sham) e no Grupo Il (OVX) — foi realizada a sindesmotomia, luxagao
e extracdo do incisivo superior direito que permaneceu por 5 minutos em meio
ambiente sobre gaze estéril. A seguir, foi realizada a anti-sepsia da porgéo anterior
da maxila com polivinilpirrolidona iodo (Riodeine — Ind. Farmac. Rioquimica Ltda) e o

reimplante do dente.

Decorridos 7, 15 dias do reimplante dentario, os animais foram submetidos a
eutanasia por perfusdo e os espécimes obtidos foram fixados em solucdo de
formaldeido a 4% por 24 horas e descalcificados em solucédo de EDTA a 10%, pH
7,0.
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Apos a descalcificacao, as pecgas foram processadas e incluidas em parafina. Nos
blocos foram realizados cortes semi-seriados de cinco micrometros de espessura, no

sentido longitudinal da raiz.
Analise histomorfométrica:

Para a quantificacdo das ocorréncias histomorfologicas foram atribuidos escores
de 1 a 4 aos diferentes eventos abaixo listados, onde 1 corresponde ao melhor
resultado e 4 ao pior, ocupando os escores 2 e 3 posi¢des intermediarias (Panzarini
et al., 2007).

Eventos considerados para a analise dos resultados:

1) Local da insercao epitelial

1- Jungao cemento-esmalte;

2- Ligamento abaixo da jungao cemento-esmalte;

3- Muito abaixo da jungdo cemento-esmalte (perto do tergo médio);
4- Auséncia do epitélio juncional.

2) Processo inflamatério agudo e cronico préoximo do local da insergao

epitelial.

2.1) Intensidade do processo inflamatério baseado no critério descrito por
Wolfson and Seltzer (1975).

1- Auséncia ou presencga ocasional de células inflamatérias;

2- Pequeno numero de células inflamatdrias. Até 10 células por campo com

aumento de 400x;

3- Moderado numero de células inflamatoérias. De 11 a 50 células por campo com

aumento de 400x;
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4- Grande numero de células inflamatérias. Acima de 50 células inflamatérias por

campo com aumento de 400x.
2.2) Extensao do processo inflamatério
1- Auséncia ou presencga ocasional de células inflamatérias;
2- Processo inflamatério restrito a 1amina propria da parte interna do epitélio;

3- Processo inflamatério estendendo-se apicalmente até a pequena porgao do

tecido conjuntivo subjacente a lamina propria da porgao interna do epitélio gengival;
4- Processo inflamatdrio atingindo proximidade da crista 6ssea alveolar.
3) Ligamento Periodontal
3.1) Organizagao do ligamento periodontal

1- Fibras periodontais inseridas no osso e cemento em toda a extensdo do

ligamento;

2- Fibras periodontais inseridas no osso e cemento em dois tergos da extensao do

ligamento;

3- Fibras periodontais inseridas no osso e cemento em um ter¢o da extensao do

ligamento;
4- Auséncia de fibras periodontais com inser¢ao em 0sso e cemento.

3.2) Intensidade e extensao do processo inflamatério agudo e crénico do

ligamento periodontal.

3.2.1) Intensidade — Mesmo critério empregado proximo a area da insergéo

epitelial.
3.2.2) Extensao do processo inflamatério

1- Auséncia ou presencga ocasional de células inflamatérias;
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2- Processo inflamatorio presente apenas no ligamento periodontal apical ou

coronario ou pequena area lateral,

3- Processo inflamatério atingindo mais que a metade do ligamento periodontal

lateral da raiz do dente;
4- Processo inflamatério em todo ligamento periodontal.
4) Raiz do dente
4.1) Reabsorcao radicular ativa e inativa
1- Auséncia de reabsorcgao radicular e ou reabsor¢des reparadas;
2- Areas de reabsorcdo inativa (auséncia de células clasticas);
3- Pequenas areas de reabsorgdes ativas;
4- Extensas areas de reabsorcio ativa.

4.2) Extensao da reabsorcgao radicular. Em laminas representativas serao feitas
medidas (em micrometros) da extensdo das areas de reabsorcdo. A medida dos
valores obtidos por vestibular e por lingual permitird a atribuicdo dos seguintes

escores.
1- Auséncia de reabsorgao;
2- Profundidade média de 1 a 1000 micrometros;
3- Profundidade média de 1001 a 5000 micrémetros;
4- Profundidade média maior que 5001 micrémetros.

4.3) Profundidade de reabsorgao radicular. Em laminas representativas serdo
feitas medidas (em micrometros) das maiores profundidades das areas de
reabsorcdo. A medida dos valores obtidos permitira a atribuicdo dos seguintes

escores.
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1- Auséncia de reabsorgao;

2- Profundidade média de 1 a 100 micrometros;
3- Profundidade média de 101 a 200 micrémetro;
4- Profundidade média maior que 201 micrémetro.
4.4) Reparo nas areas de reabsorc¢ao radicular

1- Auséncia de reabsorg¢ao ou deposi¢cao cemento neoformado em toda extenséo

das areas reabsorvidas;

2- Deposicao cemento neoformado em metade ou mais da extensao das areas

reabsorvidas;
3- Deposicao cemento neoformado em menos da metade das areas reabsorvidas;
4- Auséncia de deposigao de cemento neoformado junto as areas reabsorvidas.
5) Tecido 6sseo
Areas de reabsorgio ativa e inativa
1- Auséncia de area de reabsorgao;
2-Presenca de area de reabsorgéo inativa (auséncia de células clasticas);
3- Presenca de pequenas areas de reabsorgao ativa;
4- Presenca de extensas areas de reabsorgao ativa.
6) Anquilose
1- Auséncia de anquilose;
2- Pequenos pontos de anquilose;

3- Um terco da raiz esta anquilosada;
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4- Mais de um tergo da raiz esta anquilososada.

7) Polpa

1- Normal;
2- Presenca de calcificacoes;
3- Totalmente calcificada;

4- Necrosada.

Processamento imunoistoquimico

Os cortes histolégicos coletados em laminas silanizadas foram submetidos a
banhos sucessivos de xilol e reidratados. Em seguida, submetidos as seguintes
etapas de lavagens e incubagdes sob agitacdo a 20 rpm, descritas resumidamente:
a) duas lavagens de 10 minutos em tampao fosfato de sédio (PB), pH 7.4, 0.1M, a
temperatura ambiente; b) inibicdo da peroxidase endégena com 0,3% de H202 por
30 minutos em metanol; c) lavagens em PB a temperatura ambiente; d) recuperagao
antigénica com tampao citrato pH 6.0 em panela pressurizada, durante 15 minutos;
e) lavagens em PB a temperatura ambiente; f) incubacdo por 24 horas a
temperatura ambiente, com um dos seguintes anticorpos primarios monoclonais ou
policlonais anti-PCNA (1:500, VP980, Vector Laboratories, CA, USA), anti-
CASPASE-3 (1:100, 9664, Cell Signaling Technology, USA) e anti-TRAP
(1:150, sc7628, Santa Cruz Biotechnology, USA) diluidos em solugdao contendo
0,3% de triton X-100 Tween-20 (Sigma), soro normal de cabra/albumina de soro
bovino - BSA (1:200, Sigma) e PB; e) duas lavagens de 10 minutos em PB a
temperatura ambiente; g) incubagao por 1 hora, em uma solugéo contendo anticorpo
secundario biotinilado universal obtido em suino (LSAB kit, KO0679, Dako
laboratories, USA), 0.3% de triton X-100, soro normal de cabra e PB; h) duas
lavagens de 10 minutos em PB a temperatura ambiente; i) incubagao por 1 hora,
com o complexo avidina-biotina peroxidase (LSAB kit, KO679, Dako Laboratories,
USA) em PB e temperatura ambiente; j) duas lavagens de 10 minutos em PB a
temperatura ambiente; 1) revelagdo com uma solugdo de incubagdo contendo
diaminobenzidina e intensificadores (LSAB kit, KO679, Dako laboratories); bloqueio

da reagdo com lavagens em agua destilada seguido de lavagens em KPBS.
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Os cortes histologicos foram desidratados em solugdes crescentes de alcodis,

diafanizados em xilol e montados com meio de montagem e laminulas.

RESULTADO

Analise histomorfométrica

A analise microscépica foi realizada com auxilio de microscépio Optico,
observando-se as caracteristicas da mucosa gengival, do ligamento periodontal,
0sso alveolar, cemento, dentina e polpa, além da ocorréncia de reabsorcao radicular

e anquilose aos 07 e 15 dias pds-operatorio.

7 dias - Ratas Sham e Ratas ovariectomizadas (OVX)

O epitélio da mucosa gengival esta reinserido e coberto com paraqueratina. O
tecido conjuntivo sub-epitelial apresenta um pequeno infiltrado inflamatdrio, junto a
superficie do dente e sobre a crista 6ssea alveolar. Em toda extensdo do 0sso

alveolar nota-se intensa atividade osteoblastica.

O ligamento periodontal alveolar esta com suas fibras colagenas inseridas
perpendicularmente ao 0sso e a ao cemento. A dentina e o cemento estdo integros
(Figs. 01 e 02).

O tecido pulpar na sua maior parte estd amorfo, com células picnéticas e
auséncia das camadas de odontoblastos, porém em algumas areas a pré-dentina

esta integra assim como a camada odontoblastica (Figs. 03 e 04).

No terco apical do dente a partir do fundo do alvéolo observa-se intensa
proliferagdo vascular, tecido conjuntivo frouxo rico em fibroblastos substituindo o

estroma da polpa (Figs.05 e 06).



Fig. 01 — Sham 7 dias - O cemento (C) e a dentina (D) est&o integros e o ligamento periodontal
(LP) esta reinserido. Tecido 6sseo (TO). HE.Original 100X.
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Fig 02 — OVX 7 dias - O ligamento periodontal (PL) apresenta-se com suas fibras inseridas no tecido
6sseo (TO) e cemento (C). Dentina (D).HE Original 100X.
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Fig. 03 — Sham 7 dias - A pré-dentina (PD) esta integra assim como a camada odontoblastica (seta)
em algumas areas do tecido pulpar. Dentina (D), Polpa (P). HE Original 400X.
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Fig.04 — OVX 7 dias - Tecido pulpar (P) no tergo médio com células picnéticas

pré-dentina (seta) esta preservada. Dentina (D). HE Original 25X.




Fig.05 — Sham 7 dias - Tecido conjuntivo frouxo com intensa proliferagdo vascular na regido apical .
Canal radicular(CR).HE Original 25X.
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Fig.06 — OVX 7 dias - No tergco apical a partir do fundo do alvéolo (FA) observa-se intensa

proliferagao vascular em direcao ao canal radicular (CR). Dentina radicular (DR). HE Original 100X.

15 dias - Ratas Sham e Ratas ovariectomizadas (OVX)

A reinsergdo epitelial se encontra no limite amelocementario e o tecido
conjuntivo adjacente apresenta um infiltrado inflamatério que variou de pequeno a

moderado.

O ligamento periodontal apresenta-se reparado com reinsercao das fibras no
tecido 6sseo e cemento (Figs. 07 e 08). O cemento e a dentina estdo integros na
maior parte de superficie radicular e em alguns pontos € possivel evidenciar uma

reabsorgao na superficie com pouca profundidade (Figs. 09 e 10).

Na parede alveolar nota-se uma neoformagédo 6ssea que em alguns pontos

diminui o espacgo do ligamento periodontal.
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Na regido apical observa-se um infiltrado inflamatério com predominio de
neutrofilos que invade o estroma pulpar em 02 espécimes onde ocorreu a necrose

pulpar (Figs. 11 e 12).

Quando o estroma pulpar esta preservado nota-se na regido apical um tecido
conjuntivo rico em vasos sanguineos que invade o canal radicular e vai substituindo

o tecido pulpar com presenca de calcificagdes (Figs. 13 e 14).

Fig.07 - Sham 15 dias - O ligamento periodontal (LP) apresenta-se reparado com reinsergdo das

fibras no tecido ésseo (TO) e cemento (C). Dentina (D). HE Original 100X.
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Fig.08- OVX 15 dias - O ligamento periodontal (LP) esta reinserido no tecido 6sseo (TO) e no

cemento (C). Dentina (D). HE Original 100X.




i ¥ : {

Fig.09 - Sham 15 dias - Areas de reabsorgéo com pouca profundidade (setas) na superficie radicular.
Dentina (D), Ligamento periodontal (LP). HE Original 100X.
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Fig.10 - OVX 15 dias — Presengca de reabsorcdo na superficie radicluar (setas).Ligamento
Periodontal( LP), Dentina( D). HE Original 100X.
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Fig.11- Sham 15 dias - Na regido apical observa-se um infiltrado inflamatério que invade o estroma

pulpar degenerado. Canal radicular (CR). HE Original 25X.
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Fig.12 - OVX 15 dias — Intenso infiltrado inflamatoério agudo invadindo o canal radicular (CR) cujo

tecido pulpar apresenta-se degenerado. HE Original 25X.
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Fig.13 — Sham 15 dias — Presencga de calcificagbes (setas) na porgdo apical do estroma pulpar. HE
Original 25X.
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Fig.14 - OVX 15 dias — Presenga de calcificagbes no tecido pulpar na regido apical (setas). HE
Original 25X.

Analise estatistica:

Os dados obtidos foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunn, utilizando o programa Graph Pad Prism® 3.0. Foram realizadas
comparagoes entre os 4 grupos, considerando cada evento histomorfolégico (Tabela

01)
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Tabela 01 - Comparagdao entre os 4 grupos considerando cada evento

histomorfoldgico.

EVENTOS HITOMORFOLOGICOS Grupos
07 dias 15 dias

Sham ovX Sham ovX
INSERGAO EPITELIAL
Local a a a a
Intensidade do infiltrado inflamatério agudo a a a a
Extensao do infiltrado inflamatério agudo a a a a
Intensidade do infiltrado inflamatério crénico a a a a
Extenséo do infiltrado inflamatério crénico a a a a
LIGAMENTO PERIODONTAL
Organizagao a a a a
Intensidade do infiltrado inflamatério agudo a a a a
Extensao do infiltrado inflamatério agudo a a a a
Intensidade do infiltrado inflamatério crénico a a a a
Extensao do infiltrado inflamatério cronico a a a a
REABSORGAO RADICULAR
Ativa e inativa a a b b
Extensao a a b b
Profundidade a ab a,b b
Reparagéo a a b b
TECIDO OSSEO a a b a,b
ANQUILOSE a a a a
POLPA a a a,b b

Nota: letras diferentes representam diferencga estatistica (p< 0,05).
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Analise imunoistoquimica

As imunomarcacgdes foram nitidas e especificas para a PCNA e TRAP (Fig. 15-
18). Por outro lado, a imunorreatividade a caspase-3 foi inconstante, com alguns
cortes exibindo total auséncia de imunorreatividade ou uma acentuada marcacao de

fundo (“background”).

As células imunorreativas a PCNA exibiram marcacdo nuclear e estavam
posicionadas tanto nas superficies do osso alveolar, assim como do cemento, além
de distribuicdo no ligamento periodontal (Fig. 16). E interessante ressaltar que

também analisamos a presencga de células imunorreativas a PCNA na polpa dental.

As células imunorreativas a TRAP exibiram imunorreatividade citosolica com
aspecto granular e foram predominantemente células gigantes multinucleadas
(osteoclastos e odontoclastos) nas superficies do osso alveolar e cemento e, em
menor numero células mononucleadas (Fig. 16-18). Uma significante populacédo de
células imunorreativas a TRAP também foram visualizadas no ligamento periodontal

(Fig. 16 e 17).

As células imunorreativas a caspase-3 exibiram imunorreatividade citosdlica
homogénea tanto na polpa dentaria, assim como no ligamento periodontal e no

cemento (Fig. 19).

A avaliacdo qualitativa pode sugerir que a imunorreatividade a PCNA é mais
evidente nos animais com 7 dias de pds-operatério em comparacdo com 15 dias de

pos-operatorio, independente de pertencerem ao grupo Sham ou ovarectomizado.
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Com relacdo a imunorreatividade a TRAP, a imunomarcagao estava presente
principalmente na superficie do osso alveolar nos animais com 7 dias de poés-
operatério, em ambos grupos experimentais. Entretanto, este processo de
reabsor¢cdo estava mais acentuado nos animais com 15 dias de pds-operatério,
principalmente no ter¢co cervical do periodonto, frequentemente associado a um

processo inflamatério agudo.

Finalmente, com relacado a caspase-3, nao foram observadas diferencas entre os
periodos poés-operatérios e procedimentos experimentais, em virtude da

imunomarcacéo ter sido inconsistente.

Fotomicrografias em microscopia de luz de cortes histolégicos do incisivo superior
(regido do ligamento periodontal — face lingual da raiz dentaria) de animais dos
grupos Sham e ovarectomizados, submetidos a identificagdo das proteinas PCNA
(Fig. 15), TRAP (Figs. 16, 17, 18) e caspase-3 (Fig.19), através do método da

imunoperoxidase indireta.
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Fig.15. PCNA - Presengca de imunomarcac¢ao nuclear em células associadas ao osso alveolar

(seta), ligamento periodontal (seta) e cemento (seta).
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Fig. 16. TRAP - Imunomarcagao em

(seta).

células clasticas, no osso alveolar (seta) e cemento
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Fig.17. TRAP - Imunomarcagéao no cementoclasto.
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Fig.18. TRAP - Imunomarcagao em células clasticas isoladas no ligamento periodontal.
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Fig. 19. CAPSPASE-3 - Imunomarcagao em cementécitos no tergo apical da raiz dentaria.
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DISCUSSAO:

De acordo com o censo demografico brasileiro de 2010 a populagdo de
mulheres no Brasil € de 97 milhdes e dessas 9,4% estao na faixa etaria de 50 a 74
anos (Censo, 2010). Considerando que a menopausa ocorre por volta dos 50 anos e
que a expectativa de vida para elas € estimada em 68 anos, milhbes de mulheres
brasileiras viverdo mais de um quarto de suas vidas nessa condicdo. E essa
populacdo n&o so6 vivera mais como também é mais ativa estando, portanto sujeita a

sofrer traumatismo o que justifica a importancia das pesquisas nessa area.

Quanto ao modelo experimental para o estudo dessa condicao sistémica este
ja estd bem estabelecido e recomendado pela FDA e tem sido amplamente
empregado para esse fim (Cesnjaj et al. 1991, Anbinder et al., 2006, Duarte et al.,
2006, Giro et al., 2008, Ames et al., 2010) bem como para o estudo do reimplante
dentario (Saad Neto et al., 1986, Sonoda et al., 2000, Lustosa-Pereira et al., 2006,
Panzarin et al., 2005). O rato tem muita semelhanga com o homem com relagéo a
anatomia periodontal, desenvolvimento e composi¢ao da placa dental, histopatologia
das lesbes periodontais e imunobiologia de base (Klausen, 1991) além de ser de

facil obtengdo e manuseio o que facilita o estudo.

Pesquisas em animais e em humanos mostram resultados contraditérios
sobre a influéncia da deficiéncia do estrégeno na perda éssea alveolar (Dervis,
2005). Um dos motivos pode ser porque os efeitos da ovariectomia sobre o tecido
0sse0 nao s&o imediatos geralmente leva mais de trés meses para ser evidente
(Kuroda et al., 2003) embora Yoon et al., (2012) tenham relatado aumento do
tunover 6sseo e significativa perda 6ssea trabecular em ratas ovariectomizadas apos

8 semanas na regiao da coluna vertebral.
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Os resultados desse estudo ndao mostraram diferenga no processo de reparo do
reimplante dentario das ratas ovariectomizadas em comparagao com as ratas sham,
e um dos motivos pode ter sido o tempo que os animais foram submetidos a
deficiéncia de estrogeno, dois meses, e ainda a idade como sdo animais adultos
jovens pode ter ocorrido algum mecanismo de compensagéo por ndo apresentarem,
por exemplo, dificuldade na absor¢gdo de minerais como o calcio ja que recebiam

uma dieta balanceada.

Outro ponto é que as forgas oclusais decorrentes do comportamento roedor
também podem ter uma influéncia atenuada no efeito esperado da ovariectomia
sobre os ossos da mandibula (Mavropoulos et al., 2007, Ejiri et al., 2008). A carga
mecanica no processo alveolar durante a mastigacdo pode proteger o osso alveolar
dos efeitos prejudiciais observados em outros locais do esqueleto, tais como a tibia

(Mavropoulos et al., 2007) e coluna vertebral (Yoon et al.,2012).

Diferengas morfolégicas e embrioldgicas entre os locais do esqueleto também
pode ter uma influéncia porque Mavropoulos et al. (2007) relataram maior perda

Ossea na tibia quando comparada ao osso alveolar em ratas ovariectomizadas.

O peridonto de inser¢do composto pelo ligamento periodontal, cemento, e
0sso alveolar desempenha um papel importante na manutencdo da estabilidade
mecanica dos dentes. Forgas mastigatoria aplicadas aos dentes sao transferidas
diretamente ao osso alveolar através do ligamento periodontal estimulando a
remodelacao 6ssea. Essa remodelagao Ossea altera as propriedades desse tecido
quando comparado a outras areas da mandibula que ndo recebem essa forga (Ames

etal., 2010).
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A formacgao éssea inicia-se com a deposi¢gdo de matriz organica e logo em
seguida comega a mineralizagao primaria (Roschger et al., 2008, Ruffoni et al.,
2007). Cerca de 50% do potencial de mineralizacao € alcangado rapidamente com a
mineralizagao primaria (Boivin et al., 2009) enquanto que a secundaria ocorre de
forma mais lenta e gradual. A mineralizagdo primaria acontece em alguns dias a

secundaria leva anos (Ruffoni et al., 2007).

Ha dois pontos de vista sobre o efeito da deficiéncia de estrogeno na
neoformacao 6ssea. O primeiro diz respeito aos efeitos negativos na osteoindugao
causados pela deficiéncia de estrogénio. Cesnjaj et al. (1991) relataram que a
osteogénese diminuiu em ratas ovariectomizadas e que a condrogénese foi
atrasada. Os autores teorizam que a deficiéncia estrogénica altera a producao de
proteinas osteoindutiva, como osteogenina e proteinas 6sseas morfogenética, e,
desta forma atrapalha a formagao da matriz 6ssea. O segundo ponto de vista € que
a deficiéncia de estrogéno aumenta o tunover 6sseo causando osteoporose (Yoon et

al., 2012), tanto em osso neoformado como em osso velho Cesnjaj et al. (1991).

Estudo demonstraram aumento da fosfatase alcalina no grupo de ratas
ovariectomizadas confirmando um aumento do tunover 6sseo (Duarte et al., 2006,

Yoon et al., 2012).

Fibrobalstos do ligamento periodontal e fibroblastos gengivais desempenham
papéis importantes na remodelagdo éssea. Fibroblastos do ligamento periodontal
estimulam a remodelagdo éssea, enquanto os fibroblastos gengivais protegem da
reabsorcdo 6ssea anormal (Kook et al., 2009). Wattanaroonwong et al.(2011)
relataram que o estrégeno inibe a formacédo de osteoclastos induzidos pelos

fibroblastos do ligamento periodontal.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wattanaroonwong%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21035111

47

Com relagao ao processo de reparo do reimplante nos dois grupos o reparo foi
favoravel com reinsercao do ligamento periodontal no osso e no cemento e poucas

areas de reabsorg¢ao de superficie aos 15 dias.

A reinsergao do ligamento periodontal € devido a viabilidade das células do
ligamento periodontal ja que o reimplante foi imediato (Andreasen, 1981, Andreasen,
1980, Hammarstron et al., 1989, Pohl et al., 2005) fato evidenciado pela
imunorreatividade a PCNA que indica proliferacdo celular, tanto no cemento quanto
no 0sso alveolar, mais evidente aos 7 dias independente de pertencerem ao grupo

Sham ou OVX.

Em reimplante dentario imediato de dentes com rizogénese incompleta € possivel
de ocorrer a revascularizagédo pulpar (Andreasen, 2001) e neste estudo na maioria
dos espécimes o tecido pulpar encontrava-se com vitalidade e foi possivel observar

células imunorreativas a PCNA na polpa.

A diferenca estatistica encontrada quanto a presenca de reabsorcao radicular
entre o periodo de 7 e 15 dias é em decorréncia do tempo de avaliagao, pois as
reabsorcdes radiculares se iniciam a partir desse periodo assim como a constatacao

da necrose pulpar (Andreasen, 2001).

Analise imunoistoquimica confirma esse achado com presenga de
imunomarcagdes positivas para TRAP mais acentuada nos animais aos 15 dias

independente do grupo estudado.
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CONCLUSAO

Apos analise histomorfométrica e imunoistoquimica nao foi possivel observar
diferenga no processo de reparo do reimplante dentario imediato entre ratas OVX e

Sham nos periodos estudados.
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