un VERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
IULIO DE MESQUITA FILHO”

ampus de Sao José dos Campos
Faculdade de Odontologia

FERNANDO AUGUSTO PERRELLA

ESTUDO DA ACAO LOCAL DO RISENDRONATO DE SODIO
NA PERIODONTITE EXPERIMENTAL INDUZIDA EM RATAS




FERNANDO AUGUSTO PERRELLA

ESTUDO DA ACAO LOCAL DO RISENDRONATO DE SODIO
NA PERIODONTITE EXPERIMENTAL INDUZIDA EM RATAS

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia, Campus de
S&o José dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtencédo do titulo de Doutor, pelo

Programa de Pos- Graduagcao em BIOPATOLOGIA BUCAL,
Area Patologia.

Orientador: Prof. Tit. Horacio Faig Leite

Séao José dos Campos
2011



Apresentacao gréafica e normalizacdo de acordo com:

Alvarez S, Coelho DCAG, Couto RAO, Durante APM. Guia prético para
Normalizacédo de Trabalhos Académicos da FOSJC. S&o José dos
Campos: FOSJC/UNESP; 2010.

P426e Perrella, Fernando Augusto.
Estudo da acdo local do risendronato de sodio na periodontite experimental
induzida em ratas / Fernando Augusto Perrella. - Sdo José dos Campos : [s.n.],
2011.
163 f. :il.

Tese (Doutorado em Biopatologia Bucal) — Faculdade de Odontologia de S&o
José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista, 2011.
Orientador: Prof. Tit. Horacio Faig Leite.

1. Periodontite. 2. Bifosfonato. 3. Reabsorcdo Ossea. 4. Osteoclastos. 5.
Osteocalcina. |. Faig Leite, Horacio. |l. Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista. 1ll. Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”. IV. UNESP — Univ Estadual Paulista. V. Titulo

tD64

Ficha catalogréafica elaborada pelo Servico Técnico de Biblioteca e Documentagao da
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP

AUTORIZACAO

Autorizo a reproducdo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por
gualquer meio convencional ou eletrénico, desde que citada a fonte.

S&o José dos Campos, 29 de Agosto de 2011.
Assinatura :

E-mail: fernando.perrella@fosjc.unesp.br



BANCA EXAMINADORA

Prof. Tit. Horécio Faig Leite (Orientador)
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos
UNESP - Univ Estadual Paulista

Prof. Dr. Jodo Batista César Neto
Faculdade de Odontologia
Universidade de Sao Paulo - USP

Prof?. Dra. Raquel Guedes Fernandes Pires

Faculdade de Pindamonhangaba-FAPI

Prof?. Adj. Maria Aparecida Neves Jardini
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos
UNESP - Univ Estadual Paulista

Prof. Dr. Warley David Kerbauy
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos
UNESP — Univ Estadual Paulista

Sao José dos Campos, 05 de julho de 2011.



DEDICATORIA

Ao Deus amado que tudo sabe e
conhece no profundo do meu
coracao que a cada dia da me
ilumina com sua 1mensa sabedoria
(‘““‘Mas os que esperam no Senhor
renovarao as suas forcas™).

A Ele toda honra e toda gloéria.

A meus pais, Ana e Waldecir, meus
irmaos, Ana e Felipe e minha avo
Maiza, pessoas que me Inspiram
diarramente e nunca deixaram de
estar ao meu lado me
incentivando. E principalmente
pelo carinho e amor sem o qual
nao estaria hoje agqui. A quem
dedico esse trabalho.
Muito Obrigado!

Agradecimentos especiails



Ao meu orientador, Prof. Tit. Horacio
Faig Leite, agradeco imensamente a
orientacado precisa, dedicacao constante e
a confianca em mim depositada. Sua
competéncia, experiéncia e empenho foram
fundamentais para concretizacdo deste
trabalho. Professor, a quem tenho
profundo respeito e admiracédo pelo
profissional e pela pessoa que
representa, e a quem também agradeco o
apoio e aprendizado que me proporcionou.

A Prof?®. Dra. Vanessa Avila Sarmento
Silveira pela imensa dedicacdo em todas
as etapas desse estudo sem a qual nao
seria possivel sua realizacdo. Muito
obrigado pela agradavel convivéncia e
pelos conhecimentos transmitidos nesses
trés anos.

Aos Professores da Disciplina de
Periodontia, em especial a Prof®. Adj.
Maria Aparecida Neves Jardini, Prof. Dr.
Warley David Kerbauy e Prof. Dr. Fernando
Rend de Lima pela imensa participacao em
minha formacdo profissional e por sempre
acreditarem em meu potencial.

AGRADECIMENTOS



A Faculdade de Odontologia de Sio José dos Campos, UNESP, na
pessoa do seu Diretor, Prof. Dr. Carlos Augusto Pavanelli, pela oportunidade que
me foi dada na Graduagio e no curso da Pés-Graduagao.

A Proft. Adj. Cristiane Koga Ito, coordenadora do Curso de Pés-

Graduagao em Biopatologia Bucal, pelo auxilio durante esse trabalho.

A Proft. Dr*. Chung Man Ching, professora de Firmacos e
medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da UNESP, Campus de
Araraquara, pelo fornecimento dos fdrmacos e pelo auxilio importante no
delineamento desse estudo.

Ao Prof. Ivan Balducci pela excelente corregio e auxilio nas
andlises estatisticas desse trabalho.

As Prof*. Tit. Yasmin Rodarte Carvalho e Prof*. Adj. Adriana
Aigotti Brandio pelos conhecimentos transmitidos nas andlises anatomopatoldgicas.
A contribuicao de vocés foi muito valiosa.

Ao Ilmo. Sr. Cel. Int. Gilmar da Cunha Maia, chefe do GIA-S]
e a Ilma. Sra. Cap Dent. Liana Kalczuc, chefe da Divisio de Odontologia, por
permitirem que eu pudesse ingressar e concluir o curso de Doutorado.

A todos os docentes e funciondrios do Departamento de
Biociéncias e Diagndstico Bucal, pelo apoio e convivio durante esse periodo.

Aos colegas do curso de Doutorado em Biopatologia bucal, Ana
Lourdes, Denia, Fldvio, Lilibeth, Luiz Felipe, Marta pelo agraddvel convivio
nesses anos.

A colega Tdbata Melo Tera, por sua dedicagio, apoio e amizade e
estimével auxilio na andlise imuno-histoquimica



A colega Jucely Aparecida da Rosa pelo seu auxilio na
manipulagio dos animais do estudo.

Aos demais colegas da Pés-Graduagio pela convivéncia e pela
troca de experiéncias em todos estes anos que passamos juntos.

As alunas de iniciagio cientifica, Gabriela e Fldvia, por terem
possibilitado a execugio de todas as etapas deste trabalho.

Aos funciondrios do Biotério, Anténio Domingos Sdvio Barbosa
Maia Vasconcelos ¢ Marco Antonio Correa Alfredo pela imensa colaboragio
durante a fase experimental deste trabalho e a técnica Maria Salete Faria por todo o
suporte o auxilio no processamento histolégico das pegas.

As secretirias do Programa de Pds-Graduagao Erena, Maria
Aparecida, Rosemary pela colaboragio em todos os momentos.

Aos amigos Sérgio ¢ ao Domingos, pelo apoio, amizade e
companheirismo e durante este periodo.

Aos meus companheiros militares e civis que servem na Divisdo
de Odontologia do Grupamento de Infraestrutura e Apoio de Sio José dos
Campos, pelo intenso apoio e auxilio além do intenso incentivo para a realizagio
desse trabalho.

Aos colegas e funciondrios que trabalham comigo no Centro de
Especialidades Odontolégicas e no Pronto Socorro Odontolégico de Taubaté
pelo companheirismo e amizade construida nesses quatro anos em que estive l4.

Aos meus amigos Alan, Diogo e Tatiana, Maico e Ana Paula,
Fernando e Ana Claudia, Rafael, André, Fibio e Karen pelos momentos alegres e
tristes, de risos e ldgrimas (muito mais de risos) que sempre convivemos.



Aos meus queridos tios e tias, primos e primas que estao sempre
torcendo muito por minhas realizagoes. Aos meus avés Antonio Perrella (in
memoriam) e Alice Lizidatti Perrella (in memoriam) que estariam muito orgulhosos
do seu neto.

As amadas pessoas Adriana, Nilda e Tatiana, que hoje fazem
parte da minha vida e que muito me incentivam para a realizagio dos meus sonhos.

Aos animais experimentais, meu profundo respeito.



“Quantos anos pode existir uma montanha
Antes que ela seja lavada pelo mar?
E quantos anos podem algumas pessoas existir,
Até que sejam permitidas a serem livres?
E quantas vezes pode um homem virar sua cabega,
E fingir que ele simplesmente ndo vé?
A resposta, meu amigo, esta soprando no vento
A resposta esta soprando no vento.”
(Bob Dylan)



SUMARIO

LISTA DE ABREVIAC}@ES ESIGLAS.....c e,
RESUMO ..ottt ettt a e e e e e e e e e nneneeeas
ABSTRACT L.ttt e e e
1 INTRODUGAO. ...ttt e,
2 REVISAO DE LITERATURA ...t
2.1 Etiopatogénese da doenca periodontal..........cccccevvvvvvncinnnnn.
2.2 Resposta imunoinflamatoria tecidual...........cccoeeeeiiieeenennnn.
2.3 Regulacdo do metabolismo 0SS€0.........ccceevveviiiciiiiiiiiinnnee,

2.4 Mediadores dareabsorcao 6éssea na periodontite...............

2.5 Modulacéo da resposta do hospedeiro como tratamento

da PeriodONtite.....ccccee i
2.6 Bifosfonatos (BFS).....ccoviiiii i e

2.6.1 Mecanismo de ac¢ao e propriedades relacionadas a

ESIIULUIA QUIMIICA. ... eeeeeeiee ettt e e e e e e e
2.6.2 Aplicacéo clinica e efeitos adversos dos bifosfonatos............
2.6.3 Risendronato de so0dio (RS)........coovvvvviiiiiiiiiiiii e,
2.7 Bifosfonatos e Periodontia........ccccvoeiie i iii i,
2.7.1 EStUdOS €M aNiMaiS.... .. vunieiiriieiie et e e e e e ne e aeeeens
2.7.2 EStUdOS €M hUMANOS........oviiiie s
3 PROPOSICAOD. ...ttt
4 MATERIAL E METODO ..ottt
T N V10 ¢ = PP PPPPPPRTPR
4.2 Delineamento dOS grUPOS......uuuieiiiieiieieeeeee e
4.3 INducao da periodoNtite........uueeeeieiiiiiiieee e
4.4 Preparacdo do farmaco e tempos de aplicacéo....................
4.5 Eutandsia doS animaiS.......cccueeiieiiiiiieeeeee e

11
14
15
16
19
19
20
22
27

29
34

35
39
41
41
41
48
52
53
53
53
54
56
58



4.6 Processamento histol0giCo.........ccccoovvviiiiiiiiiiiice e 58

4.6.1 Analise histOlOgICa.............ceeviiiiiiiiiieie e 59
4.6.2 Analise histomorfometrica..............cceeeeeevciviiiiiiiieee e 60
4.6.3 Analise Imuno-histoquimicCa...........cceevvvvviviiiiiiiiiieee e, 63
4.6.4 Analise enzimo-histoquimICa........ccceeveeeeeeeeiiiiiiieie, 65
4.7 ANnalise estatiStiCa.....uiiiiiiieee e 67
5 RESULTADOS. ... .ottt ettt e e e e e 69
5.1 Andlise histologica descritiva........ccccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiicceeeenn 69
5.1.1 Controle sem doenga (CL e C2)....ccccceeeeeeeieeieeeieeeiieeeeeeiviiaas 69
5.1.2 Grupos Al e A2 (com ligadura e placebo)........cccccceeveevvvnnnnnnn. 71
5.1.3 Grupos R1 a R6 (com ligadura e risendronato)...................... 72
5.2 Analise histomorfoOmMetrica ........cccuvvvviiiieeiiiiiiieeeeeeeee s 79
5.2.1 Volume trabecular da regido da furca (VtF).........ccccoeeeeeennnnn.n. 79
5.2.2 Volume trabecular da regido da crista 6éssea inter-radicular

7 A(O3 TSP 82
5.2.3 Medida de distancia linear entre a furca e a crista 6ssea
INter-radicular (DL).....ccccoeieee e 86
5.3 Analise imuno-histoquimicCa.......ccccoeuvviiiieiiiiiiiiiieee e 90
5.4 Analise enzimo-hiStoqUIMICa........cccuvviiiiieiiiiiiiiie e 101
B DISCUSSAD.......coiiiiiiieieieieisieinesese st eeenees 106
7 CONCLUSAO. ...ttt 125
8 REFERENCIAS.......oovioeeeee et 126
APENDICES. ..ottt 150

ANEXOS . .o 162



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AINEs = Anti-inflamatorios ndo esteroidais
ALD = Alendronato de sédio

ANOVA = Analise de variancia

ATP = Adesosina trifosfato

BF(s) = Bifosfonato(s)

BMP = Proteina morfogenética 6ssea
BMU = Unidade 0ssea multicelular

BSA = Albumina de soro bovina

°C = Grau Celcius

COX = Cicloxigenase

Cv = Coeficiénte de variacao

DAB = Diaminobenzidina

DL = Distancia linear do teto da furca ao topo da crista 6ssea
DP =- Desvio-padrao

EDTA = Acido etilenodinetrilo tetra-acético
FPP = Farnesildifosfato

FDA = Food and Drug Administration
FGF = Fator de crescimento fibroblastico
g = Grama

GD = Grupo com aplicacao dupla
GGPP = Geranilgeranil difosfato

GU = Grupo de aplicagdo unica

HE = Hematoxilina-eosina

IFN = Interferon

IGF = Fator de crescimento insulinico

IL-18 = Interleucina 1 beta



IPP = Isopentenil difosfato

U = Unidade internacional

Kg = Quilograma

LP = Ligamento periodontal

LPS = Lipopolissacarideo

M-CSF = Fator formador de col6nias de macréfagos
mg = Miligrama

mL = Mililitro

mM = Milimolar

MMPs = Metaloproteinases da matriz

N = Numero de amostras

n = Numero de células positivas para o TRAP
NO = Oxido nitrico

NTX = Telopeptideos N terminal

OAF = Fator ativador de osteoclasto

OCC = Osteocalcina

ONM = Osteonecrose dos maxilares

OPG = Osteoprotegerina

PDGF = Fator de crescimento derivado de plaguetas
pH = Potencial hidrogeniénico

PGE, = Prostaglandina E2

PTHr = Receptor do paratormonio

RANK = Receptor ativador de fator nuclear Kappa
RANKL = Ligante de receptor ativador de fator nuclear Kappa
RAR = Raspagem e alisamento radicular

RMP = Retalho mucoperiostal de espessura total
ROS = [Espécies reativas de oxigénio

RS = Risendronato de sddio

SDD = Dose ndo antimicrobiana de doxiciclina
TC = Tecido conjuntivo

TGF-B = Fator de crescimento transformante



TIMP = Inibidor tecidual de metaloproteinase

TNF-a = Fator de necrose tumoral alfa

TRAP = Fosfatase acida tartarato-resistente

TUNEL = Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling

UFC = Unidade formadora de colbénias

Vt = Volume trabecular

VtC = Volume trabecular da crista 6ssea remanescente

VtF = Volume trabecular 6sseo na area da furca

ug = Micrograma

uL =  Microlitro

% = Porcentagem

> = Somatorio



Perrella FA. Estudo da acdo local do risendronato de sddio na periodontite
experimental induzida em ratas [tese]. Sdo José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do uso local de uma solucdo aquosa
de risendronato de sédio (RS) em diferentes concentra¢des na inibigcdo da perda
Ossea alveolar decorrente de periodontite experimental induzida em ratas. Os 48
animais foram divididos em 2 grupos constituidos por 24 animais: GD (dupla
aplicacao) e GU (Unica aplicagdo). Os dois grupos foram subdivididos em 8
subgrupos: R1 (duas aplicacdes de 0,125 mg de RS), R2 (duas aplicacbes de
0,25 mg de RS), R3 (duas aplicacbes de 0,5 mg de RS) e Al (duas aplicacdes
de agua destilada); R4 (uma aplicacdo de 0,125 mg de RS), R5 (uma aplicacao
de 0,25 mg de RS), R6 (uma aplicagdo de 0,5 mg de RS) e A2 (uma aplicacdo
de agua destilada). Foi induzida a periodontite pela confeccdo de ligaduras ao
redor dos primeiros molares inferiores direitos em todos os animais. Nos grupos
Al e A2, os molares contralaterais serviram de controles negativos (C1 e C2). A
medicacao foi aplicada aos 5 e 10 dias apds inducéo da periodontite nos animais
do GD, e nos animais do GU apenas aos 10 dias. Decorrente 15 dias os animais
foram submetidos a eutanasia. Foram feitas andlises histolégica,
histomorfométrica, imuno-histoquimica anti-osteocalcina e enzimo-histoquimica
para TRAP (fosfatase acida tartarato resistente). Os grupos que receberam RS
exibiram maior volume trabecular da crista 6ssea remanescente que o controle
significante estatisticamente, mas ndo foram observados diferencas entre os
grupos tratados. A perda Gssea alveolar foi menor nos grupos tratados com
risendronato comparado com controle e foi dose-dependente. Os grupos que
receberam a menor dose (R1 e R4) apresentaram menor perda Ossea
estatisticamente significante que os de dose intermediaria (R2 e R5), que por
sua vez exibiram menores indices comparados com os de doses maiores (R3 e
R6). O numero de aplicagbes, no entanto, ndo exibiu significancia estatistica. O
namero de células TRAP-positivas foi menor no grupo R1, comparado com
controle, mas nao diferiu estatisticamente dos demais grupos tratados. A
imunomarcacdo da osteocalcina em osteoblastos foi mais intensa nos grupos
tratados com risendronato, especialmente no R1, R2 e R4. A andlise histolégica
mostrou areas de formacgéo 6ssea com trabéculas imaturas contendo ostedécitos
volumosos e revestidas de osteoblastos cuboides e éareas de reabsorcéo
variada, marcada pela presenca de osteoclastos com morfologia indicativa de
apoptose foram observados nos grupos tratados. Conclui-se que o tratamento
local com RS foi eficaz em reduzir a perda 6ssea decorrente de periodontite
induzida e essa reducdo foi dose-dependente, sem, no entanto, depender da
gquantidade de aplicacoes.

Palavras-chave: Periodontite. Bifosfonato. Reabsorcdo Ossea. Osteoclastos.
Osteocalcina.



Perrella FA. Study of local action of sodium risendronate in experimentally
induced periodontitis in rats [doctorate thesis]. S&o José dos Campos:
School of Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP — Univ Estadual
Paulista; 2011.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the local use of an aqueous solution of
sodium risendronate (RS) at different concentrations on the inhibition of alveolar
bone loss caused by experimental periodontitis induced in rats. The 48 animals
were divided into two groups consisting of 24 animals: GD (double application)
and GU (one application). The two groups were subdivided into eight subgroups:
Al (two applications of 0.125 mg RS), R2 (two applications of 0.25 mg RS), R3
(two applications of 0.5 mg RS) and Al (two applications of distilled water), and
R4 (one application of 0.125 mg RS), R5 (one application of 0.25 mg RS), R6
(one application of 0.5 mg RS) and A2 (one applications with distilled water).
Periodontitis was induced in first molars in all animals. In groups Al and A2, the
contralateral molars served as controls (C1 and C2). The medication was applied
at 5 and 10 days after induction of periodontitis in animals of GD, and animals of
GU only after 10 days. After 15 days the animals were euthanized. Analysis was
performed on histological, histomorphometric, immunohistochemical anti-
osteocalcin and enzimohistochemical for TRAP (tartrate resistant acid
phosphatase). The groups that received RS exhibited greater volume of
trabecular bone crest that controlling statistically significant, but no differences
were observed between treated groups. The alveolar bone loss was lower in
treated groups compared with placebo and was dose-dependent. The groups
that received the lowest dose (R1 and R4) showed statistically significant less
bone loss than the intermediate dose (R2 and R5), which in turn exhibited lower
rates compared with higher doses (R3 and R6). The two types of approaches,
however, did not show statistical significance. The number of TRAP-positive cells
was lower in group R1 compared with control, but not statistically different than
the other treated groups. A immunostaining of osteocalcin in osteoblasts was
more intense in the groups treated with RS, especially in R1, R2 and R4. The
microscopic examination showed immature trabecular bone containing
osteocytes and lined with large cuboidal osteoblasts and osteoclasts with
morphology indicative of apoptosis were observed in the treated groups. We
conclude that local treatment with RS was effective in reducing bone loss due to
periodontitis induced and this reduction was dose-dependent, without depending
on the number of applications.

Keywords: Periodontitis. Bisphosphonate. Bone resorption. Osteoclast.
Osteocalcin.



1 INTRODUCAO

A patogénese da periodontite envolve complexa interacéo
entre o desafio bacteriano e a resposta inflamatoria do hospedeiro e
subsequente alteracdo na homeostase do tecido conjuntivo e 0sseo
(Page, Kornman, 1997). A presenca de um biofilme Gram-negativo
periodontopatogénico é necessdaria, mas nao suficiente para induzir o
inicio e a progressao da destruicdo tecidual na doenca (Haffajee,
Socransky, 1994; Kornman et al., 1997). A ativacdo do sistema
imunoinflamatério do hospedeiro ocorre através do recrutamento de
células de defesa e da liberacdo de mediadores quimicos, citocinas e de
enzimas como as metaloproteinases e tem papel importante na promocéao
da destruicao tecidual (Salvi, Lang, 2005). Além disso, a resposta pode
ser influenciada por fatores ambientais, adquiridos e genéticos
(Offenbacher, 1996; Salvi et al., 1997).

Diante desses conceitos, 0 uso de substancias capazes
de modular a resposta inflamatéria do hospedeiro associadas com
medidas de reducdo bacteriana tem sido estudadas atualmente como
abordagens complementares no tratamento da periodontite. Dentre o0s
agentes farmacolégicos investigados estdo os anti-inflamatérios nao
esteroidais, os farmacos inibidores das metaloproteinases, como as
tetraciclinas modificadas, e substancias relacionadas com a inibicdo de
osteoclastos, entre eles os bifosfonatos (Reddy et al., 2003).

Os bifosfonatos (BFs) sao farmacos amplamente
utilizados na area médica para tratamento de doencas caracterizadas
pela reabsorcdo Ossea, tais como osteoporose, doenca de Paget e
tumores 0sseos (Russel et al., 1999). Em periodontia, tem sido utilizado

para prevencédo de perda 6ssea apos cirurgia a retalho ao redor de dentes
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e implantes e como coadjuvante ao tratamento da doenca periodontal. Os
estudos envolvendo bifosfonatos e periodontite tanto em animais e como
em humanos tém mostrado resultados animadores. Reddy et al. (2003),
através de revisao sistematica da literatura, afirmaram que, apesar de
existirem poucos estudos relatados, os dados preliminares indicam que
ha grande potencial desses farmacos trazerem beneficios a terapia
periodontal.

A acéo sistémica dos bifosfonatos € limitada em alguns
casos, pois apresentam baixa absorcdo no trato gastrointestinal e no
plasma sangiineo desaparecem rapidamente, depositando-se no osso de
forma ndo homogénea (Lin, 1996). De acordo com a literatura, a acao
local desses medicamentos parece ser mais efetiva (Meraw et al., 1999;
Yaffe et al., 2000; Shibata et al.,, 2004), no entanto, ainda ndo se
identificou a melhor forma de biodisponibilizar o farmaco localmente para
que haja uma acdo positiva no processo de reparo 6sseo (Fernandes,
2005; Nobre et al., 2008, Cannetieri et al., 2009). Alguns autores sugerem
gue esse medicamento apresente uma resposta bifasica e que diferentes
concentracoes podem resultar em efeitos distintos (Weinreb et al., 1994;
Silva, 2000; Binderman et al., 2000).

O uso de substancias locais no tratamento da periodontite
consiste na aplicacdo de farmacos diretamente dentro das bolsas e
defeitos 0sseos e apresenta vantagens em relacdo a terapia sistémica
como 0 uso de concentragcdes mais elevadas, menores efeitos adversos e
colaterais além de ndo depender da colaboracdo do paciente. Existem
poucos trabalhos na literatura envolvendo o uso de BFs aplicados
localmente em bolsas periodontais. Estudos recentes em modelos
animais investigaram a acgdo dessas substancias como agentes de
irrigacdo (Mitsuta et al., 2002; Goya et al., 2006) ou embebidos em géis e
dispositivos (Yaffe et al.,, 2000) e os resultados sdo promissores.

Entretanto, a dificuldade de padronizacdo dos métodos, as diferentes
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classes e concentracdes dos bifosfonatos ainda ndo permitem seguras
aplicaces clinicas.

O risendronato de sodio ou 2-hidroxietilideno 2-(3-
piridinidil)-1,1 bifosfonato dissodio 1 € um aminobisfosfonato de terceira
geracdo e seu mecanismo basico de acdo é a inibicdo da reabsorcéo
0ssea através da inativacdo de osteoclastos (Crandall, 2001). Cetinkaya
et al., 2008, mostraram efeito inibitorio com o uso de risendronato
sisttmico na perda Ossea alveolar comparado com placebo em
periodontite experimental. Entretanto, ndo foram encontrados na literatura
estudos envolvendo a acéo local desse farmaco associado a progressao
e ao tratamento da periodontite.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho é investigar a
acao local do risendronato de sodio na inibicdo da perda Ossea alveolar

decorrente da periodontite experimental em ratas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiopatogénese da doenca periodontal

A periodontite € uma doenca de etiologia multifatorial, que
envolve a presenca de micro-organismos patogénicos num hospedeiro
susceptivel, sofrendo influéncia ainda de fatores genéticos e ambientais.
(Page, Kornman, 1997).

Embora a presenca dos periodontopatégenos seja
essencial para o inicio e progressao da periodontite, as bactérias isoladas
ndo sao suficientes no processo fisiopatoldgico de destruicdo dos tecidos
de insercéo periodontais (Offenbacher, 1996). A reacdo do hospedeiro
manifestada pela resposta imunoinflamatéria desempenha umimportante
papel na patogénese da doenca periodontal, por contribuir para o
processo da doenca ou por modular os efeitos produzidos pelas bactérias
(Genco, 1992).

O desequilibrio entre o desafio microbiano, por meio de
fatores de viruléncia, como lipopolissacarideos, leucotoxinas, enzimas, e
mecanismos de defesa do hospedeiro, produz uma cascata de eventos
observada inicialmente por meio de uma resposta inflamatéria, onde ha
liberacdo de mediadores quimicos como prostaglandinas e citocinas por
células inflamatérias que ativam o sistema imune culminando na
destruicdo do tecido conjuntivo periodontal e reabsor¢cdo 6ssea alveolar
(Kornman, et al., 2008). Dessa forma, o hospedeiro além de promover a
protecdo e defesa dos tecidos, tem a capacidade de provocar sua
destruicdo (Kinane, Lindhe, 2005).
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De modo geral, fatores genéticos e sistémicos podem
interferir na progressao da periodontite por promoverem alteragbes
celulares intrinsecas exacerbando a resposta imunoinflamatéria e por

consequéncia agravando a doenca (Page, Kornman, 1997).

2.2 Resposta imunoinflamatoria tecidual

O processo inflamatério consiste em uma reagdo
complexa e inata dos tecidos vascularizados, caracterizado
fundamentalmente como uma resposta protetora do organismo cujo
objetivo final € eliminar o fator agressor e assim manter a homeostasia
local. No entanto, a inflamagéo e a reparacao ineficazes podem resultar
em uma lesdo crdnica, que ndo se resolve, ou, se excessivamente
distribuida, em uma les&o na qual as respostas do hospedeiro contribuem
significativamente para o processo destrutivo (Trowbridge, Emling, 1996).

Imediatamente apds a agressao, inicia-se a fase aguda da
inflamacéo caracterizada pela vasodilatagédo, aumento da permeabilidade
vascular e exsudacgdo plasmatica e celular principalmente de neutrofilos.
Os mediadores quimicos que regem essa fase sédo os de acao rapida dos
quais histamina, bradicinina e derivados do acido araquidénico como
prostaglandinas e leucotrienos sdo 0s mais comuns. Se 0 agente
agressor nao for controlado e a homeostasia restabelecida, o contato de
células apresentadoras de antigenos do hospedeiro com micro-
organismos ativa a resposta imune adquirida. Isto leva a um aumento na
presenca de células mononucleares e a lesdo crbnica se instala. Outros
mediadores bioquimicos provenientes do plasma e de células amplificam
a resposta inflamatoéria e influenciam sua evolugdo (Kumar et al., 2002).
Entretanto, na doenca periodontal, essas fases classicas da inflamacao

aguda e crbnica nao sao facilmente aplicadas (Kinane et al., 2005).
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A inflamacédo crbnica pode ser definida como aquela de
longa duracdo na qual a inflamagdo ativa (edema, infiltrado de células
mononucleares — macréfagos, linfécitos e plasmadcitos), destruicdo
tecidual (liberacdo de enzimas — ex: metaloproteinases; citocinas — ex: IL-
1B, TNF-a) e tentativas de reparo por fibrose estdo ocorrendo
simultaneamente. Geralmente, a inflamacdo crbnica pode suceder a
inflamacéo aguda, mas existem casos em que pode ser crbnica quase
desde o inicio, comecando de maneira insidiosa, como uma resposta de
baixo grau, latente e muitas vezes assintomatica (Trowbridge, Emling,
1996).

Apesar dos mecanismos de defesa como a fagocitose e a
neutralizacdo de agentes agressores representarem efeito benéfico do
hospedeiro, o resultado dessa interacdo pode ser prejudicial se grande
quantidade de mediadores pré-inflamatérios (citocinas, sistema
complemento, radicais livres, peroxidos e superoxidos de oxigénio,
derivados do acido araquidonico) forem liberados nos tecidos adjacentes
causando a destruicao tecidual local (Gemmel et al., 1997).

Outro fator observado no processo inflamatério cronico é
o desequilibrio no turnover tecidual principalmente por acdo de enzimas
como as metaloproteinases da matriz (MMPs). Ohlsson e Olsson, em
1973, observaram presenca elevada dessa enzima em sitios doentes em
relacdo as areas sadias. Haerian et al., em 1995, mostraram que apos o
tratamento periodontal, os niveis de MMPs diminuiram. Esses autores
sugerem que as a¢les dessas enzimas ao degradar as fibras colagenas e
matriz geram maior espaco para as células do processo inflamatorio.

Como a inflamacdo é um processo dependente de
mediadores de natureza variada (citocinas), que comandam a intensidade
e a qualidade do processo, ela sofre grande influéncia dos genes que
codificam e que regulam a expressao desses mediadores (Kumar et al.,

2002). Dessa forma, inumeros estudos tém mostrado a associacdo de
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polimorfismos genéticos principalmente de citocinas e a exacerbacao de

doencas cronicas, dentre elas a periodontite (Nikolopoulos et al., 2008).

2.3 Regulacdo do metabolismo 6sseo

O o0sso € um 6rgdo metabolicamente ativo composto por
uma fase mineral calcificada (matriz 6ssea) e outra organica (células). As
principais funcbes do tecido O6sseo destacam-se: ser suporte para as
partes moles do corpo; proteger O6rgdos vitais; apoio muscular e
movimento; depdsito de célcio e fosforo; formacéo das células do sangue
(Junqueira, Carneiro, 2005).

Macroscopicamente, pode ser observado que 0 0SSO €
formado por partes sem cavidades visiveis, 0 0Sso compacto, e por partes
com muitas cavidades intercomunicantes, 0 0sso esponjoso. Na analise
microscopica, esses padrbes 6sseos, porém, tem a mesma estrutura
histol6gica basica (Junqueira, Carneiro, 2005). Ambos sao observados no
0Sso alveolar.

As principais células do tecido 6sseo sao os osteoblastos
e osteoclastos. Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas
derivados dos mondcitos sanguineos que reabsorvem osso através da
secrecdo de enzimas proteoliticas (Wu et al., 2009). Os osteoblastos sé&o
derivados das células mesenquimais indiferenciadas e secretam as
proteinas da matriz éssea que posteriormente se torna mineralizada.
Apesar de serem responsaveis pela formacdo Ossea, 0s osteoblastos
estimulam a reabsor¢do 0ssea pelos osteoclastos através de citocinas e
sinalizadores celulares (Junqueira, Carneiro, 2005).

A formacdo e reabsorcdo Ossea Sao processos
conjugados e no individuo adulto estdo em estado de equilibrio.

Entretanto, em algumas situagfes tanto fisioldgicas, por exemplo no
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crescimento, como patolégicas, esses processos podem ocorrer
independentemente (Corral et al., 1998).

Para cada unidade multicelular 6ssea (BMU), que inclui
osteoclastos e osteoblastos, o processo de reabsorcéo leva em torno de 3
a 4 semanas e a formacado de 3 a 4 meses (McCauley, Nohutcu, 2002).
Estima-se que um esqueleto adulto contenha mais de um milhdo de
BMUs agindo simultaneamente, com quantidade aproximadamente 5
vezes maior localizados no o0sso trabecular se comparado ao 0sso
compacto (Parfitt, 1994).

A formacgéo Ossea esta relacionada a atividade de sintese
dos osteoblastos. Essas células sao derivadas de um precursor
mesenquimal e percorrem um padrédo bem definido de diferenciacdo. As
células precursoras diferenciam-se em pré-osteoblastos pela acdo de
proteinas morfogenéticas (BMPs). Outros fatores de crescimento, como
PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF-B (fator de
crescimento transformante), IGF (fator de crescimento insulinico) e FGF
(fator de crescimento fibroblastico), promovem proliferacdo osteoblastica e
dessa forma tem sido utilizados no tratamento periodontal regenerativo
(Giannobile, 1996). Apdés a maturacdo, 0s osteoblastos expressam
caracteristicas fenotipicas usadas em sua identificagdo, como a
osteocalcina, o receptor de PTH (PTHTr) e a sialoproteina 6ssea (Seibel,
2000). O tempo de vida dos osteoblastos foi estimada em 3 meses.
Subsequentemente, 0 osteoblasto aprisiona-se na matriz, sendo chamado
de ostedcito, uma célula com menor capacidade de sintese que se
comunicam entre si, sendo importante no equilibrio do calcio (Mccauley,
Nohutchu, 2002; Junqueira, Carneiro, 2005).

A osteocalcina (OCC) anteriormente chamada de proteina
GLA-G0ssea é uma proteina de 5 KDa ligante a hidroxiapatita e
exclusivamente produzida por osteoblastos, odontoblastos,
cementoblastos e condrdctios hipertroficos (Gallop et al., 1980; Hauschka
et al., 1989; Raymond et al., 1999; Seibel, 2000). A OCC ¢é considerada
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um marcador especifico da funcdo osteoblastica. Estima-se que, ap0s sua
liberacdo pelos osteoblastos, a maior parte dessa proteina recém-
sintetizada seja incorporada a matriz 6ssea extracelular, onde constitui
aproximadamente 15% das proteinas nao-colagenas do o0sso. Uma
pequena fracdo € liberada na circulagdo e pode ser detectada por
imunoensaios (Seibel, 2000). Niveis sorolégicos de OCC imunorreativa
tém demonstrado boa correlagdo com a taxa de formacdo Ossea
observadas pela analise de histomorfometria (Delmas et al., 1985;
Fournier et al., 1992).

Os osteoclastos sao células derivadas da linhagem
hematopoiética e chegam aos sitios de reabsorcdo pela corrente
sanguinea. Essas células sdo multinucleadas, e a membrana na sua base
tem a forma ondulada que asseguram sua adesédo ao tecido mineralizado
e promovem uma area clara na qual atuam as bombas de prétons que
regulam a concentracdo de hidrogénio e o pH e permitem um
microambiente de dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita, a parte
inorganica do osso. Para a dissolucdo da matriz organica, essas células
produzem séries de enzimas proteoliticas, tais como proteinases
lisossomais, MMPs, catepsina K, entre outras. Essas células passam por
repetidos ciclos de reabsorcédo e sofrem apoptose em média apos duas
semanas (Wu et al., 2009).

Outra enzima importante liberada pelos osteoclastos e
que vem chamando atencdo durante o processo de reabsor¢do 0ssea € a
fosfatase &cida tartarato resistente (TRAP 5b). Também conhecida como
uteroferrina ou fosfatase acida purpura, a enzima TRAP foi demonstrada
inicialmente por Li et al., em 1970, através de analises de coloracéo
citoqguimica em células ciliadas de endoteliose reticular leucémica.
Posteriormente, por ser resistente ao tartarato, a TRAP tem sido utilizada
como marcador citoquimico de osteoclastos e seus precursores (Igarashi

et al., 2002). Outros tipos de fosfatases acidas associados ao
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metabolismo de outros tecidos tém sido descritas na literatura (Bull et al.,
2002).

As funcdes da TRAP no processo de reabsorcdo 0ssea
ainda néo estdo totalmente esclarecidas, porém sabe-se que s&o
produzidas por osteoclastos e por serem fosfatases inespecificas, podem
degradar proteinas da matriz 6ssea, como a osteopontina, sialoproteina
O0ssea e osteonectina (Ek-Rylander et al., 1994). Ainda, no interior da
célula, a TRAP pode aumentar a liberacdo de radicais reativos de
oxigénio (ROS), substancias potencialmente deletérias ao tecido 6sseo
(Hallen et al., 1999). Interessantemente, de acordo com Asou et al., 2001,
a osteopontina é essencial para a reabsor¢cao 0ssea por facilitar a adeséo
dos osteoclastos ao o0sso atraves de integrinas, como a aVp3. Dessa
forma, a TRAP parece tanto participar do processo de degradacdo da
matriz como modular a adesdo e a migracdo de osteoclastos no tecido
0sseo (Bull et al., 2002).

ApOs ser secretada, a TRAP €& metabolizada por
processos fisiolégicos, presente nos fluidos corporeos. Essa enzima
tende a se ligar a uma molécula de alto peso molecular no soro chamada
a-macroglobulina (Brehme et al., 1999). Essa molécula parece ser
responsavel pela sua inativagcédo, remoc¢ao da areas de reabsorcdo 6ssea
e seu aparecimento na corrente sanguinea. O nivel sérico dessa enzima
pode ser quantificado e dessa forma pode ser indicativo de processos
patologicos associados a reabsor¢cdo 6ssea, como a osteoporose, a
doenca de Paget e sarcomas 0sseos (Seibel, 2000; Coleman et al., 2008;
Vasikaran, 2008; Eastel et al.,, 2008). A associacdo da TRAP com a
periodontite tem sido verificada pela sua expressdo citoquimica em
estudos animais (Spolidorio et al., 2007; Feitosa et al., 2009).

Na remodelacdo Ossea normal, células da linhagem
osteoblastica regulam a diferenciacdo osteoclastica. Existem duas vias
consideradas essenciais no processo de osteoclastogénese. A primeira é

através da molécula M-CSF(fator formador de colénias de macrofagos)
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liberada por osteoblastos e que atua nos primeiros estagios da
diferenciac@o celular. Posteriormente, os pré-osteoclastos sao regulados
pela via RANK-RANKL-OPG através do contato célula-célula com os
osteoblastos (Aubin, Bonnelye, 2000; Boyce et al., 2009).

Os pré-osteoclastos e osteoclastos possuem em sua
superficie um receptor conhecido como RANK (Receptor ativador de fator
nuclear Kappa ) e € especifico para seu ativador, o RANKL (ligante do
RANK), molécula transmembrana expressa na superficie de osteoblastos
(Leibbrand, Penninger, 2009). Quando ocorre a interacdo de ligante e
receptor na superficie das células precursoras dos osteoclastos, é que se
traduz o sinal essencial para a osteoclastogénese (Boyce et al., 2009).

A OPG (osteoprotegerina) € uma glicoproteina secretada
pelos osteoblastos em resposta a fatores osteotrépicos ou citocinas,
agindo como um receptor soluvel para o RANKL do préprio osteoblasto,
inibindo sua interagcdo como o RANK dos osteoclastos. Dessa forma, a
OPG é considerada um regulador fisiolégico importante na diferenciacao
e funcdo dos osteoclastos, desempenhando um papel protetor (Aubin,
Bonnelye, 2000).

Um desequilibrio do balanco RANK-RANKL-OPG por
fatores hormonais, inflamatérios ou infecciosos tem sido associado a
inimeras doencas Osseas destrutivas, como a osteoporose, a artrite
reumatoéide, a periodontite, entre outras (Anandarajah, Schwarz, 2009).
Além disso, estudos recentes tém mostrado associacdo desse sistema
tanto a processos fisiolégicos, como a lactacdo como a outras patologias

nao 0sseas, como tumores de mama e prostata (Terpos et al., 2009).
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2.4 Mediadores da reabsorcdo 6ssea na periodontite

A causa principal da reabsorcdo 0ssea é a inflamacéao
cronica gerada pela interacdo dos micro-organismos com o0s tecidos
periodontais. A destruicdo tecidual na periodontite é mediada
principalmente por citocinas inflamatorias e substancias derivadas das
bactérias que atuam basicamente desregulando o sistema RANK-RANKL-
OPG (Kantarci et al., 2006).

Os micro-organismos da placa bacteriana normalmente
ndo sao encontrados no tecido conjuntivo gengival, porém alguns de seus
componentes sdo soluveis (principalmente proteinas) e entram em
contato com os tecidos periodontais (Nair et al., 1996). Dentre os produtos
bacterianos destacam-se as enzimas e toxinas, como a leucotoxina do
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e componentes estruturais como
o lipopolissacarideo (LPS) de espécies Gram negativas e fimbrias. O LPS
parece nao ter efeito direto nas células 6sseas, mas € um potente indutor
de reabsorcdo por ativar células inflamatérias a produzir citocinas e
acelerar a osteoclastogénese (Sismey-Durrant, Hopps, 1987; Holt et al.,
1991; Gopalsami et al., 1993; Rogers et al., 2007).

A literatura atual tem apontado que o biofilme bacteriano e
seus subprodutos afetam as células imunes no tecido conjuntivo e células
do tecido 6sseo. Nas células relacionadas ao processo imunoinflamatério
como neutrofilos, macréfagos e linfécitos, esses produtos induzem a
producao de citocinas como IL-1B (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6),
TNF-a (fator de necrose tumoral a) e PGE, (prostaglandina E;), bem
como outros mediadores inflamatérios que modificam o balanco de
remodelacdo 6ssea, aumentando a atividade osteoclastica e inibindo a
funcdo osteblastica, o que invariavelmente leva a destruicdo do tecido

conjuntivo e reabsor¢éo 0ssea (Schwartz et al., 1997).
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Em estudo classico, Horton et al., em 1972, identificou um
fator ativador de osteoclasto (OAF) produzido em reposta a placa
bacteriana periodontal. Posteriormente, o OAF foi identificado como IL-1,
um dos agentes mais potentes na reabsorcdo 6ssea. A IL-1 € secretada
em duas formas moleculares, a e B, por uma variedade de células,
incluindo macrofagos, linfécitos B, neutrdfilos, fibroblastos e células
epiteliais, e estd envolvida em processos proé-inflamatoérios, degradacao
da matriz e cicatrizacdo (Boch et al., 2001). A IL-6 e o TNF-a (fator de
necrose tumoral) séo citocinas pro-inflamatdrias que tem atividade similar
a IL-1 na reabsorcdo 6ssea na ativacdo direta das células da linhagem
osteoclastica (Bartold, Narayanan, 2006).

As prostaglandinas sao eicosanoides derivados do acido
araquidénico e produzidos nos tecidos de acordo com as necessidades e
estimulos, embora também estejam relacionados a processos fisioldgicos
(Gemmel et al., 1997). Na periodontite, a participacdo da prostaglandinas
no processo de destruicdo 0ssea € marcante, principalmente pela PGE..
Essas prostaglandinas sdo potentes agentes pro-inflamatérios, como a
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, e indutores da
producdo de outras citocinas, como a IL-1 e TNF. A PGE; age sobre os
fibroblastos e osteoclastos induzindo a liberacdo de MMPs, que é
relevante para o processo de renovacao e destruicao tecidual. Da mesma
forma, inUmeros estudos tém mostrado que o fluido crevicular gengival de
sitios com periodontite contem niveis de PGE; significantemente maiores
dos observados em sitios sadios ou com gengivite (Offenbacher et al.,
1993).

Diante desse contexto, € correto afirmar que a maior parte
da destruicao tecidual na periodontite ocorre em fungédo de uma resposta
exacerbada dos mecanismos imunoinflamatérios do hospedeiro diante de
um fator agressor, a placa bacteriana e seus subprodutos. Portanto,
estudos envolvendo a modulacao da resposta do hospedeiro por agentes

terapéuticos tém sido propostos tendo como objetivo principal auxiliar o
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tratamento da periodontite, principalmente nos casos mais agressivos
(Kantarci et al., 2006).

2.5 Modulagdo da resposta do hospedeiro como tratamento da

periodontite

O sistema de defesa pode ser divido em processo inato
ou adquirido. A imunidade inata depende basicamente de fagdcitos, cuja
principal funcdo é combater quaisquer agentes agressivos. A imunidade
adquirida esta relacionada principalmente a linfocitos e possui
especificidade ao agente agressor. A maioria das infeccbes pode ser
contornada com sucesso pela imunidade inata e ndo causam doencas.
Outras que nao séo resolvidas pelo processo inato, sdo combatidas pela
imunidade adquirida. Entretanto, como todos os sistemas da natureza, a
imunidade ndo é perfeita ou isenta de falhas, haja vista a gama de
doencas alérgicas e auto-imunes. Além disso, 0 sistema imune esta
associado a outros fatores, como 0s nutricionais, genéticos e ambientais
(Kantarci et al., 2006).

A manipulacdo da resposta imune tem sido utilizada no
tratamento de algumas condicbes como na auto-imunidade, alergias e
rejeicOes de transplantes. A sua aplicagéo no tratamento de infecgdes tem
como objetivo auxiliar o hospedeiro no combate aos agentes
suplementando os mecanismos de defesa naturais inerente ou modificar
sua resposta alterando o curso das vias inflamatérias (Hamill et al., 2008).
De acordo com Giannobile (2008), comparado com outras modalidades
terapéuticas contra infec¢des, a modulagédo da resposta do hospedeiro
gera menos efeitos colaterais, ndo é invasiva e ndo requer meétodos de

aplicacdes complicadas.
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Dentre as abordagens farmacolégicas empregadas na
periodontia podem-se destacar basicamente trés vias de agdo: o0s
moduladores do processo imunoinflamatoério, como anti-inflamatoérios néo
esteroidais, inibidores de citocinas e inibidores do Oxido Nitrico (NO); os
agentes que bloqueiam enzimas teciduais, como inibidores de
metaloproteinases e as tetraciclinas modificadas; e os agentes que inibem
a osteoclastogénese, como os bifosfonatos. Por meio da Figura 1,
observa-se resumidamente o local de acdo de cada farmaco em relacao a
patogénese da periodontite.

Uma das classes farmacolégicas mais utilizadas para
bloquear o processo inflamatoério tanto nos tecidos periodontais quanto
em qualquer parte do corpo sdo os anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES). A razao bésica na utilizacdo de AINEs é bloquear os metabdlitos
do acido araquiddnico, principalmente prostaglandinas e leucotrienos, que
sdo mediadores pro-inflamatérios envolvidos em uma variedade de
processos de degradacdo tecidual e reabsorcdo 6ssea. Estudos em
animais e em humanos evidenciam que o uso de anti-inflamatorios reduz
a perda 6ssea causada pela doenca periodontal (Jeffcoat et al., 1986;
Offenbacher et al., 1987; Williams et al., 1988; Jeffcoat et al., 1995;
Gurgel et al., 2004).
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Desafio microbiano

AINES Inibidores de
Resposta imuno- NO sintase

\ inflamatéria ;
Prostaglandinas Oxido Nitrico

‘ Antagonistas /

de citocinas

N

Tetraciclinas
modificadas e

N inibidores de
conjuntivo MMPs

Reabsor¢do dssea

Bifosfonatos
Alteragdes no tecido

Sinais clinicos da

doenga periodontal
Bartold e Narayanan, 2006

Figura 1 - Processos de degradacao tecidual na periodontite e agentes terapéuticos
potenciais (Bartold, Narayanan, 2006).

No entanto, existem duas principais classes de AINES: os
nao seletivos para cicloxigenase-2 (COX-2) e os seletivos para COX-2. A
cicloxigenase é uma enzima que converte o acido araquidénico em
prostaglandinas e possui 3 isoformas, que atuam em diferentes processos
fisiopatologicos. A COX-1 é constitutiva e estd mais relacionada a
processos fisioldgicos, como a protecdo gastrica e a pressado sanguinea.
Enquanto que a COX-2, denominada induzida ou patologica, €
rapidamente produzida em resposta a uma variedade de estimulos pro-
inflamatoérios (Hart, Kornman, 1997). Os AINEs ndo seletivos, portanto,
blogueiam ambas a vias e tendem a causar efeitos colaterais e
indesejados principalmente no trato gastrointestinal. No entanto, o uso
prolongado de AINEs seletivos tem sido associado ao desenvolvimento
de hipertensdo, edema e doencas cardiacas. Outra desvantagem da

utilizacdo de AINEs na terapia da periodontite € que o blogueio ocorre em
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apenas uma das vias do processo inflamatério visto que o &cido
araquidénico pode sofrer acdo da lipoxigenase e dar origem aos
leucotrienos cujas acdes pro-inflamatérias sdo semelhantes as das
prostaglandinas. Por esses motivos, o uso de AINEs da forma tradicional
nao tem sido atualmente associado ao tratamento periodontal clinico de
rotina (Reddy et al., 2003).

As doencas imunoinflamatérias apresentam um processo
na qual ha superioridade de atuacdo das citocinas pro-inflamatorias (IL-
1B, TNF-a, IL-6 e IFN-y) sobre citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10,
TGF- B). Dessa forma, estratégias que visam a neutralizagdo dessas
citocinas inflamatérias tém sido desenvolvidas principalmente no combate
de doencas cronicas, como a artrite reumatéide e a Doenca de Crohn
(Elliott, Maini, 1994; Andreakos et al., 2002).

Na Periodontia, foram estudados modelos animais na qual
se utilizaram receptores sollveis de IL-18 e TNF-a e os resultados
exibiram reducdo da perda de insercdo conjuntiva e osso alveolar,
demonstrando que esses receptores podem ser uma terapia potencial por
retardar o processo de destruicao tecidual (Graves et al., 1998; Delima et
al., 2001). Entretanto, alguns pesquisadores sugerem maior
aprofundamento nesses estudos, visto que, varias citocinas tém seus
efeitos redundantes e apenas o blogueio de uma delas parece néo ser
muito efetivo para o tratamento de doencas crbnicas (Conraads et al.,
2005). Ainda, o conceito de terapia de modulagéo imune, que consiste em
equilibrar as citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias, parece ser mais
apropriado do que neutralizar a atividade de uma citocina apenas (Bolton,
2005).

As MMPs desempenham papel importante na
remodelacdo tecidual em varias situagbBes fisioldgicas, incluindo na
remodelacéo, reparo tecidual e na angiogénese. Em algumas condi¢cbes
patolégicas, como doencas inflamatdrias, tumores e metastases, observa-

se 0 aumento dessas enzimas o0 que proporciona a destruicdo tecidual. As
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principais MMPs envolvidas na perda tecidual na periodontite sédo a MMP-
2 e a MMP-8 (Bartold, Narayanan, 2006).

A sua atividade pode ser bloqueada ou modulada por
inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) que sao produzidos
pelas mesmas células que liberam as MMPs. Entretanto, até a presente
data, ndo existem estudos envolvendo a aplicacdo desses inibidores
sintéticos na prevenc¢ao da perda tecidual na periodontite.

O principal agente antiproteinase utilizado na periodontite
€ a tetraciclina. No final dos anos 80 e inicio da década de 90, alguns
estudos mostraram que além da sua capacidade antimicrobiana, essa
classe de farmaco tinha a capacidade de reduzir a atividade de neutrofilos
e osteoclastos e inibir a acdo das metaloproteinases da matriz (Golub et
al., 1987; Rifkin et al., 1993; Yu et al., 1993). A descoberta de um sitio na
molécula de tetraciclina responsavel pela atividade inibitéria nas MMPs
levou ao desenvolvimento de uma série de farmacos anélogos nao
antimicrobianos, chamados tetraciclinas quimicamente modificadas
(Ramamurthy et al., 2002).

A principal droga dessa classe de tetraciclinas
desenvolvida como inibidor das colagenases € o hiclato de doxiciclina em
dose ndo antimicrobiana (SDD) (Periostat®) e esta aprovada para seu
uso em humanos pela FDA (Food and Drug Administration) dos Estados
Unidos da América. Reddy et al., 2003, em revisdo sistematica da
literatura, mostrou que a raspagem e alisamento radicular (RAR)
associada ao SDD por 9 meses exibiu maior ganho de insercéo e reducéo
na profundidade de bolsa comparado ao tratamento somente com
raspagem. Mais recentemente, Preshaw et al., 2008, através de estudo
multicentro com 226 individuos, randomizado, duplo-cego e controlado
com placebo, relatou que a associacdo do SDD diario a RAR exibiu
beneficios clinicos comparados a somente RAR.

Apesar das evidéncias cientificas mostrarem que o uso

concomitante das tetraciclinas modificadas podem ser benéficas no
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tratamento periodontal, de acordo com Giannobile, 2008, algumas
guestbes necessitam ser respondidas, tais como, o efeito sistémico em
longo prazo da inibicdo das MMPs e seu papel na homeostasia 6ssea e
no cancer. Nuti et al., 2007, sugerem que se prossigam a investigacao
sobre o papel das MMPs no metabolismo 6sseo e nas patologias, como a
periodontite e tumores para o0 desenvolvimento de farmacos mais
especificos na qual sejam reduzidos os efeitos indesejados e

potencializado sua eficacia.

2.6 Bifosfonatos (BFs)

Os bifosfonatos (BFs), também chamados de difosfonatos
sdo compostos sintéticos analogos ao pirofosfato presente no organismo.
O pirofosfato é constituido por um atomo de oxigénio que esta ligado a
dois grupos de fosfato (P-O-P). Nos bifosfonatos este atomo de oxigénio é
substituido por um atomo de carbono (P-C-P), sendo que o atomo de
carbono que liga os dois grupos de fosfato confere grande resisténcia a
molécula de bifosfonato (Russell, 2007).

Segundo Fleisch (1997), alteracdes nos radicais (cadeias
laterais) e esterificacdo dos grupos fosfato resultaram no grande numero
de diferentes bifosfonatos descritos até hoje, onde cada um deles
apresenta caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas préprias, mas todos
eles possuem forte afinidade pelo fosfato de calcio da hidroxiapatita e,
portanto pelo tecido 6sseo.

Da mesma forma que os pirofosfatos, os BFs eram
inicialmente utilizados como inibidores da mineralizacéo e calcificagdao em
tecidos moles, incluindo pele, rins e vasos sanguineos. Com a
intensificacdo dos estudos, descobriu-se que os BFs tinham a capacidade

de inibir a reabsorcdo 0ssea. A partir desse ponto, pesquisas envolvendo
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0 uso dos BFs em modelos animais de osteopenia e osteoporose foram
realizadas e mostraram que esses farmacos inibiam a reabsor¢édo dssea e
melhoravam as propriedades biomecanicas do osso (Schenk et al., 1986;
Muehlbauer et al., 1991).

2.6.1 Mecanismo de acdo e propriedades relacionadas a estrutura

quimica

O nudcleo P-C-P dos bifosfonatos € responséavel pela forte
afinidade do bifosfonato ao 0sso e permite um numero de variacdo na sua
estrutura, baseada na substituicdo das posicdes R1 e R2 no atomo de
carbono. A habilidade dos bifosfonatos em se ligarem ao mineral ésseo
previne o crescimento e a dissolugédo de cristais, sendo maior quando a
cadeia lateral R1 € um grupo hidroxila (OH) ao invés de um cloreto (CI). A
cadeia lateral R2 determina a poténcia do bifosfonato e basicamente
divide os bifosfonatos em trés categorias: de primeira geragdo ou
bifosfonatos simples, quando a R2 é constituida por — CH3z, como no
etidronato; de segunda geracdo, quando a R2 contém um radical amina
nao ciclico (NH,), como no alendronato e de terceira geracdo quando a
R2 contém atomos de nitrogénio em cadeia ciclica, como no risendronato
e no pamidronato (Russel, 2007). A Figura 2 mostra os diferentes
bifosfonatos e suas respectivas estruturas quimicas.

A capacidade antirreabsortiva dos bifosfonatos esta
intimamente ligada a sua estrutura quimica. Os compostos que contém
um atomo primario de nitrogénio na posi¢cdo R2, como o alendronato e o
pamidronato, sdo de 10 a 100 vezes mais potentes que os bifosfonatos
simples (etidronato e clodronato). Os bifosfonatos mais potentes, com
capacidade antirreabsortiva de 1000 a 10000 vezes maior que O0S

bifosfonatos simples, sdo os que contém atomo de nitrogénio em anel
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heterociclico na posicdo R2, como o risendronato e o zoledronato
(Russel, 2007).
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Figura 2 - Estrutura quimica dos principais bifosfonatos (Russel, 2007).

Esses farmacos apresentam alta afinidade pelo Ca* dos
cristais de hidroxiapatita dos tecidos mineralizados. ApdOs serem
administrados, rapidamente se depositam nos 0ssos e podem
permanecer por longos periodos. Durante a remodelacdo 6ssea, os BFs
sao ingeridos pelos osteoclastos por endocitose e dentro das ceélulas
atuam em processos bioquimicos alterando a funcéo celular (Roelofs et
al., 2006).

Dois processos bioquimicos intracelulares distintos sao
afetados pelos BFs e sdo dependentes de sua estrutura quimica. Os BFs
simples séo incorporados metabolicamente em analogos néo hidrolizaveis
de ATP. O acumulo desses metabdlitos dentro dos osteoclastos inibe a

fungéo celular causando sua morte. Em contraste, os aminobifosfonatos
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interferem com outras reacdes metabdlicas, por exemplo, na via do
mevalonato. Esta é uma via biossintética responsavel pela producédo de
colesterol e lipidios isoprendides como o isopentenil difosfato (IPP),
farnesildifosfato (FPP) e geranilgeranil difosfato (GGPP). FPP e GGPP
participam prenilacdo de pequenas GTPases como Ras, Rho, Rac e Rab.
Os aminobifosfonatos alteram a acdo da enzima FPP sintase e por
consequéncia inibem a prenilacdo das GTPases (Roelofs et al., 2006). A
prenilacdo envolve a transferéncia de lipideos de grupos farnesil e
geranilgeranil para um residuo de cisteina da GTPase, permitindo que
esta se ancore nas membranas celulares. As GTPases sdo essenciais na
manutencdo do citoesqueleto e trafego de vesiculas. Esses bifosfonatos
ao modificarem essa via, interferem na funcdo osteoclastica, alteram
profundamente sua capacidade reabsortiva e induzem apoptose (Russel,
Rogers, 1999; Rogers et al., 2000) (Figura 3).

Figura 3 - Os aminobifosfonatos induzem apotose inibindo a FPP sintase e prevenindo a
prenilacdo de pequenas GTPases. A auséncia desse processo resulta na mudanca de
eventos sinalizadores que alteram a fungdo osteoclastica e induzem a apoptose
(Vasconcelos et al., 2004). HGM-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA; PP: difosfato.
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Os BFs podem ainda inibir a reabsorcao éssea afetando
as enzimas necessarias no processo reabsortivo, como a bomba de
protons ATPase vacuolar presente na borda ondulada dos osteoclastos,
responsavel pela acidificacdo na lacuna de reabsorcdo (David et al.,
1996).

Outro mecanismo de acdo dos BFs € através da inibigdo
da osteoclastogénese pela via RANK/ RANKL/OPG (Kantarci et al., 2006).
Ainda, os bifosfonatos simples tém a capacidade de inibir a liberagéo de
mediadores inflamatorios como a TNF-q, IL-6 e IL-1[ (Takagi et al., 2005),
embora alguns estudos mostram que o0s aminobifosfonatos podem
aumentar os niveis dessas citocinas (Sugawara et al., 1998). Funayama
et al., 2000, mostraram que o alendronato pode exacerbar a liberagéo de
histamina apdés inducédo pelo LPS de Prevotella intermédia em mandibulas
de ratos. Dessa forma, o efeito dos BFs no processo inflamatério ainda
requer maior elucidagéo na literatura.

Estudos em cultura de células e em modelos animais tém
sugerido que os BFs também podem atuar no processo de formacao
O0ssea. Giuliani et al. (1998) mostraram que concentracdes menores de
alendronato aumentaram a UFC (unidade formadora de col6nias) de
fibroblastos e osteoblastos em culturas de medula 6ssea humana e de
ratos. Reinholz et al. (2000) através de estudo em osteoblastos fetais,
concluiram que o pamidronato ndo estimulou a multiplicacdo dessas
células, mas ativou sua citodiferenciagdo (aumento na producdo de
fosfatase alcalina 6ssea, colageno tipo | e proteina 6ssea total. Im et al.
(2004) determinaram que o alendronato e risendronato aumentaram
significantemente o numero de células osteoblasticas bem como a
expressao génica da BMP-2 (proteina morfogenética-2), colageno tipo | e

osteocalcina.
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2.6.2 Aplicacéo clinica e efeitos adversos dos bifosfonatos

Utilizados no passado como inibidores da calcificacdo, em
doencas como a fibrodisplasia ossificante progressiva, os BFs atualmente
sdo medicamentos amplamente associados ao tratamento de doencas
que envolvem perda O0ssea, como a osteoporose, Doenca de Paget,
tumores e metastases osteoliticas e hipercalcemia maligna (Lipton, 2008;
Silverman, 2008; Landesberg et al., 2009).

A farmacologia clinica dos bifosfonatos é caracterizada
por baixa absor¢éo intestinal (1-4%) e dose dependente, porém com alta
seletividade ao tecido 6sseo. Apos administracao por via oral, os BFs séao
rapidamente removidos do plasma pela excrecdo renal ou pela rapida
captacao pelo tecido 6sseo. Quando o bifosfonato é incorporado ao 0sso,
a meia vida é extremamente longa, para mais de dez anos, relacionando-
se com o tempo de turnover do sitio esquelético. (Lin et al., 1996; Ganguli
et al., 2002). A rapida remocéao do plasma e a ligacdo especifica do BF a
hidroxiapatita geram poucos efeitos toxicos sistémicos. A distribuicao
desse farmaco para outras partes do corpo € limitada (Adami, Zamberlan,
1996).

A osteonecrose dos maxilares (ONM) é o principal efeito
adverso dos BFs com relatos na literatura. Clinicamente, a ONM
apresenta areas de exposicdo do osso alveolar que ocorre
espontaneamente ou torna-se evidente apOs procedimentos cirlrgicos e
persiste apos oito semanas (Ruggiero, Mehrotra, 2009). Os mecanismos
patogénicos da ONM sdao incertos, porém especula-se que essa condicao
pode ocorrer devido a baixa renovacao 0ssea causada pelos bifosfonatos,
que leva a reducdo do fluxo sanguineo e necrose das células Osseas
(Almazrooa, Woo, 2009).

A ONM parece estar mais associada a individuos sob

tratamento de tumores que recebem BFs mais potentes como o
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zoledronato e pamidronato de uso intravenoso (Gebara, Moubayed,
2009). Esses individuos, geralmente, estdo sob medicamentos
quimioterapicos, como imunossupressores, 0 que também favorece o
aparecimento de ONM (Rizzoli et al., 2008). Bamias et al., 2005,
investigando 252 pacientes sob terapia oncolégica que receberam
bifosfonatos, mostraram que apenas 17 (6,7%) desenvolveram ONM. No
entanto, a ocorréncia de ONM apls terapia com os BFs orais mais
comuns (alendronato e risendronato) € mais rara. Ruggiero et al., 2004,
ao avaliarem 63 pacientes com ONM, relataram que 56 receberam BFs
via intravenosa para tratamento de cancer e 7 foram tratados com BFs
orais para osteoporose.

De maneira geral, os BFs nado alteram as propriedades
biomecanicas do 0sso mesmo com o uso em longo prazo, visto que
inimeros estudos mostram que o tratamento da osteoporose com esses
farmacos diminui consideravelmente as fraturas tanto de ossos longos
guanto de 0ssos menores e curtos (Boyce et al., 1995; Harris et al., 1999).
A andlise histolégica de osso em individuos que receberam bifosfonato
exibe o tecido com aspecto de normalidade a despeito do maior indice de
densidade 6ssea comparado ao placebo (Harris et al., 1999).

Além da ONM, outros efeitos colaterais dos BFs sao
relatados na literatura, como desconforto gastrointestinal (via oral),
toxicidade renal, doencas oculares, resposta de fase aguda, como febre e
fadiga, hipocalcemia e hiperparatiroidismo secundario e dores
osteomusculares (Papapetrou, 2009).

Existem cerca de 10 diferentes BFs disponiveis
comercialmente em diversos paises. Para cada um deles existe uma
posologia recomendada e uma indicacdo clinica precisa (Palomo et al.,
2006). Para alguns BFs, como o alendronato, pode-se optar pelo uso
diario ou semanal via oral. Outros como o pamidronato, a via de aplicacéo

€ intravenosa. Ja para farmacos mais recentes, como o ibandronato,
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recomenda-se dose mensal via oral (Chesnut, 2006). Até os dias atuais,

nao existe nenhum bifosfonato de acao local registrado comercialmente.

2.6.3 Risendronato de sédio (RS)

O risendronato de sodio, também conhecido por NE-
58095 ou acido risendrdnico, € um aminobifosfonato cujo nome quimico é
2-hidroxietilideno-2-(3-piridinil)-1,1 bifosfonato dissédico (Crandall, 2001).
As caracteristicas farmacocinéticas do risendronato sdo semelhantes a de
outros bifosfonatos de via oral: baixa absorcdo intestinal (0,5-3%) e
biodisponibilidade de 0,63% em individuos saudaveis (Bobba, Adachi,
2007). O farmaco ndo tem metabolizagdo hepatica e a maior parte €
rapidamente captada pelo tecido 6sseo e o restante é excretado incélume
pelos rins. Ainda, devido a unido do risendronato aos cristais de
hidroxiapatita do osso, a medida que o tecido 6sseo sofre remodelacao,
as moléculas do farmaco sdao novamente liberadas (Umland, Boyce,
2001).

2.7 Bifosfonatos e Periodontia

2.7.1 Estudos em animais

Weinreb et al, em 1994, estudaram o efeito do
alendronato, administrado por via intravenosa, na reducao da perda 6ssea
alveolar causada por periodontite experimental em macacos, ap0s as

ligaduras em dentes molares inferiores na jungdo esmalte-cemento e,
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subsequente, indculo com Porphyromonas gingivalis. Nos animais que
receberam placebo foi observada significante perda 6ssea na juncao
esmalte-cemento e na furca, enquanto no grupo tratado com alendronato
(0,05 mg/Kg) houve reducdo significativa da perda éssea em ambos
sitios. Ja nos animais tratados com maiores doses, 0,25 mg/kg, os
mesmos beneficios ndo foram encontrados. Os autores sugeriram que
alendronato pode reduzir a reabsor¢do 6ssea alveolar associada com a
periodontite.

Shoji et al. (1995), investigaram o efeito sistémico do
risendronato de soédio na periodontite experimental induzida em ratos.
Foram utilizados 40 animais divididos em 4 grupos, sendo um controle
(placebo) e os outros 3 de acordo com a dose do farmaco aplicado (0,8
mg/kg; 1,6 mg/kg e 3,2 mg/kg). Apds inducdo da periodontite, o
medicamento foi administrado diariamente por 7 dias, na qual os animais
foram submetidos a eutanasia. Os resultados mostraram que 0S grupos
tratados com as maiores doses de risendronato apresentaram menor
perda 6ssea e reducdo do numero de osteoclastos.

Reddy et al.,, em 1995, avaliaram o efeito do alendronato
na perda 6ssea em periodontite induzida por ligaduras, em caes beagles,
pela analise digital de imagens radiograficas e andlise histolégica. O
alendronato nao influenciou os aspectos clinicos de acumulo de placa e
inflamacédo gengival, mas, no grupo tratado com o BF, observou-se menor
mobilidade dentaria, maior densidade mineral 6ssea e menor perda de
inser¢do das fibras gengivais. Os autores concluiram que o alendronato
pode ser benéfico no tratamento da perda Ossea alveolar associada a
doenca periodontal.

Em relacdo aos protocolos terapéuticos, os estudos
envolvendo BFs e periodontite sdo extremamente variados, tanto em
relacdo a dosagem, frequéncia e via de administracdo quanto ao objetivo
da abordagem medicamentosa, se preventiva ou curativa. Apesar da

maioria desses estudos terem sido feito em modelos animais, essa
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variabilidade reflete, em parte, a realidade clinica, visto que, essa classe
de farmaco néo é utilizada primordialmente para o tratamento da doenca
periodontal, mas como adjuvante ao tratamento de doencas ésseas e
cada substancia apresenta sua posologia.

Alencar et al., em 2002, se propuseram a avaliar o efeito
do clodronato de sbédio de forma sistémica em duas abordagens,
profildtica e terapéutica. Foram utilizados 72 ratos e divididos em 2
grandes grupos: profilatico, na qual foram administrados trés diferentes
doses diarias de clodronato em cada subgrupo (1, 5 e 25 mg/kg)
concomitantemente a inducéo da periodontite por ligaduras, desde o dia O
até o dia 7, quando os animais foram sacrificados e terapéutico, na qual
apos 5 dias da inducgéo da doenca, se iniciou a administracéo do farmaco,
na trés dosagens supracitadas por 7 dias. Havia também outros dois
grupos controle, na qual foi utilizada solugao salina nas duas abordagens.
Os autores concluiram que ambas as abordagens apresentaram menor
perda 6ssea e que o resultado foi dose dependente.

Resultados semelhantes foram obtidos por Menezes et
al.,, 2005, na qual avaliaram o efeito profilatico e terapéutico do
alendronato de sodio em trés concentragdes (0,1 mg/kg, 0,25 mg/kg e 0,5
mg/kg) na perda Ossea alveolar decorrente da periodontite experimental
em ratos. Tanto a abordagem profilatica (inicio concomitante a inducéo da
doenca) quanto a terapéutica (iniciada apdés 5 dias da insercdo da
ligadura) foram eficazes na reducdo da perda Ossea comparado aos
grupos controle. Ainda, os melhores resultados desse estudo também
foram dose-dependente, na qual maiores dosagens mostraram maiores
beneficios.

Outros estudos se propuseram a avaliar a duragéo do
tratamento com BFs e a perda 6ssea alveolar. Tani-Ishii et al., em 2003,
investigaram o efeito do uso sistémico do icadronato (bifosfonato de
terceira geracdo) na periodontite experimental em ratos através de

parametros inflamatérios, histomorfométricos e radiogréaficos. Apos a



44

inoculagdo com de Porphyromonas gingivalis, os animais receberam 2
mg/kg de icadronato ou placebo 2 vezes por semana por 2, 4 ou 8
semanas. Os resultados ndo mostraram diferencas estatisticas entre os
grupos em relacdo a perda éssea alveolar, entretanto, os grupo tratado
com o bifosfonato por 8 semanas apresentou maior preservacao do
ligamento periodontal e menor infiltracdo de neutrdfilos.

Cetinkaya et al.,, em 2008, avaliaram o efeito do
risendronato de sédio na perda oOssea alveolar em periodontite
experimental em ratos. Cada grupo recebeu um tratamento diferente, de
acordo com a dose (0,1 mg/Kg ou 1 mg/Kg) e a duracéo do tratamento (3
ou 8 semanas). Apés analises histomorfométrica, estereoldgica e
radiografica, os autores concluiram que o0s grupos tratados com
risendronato por 3 semanas foram mais eficazes na inibicdo da
reabsorcdo 6ssea comparado com 0s grupos tratados por longa duracao
€ cCom 0s grupos que receberam placebo.

A associacdo de farmacos ou substancias com intuito de
reduzir o impacto da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro na perda
O0ssea periodontal tem sido investigada na literatura. Llavaneras et al.,
2001, estudaram o efeito do clodronato de sédio isolado ou associado a
doxiciclina modificada na expresséo gengival de MMPs e na perda 6ssea
periodontal induzida por inoculagdo de LPS em ratos. A partir do
estabelecimento da doenca, foram instituidas as seguintes terapias:
clodronato de sodio 1 ml uma vez por semana; doxiciclina 1 mg/diario;
combinacdo dos farmacos. Apds 7 dias, verificou-se que o tratamento
combinado foi o mais efetivo na reducédo dos parametros avaliados.

Em estudo similar, Buduneli et al., em 2005, avaliaram a
associacdo do alendronato de sodio (ALD) e doxiciclina modificada
(SDD), ou cada farmaco isolado na prevencédo da perda éssea alveolar e
nos niveis seéricos de IL-1, osteocalcina (OCC) e Proteina C Reativa apos
inoculagdo com LPS de Escherichia coli em ratos. Os animais foram

divididos em 5 grupos distribuidos da seguinte forma: grupo 1-controle;
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grupo 2 — LPS + salina; grupo 3 — LPS + SDD (5 mg/kg); grupo 4- LPS +
ALD (0,5 mg/kg); grupo 5 — LPS + SDD + ALD. Apés 7 dias, os animais
foram submetidos a eutanasia e os autores concluiram que os dois
grupos tratados com ALD apresentaram menor perda 6Ossea alveolar
comparado com o grupo tratado com salina e com SDD apenas,
entretanto, a observacao dos outros parametros mostrou apenas aumento
na concentracdo de osteocalcina pelo grupo SDD+ALD.

Com intuito de observar a interacdo entre periodontite,
deficiéncia estrogénica e BFs, Duarte et al., em 2006, propuseram estudo
em que avaliaram efeito do uso sistémico do alendronato de sddio (5
mg/kg), estrégeno (20 ug/kg), ou calcitonina (16 IU/kg) na prevencao da
perda O0ssea alveolar em ratas ovarectomizadas. Os animais receberam o
tratamento medicamentoso um dia apos a ovarectomia por 7 dias quando
sofreram eutanasia. Os resultados mostraram que a deficiéncia
estrogénica reduziu a densidade do osso de suporte dental e que tanto o
estrogeno quanto o alendronato foram capazes de inibir esse processo.

Os trabalhos supracitados analisam a atividade anti-
reabsortiva dos BFs de uso sistémico na periodontite experimental em
ratos. Apesar da maioria dos estudos mostrarem certos beneficios
quando comparado a placebos, apés analise critica dos resultados,
observa-se muitas vezes melhoras néo significantes. Isso em parte pode
ocorrer pela propria farmacocinética dos BFs, que como visto, na sua
grande parte € discretamente biodisponibilizado e incorporado de forma
irregular nos cristais de hidroxiapatita do tecido 6sseo (Fernandes, 2005;
Nobre et al.,, 2008). Alguns autores também afirmaram que esses
farmacos podem ter uma resposta bifasica, dependendo da dose e da
intensidade. Dessa forma, alguns pesquisadores tém investigado o efeito
da aplicacdo local dos BFs em defeitos 0sseos, principalmente os
causados pela periodontite. Essa abordagem terapéutica apresenta

potencialmente maior capacidade de incorporacdo das moléculas do
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farmaco nos tecidos 0sseos periodontais, além de reduzir os efeitos
indesejaveis e colaterais observados na terapia sistémica

Os pioneiros estudos envolvendo aplicacdo local em
defeitos 6sseos periodontais foram realizados a partir do estudo inicial de
Yaffe et al., em 1995, na qual avaliaram o efeito do uso local e sistémico
do alendronato em defeitos d&sseos alveolares produzidos pelo
deslocamento do retalho mucoperiostal de espessura total (RMP). O
alendronato foi aplicado topicamente nas doses de 0,15, 0,75 e 1,5 mg/ml
sob retalhnos mucoperiosteais nas mandibulas de ratos ou por via
intravenosa na dose de 0,5 mg/Kg de peso. Os autores perceberam que o
uso tépico do alendronato ndo gerou efeito sobre o RMP, no entanto,
quando aplicado de modo intravenoso, houve a reducao estatisticamente
significante na reabsorcéo 6ssea mandibular.

Posteriormente, Yafee et al., 1997, avaliaram o efeito do
alendronato aplicado topicamente através de uma esponja cirlrgica
embebida (20 mg/ml) sobre a superficie do 0sso exposto, apdés a
execucdo de um RMP em mandibulas de ratos, no intuito de inibir a
reabsorcdo Ossea induzida. Os autores constataram que o alendronato
liberado localmente reduziu significantemente a reabsorcéo dssea ativada
pela cirurgia de retalho, sugerindo a aplicagdo do alendronato nessas
situacodes.

Binderman et al., 2000, estudaram a acao local e a
distdncia do alendronato sobre o processo de reabsorcdo é6ssea que
ocorre ap6s RMP, em ratos. Num primeiro grupo, apés o deslocamento do
retalhno e exposicdo 6ssea, 0 medicamento foi aplicado topicamente com
o auxilio de uma esponja cirargica embebida com a droga nas
concentracoes de 10, 50, 200 ou 400 pg/mL. No segundo grupo, a
esponja embebida com alendronato nas concentracdes de 50, 200 ou 400
Mg/mL foi posicionada na submucosa da bochecha numa regido distante e
no lado oposto a do sitio cirdrgico. Apos analise das imagens

radiograficas, os autores concluiram que a aplicagdo topica nas duas
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maiores concentracdes de alendronato foi significantemente efetiva na
reducdo da perda 6ssea alveolar local e, que na concentracdo de 400
pMg/mL, o BF apresentou efeito sistémico, reduzindo a reabsorcdo éssea
distante do local da cirurgia.

Yaffe et al., em 2000, avaliaram, através de semelhantes
metodologias anteriores, o efeito do uso local de 6 tipos diferentes de
bifosfonatos, incluindo o alendronato, etiodronato e outros quatro
contendo nitrogénio em cadeia ciclica, desenvolvido pelo proprio
laboratorio, que foram denominados pelas siglas VS-5, VS-6, ISA-13 e
SuBP. Apd6s analises radiograficas, foi constatado que o alendronato foi 0
mais eficaz na prevencdo da perda déssea, seguido pelo ISA-13, VS-5 e
VS-6, que por sua vez apresentaram resultados superiores que o
etiodronato e o SuBP.

Mitsuta et al.,, 2002, examinaram a acdo local do
clodronato na periodontite experimental induzida em ratos através da
insercdo de um anel elastico. Dois dias apds a inducdo da doenca,
aplicou-se 50 yL de clodronato em trés diferentes concentracdes (20, 40
ou 60 mM) na submucosa palatina adjacente a regiao interdental entre o
primeiro e o segundo molar e no lado oposto foi aplicado solugao salina.
Os resultados das andlises radiograficas mostraram que 0s grupos
tratados com 40 e 60 mM preservaram maiores quantidades de 0sso
alveolar e obtiveram maiores indices de densidade é0ssea. A analise
quantitativa da TRAP mostrou reducdo no numero de osteoclastos dos
grupos tratados com clodronato em relagéo ao grupo tratado com salina.

Recentemente, Goya et al., em 2006, avaliaram o efeito
da irrigacdo subgengival com 100 pL de olpadronato a 150 mM nos
dentes na qual foi induzido a periodontite pela insercdo de ligaduras.
Foram selecionados 20 animais divididos em dois grupos, de acordo com
a terapia adotada, irrigacdo com clodronato ou solucéo salina. A aplicacao
foi iniciada um dia apds a inducdo da periodontite e foi repetida

diariamente por 4 dias, na qual os animais foram submetidos a eutanasia.
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A analise histolégica e histomorfométrica mostraram que 0S grupos
tratados com olpadronato exibiram menor perda 6ssea inter-radicular e os
osteoclastos exibiram sinais de alteracdo, como perda da borda ondulada,

reducao da adesao ao tecido 6sseo e formato arredondado.

2.7.2 Estudos em humanos

Os BFs sao uma classe de medicamentos cuja principal
funcdo é inibir a reabsorcdo 6ssea oriunda de processos fisiopatoldgicos.
N&o obstante, existem diversas substancias com sua posologia adequada
para cada situacdo clinica e cuja eficacia esta comprovada por inUmeros
estudos cientificos e também ainda submetida a andlise por instituicdes
reguladoras. Em periodontite, as pesquisas preliminares em animais
mostram resultados animadores, entretanto, ndo é possivel extrapolar
esses dados para o tratamento em humanos. Ainda, poucos estudos
clinicos controlados por placebo e duplo cego existem na literatura
envolvendo o uso de bifosfonatos como auxiliar ao tratamento da
periodontite.

Rocha et al., em 2001, avaliaram o efeito do alendronato
(10 mg/dia por 6 meses) como adjunto ao tratamento periodontal em
individuos diabéticos. Foram selecionados 40 pacientes, sendo 20
homens e 20 mulheres, divididos aleatoriamente em dois grupos, sendo
um tratado com alendronato e outro com placebo. Todos os individuos
receberam RAR, orientacdo de higiene e foram monitorados por 6 meses.
Os resultados mostraram que ambos 0s grupos exibiram melhora nos
parametros clinicos periodontais, sem haver diferencas estatisticas
significantes. Analise por subtracdo radiografica mostrou que 0 grupo
tratado apresentou maior reducdo da distancia entre a juncdo cemento-

esmalte e a crista 6ssea alveolar.
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El-Shinnawi e El-Tantawy, em 2003, avaliaram o efeito do
Fosamax® (alendronato, 5 mg/diario) através de parametros clinicos
periodontais e radiograficos como adjunto ao tratamento periodontal em
individuos com periodontite cronica. Vinte e quatro pacientes foram
divididos em dois grupos, tratado e controle, e receberam terapia
periodontal inicial e foram acompanhados por 6 meses. Ao final do
estudo, ndo foram observados diferengas estatisticas nos parametros
clinicos, entretanto, no grupo que recebeu alendronato, foi observado
aumento da densidade mineral 6ssea mandibular comparada com grupo
gue recebeu placebo.

Rocha et al., 2004, investigaram o efeito do uso sistémico
do alendronato associado ao tratamento mecéanico convencional em 40
mulheres pds-menopausa, obesas e ndo obesas, através de parametros
clinicos periodontais, niveis hormonais, densidade mineral 6ssea do
calcaneo e de niveis sorologicos de telopeptideos N (NTx) e de fosfatase
alcalina 0ssea. ApOs seis meses, 0s autores concluiram que os individuos
gue receberam alendronato, tanto obesos, quanto ndo obesos, mostraram
beneficios tanto clinicos, tais como profundidade de bolsa, nivel de
insercdo, mobilidade dental e também nos niveis soroldgicos dos
marcadores 0Sseos.

Lane et al., 2005, estudaram o efeito de dois BFs, o
alendronato (10 mg/dia) e o risendronato (5 mg/kg) como adjunto ao
tratamento mecanico periodontal em 66 individuos, sendo 37 homens e
29 mulheres. Apés um ano de acompanhamento, os resultados
mostraram que 0s grupos tratados com BFs apresentaram maior reducéo
da profundidade de bolsa e sangramento a sondagem comparado ao
grupo placebo significante estatisticamente. Essa melhora foi observada
principalmente entre os periodos de 6 a 12 meses do tratamento
periodontal inicial. A comparacdo entre os farmacos ndo mostrou

diferencas estatisticas.
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Jeffcoat et al., 2007, investigaram, através de estudo
duplo-cego, paralelo, randomizado e controlado por placebo, o efeito do
alendronato (70 mg/semana) associado ao tratamento mecanico
periodontal (RAR) e acompanhamento (manutencdo periodontal) por 24
meses em 335 individuos, sendo 162 homens e 173 mulheres. N&o foram
observadas diferencas estatisticas significantes entre os grupos ao final
do estudo, entretanto, no subgrupo de individuos que apresentavam
menor densidade mineral 6ssea no inicio do estudo, o tratamento adjunto
com alendronato foi mais efetivo que o placebo na reducdo da
profundidade de bolsa e ganho de inser¢ao clinica.

Recentemente, Graziani et al., 2009, avaliaram através de
estudo cego e randomizado, o efeito da terapia sistémica por 3 meses
com neridronato adjunto ao tratamento periodontal convencional. Apos 6
meses de acompanhamento nao observaram diferencas significantes
comparado com o placebo nos parametros clinicos periodontais.

Nos estudos citados, observa-se que nao houve restricao
de inclusdo apenas de individuos que inicialmente apresentavam certo
grau de osteopenia ou osteoporose e o tratamento com BFs foi exclusivo
para o tratamento periodontal. Isso em parte pode ser explicado porque
ainda nao existem comprovacdes cientificas entre a relagdo da
osteoporose com aumento da perda Ossea alveolar na periodontite
(Jeffcoat et al., 2000). Dessa forma, ainda ha a necessidade de maior
aprofundamento nesses estudos, principalmente no que se refere em
quais individuos, ou em quais padrdes de periodontite podem se
beneficiar da terapia com bifosfonatos.

Em relacdo aos estudos envolvendo a aplicacédo local,
Reddy et al., em 2005, desenvolveram um gel a base de carbopol
contendo alendronato e avaliaram sua efetividade atravées de
propriedades de viscosidade e analises in vitro e in vivo. Ao término das
investigacdes, concluiu-se que o gel desenvolvido apresentou boas

propriedades clinicas, como compatibilidade entre o polimero e o



51

farmaco. Em relacdo ao estudo in vivo, o gel contendo o BF mostrou-se
mais efetivo na reducéo da profundidade de bolsa.

Diante dessas evidéncias, 0s objetivos desse estudo sao
avaliar os efeitos da aplicacao local do risendronato, bem como elucidar a

melhor dose resposta e o papel de multiplas aplicacdes.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia da
aplicacdo local, Unica ou dupla, com diferentes concentracdes de
risendronato de sodio na inibicdo da perda éssea alveolar decorrente da
periodontite experimental em ratas, por meio de analises histoldgica,

histomorfométrica, imuno-histoquimica e enzimo-histoquimica.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas 48 ratas adultas (Rattus norvegicus,
variacdo albinus, Wistar) fornecidas pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP. As ratas foram
acondicionadas, durante todo experimento, em gaiolas coletivas a
temperatura ambiente, recebendo racdo e agua ad libitum. Este trabalho
foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP sob protocolo
n°08/2009-PA/CEP (Anexo A).

4.2 Delineamento dos grupos

Os 48 animais foram divididos em 2 grupos constituidos
por 24 animais: GD (dupla aplicacdo) e GU (Unica aplicacédo). Os dois
grupos foram subdivididos em 8 subgrupos: R1 (duas aplicacdes de 0,125
mg de risendronato), R2 (duas aplica¢cbées de 0,25 mg de risendronato),
R3 (duas aplicacdes de 0,5 mg de risendronato) e Al (duas aplicacdes de
agua destilada); R4 (uma aplicacdo de 0,125 mg de risendronato), R5
(uma aplicacdo de 0,25 mg de risendronato), R6 (uma aplicacdo de 0,5

mg de risendronato) e A2 (uma aplicacdo de agua destilada). Foi induzida
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a periodontite pela confeccao de ligaduras ao redor dos primeiros molares
inferiores direitos em todos os animais. Nos grupos Al e A2, os molares
contralaterais serviram de controles (C1 e C2) sem ligadura. O quadro 1

exibe o delineamento experimental dos grupos e subgrupos.

Quadro 1 - Delineamento experimental dos grupos

Inducéo de periodontite e risendronato (0,125 mg) (n=6) | R1

Inducéo de periodontite e risendronato (0,25 mg) (n=6) | R2

GD Inducédo de periodontite e risendronato (0,5 mg) (n=6) R3

4% MInducéo de periodontite e agua destilada (n=6) Al
aplicagoes)

Sem inducao de periodontite experimental | C1

(contralateral)

Inducédo de periodontite e risendronato (0,125 mg) (n=6) | R4

Inducédo de periodontite e risendronato (0,25 mg) (n=6) | R5

GU Inducéo de periodontite e risendronato (0,5 mg) (n=6) R6

apl(ité’;‘qaéo) Inducdo de periodontite e agua destilada (n=6) A2

Sem inducao de periodontite experimental | C2

(contralateral)

4.3 Inducéao da periodontite

Previamente a colocacao das ligaduras, os animais foram
anestesiados, empregando-se solugdo contendo 13 mg de cloridrato de
xilasina a 2% (Rompun-Bayer® do Brasil), medicamento sedativo e
relaxante muscular, e de 33 mg ketamina base (Dopalen® — Agribands do
Brasil), anestésico geral.

A indugdo da periodontite foi realizada por meio da

confeccdo de ligadura ao redor do primeiro molar inferior direito. Tal
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4.4 Preparacdo do farmaco e tempos de aplicacao

O farmaco utilizado para aplicacao local foi o risendronato
de sddio, na forma de solucdo aquosa. Para testar uma possivel
influéncia apenas da agdo mecéanica da irrigagdo, em dois grupos de ratas
foi aplicado apenas 4gua destilada (veiculo) sem o bifosfonato (Al e A2).

A menor dosagem do risendronato testada, 0,125 mg, foi
baseada na equivalente empregada em humanos para uso semanal: 35
mg se considerarmos 70 kg de massa para humanos e convertida para a
massa média das ratas na idade estudada (aproximadamente 200 a 250
g). Outras duas doses correspondentes ao dobro e ao quadruplo dessa
concentracdo inicial foram incluidas. Dessa forma, as concentracdes
utilizadas foram de 0,125, 0,25 e 0,5 mg de risendronato por 100 ul de
agua destilada.

ApOs anestesia dos animais, a aplicacao local da solucéo
foi feita com auxilio de seringas (1 ml) e agulhas e foi aplicado 100 pl
uniformemente dentro do sulco gengival, sendo 50 pl por vestibular e 50
gl por lingual (Figura 5). Para minimizar a degluticdo da solucdo pelos
animais, concomitantemente a irrigacdo foi feito a secagem local com

algodéao posicionado em pinca clinica.
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Quadro 2 - Delineamento experimental de acordo com o periodo de
observacao adotado.

Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15
Inducéo da Aplicacao de Aplicacao Eutanasia
periodontite solugéo de solucéo

GD GDe GU

4.5 Eutanéasia dos animais

Apés 15 dias da colocacdo das ligaduras, todos os
animais foram anestesiados e posteriormente submetidos a eutanasia por
perfusdo de formol a 4 %. A seguir as mandibulas foram removidas, o
tecido mole excedente eliminado e o material fixado em formol a 10% por
um periodo minino de 48 horas para posterior andlise histolégica,

histomorfométrica, imuno-histoquimica e enzimo-histoquimica.

4.6 Processamento histoldgico

As mandibulas foram descalcificadas em solu¢do aquosa
de &cido etilenodinetrilo tetra-acético-sal dissodico dihidratado (EDTA —
Titriplex® P.A — Merck- Kga A, Darmstadt, Alemanha) na concentracéo de
10%. Em seguida, as pecas foram processadas para inclusdo em parafina
com a face lingual dos dentes paralela ao plano de corte. Para esse
estudo, foram obtidos 10 cortes seriados no sentido mésio-distal na regido
da furca. Os cortes foram realizados a partir do momento em que a raiz

médio-lingual foi totalmente removida, permitindo a visualizacdo da furca
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entre as raizes mesial e distal do primeiro molar inferior. Dos 10 cortes
obtidos, 2 foram cortados com 3 uym de espessura e encaminhados para
andlise imuno-histoquimica. Dos 8 restantes com 5 ym de espessura, 6
cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para analise
histologica e histomorfométrica e 2 cortes foram encaminhados para
andlise enzimo-histoquimica (TRAP). O Quadro 3 exibe a distribuicdo dos

cortes por cada bloco obtido.

Quadro 3 - Distribuicdo dos cortes e das andlises correspondentes de
acordo com a profundidade.

Profundidade Analise Profundidade Analise
Corte 1 Imuno Corte 6 Imuno

Corte 2 HE Corte 7 HE

Corte 3 TRAP Corte 8 TRAP

Corte 4 HE Corte 9 HE

Corte 5 HE Corte 10 HE

Para evitar campos semelhantes na analise em HE, entre

os cortes 4/5 e 9/10, o material foi aprofundado em 15 um.

4.6.1 Analise histologica

Foram analisados qualitativamente os cortes histoldgicos
corados por HE sendo observados aspectos como presenca e extensao
de infiltrado inflamatério, vascularizacdo, extensdo do ligamento
periodontal, espessura do cemento e areas de reabsorcdo radicular,
areas de reabsorcdo e neoformacédo 6ssea e 0s espacos medulares. As
descricdes feitas em todos os grupos foram realizadas por um Unico

examinador cego.
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4.6.3 Analise imuno-histoquimica

Para avaliacdo qualitativa da imunolocalizacdo da

proteina osteocalcina, os cortes histolégicos apds desparafinizagcdo em

xilol e reidratacdo em série decrescente de etanol, seguiram 0s passos

descritos abaixo:

d)

eliminacdo de pigmentos formdlicos pelo
tratamento em hidroxido de amonia a 10% em
etanol 95,

lavagem em agua corrente por 10 minutos,
seguido de duas passagens em agua destilada;
incubacdo com peréxido de hidrogénio (20
volumes) e alcool metilico na proporcdo 1:1,
em dois ciclos de 5 minutos cada, com o
objetivo de bloguear a peroxidase enddgena
tecidual,

lavagem em &gua corrente por 10 minutos,
seguido de duas passagens em agua destilada,
e imersdo por duas vezes em tampao Tris
hidroximetil amino metano, (pH 7,4), durante
cinco minutos cada;

incubac&o com soro albumina bovina (BSA) por
1 hora, em camara umida, para eliminacdo dos
anticorpos inespecificos;

incubagdo com o anticorpo primario diluido em
tampé&o Tris acrescido de soroalbumina bovina
(BSA) a 1%.
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O anticorpo primario utilizado foi a osteocalcina (Santa

Cruz Biotechnology®), na diluicdo 1:300 e incubacéio a 4° C, overnight e

recuperacao antigénica com citrato em forno de micro-ondas, em 2 ciclos

de 5 minutos na poténcia 7.

Todos os procedimentos a seguir foram precedidos de

duas lavagens em Tris (pH 7,4), durante cinco minutos cada:

a)

b)

d)

f)
g9)

h)

)

incubacdo com o anticorpo secundario
biotinilado (DAKO® LSAB kit, Peroxidase,
California, USA), por 30 minutos a temperatura
ambiente;

lavagem ;

exposicdo ao complexo terciario streptavidina-
biotinaperoxidase ~ (DAKO®  LSAB kit
Peroxidase, California, USA), por 30 minutos a
temperatura ambiente;

lavagem;

revelacdo da reacdo com diaminobenzidina
(DAB) (DAKO® CO., California, USA) por 10
minutos;

lavagem em agua corrente e agua destilada;
contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer
por dois minutos;

desidratacdo em cadeia ascendente de etanol
até etanol absoluto;

diafanizacdo em xilol;

montagem em Permount® (Fischer Scientific,

Fair Lawn, New Jersey, USA).
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O Controle positivo utilizado foi a observacdo de
marcacdo de megacariocitos da medula 6ssea das mandibulas (Tera,
2010).

A mensuracdo da imunomarcacdo das estruturas foi
realizada por imagens com aumento de 400x obtidas partir de um
microscépio de luz Axiophot 2 (Carl Zeiss®, Oberkdéchen, Alemanha) que
as transmite para o programa Axiovision Release 4.7.2.

Para todos os grupos, classificou-se a intensidade da
imunomarcacdo das estruturas e células pré-definidas como sendo
ausente (-), discreta (+), moderada (++) e intensa (+++) (Lekic et al.,
1996; Ivanovski et al., 2000; Ivanovski et al., 2001, Silvestrini et al., 2005;
Adeyemo et al., 2008; Kim et al., 2009; Tera, 2010).

Foram analisadas na regido inter-radicular as seguintes
estruturas: tecido conjuntivo pulpar, odontoblastos, matriz cementéria,
cementoblastos, cementécitos, fibras colagenas do ligamento periodontal,
fibroblastos, endotélio, tecido conjuntivo medular, matriz 6ssea madura,
matriz osteoide, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

As identificacOes e classificagcbes das imunomarcacoes
foram realizadas por um Unico examinador cego. Para a calibracéo foram
selecionadas 30 imagens ao acaso e duas mensuracgdes foram feitas num
intervalo de 30 minutos. Durante a calibrag&o, foi mensurado aplicou-se o
teste Kappa, de variabilidade intra-examinador (Cohen, 1968; Landis,
Koch, 1977).

4.6.4 Andlise enzimo-histoquimica

Para marcacao da atividade da TRAP, foi utilizado o Kit Acid
Phosphatase Leukocyte (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, USA), seguindo

0S seguintes passos recomendados pelo fabricante:



(contendo

b)

d)

f)

g9)
h)

)
k)
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preparo da solucdo de fixacdo: 25 ml de
solugéo de citrato, 65 ml de acetona e 8 ml de
formaldeido 8%;

imersdo das laminas na solucao de fixacao por
30 segundos e posterior lavagem em &agua
deionizada;

preparo de 2 solu¢des contendo em cada tubo
de ensaio 0,5 ml de solu¢do base de granada
GBC e 0,5 ml de nitrito de sédio;

preparo das solugbes A e B em diferentes
recipientes contendo em cada: 45 ml de agua
deionizada pré-aquecida a 37 °C, 1 ml da
solucédo descrita no passo anterior, 0,5 ml de
solucdo de fosfato AS-BI naftol, e 2 ml de
solucéo de acetato;

adicdo de 1 ml de solucdo de tartarato no
recipiente B;

imersdo das laminas nos recipientes aquecidos
a 37 °C em banho-maria por 1 hora, sendo que
das 2 laminas obtidas de cada animal uma foi
inserida no recipiente A e outra no B;

duas passagens em agua deionizada;
contra-coloracdo com hematoxilina de Gill
ndmero 3 por 2 minutos;

lavagem em agua corrente por 5 minutos;
secagem em temperatura ambiente;

montagem em Permount® (Fischer Scientific,

Fair Lawn, New Jersey, USA).

Nas laminas obtidas apés imersdo na solucdo B

tartarato),

as ceélulas precursoras de osteoclastos
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(mononucleadas) e os osteoclastos (multinucleadas) corados em purpura
foram quantificados.

A quantificagcdo das células TRAP-positivas no periodonto
do primeiro molar inferior foi realizada em imagens obtidas em 3 campos
com aumento de 400x obtidos na crista 6ssea inter-radicular, de modo
que ndo houvesse sobreposicdo de imagens. Apos identificacdo, as
células foram contadas, considerando tanto o0s pré-osteoclastos
(mononucleados) quanto os osteoclastos (multinucleados). Os valores
foram expressos somando-se o numero de células TRAP-positivas por
campo do periodonto em cada animal.

Essa contagem foi realizada por um Unico examinador
cego e calibrado. Para a calibracdo escolheu-se 36 campos
aleatoriamente de 12 animais e foram feitas duas contagens com intervalo
de meia hora entre elas. Depois de obtidos os dois valores, calculou-se o
erro técnico de medicdo relativo, ETM (%) ou coeficiente de variacdo
percentual (CV), através da seguinte formula: CV%= ETM (erro técnico de
medicéo absoluto)/MG (média geral) x 100 ou CV%= [V(Zd? / 2n)/MG] x
100, na qual d é diferenca entre as medidas e n € o numero total de

mensuragdes (Perini et al., 2005; Harris, Smith; 2009).

4.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos da analise histomorfométrica e enzimo-
histoquimica foram tabulados e analisados de forma descritiva e
inferencial.

A variavel resposta ou dependente foi a influéncia da
concentracdo do farmaco na evolucao da periodontite nas ratas em cada

uma das seis condi¢cdes experimentais, além da comparacdo com os dois
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grupos controles positivos (A1 e A2) e com 0S grupos controles negativos
(CleC2).

Obteve-se 60 valores para cada parametro, os quais
foram submetidos a andlise estatistica por meio dos programas
computacionais: MINITAB (Minitab, version 14.12, 2004) e STATISTIX
(Analytical Software Inc., version 8.0, 2003).

Foi efetuado para cada variavel dependente,
separadamente, a estatistica descritiva (média e desvio padrdo) e
inferencial. Inicialmente, para comparacdo dentro de cada grupo, GD e
GU, utilizou-se o teste ANOVA e post hoc Dunnet, para comparacdo dos
grupos testes com os controles. Para comparacéo dos subgrupos tratados
entre si foi aplicado o teste ANOVA e o teste de comparacdo multipla de

Tukey. O nivel de significancia adotado foi o valor convencional de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Analise histolégica descritiva

5.1.1 Controle sem doenca (C1 e C2)

Os cortes histoldgicos exibiam fragmentos de mandibula
contendo o primeiro, segundo e terceiro molares em ordem decrescente
de tamanho e parte da raiz do incisivo. Os molares eram constituidos na
porcdo coronaria por dentina tubular e contornados por espaco claro
correspondente ao esmalte que foi removido pelo processo de
descalcificacdo. Na porcao radicular, o cemento revestia toda a raiz, além
da regido de furca, sendo do tipo acelular até o terco médio e a partir
desta regido até o apice do tipo secundario ou celular.

A polpa era formada por tecido conjuntivo frouxo, células
fusiformes e estrelares, substancia fundamental amorfa abundante,
nuMerosos vasos sanguineos e feixes nervosos. Uma nitida camada de
odontoblastos na periferia da polpa pdde ser observada em contato com a
pré-dentina. Estas células apresentavam formato alongado na porcdo
coronaria, enquanto na porcao radicular eram cubicas ou achatadas.
Subjacente a camada odontoblastica encontrou-se um tecido conjuntivo
frouxo, com abundante substancia amorfa entre células fusiformes e
vasos sanguineos, por vezes congestos, e fibras nervosas. Os cornos
pulpares acompanhavam a anatomia externa da coroa, havendo um

estreitamento na regido central da camara pulpar.
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Na regido interdental, como os tecidos gengivais foram
removidos para futura analise, ndo se observou tanto o epitélio juncional e
sulcular quanto grande parte do tecido conjuntivo subepitelial. Algumas
fibras colagenas organizadas foram observadas, principalmente as trans-
septais e as dentoperiostais, outras pareciam nao ter orientacéo definida.

O ligamento periodontal apresentou fibras colagenas
geralmente bem organizadas, inserindo-se no 0Sso que revestia a parede
do alvéolo dentario e no cemento. (Fibras de Sharpey). As células
observadas no ligamento periodontal foram: cementoblastos, células
cubicas que revestiam o cemento radicular, fibroblastos, ora cuboides ora
fusiformes e osteoblastos na margem 6ssea do ligamento (Figura 11a).

As cristas 0sseas possuiam o topo arredondado, nao
exibindo sinais de reabsorcdo sendo que na maioria dos cortes a crista
mesial estava localizada mais apicalmente que a crista distal. Tanto nas
cristas, quanto no osso alveolar inter-radicular, as caracteristicas 6sseas
foram semelhantes. O 0sso apresentava algumas caracteristicas de 0sso
compacto, exibindo aspecto denso, com canais de Havers circundados
por ostedcitos e outras de 0sso trabecular, na qual eram vistos espagos
medulares de tamanho variados (Figura 10a). Areas de reabsorcéo
O0ssea, notada pela superficie O0ssea irregular, contendo, por vezes,
células gigantes multinucleadas semelhantes a osteoclastos. Tais células
exibiam formatos ora mais alongado, ora mais arredondado e com
multiplos ndcleos bem arredondados e hipercromaticos, alojadas em
lacunas de Howship (Figura 11c). Os osteoblastos circundavam o0 0Sso
alveolar e os espacos medulares, alguns mais volumosos e cuboides e
outros mais achatados, dispostos lado a lado (Figura 11b). Foi possivel
observar areas de matriz osteoide, que eram areas claras que indicam
neoformagdo Ossea. Linhas reversas basofilicas, indicativas de
remodelacdo Ossea foram observadas. Na matriz 6ssea madura foram
notados ostedcitos, algumas vezes com nucleos volumosos, outros

vacuolizados e picnéticos, centralizados ou ndo nas suas lacunas. Os
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espacos medulares proximos a crista Ossea apresentaram tecido
conjuntivo frouxo, com fibras colagenas, vasos sanguineos e osteoblastos
cubicos e achatados. Nas regiées mais apicais 0s espacos eram amplos e

continham medula 6ssea, sendo possivel observar alguns megacariécitos.

5.1.2 Grupos Al e A2 (com ligadura e placebo)

b

No que se refere a dentina e a polpa dental, as
caracteristicas histologicas dos cortes permaneceram as mesmas, com
excecdo de uma maior presenca de infiltrado inflamatério mononuclear e
congestdo vascular nos tecidos pulpares dos primeiros molares. Em
alguns espécimes observaram-se areas de infiltrado inflamatdrio crénico
periapical.

Na area da furca, notaram-se areas de reabsorcao
cementéaria e dentinaria caracterizada pelo aspecto irregular e por vezes,
presenca de coldnias bacterianas aderidas e ndo aderidas. Em alguns
espécimes foi possivel observar fragmentos de sequestros 0sseos,
apresentando tecido &sseo necrosado com osteoplastos vazios e
circundados por massas de col6nias bacterianas (Figuras 10b e 11e). O
defeito periodontal foi preenchido por um tecido conjuntivo frouxo,
edemaciado, com fibras coldgenas orientadas em varias dire¢bes, com
escassas células inflamatérias e vasos sanguineos. Em grande parte dos
cortes esse tecido conjuntivo apresentou-se descolado do cemento e
migrado apicalmente e nao foi possivel observar células epiteliais nessas
areas (Figuras 10b e 11d).

As cristas 6sseas alveolares e os septos inter-radiculares
apresentavam-se reabsorvidos de forma irregular, sem o topo
arredondado, mas sim inclinado, formando um defeito vertical. Nas

superficies da crista O6ssea notaram-se numerosas células gigantes
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multinucleadas (osteoclastos) caracterizadas por varios nucleos
arredondados e hipercromaticos inseridos em lacunas de reabsorcéo
(Figura 11e). Os espacgos medulares eram amplos e preenchidos no seu
interior por tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e osteoblastos e,
por vezes, osteoide revestia o tecido 0sseo. Linhas reversas basofilicas
eram mais marcadas e em maior nimero evidenciando maior processo de
reabsorgdo. Em alguns cortes observaram-se osteoblastos volumosos e
cubicos revestindo a superficie 0ssea das cristas alveolares e inter-
radiculares.

O ligamento periodontal, na sua parte mais coronaria
proximo ao defeito 0Osseo, apresentou inumeras fibras colagenas
dispostas de maneira aleatoria e poucas células. Nas areas mais apicais,
o ligamento exibiu fibras de Sharpey inseridas no 0sso e cemento e

bastante celularizado, no entanto com rarissimas células inflamatérias.

5.1.3 Grupos R1 a R6 (com ligadura e risendronato)

De maneira geral, os animais dos grupos tratados
apresentaram caracteristicas histologicas semelhantes das observadas
nos grupos tratados com placebo. No entanto, os animais do grupo R1
foram os que mais mostraram diferencas em alguns aspectos. Os demais
grupos mostraram semelhancas ao grupo placebo e em variado grau
apresentaram particularidades encontradas no grupo R1. A descricdo dos
grupos R1 a R6 sera feita a seguir, ressaltando principalmente as
semelhancas e diferengcas em relagéo ao grupo controle.

Os espécimes do grupo R1 foram os que mais mostraram
diferencas comparadas com o0s grupos placebos. Raras areas de
reabsorcdo cementaria ou dentinaria foram vistas e em alguns dentes a

polpa mostrou aspectos de normalidade (Figura 10c). Logo abaixo da
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area de furca, o tecido conjuntivo mostrou-se aderido ao dente, exibindo
fibras colagenas orientadas por vezes de maneira aleatoria, e por vezes
inseridas no tecido 6sseo, além de vasos sanguineos e ocasionais células
inflamatorias (Figuras 10c e 12a). O osso inter-radicular exibiu sinais de
reabsorcao 0ssea, porém o tipo de defeito 6sseo mais observado foi o
horizontal. Da mesma forma, inUmeros osteoclastos foram notados,
entretanto, alguns, principalmente ndo aderidos ao tecido 6sseo, exibiam
morfologia peculiar, que incluiam ndcleos achatados e algumas vezes
picnéticos e perda de integridade do material citoplasmatico, sinais
indicativos de apoptose celular (Figuras 12d e 12e). No ligamento
periodontal, foram notadas &reas contendo inumeros fibroblastos
entremeados a fibras colagenas preservadas. Foram vistos areas de
trabéculas Osseas imaturas, contendo amplas lacunas com ostedécitos
volumosos e revestidos por osteoblastos cuboides dispostos lado a lado
(Figuras 12b e 12c¢). Em muitos casos foi possivel perceber formacao
osteoide adjacentemente aos osteoblastos.

No grupo R2 foram notadas poucas areas de reabsorcao
dentinaria ou cementaria e a polpa exibiu sinais de inflamacédo, com vasos
congestos e células inflamatdrias. Alguns cortes exibiram padrédo de
defeito 6sseo, ora vertical ora horizontal (Figura 10d). Da mesma forma, o
tecido conjuntivo interposto entre a furca e a crista 0ssea exibiu areas
edemaciadas, com areas de inflamacéo e fibras colagenas orientadas em
diversas direcdes. O deslocamento apical do tecido conjuntivo foi notado
em poucos cortes. Osteoclastos foram notados e exibiam morfologia
arredondada contendo inumeros nucleos hipercromaticos dentro de
lacunas de reabsorcdo. Alguns osteoclastos com aspecto sugestivo de
apoptose também foram notados préoximos a superficie oOssea. O
ligamento periodontal exibiu intensa celularidade, principalmente de
fibroblastos dispostos paralelamente a fibras colagenas, na maioria

preservadas. Trabéculas imaturas contendo ostedcitos volumosos e
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revestida por osteoblastos cuboides foram vistos em grande parte dos
cortes.

Os espécimes do grupo R3 exibiram caracteristicas
similares as vistas nos grupos placebo. Grandes areas de reabsorcao
dentinaria e cementéaria foram notadas, principalmente nas por¢cdes mais
coronarias do dente, juntamente com colénias bacterianas aderidas e nédo
aderidas aos tecidos dentais. Os defeitos 6sseos foram, na sua maioria,
verticais, com migracdo apical do tecido conjuntivo interposto (Figura
10e). Esse tecido apresentou-se edemaciado, com fibras colagenas
fragmentadas e orientadas aleatoriamente, com raras células
inflamatérias. Fragmentos de o0sso necrosado circundados por células
bacterianas foram encontrados em alguns espécimes. O tecido 0sseo
mostrou amplos espacos medulares e poucas areas de neoformacao
0ssea, com moderado numero de osteoblastos. Observaram-se inUmeros
osteoclastos dentro de lacunas de reabsorgcdo. Raros osteoclastos com
morfologia irregular, compativel com apoptose foram notados.

No grupo R4, as éareas de reabsorcdo dentinaria e
cementéaria foram vistas em poucas e pequenas areas e a polpa exibiu
sinais de inflamacdo, com vasos congestos e células inflamatorias, na
maioria mononucleadas. O defeito 6sseo exibido pela maioria dos cortes
foi horizontal e o tecido conjuntivo interposto entre a furca e a crista 0ssea
exibiu sinais de inflamacao, por vezes edemaciado, com fibras colagenas
ora dispostas aleatoriamente, ora inseridas na crista 6ssea, e células
inflamatérias (Figura 10f). O deslocamento apical do tecido foi notado em
poucos espécimes. Numerosos osteoclastos foram notados na superficie
O0ssea, ora dentro de lacunas de reabsorcdo ora separados do 0sSso.
Alguns exibiram caracteristicas indicativas de apoptose. Notou-se
também trabéculas imaturas de osso neoformado contendo ostedcitos
volumosos, e circunscritas por osteoblastos cuboides (Figura 12e).

Nos espécimes obtidos dos animais do grupo R5 foram

notados areas de reabsorcdo dentinaria e cementaria em todos os cortes,
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de tamanho variavel. O tecido 6sseo apresentou defeito 6sseo ora vertical
ora horizontal e espacos medulares que variaram de tamanho médio a
amplo (Figura 10g). Apenas espécime de um animal exibiu pequena area
de sequestro 0sseo. O tecido conjuntivo interposto apresentou-se ora
aderido ao dente e com sinais de inflamacdo, como edema, inUmeros
vasos sanguineos e células inflamatérias e ora deslocado apicalmente,
sem exibir sinais de inflamacdo contendo apenas fibras colagenas sem
direcdo definida e vasos sanguineos. O ligamento periodontal exibiu
areas de intensa celularidade, principalmente em areas proximas a crista
0ssea. Inumeras lacunas de reabsorcdo na superficie 6ssea foram vistas,
contendo osteoclastos e poucas destas células exibiam sinais indicativos
de apoptose. As trabéculas Osseas neoformadas eram pequenas,
comparativamente as observadas no grupo R1, com menor niamero de
osteoblastos.

No grupo R6 foram notadas caracteristicas histolégicas
semelhantes ao grupo R3, tais como, numerosas areas de reabsorcao
radicular, presenca de coldnias bacterianas aderidas e nao aderidas,
tecido conjuntivo interposto no defeito 6sseo migrado apicalmente (Figura
10h). Tal tecido exibiu areas edemaciadas, contendo fibras colagenas
orientadas em diversas direcdes e pouco celularizado. No entanto, em
nenhum corte foi notada presenca de sequestro 6sseo. O defeito 6sseo
observado em todos os cortes foi do tipo vertical e a matriz 6ssea exibiu
espacos medulares amplos. Diversas areas de reabsorcdo 0ssea
contendo osteoclastos foram vistas e em poucos cortes essas células
apresentaram aspectos alterados. Algumas areas de neoformacéo 6ssea
foram notadas e quando presentes exibiam trabéculas imaturas, contendo
ostedcitos volumosos e circundados por osteoblastos ora cuboides ora

achatados.
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5.2 Andlise histomorfométrica

5.2.1 Volume trabecular da regido da furca (VtF)

A estatistica descritiva do VtF esta apresentada de acordo

com 0s grupos experimentais na Tabela 1.

Tabela 1- Médias e desvio padrdo do volume trabecular obtido na regiao
de furca (VtF) dos grupos experimentais.

Grupos N Médias (%) DP (%)
C1 6 62,58 +4,53
C2 6 62,06 + 3,91
Al 6 3,80 +2,95
A2 6 4,59 + 3,565
R1 6 28,56 + 4,66
R2 6 17,91 +7,11
R3 6 10,91 + 4,82
R4 6 29,05 + 8,20
R5 6 19,48 + 10,62
R6 6 11,32 +5,81

N: ndmero; DP: desvio padrao

Por meio das figuras 13 e 14 notam-se os gréficos
contendo as médias, desvios-padrdo e a estatistica inferencial dos
animais pertencentes ao GD e GU respectivamente para o VtF.

Os dados originais, as tabelas do teste de Dunnet,
ANOVA e de comparagdo multipla de Tukey, referentes ao VtF estédo

exibidos no Apéndice A.
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*: Difere estatisticamente do Grupo C1 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05);
#: Difere estatisticamente do Grupo Al (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05).

Figura 13 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padrdo referentes ao volume
trabecular na regido de furca (VtF) dos animais do GD.

Como pode-se observar na tabela 1, os grupos C1 e C2
(controle sem doenca) foram os que apresentaram maiores valores nesse
parametro, 62,58% e 62,06% respectivamente. No grupo GD (figura 13),
comparando-se 0s demais subgrupos experimentais com o controle, pelo
teste ANOVA, e post hoc Dunnet, verificamos significancia estatistica
(p<0,05). Da mesma forma, no grupo GU (figura 14), notou-se diferencas
estatisticas na comparacao dos subgrupos que receberam ligadura com o
controle sem doenga (p<0,05).
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*: Difere estatisticamente do Grupo C2 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05);
#: Difere estatisticamente do Grupo A2 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05).

Figura 14 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padrdo referentes ao volume
trabecular na regido de furca dos animais do GU.

Comparando-se 0s animais que receberam tratamento
com risendronato, com 0s animais que receberam placebo,
independentemente da dose aplicada, observou-se que no GD guanto no
GU, os valores nos grupos tratados foram maiores e diferiram
estatisticamente quando comparados aos dos grupos placebo (ANOVA,
post hoc Dunnet; p<0,05). As maiores diferencas observadas foram na
comparacao R1 (28,56%) x Al (3,80%) e R4 (29,05%) x A2 (4,59%).

A comparagdo estatistica somente entre 0s grupos
tratados (R1 a R6) esta exibida na Figura 15. Através de analise pelo
teste  ANOVA observou-se que apenas as dosagens diferiam
estatisticamente entre si (p=0,00001). A comparagdo entre Unica e dupla
aplicacdo ndo exibiu diferencas estatisticas (ANOVA, p=0,6786). A
interacdo dose/numero de aplicacbes também néo atingiu diferenca
estatistica (ANOVA, p=0,9697).
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente (ANOVA, post hoc Tukey).

Figura 15 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padrédo referentes ao volume
trabecular na regido de furca (VtF) dos grupos de animais que receberam risendronato.

A observacdo pela analise de Tukey evidencia que os
grupos que receberam doses menores de risendronato (R1 e R4), foram
superiores que 0s grupos que receberam dosagem intermediaria (R2 e
R5), que por sua vez, foram superiores a grupos nos quais se utilizou
doses maiores (R3 e R6). No entanto, os grupos de mesma dosagem

exibiram comportamento semelhante.

5.2.2 Volume trabecular da regido da crista 6éssea inter-radicular (VtC)

O volume trabecular da crista inter-radicular
remanescente (VtC) foi quantificado e os valores em porcentagem estéao

representados na tabela 2.
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Tabela 2 - Médias e desvio padrédo do volume trabecular obtido na regiao
da crista inter-radicular (VtC) dos grupos experimentais.

Grupos N Médias (%) DP (%)
Cil 6 82,63 2,24
C2 6 82,17 +2,70
Al 6 54,41 + 4,97
A2 6 55,15 +534
R1 6 67,98 *+ 6,60
R2 6 67,03 + 4,28
R3 6 70,30 * 6,29
R4 6 70,06 + 3,42
R5 6 70,72 + 2,20
R6 6 69,52 + 3,25

N: nimero; DP: desvio-padrao.

Os gréaficos contendo as meédias, desvios-padrdo e a
estatistica inferencial dos animais pertencentes ao GD e GU
respectivamente para o VtC podem ser visualizados pelas figuras 16 e 17.

Os dados originais, as tabelas do teste de ANOVA,
Dunnet e de comparacdo multipla de Tukey referentes ao VtC estao

exibidos no Apéndice B.
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*: Difere estatisticamente do Grupo C1 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05);
#: Difere estatisticamente do Grupo Al (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05).

Figura 16 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padréo referentes ao VtC dos
animais do GD.

Os grupos C1 e C2 (controle sem doenca) foram os que
apresentaram maiores valores nesse parametro, 82,63% e 82,17%
respectivamente. Tanto no GD, quanto no GU, a comparacao dos grupos
controles com os demais, pelo teste ANOVA e post hoc Dunnet, exibiu
significancia estatistica (p<0,05).

Comparando-se 0s animais que receberam tratamento
com risendronato, com 0s animais que receberam placebo,
independentemente da dose aplicada, observou-se que tanto no GD
guanto no GU, os valores nos grupos tratados foram maiores e diferiam
estatisticamente quando comparados aos dos grupos placebos (ANOVA,
post hoc Dunnet; GD, p <0,05). As maiores diferencas foram observadas
na comparacao R3 (70,30%) x Al (54,41%) e R5 (70,72%) x A2 (55,15%).
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*: Difere estatisticamente do Grupo C2 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05);
#: Difere estatisticamente do Grupo A2 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05).

Figura 17 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padréo referentes ao VtC dos
animais do GU.

Os valores médios e desvios-padrdo do VtC apenas dos
grupos experimentais (R1 a R6) bem como a estatistica inferencial sé&o
exibidos pela figura 18. A andlise estatistica pelo teste ANOVA mostrou
que ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos em
relacdo as dosagens (p=0,8562), a quantidade de aplicacfes (p=0,4013)
e na interacdo dessas variaveis (p=0,5296). Dessa forma, as trés
diferentes dosagens e a quantidade de aplicagbes n&o mostraram

comportamento diferente nesse parametro.
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente (Comparacdo multipla de Tukey).

R1

Figura 18 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padrao referentes ao VtC dos
grupos de animais que receberam risendronato.

5.2.3 Medida de distancia linear entre a furca e a crista 60ssea inter-
radicular (DL)

A tabela 3 abaixo mostra os valores médios e desvios-
padrdo da distancia do teto da furca ao topo do septo 6sseo medida em
micrometros.

Por meio das figuras 19 e 20 podem-se observar 0s
gréficos contendo as médias, desvios-padrdo e a estatistica inferencial
pelo teste ANOVA e post hoc Dunnet dos animais pertencentes ao GD e

GU respectivamente para o parametro DL.
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Tabela 3 - Valores médios e desvios-padréo da distancia entre a furca e o
septo inter-radicular (DL) dos grupos experimentais.

Grupos N Médias (um) DP (um)
C1 6 98,64 16,69
C2 6 98,51 12,99
Al 6 1188,04 180,16
A2 6 1177,85 344,01
R1 6 419,59 37,68
R2 6 624,85 128,73
R3 6 747,60 179,75
R4 6 427,62 148,18
R5 6 606,28 110,99
R6 6 827,31 204,53

N: nimero; DP: desvio-padrédo

Os dados originais, as tabelas do teste de ANOVA,
Dunnet e de comparacdo multipla de Tukey referentes ao parametro DL
estdo exibidos no Apéndice C.

Os menores valores foram observados nos animais dos
grupos C1 (98,64 um) e C2 (98,51 um) e refletem basicamente o espacgo
preenchido pelo ligamento periodontal na regido da furca. Pelo teste
ANOVA e post hoc Dunnet, observamos que 0s grupos que receberam
ligadura exibiram maiores médias que foram estatisticamente significantes
em comparacdo com o controle sem doenca (p<0,05). Da mesma forma
gue os anteriores analisados, esse parametro evidenciou que a insercao
de ligaduras foi eficaz em produzir perda 6ssea no periodonto desses

animais.
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*: Difere estatisticamente do Grupo C1 (Teste comparativode Dunnet, p<0,05);
#: Difere estatisticamente do Grupo Al (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05).

Figura 19 — Grafico ilustrativo das médias e desvios-padrao referentes DL dos animais
do GD.

Comparando-se 0s animais que receberam tratamento
com risendronato, com 0s animais que receberam placebo,
independentemente da dose aplicada, observou-se que tanto no GD
quanto no GU, os valores nos grupos tratados foram menores e diferiam
estatisticamente quando comparados aos dos grupos placebos (ANOVA,
post hoc Dunnet; p<0,05). As maiores diferencas foram observadas na
comparacao Al (1188,04 um) x R1 (419,59 um) no GD e A2 (1177,85 um
x R4 (427,62 ym) no GU. Esses resultados evidenciam que o tratamento
com risendronato foi mais eficaz em prevenir a perda 6ssea alveolar que
o tratamento com placebo.

Na figura 21 observam-se os valores médios e desvios-
padrdo, além da estatistica inferencial através do teste de ANOVA e
comparacao multipla de Tukey da DL apenas dos grupos experimentais
gue receberam risendronato (R1 a R6).
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*: Difere estatisticamente do Grupo C2 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05);
#: Difere estatisticamente do Grupo A2 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05).

Figura 20 — Gréafico ilustrativo das médias e desvios-padrao referentes DL dos animais
do GU.
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente (ANOVA e comparagdo multipla de Tukey).

Figura 21 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padrao referentes DL dos grupos de
animais que receberam risendronato.
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A andlise dos dados pelo teste ANOVA, indica que
apenas as dosagens mostraram diferengas estatisticas (p=0,00001). A
quantidade de aplicagcbes e a relacdo dose/aplicacbes nao foram
significantes (p=0,6369 e p=0,6954, respectivamente). Por meio da figura
19, nota-se que houve menor perda 0ssea nos animais que receberam as
doses menores (R1 e R4), seguido dos que receberam doses
intermediarias (R2 e R5) e os que apresentaram piores resultados foram
os dois grupos na qual se utilizou as maiores doses (R3 e R6). Pela
comparacao multipla de Tukey (5%), verificou-se que 0s grupos de
mesma dosagem foram homogéneos entre si e diferiram dos demais, que

utilizaram doses diferentes.

5.3 Analise imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimica da expressdao da
osteocalcina foi feita por examinador cego e calibrado. O valor de Kappa
obtido no procedimento de calibracéo foi de 0,76. De acordo com Landis e
Koch (1977), valores de Kappa entre 0,6 — 0,8 s&o considerados
concordancia satisfatoria. Kleiss, 1981, classifica valores de Kappa acima
de 0,75 como excelente nivel de concordancia.

Para todos os grupos analisados, classificou-se a
intensidade da imunomarcacdo da osteocalcina das estruturas e células
pré-definidas como sendo ausente (-), discreta (+), moderada (++) ou
intensa (+++). Essa abordagem foi aplicada em outros trabalhos (Lekic et
al., 1996; Ivanovski et al., 2000; Ilvanovski et al., 2001; Silvestrini et al.,
2005; Adeyemo et al., 2008; Kim et al., 2009; Tera, 2010)

Foram analisadas na regido inter-radicular as seguintes
estruturas: tecido conjuntivo pulpar, odontoblastos, matriz cementéria,

cementoblastos, cementdécitos, fibras colagenas do ligamento periodontal,
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fibroblastos, endotélio, tecido conjuntivo medular, matriz 6ssea madura,

matriz osteoide, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

As estruturas marcadas e a intensidade da marcacgao

encontram-se listadas na tabela 4.

Tabela 4 - Estruturas marcadas e intensidade de marcacao para a

osteocalcina.

(continua)

Cci1/c2 Al/A2 R1 R2
Dente
Tecido pulpar ++ a +++ ++ a +++ +++ ++
Odontoblastos ++ ++ ++ ++
Cemento
Matriz cementaria -a+ - +a++ +
Cementocitos - - - -
Cementoblastos + + ++ +a++
Ligamento periodontal
Osteoblastos LP + + ++ a +++ +a++
TC periodontal + +a++ ++ +
Fibroblastos ++ +a++ ++ a +++ ++
Endotélio + + +a++ +a++
Tecido ésseo
Matriz 6ssea madura + + + +
Osteoclastos + + + +
Osteoblastos +a++ + ++ a +++ ++
Ostedcitos - - —a+ -
Matriz osteoide +a++ + ++ +
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Tabela 4 - Estruturas marcadas e intensidade de marcacdo para a
osteocalcina.
(conclusao)

R3 R4 R5 R6
Dente
Tecido pulpar ++a +++ +++ ++a +++ F++
Odontoblastos ++ ++ ++ ++
Cemento
Matriz cementéria -a+ + -a+ +
Cementocitos - - - -
Cementoblastos + +a++ + +
Ligamento periodontal
Osteoblastos LP + +a++ + +
TC periodontal + +a++ +a++ ++
Fibroblastos ++ ++ +a++ ++
Endotélio + +a++ + +
Tecido 6sseo
Matriz 6ssea madura + + + +
Osteoclastos + -a+ -a+ +
Osteoblastos +a++ ++ +a++ +a++
Ostedcitos - -a+ - }
Matriz osteoide + + + +

TC: tecido conjuntivo; LP: ligamento periodontal

A descricdo detalhada de cada grupo sera feita a seguir.
Apenas quatro estruturas ndo apresentaram variagdes da imunomarcacao
da OCC em relacdo as diferentes terapias que se adotaram nesse
trabalho. As estruturas foram: o tecido conjuntivo pulpar e o0s
odontoblastos que apresentaram marcagdo variando de moderada a
intensa, a matriz 6ssea madura cuja intensidade foi sempre discreta e 0s
cementdcitos, que ndo apresentaram marcacdo. Os grupos Cl e C2
serdo descritos conjuntamente, assim como 0s grupos Al e A2, por
apresentaram exatamente as mesmas caracteristicas imuno-

histoquimicas.
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5.3.1 Grupos Cl e C2

No ligamento periodontal, observou-se marcacao discreta
de fibroblastos e células endoteliais. O tecido conjuntivo exibiu
positividade moderada. Os osteoblastos do ligamento periodontal
revestiam a superficie 6ssea do ligamento e apresentaram marcacgao ora
moderada ora discreta (Figura 22a). A matriz cementaria mostrou
algumas areas com positividade discreta e em outras foi ausente. Os
cementoblastos sobre a matriz na maioria dos cortes exibiu discreta
marcagao, em poucos se mostrou moderada.

O tecido 0sseo inter-radicular mostrou-se denso e com
poucos espacos medulares. Os ostedcitos ndo foram marcados e 0s
osteoclastos presentes em lacunas de reabsorcdo apresentaram
marcacao discreta e alguns poucos se marcaram moderadamente (Figura
22a). Os osteoblastos presentes tanto na superficie da crista 6ssea como
dentro de espagos medulares mostrou marcagdo citoplasmética variando
de discreta a moderada. A matriz osteoide ao redor de poucos
osteoblastos, principalmente dentro dos espacos medulares e proxima ao

ligamento periodontal mostrou semelhante positividade.

5.3.2 Grupos Al e A2

O tecido conjuntivo do ligamento periodontal, composto
principalmente por colageno, exibiu marcacdo variando de moderada a
intensa. Da mesma forma, os fibroblastos do ligamento mostraram
marcacao citoplasméatica. Os osteoblastos da margem éssea do ligamento

periodontal e as células endoteliais exibiram marcacéo discreta.
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O tecido conjuntivo entre a furca e a crista Ossea
remanescente, formado basicamente por tecido de granulagdo, composto
de fibras colagenas e vasos sanguineos neoformados e fibroblastos
jovens mostrou positividade semelhante as estruturas similares
observadas no ligamento periodontal. Quando presentes, os fragmentos
de 0sso necraticos exibiram marcacao discreta da matriz.

O tecido 6sseo apresentou-se reduzido, decorrente da
lesdo periodontal. Os ostedcitos presentes na matriz ndo mostraram
marcacao positiva e os osteoclastos em lacunas de reabsorcao exibiram
marcacao discreta na maioria dos casos (Figura 22b). Os osteoblastos
mostraram marcacao discreta e em algumas areas negativa (Figura 22b).
As areas de osteoide eram escassas, porém quando presentes

mostraram-se com positividade discreta.

5.3.3 Grupo R1

A expressao da OCC no ligamento periodontal nesses
animais mostrou-se de moderada a intensa nos fibroblastos e moderada
no restante do tecido conjuntivo. Os osteoblastos que recobriam a
superficie dssea alveolar exibiram marcacdo ora moderada ora intensa.

As areas mais externas da matriz cementaria, proxima a
insercao das fibras de Sharpey exibiram marcacao positiva de discreta a
moderada e 0s cementoblastos que recobriam o cemento estavam
moderadamente marcados (Figura 22c).

O tecido conjuntivo entre a furca e a crista Ossea
expressou marcagao ora moderada, ora intensa, da mesma forma que 0s
endoteliocitos e fibroblastos nele presentes (Figura 22d).

A matriz 6ssea madura exibiu areas de marcacao discreta

e ostedcitos negativos. Em regibes de trabéculas 6ésseas imaturas,
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ostedcitos volumosos exibiam marcacdo discreta (Figura 22f).
Osteoblastos apresentaram marcacéo ora intensa ora moderada, tanto na
superficie da crista 6ssea, quanto no interior dos espacos medulares
(Figura 22e). Permeando osteoblastos, as areas de matriz osteoide
exibiram marcacéo citoplasmatica discreta (Figura 22f). Alguns poucos

osteoclastos apresentaram positividade citoplasmatica discreta.

5.3.4 Grupo R2

O tecido conjuntivo do ligamento periodontal mostrou-se
discretamente marcado e os fibroblastos permeando as fibras colagenas
exibiram positividade moderada. Os osteoblastos ao redor do ligamento e
as células endoteliais apresentaram marcacao ora discreta ora moderada.

Os cementoblastos mostraram marcacao ora discreta ora
moderada e a matriz adjacente apresentaram areas de positividade
discreta. A matriz cementaria madura ndo mostrou marcagao.

O tecido conjuntivo interposto entre a furca a crista 6ssea
exibiu marcagcdo ora moderada ora discreta e os fibroblastos e
endotelidcitos mostrara-se moderadamente marcado na maioria dos
cortes.

Os ostedcitos da matriz 6ssea madura ndo mostraram
marcacao, apenas alguns raros exibiram marcacgdo discreta em areas de
trabéculas 0sseas neoformadas. Os osteoblastos, dispostos em camada
sobre a superficie 0ssea tiveram marcacdo moderada. Adjacentes aos
osteoblastos, as areas de matriz osteoide apresentaram marcacao

discreta. Da mesma forma, osteoclastos exibiram marcacgao discreta.
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5.3.5 Grupo R3

A imunomarcacdo da OCC nos animais do grupo R3
pouco diferiu da observada nos animais do grupo R2. O tecido conjuntivo
periodontal, osteoblastos do ligamento e endotelidcitos mostraram
marcagao discreta. Os fibroblastos, no entanto, exibiram positividade
moderada.

A matriz cementaria madura ndo apresentou marcacao
positiva, e 0s cementoblastos mostraram marcacdo citoplasmatica
discreta. Poucas areas de matriz cementaria imatura préximas a
cementoblastos positivas foram notadas e de forma discreta.

O tecido conjuntivo interposto entre a furca e a crista
mostrou marcacdo semelhante ao tecido conjuntivo do ligamento
periodontal, da mesma forma, os fibroblastos e vasos sanguineos. Alguns
cortes exibiam areas de sequestro 0sseo, cuja marcacdo da matriz foi
discreta.

Osteoblastos da superficie 6ssea e no interior dos
espacos medulares apresentaram marcacao citoplasmatica variando de
discreta a moderada e as areas de matriz osteoide adjacentes mostraram-
se discretamente positivas. Ostedcitos da matriz madura e de areas de
trabéculas imaturas foram negativos. Osteoclastos apresentaram

positividade discreta.

5.3.6 Grupo R4

O tecido conjuntivo do ligamento periodontal mostrou

marcacao ora discreta ora moderada, da mesma forma os endoteliécitos e
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0s osteoclastos adjacentes ao ligamento. Os fibroblastos exibiram
marcacao moderada.

A matriz cementaria madura ndo apresentou marcacao,
mas em certas areas superficiais do cemento, notou-se marcacao
discreta. Cementoblastos revestindo areas do cemento acelular e celular
exibiram marcacao variando de discreta a intensa.

Abaixo da regido da furca, o tecido conjuntivo frouxo
interposto exibiu marcacdo moderada. As células endoteliais e o0s
fibroblastos inseridos nesse tecido exibiram positividade ora discreta ora
moderada.

Na crista 6ssea, a maioria dos osteoblastos da superficie
mostrou marcacdo moderada, e poucos exibiram marcacéo intensa. Os
osteoblastos localizados nos espacos medulares exibiram positividade
semelhante. Ostedcitos localizados na matriz mineralizada madura foram
negativos, ja outros, volumosos, localizados em trabéculas imaturas
exibiram positividade discreta. Areas de matriz osteoide mostraram

marcacao por vezes discreta, por vezes ausente.

5.3.7 Grupo R5

Os fibroblastos do ligamento e o tecido conjuntivo
periodontal exibiram marcacdo semelhante, ora discreta ora moderada. J&
0s osteoblastos e as células endoteliais exibiram predominio de marcacéo
discreta.

A matriz cementaria madura ndo exibiu positividade,
apenas poucas areas superficiais foram positivas de forma discreta. Os

cementoblastos também exibiram marcacao citoplasmatica discreta.
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O tecido conjuntivo interposto entre a furca e a crista
Ossea exibiu positividade variando de discreta a moderada. Fibroblastos e
endoteliécitos exibiram o mesmo padréo de marcacao.

A matriz 6ssea madura exibiu marcacdo discreta,
osteoblastos da superficie 6ssea e no interior de espacos medulares
exibiram marcacdo ora moderada ora discreta. A matriz osteoide
apresentou marcacao discreta. Osteoclastos apresentavam-se ora
marcados discretamente, ora negativos. Ostedcitos da matriz 0ssea
madura ou proximos a trabéculas Osseas imaturas nao exibiram

positividade.

5.3.8 Grupo R6

A imunomarcacdo do grupo R6 se assemelhou da
observada nos animais do grupo R5. Os osteoblastos do ligamento e
endoteliécitos mostraram marcacao discreta. Os fibroblastos e o tecido
conjuntivo de fundo, no entanto, exibiram positividade variando de
discreta a moderada.

A matriz cementaria madura ndo apresentou marcacao
positiva, e 0s cementoblastos mostraram marcacdo citoplasmatica
discreta. Poucas areas de matriz cementaria imatura proximas a
cementoblastos mostrou positividade discreta.

O tecido conjuntivo interposto entre a furca e a crista
mostrou marcacdo semelhante ao tecido conjuntivo do ligamento
periodontal, da mesma forma, os fibroblastos e vasos sanguineos. Alguns
cortes exibiam areas de sequestro 6sseo, cuja marcacao foi discreta.

Osteoblastos da superficie 6ssea e no interior dos
espacos medulares apresentaram marcacao citoplasmatica variando de

discreta a moderada, e raramente intensa. As areas de matriz osteoide
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adjacentes mostraram-se discretamente positivas. Ostedcitos da matriz
madura e de areas de trabéculas imaturas foram negativos. Osteoclastos

apresentaram positividade discreta.
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5.4 Andlise enzimo-histoquimica

A calibracdo prévia intra-examinador desse estudo foi
feita baseada no calculo do coeficiente de variagdo (CV%) previamente
descrito. O valor de CV obtido foi de 4,47%, demonstrando que o
examinador exibiu grau aceitavel de calibracdo (Perini et al., 2005).

Consideraram-se  positivas as células mono e
multinucleadas que exibiram coloracdo citoplasmética magenta. Ambas
as ceélulas, quando positivas receberam escore 1 (Figura 23). Para cada
animal se obteve 3 campos sobre a crista 6ssea, sem entretanto haver
sobreposicdo. Apos contagem de cada campo, se obteve o valor de cada
animal. O valor de cada grupo foi obtido pela soma dos valores de cada

animal e calculando-se a média (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médios e desvios-padrao do nimero de células TRAP-
positivas para todos 0s grupos experimentais.

Grupos N Médias DP
C1 6 10,50 4,59
C2 6 9,67 3,39
Al 6 24,17 6,82
A2 6 25,67 11,78
R1 6 15,17 6,52
R2 6 20,67 10,76
R3 6 22,33 6,09
R4 6 23,67 15,86
R5 6 28,33 12,21
R6 6 23,33 5,32

N: nimero; DP: desvio-padréo
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Os graficos referentes aos valores médios e a estatistica
inferencial dos grupos GD e GU, pelo teste ANOVA e post hoc Dunnet,
em relacdo as ceélulas positivas para o TRAP podem ser notados nas
figuras 24 e 25 respectivamente.

Os dados originais, as tabelas do teste de ANOVA,
Dunnet e de comparacao mdultipla de Tukey referentes ao TRAP estdo
exibidos no Apéndice D.

35,00 %
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00
C1 Al R1 R2 R3

*: Difere estatisticamente do Grupo C1 (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05);
#: Difere estatisticamente do Grupo Al (Teste comparativo de Dunnet, p<0,05);
n: nimero de células TRAP-positivas.

Figura 24 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padrdo referentes ao nimero de
células TRAP-positivas do GD.

Em relacdo ao GD, a comparacéo dos grupos experimentais
gue receberam ligadura com o controle sem doenca exibiu significancia
estatistica com os grupos Al, R2 e R3 (ANOVA, post hoc Dunnet,
p<0,05). N&o foi notada significAncia apenas na comparacdo C1 x R1
(ANOVA, post hoc Dunnet, p=0,6364). A andlise estatistica da
comparacdo dos grupos que receberam risendronato com placebo

mostrou significancia somente na comparacdo Al x R1 (ANOVA, post hoc
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Dunnet, p=0,0279). Os demais grupos, R2 e R3, ndo foram significantes

estatisticamente comparados com A1l (ANOVA, post hoc Dunnet, p>0,05)

45,00 r
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

Cc2 A2 R4 R5 R6

*: Difere estatisticamente do Grupo C2 (Teste comparativo de Dunnet);
n: nimero de células TRAP-positivas.

Figura 25 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padrdo referentes ao ndmero de
células TRAP-positivas do GU.

No GU, o grupo C2 exibiu a menor média nesse
parametro e a comparacao estatistica como os demais foi significante
estatisticamente em relacdo ao A2 e R5. Ainda, a inferéncia estatistica
pelo teste ANOVA e posterior comparacao de Dunnet, ndo mostrou
diferencas na comparacdo entre 0os grupos que receberam risendronato
do que recebeu placebo (p<0,05).

O gréfico contendo a estatistica inferencial (ANOVA, post
hoc Tukey) relacionado somente aos grupos que receberam risendronato

para o numero de células TRAP-positivas estdo exibidos na figura 26.
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Letras iguais nao diferem estatisticamente (ANOVA, post hoc Tukey).
n: nimero de células TRAP-positivas.

Figura 26 — Gréfico ilustrativo das médias e desvios-padréo referentes ao numero de
células TRAP-positivas dos grupos de animais que receberam risendronato.

Pelo teste ANOVA, nao se verificou significancia estatistica em
relacdo as dosagens (p=0,3781), ao numero de aplicacbes (p=0,0785) e
na interacdo desses parametros (p=0,55). Da mesma forma, a
comparacdo multipla pelo teste de Tukey ndo mostrou diferencas
estatisticas nos grupos R1 a R6 em relacdo ao numero de células TRAP-
positivas. O grupo R1 exibiu a menor média (15,17) e o grupo R5 a maior
(28,33). Nota-se que nos grupos R1, R2 e R3, o aumento das células
TRAP positivas exibiu tendéncia de dose-dependéncia, semelhante ao
observado nos parametros anteriores. No entanto, nos grupos R4, R5 e
R6, pertencentes ao GU, ndo se observou essa dose-dependéncia, visto
gue o grupo R5 exibiu a maior média, seguido do grupo R4 e 0 R6 com a
menor dos trés. Ainda, notou-se que, principalmente nos grupos R4 e R5,
a variacdo da marcacao foi ampla, confirmado pelos altos valores de
desvios-padréo exibidos.



6 DISCUSSAO

O modelo experimental de inducdo de doenca periodontal
em ratos através da insercao de ligaduras de algodao, seda ou nylon na
regido cervical de molares tem sido amplamente utilizado e relatado na
literatura (Nowotny, Sanavi, 1983; Koide et al., 1995; Peruzzo et al.,
2010). Modelos experimentais semelhantes foram utilizados em outras
espécies (Schroeder, Lindhe, 1975; Weinreb et al., 1994).

A presenca da ligadura inserida no sulco gengival
promove uma rapida colonizacdo bacteriana além de causar injuria
traumatica, alterando a patogenicidade, tornando o processo de
reabsorcdo O6ssea mais rapido associado a uma resposta inflamatoria
aguda (Nyman et al., 1979) Ainda, a ligadura causa ulceracdo do epitélio
da margem gengival faciltando a penetracdo de bactérias e seus
subprodutos permitindo uma intensa interagcéo hospedeiro-biofilme.

Segundo Weaks-Dybvig et al., em 1982, o mecanismo
pelo qual a ligadura inserida na cervical dos molares induz periodontite
em animais envolve a injuria mecéanica e presenca de bactérias que
promovem a liberacdo de grandes quantidades de mediadores
inflamatdrios, principalmente prostaglandinas, citocinas inflamatdrias,
como IL-1-B, TNF-a. Esses mediadores modificam o equilibrio da
remodelacdo O0ssea, aumentando a formacao e ativacado de osteoclastos
bem como inibindo a funcdo osteoblastica, o que invariavelmente leva a
destruicdo do tecido conjuntivo e reabsorcdo 6ssea (Gemmell et al.,
1997).

Em nosso estudo a presenca de ligadura foi eficaz em
provocar perda éssea alveolar apds 15 dias, quando observamos o0s

parametros histomorfométricos e histolégicos dos grupos controle sem
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ligadura e placebo. Os valores médios mostram que 0s grupos Al e A2
exibiram perda 6ssea em média 10 vezes maior que a espessura do
ligamento periodontal normal. InUmeras alteracfes histolégicas puderam
ser verificadas principalmente pela intensa presenca de osteoclastos e
lacunas de reabsorcao e ampliacdo dos espacos medulares.

O tempo de eutanasia dos animais, apos 15 dias de
inducdo da doenca, se baseou nos estudos de evolugcéo da periodontite
que indicam que apos 7 dias a doenca tem seu pico de inflamacéao e
perda 6ssea e aos 15 esse processo se estabiliza, se mantendo mesmo
apos 60 dias (Kuhr et al., 2004). Isso ocorre porgue com a progressao da
doenca, a margem gengival migra apicalmente, fazendo com que a
ligadura ja ndo exerca injuria fisica e a formacao de placa nessa regiao
nao interfira no processo de doenca.

O primeiro molar inferior do rato apresenta 4 raizes sendo
mesial, distal, vestibular e lingual. Os espécimes analisados em nosso
estudo foram obtidos apds o término da raiz vestibular, na qual se pode
observar o osso inter-radicular. Portanto, a escolha dessa area para as
analises dos parametros baseou-se no fato que o osso dessa area inter-
radicular ndo é tdo exposto aos efeitos traumaticos exercidos pela
ligadura, como ocorre nos processos alveolares vestibulares e linguais
(Goya et al., 2006).

De maneira geral, os bifosfonatos (BFs) sdo empregados
em situagles clinicas em que ocorre um desequilibrio do mecanismo
entre a formacgéo e a reabsorcdo 6ssea, bem como para o tratamento de
muitas doencas 0sseas, principalmente daquelas ligadas ao metabolismo
0sseo (Duarte et al., 2004; Rocha et al., 2004; Lipton, 2008; Silverman,
2008; Landesberg et al., 2009).

Os completos mecanismos de acdo dos bifosfonatos no
tecido 6sseo ainda permanecem incertos. Entretanto, nos ultimos anos
Muito se avangou nas pesquisas, e sabe-se que basicamente se ligam a

parte mineral do osso e quando do processo de reabsor¢cdo 6ssea sao
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absorvidos pelos osteoclastos, induzem alteracdes bioquimicas nessas
células, incluindo perda da capacidade reabsortiva, e apoptose (Russell,
1999). Além disso, os BFs podem atuar diretamente nos osteoclastos, o
que provavelmente, desencadeia alteracbes na morfologia celular, como
modificagcdes no citoesqueleto e na borda ondulada (Fleisch, 1997).
Outros mecanismos ainda sdo especulados, como a ativagédo direta em
osteoblastos seja atuando no sistema RANK/RANKL/OPG e
consequentemente reducdo no recrutamento de osteoclastos ou até
estimulando a formacédo 6ssea (D’Aoust et al., 2000; Zhou et al., 2010).

O risendronato de sédio (RS) € um aminobifosfonato de
terceira geracdo que apresenta um &atomo de nitrogénio no anel
heterociclico e cuja capacidade antirreabsortiva € de aproximadamente
1.000 vezes maior que os de primeira geracdo (Crandall, 2001; Bobba,
Adachi, 2007). A razédo para a eleicdo desse BF em nosso presente
estudo se baseou nessa maior capacidade de inibicAo de reabsorcéo
O0ssea e também porque até os dias de hoje ndo foram encontrados
estudos que relacionem o uso local do risendronato e a doenca
periodontal experimental em ratos.

Embora esteja bem documentado na literatura que a
administracao sistémica dos BFs seja eficaz na prevencéo e tratamento
de doencas Osseas, 0 uso desses farmacos topicos principalmente na
periodontite torna-se uma opcao interessante pela facilidade de aplicacao
além de reduzir consideravelmente os efeitos sistémicos indesejados
(Goya et al., 2006). Portanto, optamos por utilizar uma abordagem local
do risendronato de so6dio com objetivo de observar se esse farmaco era
capaz nao so de inibir a reabsorcdo 6ssea causada pela ligadura como
também promover a neoformacao 0ssea.

Diversos tipos de abordagens locais com BFs foram
estudados na literatura, tais como géis (Reddy et al., 2005), esponjas
embebidas (Yalle et al., 2000), dispositivos de liberacdo lenta (Srisubut et
al., 2007), e solugbes (Mitsuta et al., 2002; Goya et al., 2006). Optou-se
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nesse trabalho pela irrigacdo de uma solugdo contendo o farmaco, pois
sendo o risendronato um sal, a sua dissolugdo em &gua é possivel sem
alterar suas propriedades quimicas, além disso, a irrigagdo subgengival é
amplamente utilizada na pratica da periodontia, sendo facilitada sua
utilizacao clinica (Hoang et al., 2003).

As dosagens por nés empregadas foram escolhidas
observando-se os resultados de trabalhos semelhantes na literatura.
Weinreb et al.,, em 1994, mostraram que o uso do alendronato sistémico
em doses mais baixas (0,05 mg/Kg) foram mais eficazes que doses
maiores (0,25 mg/kg) na inibicdo da perda 6ssea alveolar na periodontite
experimental em macacos. Mitsuta et al., 2002, mostraram que das trés
doses utilizadas de clodronato em uso topico, 20, 40 e 60 mM, apenas as
duas ultimas mostraram diferencas estatisticas em relacao ao controle na
densidade mineral 6éssea e perda 0ssea alveolar na periodontite induzida
em ratos. Similarmente, Alencar et al., 2002, verificaram que 0S grupos
que receberam doses maiores, 25 mg/kg e 5 mg/kg de clodronato foram
superiores 0s que receberam 1 mg/kg e placebo na reducdo da perda
0ssea alveolar em ratos.

Portanto, escolhemos inicialmente a menor dose baseada
na conversao da dosagem semanal usada para humanos de risendronato
(35 mg para 70 kg) para a dosagem semanal proporcional a massa do
animal (0,125 mg ou 0,025 mg/kg considerando a massa média dos
animais aproximadamente 200 g). As outras dosagens se basearam na
primeira e representam o dobro e o quadruplo dessa dose inicial. O
objetivo dessas concentragcbes maiores foi verificar a capacidade
reabsortiva e a procura da dosagem oOtima, além também de observar
aspectos histologicos relacionados a possiveis alteracbes deletérias
inerentes a superdosagens.

Os tempos e a quantidade de aplicacdo dos farmacos
empregados nesse trabalho basearam-se em alguns fatores: A dupla

aplicacdo, aos 5 e 10 dias tinha como intuito observar o efeito do
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risendronato nas fases mais iniciais da doenca e o papel de aplicacbes
repetidas (Cetinkaya et al., 2008). J& a aplicagdo Unica aos 10 dias
objetivava verificar como atuaria 0 medicamento com a doenga instalada.
Comparando-se a idade dos animais com humanos, o periodo de
observacdo de 15 dias corresponde a aproximadamente 8-9 meses
(Quinn, 2005). Dessa forma levando-se em conta que a doenca
periodontal experimental em ratos a partir de 15 dias ndo se altera de
forma consideravel, acreditamos que os tempos analisados foram
suficientes para se observar os efeitos do farmaco adotado nas duas
abordagens temporais de aplicagéo.

O efeito da terapia com bifosfonatos tanto sobre a
densidade 6ssea alveolar como sobre a inibicdo da perda oOssea na
periodontite tem sido extensamente investigados em modelos
experimentais (Brunsvold et al., 1992; Shoji et al., 1995; Yaffe et al.; 2000,
Duarte et al., 2006; Spolidorio et al., 2007) e também através de estudos
clinicos (Rocha et al., 2001; Lane et al., 2005). Entretanto, os resultados
sao conflitantes em relacéo principalmente as dosagens, aos periodos de
administracdo e aos veiculos aplicados.

Observando-se os resultados obtidos nesse estudo
verificamos que a periodontite experimental alterou consideravelmente o
volume trabecular da crista 0ssea inter-radicular remanescente (VtC). Os
grupos controle sem doenca (C1 e C2) exibiram médias respectivamente
de 82,63% e 82,17%, em contrapartida, os grupos controle com ligadura
(Al e A2) obtiveram médias respectivamente de 54,41% e 55,15%. Essa
alteracdo no trabeculado Osseo foi acompanhada por alteracdes
morfologicas verificadas na andlise descritiva, como o aumento do
namero e tamanho dos espacos medulares e a presenga de numerosos
osteoclastos. Os grupos que receberam risendronato, independentemente
da dose administrada, exibiram valores de 13 a 15% maiores se
comparado com o0s que receberam placebo, sendo significante

estatisticamente. Entretanto, mesmo com o tratamento, o0 volume
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trabecular da crista 6ssea remanescente desses grupos foi inferior em
média de 20 a 25% aos grupos que nado receberam ligadura.

Outros autores também verificaram os efeitos de BFs no
tecido Osseo alveolar. Reddy et al.,, em 1995, avaliaram o efeito do
alendronato sistémico (3 mg/Kg por semana) na periodontite ocorrida
naturalmente em cées beagle. Apds uma fase inicial para a instalagéo da
doencga, os animais foram tratados por 6 meses com o medicamento ou
placebo. Os resultados mostraram que, analises de subtracdo radiografica
digital evidenciaram que os animais tratados com o BF exibiram maior
massa 0ssea significante estatisticamente que os que receberam placebo.

Tani-Ishii et al., em 2003, avaliaram o efeito do
incadronato na progressao da periodontite experimental em ratos. Um dos
parametros analisados foi a densidade mineral do osso alveolar
remanescente através de analises radiograficas. Os resultados mostraram
que apenas o tratamento de longa duracédo (8 semanas) foi eficaz em
alterar significativamente a densidade mineral do osso cortical e
esponjoso em respectivos valores médios de 15,32% e 13,72% maiores
gue O grupo que recebeu placebo. Ainda, comparativamente esses
resultados foram semelhantes aos encontrados no grupo sem doenca. A
dose total utilizada foi de 32 mg/kg em 8 semanas de tratamento.

Duarte et al.,, em 2006, avaliaram a densidade 0ssea do
processo alveolar de ratas ovarectomizadas e submetidas a trés
diferentes tratamentos, calcitonina, estrégeno ou alendronato por 80 dias.
A densidade 6ssea do grupo ovarectomizado que néo recebeu tratamento
foi 24,22% menor que o grupo sham e 33,18% menor que grupo
ovoarectomizado tratado com alendronato, ou seja, 0S animais que
receberam o bifosfonato exibiram valores superiores até que os animais
ndo ovarectomizados. Nesse estudo a dose total utilizada foi
aproximadamente de 220 mg/kg apoés 80 dias.

Spolidorio et al., 2007, investigaram o efeito do

alendronato na perda d6ssea alveolar induzida pela ciclosporina. Apds 60
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dias, os resultados mostraram que 0s animais que sO receberam
ciclosporina exibiram marcada reducdo no volume 6sseo comparado ao
controle sem o medicamente. Entretanto, os animais que receberam
ciclosporina e alendronato exibiram valores semelhantes ou
discretamente superiores ao controle. A dose total utilizada nesse estudo
foi aproximadamente 2,4 mg/Kg.

A comparacdo dos resultados obtidos nesse parametro
com os da literatura é dificultada por uma variedade de fatores.
Primeiramente os processos de inducdo de perda éssea séo diferentes,
sendo que determinado procedimento pode alterar mais ou menos a
arquitetura 6ssea comparado com outro. Outra varidvel sdo os tipos de
analises do volume 0sseo ou densidade 0ssea alveolar. Além disso, 0s
trabalhos supracitados utilizam o tratamento sistemicamente,
diferentemente da nossa investigacdo na qual o uso foi local. Finalmente,
as dosagens utilizadas e os tempos de acompanhamento sao
amplamente variados.

Entretanto, em relacdo aos efeitos dos bifosfonatos sobre
0 o0sso alveolar algumas consideracbes podem ser realizadas. Em
primeiro lugar, todos os estudos acima indicaram que os BFs alteraram o
turnover ésseo somente na presenca de perda 0ssea instalada. Ou seja,
na auséncia de perda 0ssea, o0 tratamento com BFs ndo alterarou nem o
volume, nem a arquitetura 0ssea. No entanto, nos processos em que
houve significante agressdo ao tecido 6sseo, os BFs, na maioria dos
casos, preveniram alterages significativas ou em alguns até anularam o
efeito agressor inicial. Corroborando com essa idéia, Altundal e Glvener,
em 2004, avaliaram o uso do alendronato em parametros histométricos do
0sso alveolar apés a extracdo dentaria em ratos. Concluiram que apés 14
e 28 dias os grupos que receberam alendronato exibiram maiores valores
de espessura 6ssea que 0s receberam salina e afirmaram que a absorcéo

do BF foi maior nos sitios em que a remodelacdo 6ssea foi mais ativa.
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Considerando-se as dosagens, o0s estudos parecem
indicar que doses elevadas e ou periodos de administragdo maiores sao
necessarios para alterar profundamente a arquitetura Ossea frente a
algum processo de agresséao. (Tani-Ishii et al., 2003; Duarte et al., 2006)
No entanto, no presente estudo, utilizou-se doses consideravelmente
mais baixas que os outros trabalhos citados, mas aplicados localmente, o
que de certa forma aumentou quantidade de moléculas que entraram em
contato com o tecido 0sseo. Mesmo assim, 0 grupo que apresentou O
maior valor foi o R3, na qual utilizamos a maior dose (0,5 mg) em duas
aplicacdes, sem no entanto diferir estatisticamente dos demais grupos na
qual se administrou risendronato. Entretanto, autores sugerem que mais
estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos dos BFs nos 0sso
alveolar (Brunsvold et al., 1992; Shoji et al., 1995; Yaffe et al.; 2000; Tani-
Ishii et al., 2003; Duarte et al., 2006; Spolidorio et al., 2007).

Para avaliar os efeitos da acao local do risendronato na
inibicdo da perda 6ssea alveolar dois parametros foram analisados nesse
estudo, o volume trabecular da area de furca (VtF) e a distancia linear da
furca a crista 6ssea (DL). Em ambos o comportamento foi semelhante ao
verificar-se que o risendronato foi mais eficaz que o placebo na reducgao
da perda éssea e que esse beneficio foi dose-dependente. Os grupos nos
quais foram aplicadas doses menores (R1 e R4) apresentaram resultados
superiores do que aqueles que receberam doses intermediarias (R2 e
R5), que por sua vez foram melhores que os animais tratados com as
maiores doses (R3 e R6). Em termos de valores percentuais,
considerando-se o parametro DL, em meédia, o grupo R1 apresentou
35,23% menos perda 6ssea que o grupo Al, e o grupo R4 exibiu 36,47%
menos perda éssea que o grupo A2.

A maior parte dos estudos envolvendo acao sistémica e
local de bifosfonatos na prevencdo da perda Ossea decorrente de
periodontite experimental ou ocorrida naturalmente em animais tem

mostrado efeitos benéficos (Brunsvold et al., 1992; Reddy et al., 1995;
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Shoji et al., 1995; Yaffe et al., 1997; Binderman et al., 2000; Kaynak et al.,
2000; Yaffe et al., 2000; Mitsuta et al., 2002; Tani-Ishii et al., 2003; Duarte
et al., 2004; Menezes et al., 2005; Goya et al., 2006; Cetinkaya et al.,
2008). Outros trés estudos ndo mostraram beneficios significantes dos
BFs quando usados isoladamente, porém quando associados a
doxiciclina modificada exibiram sinergia e foram eficazes em inibir a perda
Ossea periodontal e reduzir indices de metaloproteinases (Llavaneras et
al., 2001; Buduneli et al., 2005; Buduneli et al., 2007).

Goya et al.,, 2006, pesquisaram o efeito da aplicacéo
tépica do olpadronato monossddico na periodontite experimental em
ratos. ApoOs inducdo da doenca pela insercdo da ligadura, os animais
receberam diariamente 0,1 ml contendo 150 mM do BF ou placebo por 4
dias, quando foram submetidos a eutanasia. Os resultados
histomorfométricos mostraram que o0 grupo que recebeu olpadronato
apresentou perda 6ssea na regido de furca de 288.8 um contra 509,4 um
do grupo placebo, resultando numa diferenca de 220,6 ym. Em nosso
estudo, verificamos que o grupo R1 exibiu 418,30 ym contra 1187,1 ym
do grupo Al, e uma diferenca entre os grupos de 768,8 ym. Essa maior
diferenca pode ser atribuida ao periodo de acompanhamento, 4 dias no
primeiro estudo e 15 dias em nosso. Ainda, os autores concluiram que o
olpadronato aplicado nas fases iniciais do processo inflamatorio foi eficaz
em reduzir, mas ndo eliminar, a perda 0ssea alveolar decorrente de
periodontite experimental.

Entretanto, comparando-se o0s resultados de todos os
grupos experimentais com os grupos Cl e C2, verificamos que mesmo
atenuando a perda o6ssea, o risendronato nao inibiu totalmente a
reabsorcdo de osso alveolar decorrente da periodontite experimental.
Esse achado foi encontrado na maioria dos estudos encontrados na
literatura que associam o uso de BFs e periodontite em animais (Alencar
et al., 2002; Duarte et al., 2004; Buduneli et al., 2005; Goya et al., 2006;

Cetinkaya et al., 2008), no entanto a inibicdo total, na qual os niveis
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0sseos apos a inducdo da periodontite exibiam valores proximos ao do
periodonto normal, foi encontrada em dois trabalhos com macacos
(Brunsvold et al., 1992; Weinreb et al., 1994) e em um estudo na qual
houve associacao de um BF com doxiciclina modificada (Llavaneras et al.,
2001).

Dessa maneira, nossos resultados sao semelhantes com
a maioria dos estudos anteriores que investigaram o efeito de BFs na
inibicdo da perda 6ssea em modelos experimentais de periodontite.
Entretanto, quando observamos os efeitos das diferentes dosagens do
risendronato na perda 0ssea, verificamos que menores doses foram as
mais eficazes. O efeito das diferentes concentracdes e os periodos de
administracdo tem sido objetivo de alguns trabalhos.

Dos trabalhos que investigaram a acéo local de BFs na
doenca periodontal, apenas 2 testaram diferentes dosagens, e em ambos,
os melhores resultados foram obtidos com as maiores doses.

Binderman et al. 2000, estudaram o efeito local de 4
concentracbes de alendronato (0,01, 0,05, 0,2 ou 0,4 mg) na reabsorcao
Ossea alveolar induzida por retalho mucoperiostal. Os resultados
mostraram que as doses maiores foram mais eficazes na reducéo da
perda 6ssea. Resultados semelhantes foram observados por Mitsuta et
al., 2002, que pesquisaram o efeito local de 3 concentracdes de
clodronato (20, 40 e 60 mM) na reabsorcdo Ossea periodontal induzida.
Os autores concluiram que apenas 0s grupos nos quais foram aplicados
40 ou 60 mM do BF obtiveram valores superiores significantes
estatisticamente comparados com placebo na inibicdo da reabsorcéo
0ssea e na reducédo de osteoclastos.

No entanto, nosso estudo evidenciou que as trés doses
testadas forma mais eficazes que o placebo e que os grupos que
receberam doses menores (0,125 mg) foram mais eficazes em prevenir a
perda 6ssea alveolar. Comparativamente os melhores resultados obtidos

com as doses de 0,2 e 0,4 mg no estudo de Binderman et al., 2000, séo
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préximos como os obtidos com as doses de 0,125 mg e 0,25 mg
aplicados nesse trabalho, visto que nos grupos R1 e R2 foram duas
aplicacdes, totalizando 0,25 e 0,5 mg respectivamente.

Em relacdo aos estudos nos quais se investigou o uso
sistémico de diferentes dosagens de BFs na periodontite experimental,
cinco estudos foram encontrados, sendo que em dois verificou-se o maior
beneficio em doses menores (Brunsvold et al., 1992; Weinreb et al.,
1994), em outros dois em doses maiores (Alencar et al., 2002; Menezes
et al., 2005) e em um nao houve diferencas entre as doses nos periodos
curtos de administragéo (Cetinkaya et al., 2008).

Weinreb et al., 1994, induziram doenca periodontal
através de ligaduras e inoculagdo de Porphyromonas gingivalis em
macacos e avaliaram o efeito de duas dosagens diferentes de
alendronato (0,05 mg/kg ou 0,25 mg/kg). Os resultados mostraram que 0
grupo que recebeu a menor dose (0,05 mg/Kg) exibiu os melhores
resultados e os autores concluiram que oS mecanismos para a resposta
bifasica desse medicamento ainda necessitam maiores esclarecimentos,
entretanto que doses maiores das preconizadas para o tratamento da
osteoporose podem ser necessarias para 0 tratamento de doencas
osteoliticas.

Menezes et al., 2005, avaliaram o efeito de 3 dosagens de
alendronato (0,01; 0,05; 0,25 mg/Kg/diario) em duas abordagens
diferentes (preventivo ou profilatico) na progressdo da periodontite
induzida por ligaduras em ratos. Os animais dos grupos preventivos
receberam o BF concomitantemente a inducdo da doenca e foram
eutanasiados apos 11, dias. O grupo profilatico sé recebeu a maior dose
(0,25 mg/kg) que foi iniciada apés 5 dias de inducdo da periodontite e 0s
animais foram sacrificados aos 11 dias. Os resultados mostraram que 0s
grupos que receberam a maior dose (0,25 mg/kg), tanto na primeira
guanto na segunda abordagem foram mais eficazes na reducéo da perda

Ossea alveolar.
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Além das doses, outros fatores a serem abordados, sao
0os periodos e a quantidade de intervengbes terapéuticas. Em nosso
estudo, realizamos duas abordagens terapéuticas, a primeira, com duas
aplicacdes, apds 5 e 10 dias da inducdo da doenca a e segunda, com
Gnica aplicacdo apds 10 dias. Nao houve diferencas estatisticas entre os
grupos com mesma dosagem em relacdo os periodos de intervencao.
Dessa forma, mesmo apdés 10 dias, a aplicacao de risendronato foi eficaz
na inibicdo da perda Ossea alveolar, sendo dose dependente. Em relacéo
ao tipo de abordagem, profilatica ou terapéutica, dois trabalhos existem
na literatura e ambos ndo exibiram diferencas entre essas diferentes
intervencdes (Alencar et al., 2002; Menezes et al., 2005). No entanto,
considerando-se a duracao do tratamento, trés estudos avaliaram o efeito
dos BFs ao longo do tempo, e desses, um mostrou beneficios com
tratamentos com curta duragdo (Cetinkaya et al., 2008), outro exibiu
beneficios com tratamento de longa duracéo (Tani-Ishii et al., 2003) e em
outro ndo houve diferencas entre os tratamentos de maior e menor
duracédo (Duarte et al., 2004).

Cetinkaya et al.,, 2008, concluiram que o tratamento
sistémico com risendronato de curta duracdo (3 semanas) , independente
da dose (0,1 ou 1 mg/Kg) foi mais eficaz que o de longa duracdo (8
semanas) na prevencdo de perda Ossea alveolar decorrente de
periodontite induzida em ratas. Além disso, através de analise
estereologica, 0os autores inferiram que o tratamento de longa duracédo e
com alta dose foi capazes de reduzir o nimero de vasos sanguineos e
induzir alteracdes microscopicas no tecido 0sseo.

Dessa forma, em relacéo aos achados
histomorfométricos, nossos resultados sdo semelhantes com a maior
parte da literatura ao mostrar que o uso local do risendronato de sédio foi
eficaz na prevencédo da perda Ossea alveolar decorrente de periodontite

experimental, no entanto em relacdo a dose, a literatura ndo é unanime,
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mas corrobora com os trabalhos os quais exibem que doses menores em
periodos curtos trouxeram mais beneficios.

Na periodontite, fatores microbianos, como LPS e
imunoinflamatérios do hospedeiro, como citocinas e prostaglandinas,
possuem a capacidade de ativar os osteoclastos aumentando a
reabsorcdo O0ssea. Os efeitos dos BFs nos osteoclastos incluem reducéo
no recrutamento, diminuicdo de sua capacidade de adesdo ao tecido
0sseo, alteracbes morfolégicas como perda de sua borda ondulada e por
consequéncia, inducdo a apoptose. Esses efeitos reduzem a reabsorcéo
Ossea e alteram o turnover do tecido 6sseo (Russell et al., 2007).

A TRAP é um marcador bioquimico especifico para
osteoclastos maduros e pré-osteoclastos. Na literatura sdo encontrados
varios estudos que associam o aumento da expressdo desse marcador
em sitios com doenca periodontal (Crotti et al., 2003; Fujita et al., 2008;
Feitosa et al., 2009) Corroborando com essas informacgdes, observamos
que grupos com inducdo da periodontite apresentaram maiores numeros
de células TRAP-positivas que o grupos controle sem doenca (C1 e C2),
sendo estatisticamente significante, exceto no grupo R1.

O grupo R1 exibiu reducao significativa estatisticamente
comparada com o0s que receberam placebo. Outros trabalhos que
avaliaram in vitro ou in vivo o efeito de BFs nas células 6ssea também
mostram reducédo da TRAP (Nishikawa et al., 1996; Van Beek et al., 2002;
Mehlhorn et al., 2008; Weinstein et al., 2009; Xiong et al., 2010).

Na periodontia, existem escassos trabalhos que associam
TRAP e BFs. Spolidorio et al., 2007, demonstraram que o tratamento com
alendronato reduziu as células TRAP-positivas no periodonto comparada
com placebo em animais que receberam ciclosporina, farmaco
imunossupressor que induz perda 6ssea.

Mitsuta et al., 2002, concluiram que as 3 concentracdes
usadas de clodronato (20, 40 e 60 mM) foram eficazes em reduzir o

namero de células TRAP-positivas, sem no entanto exibir nenhuma dose-
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dependéncia. Baseados nos resultados desse trabalho, observamos que
apenas o grupo R1, que recebeu a menor dose, exibiu diferenca
estatistica em relacdo ao placebo. Outros trabalhos também mostraram
que apesar de inibir a perda 0ssea, o tratamento com BF né&o reduziu o
numero de osteoclastos, ou até provocaram sua elevacao (Endo et al.,
1993; Marshall et al., 1993; Shoji et al., 1995; Srisubut et al., 2007).

A relacdo da dose dos BFs e a influéncia na expressao da
TRAP foi estudada por Zhao et al., em 2000, na qual avaliaram o efeito de
um aminobifosfonato (YM175) em 3 concentracdes (0,01; 0,1ou 1 mg/kg
por dia) na perda OGssea na artrite induzida em ratos. Os resultados
mostraram que nas trés dosagens o BF foi eficaz na prevencao da perda
0ssea, no entanto, 0 grupo que recebeu a maior dose mostrou melhores
beneficios. Em nosso estudo, a comparacdo entre 0S grupos que
receberam risendronato ndo mostraram diferencas estatisticas em relacéo
ao TRAP.

Além da marcacdo da TRAP, outras -caracteristicas
observadas nesse trabalho em relacdo aos osteoclastos foram os
aspectos histologicos. Em todos os grupos na qual foi induzida a
periodontite, foram observados numerosas areas de reabsorcdo e
multiplos osteoclastos. Entretanto, principalmente nos grupos R1, R2 e
R4, foram notados osteoclastos ndo aderidos ao 0sso e com aspectos
morfolégicos alterados e indicativos de apoptose, como nucleos
fusiformes e perda de integridade citoplasmatica. Nos grupos controle e
placebo essas caracteristicas nao foram notadas.

Goya et al, 2006 concluram que 0 numero de
osteoclastos nos grupos tratados topicamente com olpadronato foi
ligeiramente superior aos observados no grupo placebo na periodontite
experimental em ratos. Entretanto, notaram que os osteoclastos do grupo
teste exibiam menor adeséo ao 0sso, perda de polaridade, auséncia de
borda ondulada e sinais citoplasmaticos indicativos de apoptose. Outras

pesquisas também mostraram observacdes semelhantes, relacionadas ao
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tratamento da doenca periodontal com BFs e o numero e a morfologia de
osteoclastos. (Kaynak et al., 2000; Mitsuta et al., 2002; Cetinkaya et al.,
2008).

Escudeiro et al., 2009, estudaram o efeito do olpadronato
monossodico em parametros histomorfométricos e na expressdo de
RANKL, TUNEL e TRAP nos osteoblastos e megacariocitos de tibias e
fémures de ratas. Apos 6 semanas, observaram que o nimero e o volume
dos osteoclastos foi significantemente superior no grupo do BF, mas a
marcacdo de células TRAP positiva foi semelhante. Ainda, a expressao
de TUNEL, marcador de apoptose celular, foi estatisticamente superior
nos animais que receberam olpadronato. O RANKL mostrou-se mais
expresso em osteoclastos com morfologia apoptotica e nos
megacariécitos a marcacdo maior ocorreu no grupo teste. Os autores
discutem que o aumento do nimero de osteoclastos observado no grupo
teste pode ser causado pelo aumento da expressdao de RANKL,
principalmente nos proprios osteoclastos apoptéticos e nos
megacariocitos.

Dessa maneira, € possivel afirmar que em nosso estudo a
periodontite induzida aumentou o nimero e a expressdo da TRAP nos
osteoclastos. O tratamento local com risendronato com a menor dose em
duas aplicacbes reduziu as células TRAP positivas comparado com
placebo, mas néo diferiu significativamente dos demais grupos em que se
empregou o BF. No entanto, nos grupos teste foram notadas alteracdes
celulares indicativas de apoptose nos osteoclastos, ndo observadas nos
grupos placebo.

Para verificar os efeitos do risendronato local na formacao
0ssea, optamos por determinar a imunomarcacgdo da osteocalcina (OCC)
nos tecidos dentais e periodontais sob a acao dos diferentes tratamentos
aqui aplicados. A osteocalcina, proteina encontrada abundantemente nos
tecidos mineralizados, € um marcador de formacdo O&ssea (Lian,

Gundberg, 1988; Franceschi, 1999). Portanto, maior expressao de OCC
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nos tecidos 6sseos evidencia maior atividade formadora (Boanini et al.,
2008; Shiraki et al., 2010; Wang et al., 2010).

Na periodontite, estudos em humanos que tém
investigado a relagcdo da osteocalcina com sitios sadios e doentes
mostraram resultados contrastantes (Konimatsu et al., 1993; Lee et al.,
1999) Nesse presente estudo, a imunomarcacgao da OCC, principalmente
nas ceélulas e estruturas do tecido 6sseo, foram semelhantes nos grupos
controle sem doenca e placebo, indicando que a periodontite, por si so,
pouco alterou a expressdo dessa proteina. Outros estudos em animais
também mostraram niveis similares de osteocalcina em sitios sadios e
doentes (Vardar-Sengul et al., 2006; Spolidorio et al., 2010).

Contudo, diferencas marcantes foram observadas na
expressdo da OCC nos grupos tratados com risendronato. A principal
diferenca foi observada nos osteoblastos, que especialmente nos animais
do grupo R1 apresentaram-se com maior intensidade de marcacgao
quando comparado com os grupos Al e A2. Os demais grupos tratados
com risendronato também apresentaram maior expressdo de OCC nos
osteoblastos comparados com placebo, porém em menor grau. Esses
resultados concordam com parte da literatura que estudaram os efeitos de
BFs na ativacao da formacao 6ssea e nos niveis de OCC (Im et al., 2004;
Altundal et al., 2005; Boanini et al., 2008; Shiraki et al., 2010; Wang et al.,
2010). Outros autores mostraram, entretanto, que os BFs podem ser
inertes aos osteoblastos ou até inibitdrios no processo de osteogénese
(Idris et al., 2008; Orriss et al., 2009 ).

Uma das possibilidades desse comportamento bifasico
dos BFs observada na literatura pode ser a dose. Orriss et al.,, 2009,
testaram trés BFs (clodronato, ibandronato e zolendronato) em diferentes
dosagens e seus efeitos sobre culturas de osteoblastos além de suas
atividades secretoras. Os autores concluiram que nas concentracdes mais
elevadas, os BFs mostraram comportamento inibitérios para o0s

osteoblastos. Giuliani et al.,, 1998, verificaram que concentracdes



122

menores de alendronato aumentaram a UFC (unidade formadora de
colénias) de fibroblastos e osteoblastos em culturas de medula éssea
humana e de ratos. Interessantemente em nosso estudo, a maior
expressdo da OCC nos osteoblastos foi obtida no grupo R1, na qual se
utilizaram a menor dose, aplicada duas vezes. Outros trabalhos também
evidenciaram maiores beneficios obtidos com doses menores de BFs,
relacionados a osteoblastos (Reinholz et al., 2000; Frediani et al., 2004;
Naidu et al., 2008)

Naidu et al., 2008, avaliaram 3 concentracbes de
alendronato e zoledronato na viabilidade celular e nas propriedades
secretoras de osteoblastos de ratas e concluiram que nas maiores doses,
os BFs foram citotdxicos, jA nas menores estimularam a producdo de
TGF-B1. A possivel relacdo entre os BFs e a estimulacdo da formacéao
Ossea pode ser em parte explicada pelo aumento da expressao do TGF-
B1, pois, segundo esses autores esse fator de crescimento pode induzir a
proliferacéo de osteoblastos, a producdo de colageno e outras proteinas
da matriz 6ssea, como a osteopontina e fibronectina. Outros mecanismos
tém sido propostos na literatura, no entanto, pesquisadores sugerem
maior aprofundamento para que se esclarecam os efeitos dos BFs em
osteoblastos e na formacdo 6ssea (Mathov et al., 2001; Viereck et al.,
2002; Chaplet et al., 2004; Valenti et al., 2010).

Da mesma maneira, a andlise descritiva mostrou
presenca de areas com trabéculas Osseas imaturas, maior numero de
osteoblastos e ostedcitos volumosos, indicativos de osso neoformado nos
animais do grupo teste, principalmente com as menores doses. Essas
caracteristicas, aliadas as descritas na analise imuno-histoquimica nos
permitem afirmar que o risendronato local promoveu maior ativacdo dos
osteoblastos nos defeitos periodontais e por consequéncia, a formacgéo
0ssea foi mais evidente nesses grupos.

A imunomarcagdo dos cementoblastos em todos o0s

grupos esta de acordo com a literatura que evidencia que a osteocalcina
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pode ser produzida nessas células (Inubushi et al., 2008; Hakki et al.,
2010). No entanto, a expressao tanto nos cementoblastos, quanto na
matriz cementaria ocorreu com maior intensidade nos grupos teste,
especialmente no R1, R2 e R4. Em vista disso, podemos inferir que 0 uso
local do risendronato por ativar a producao de cemento pode ser Gtil nos
tratamentos periodontais regenarativos. Tenenbaum et al.,, 2002,
afirmaram que um dos usos potenciais dos BFs na periodontia é a
participacd0 nos processos regenerativos entretanto, mais estudos ainda
sdo necessarios para melhor elucidacdo dos mecanismos de acao desses
farmacos no comportamento das células do ligamento periodontal.

Além disso, apés andlise histoldgica, observamos que 0s
animais que receberam tratamento com o BF apresentaram menores
areas de reabsorcao radicular que os grupos que receberam placebo.
Trabalhos envolvendo o papel de BFs na movimentag&o ortoddntica ou no
reimplante dental notaram esse mesmo efeito sobre as raizes dentais
(Igarashi et al., 1996; Levin et al., 2001; Liu et al., 2004)

Interessantemente, outros trabalhos de nosso grupo de
pesquisa que estudaram o uso local de BPs em outros defeitos 6sseos
gue nao os periodontais ndo mostraram beneficios no processo de reparo
(Fernandes, 2006; Nobre et al., 2008; Cannetieri et al., 2009), apesar de
exibir a formacdo de tecido Osseo extra-cortical em area distante da
aplicacao local. Isso pode ocorrer porque 0s mecanismos patogénicos da
periodontite podem ser mais afetados pelo uso de BFs que o processo de
reparo 6sseo normal. Além de atuar diretamente sobre osteoclastos,
alterando sua capacidade reabsortiva e possivelmente sobre
osteoblastos, ativando atividade secretora, BFs podem alterar a
expressdo de metaloproteinases da matriz, enzimas relacionadas a
remodelacéo tecidual, alterar a producéo de citocinas e prostaglandinas e
reduzir a atividade de neutréfilos (Teronen et al.,, 1999; Nakaya et al.,
2000; Llavaneras et al., 2001; Menezes et al., 2005; Buduneli et al., 2007,
Giannobile, 2008 ).
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Diante dos resultados das diferentes analises, nosso
estudo representa uma contribuicho na modulacdo da resposta do
hospedeiro, demonstrando o0s beneficios da aplicagdo local do
risendronato na progressao da periodontite experimental em modelos
animais. O efeito do uso tépico de BFs nos tecidos periodontais,
principalmente na formacdo Ossea, pode representar um novo avanco
para a terapia periodontal no futuro. Ainda, pesquisas adicionais utilizando
BFs locais, como adjuntos ao tratamento da doenca periodontal
inflamatoéria, bem como melhor elucidacdo desses farmacos no
comportamento dos tecidos periodontais visando terapias regenerativas,
necessitam ser realizados para que possam ser efetivamente

considerados como nova modalidade terapéutica.



7 CONCLUSAO

A andlise dos resultados, sob as condi¢cdes experimentais,

possibilitou concluir que:

a)

b)

d)

e)

o tratamento com risendronato foi eficaz por reduzir
a perda Ossea decorrente da periodontite, sendo
gue a menor dose provocou melhores resultados;

o tratamento com risendronato aumentou o volume
trabecular do osso alveolar remanescente nos
animais com periodontite, independente da dose
utilizada;

o numero de aplicacdes do medicamento (dupla e
Unica) nao interferiu nos resultados;

o tratamento com a menor dose de risendronato
em duas aplicagdes diminui 0 numero de células
TRAP-positivas;

0 uso local do risendronato foi capaz de influenciar
a expressdo da osteocalcina nos osteoblastos,
especialmente nos grupos que receberam as

menores doses.
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APENDICE A — Dados originais, tabelas de estatistica inferencial do

parametro VtF

Tabela 6 - Dados originais do VtF (%)

C1 C2 Al A2 R1 R2 R3 R4 R5 R6
68,54 60,21 8,13 543 27,50 10,21 11,71 32,71 28,13 13,54
67,92 56,88 188 563 23,13 15,63 13,13 18,33 1521 8,12
58,75 59,17 146 0,63 2563 26,88 1,67 31,04 125 3,12
58,33 65,00 1,67 10,21 36,46 22,71 11,46 42,08 17,29 18,75
60,42 67,08 2,71 4,79 31,04 2229 1583 26,25 29,17 16,04
61,51 64,03 695 084 2765 9,79 11,68 23,90 2583 8,33

Tabela 7 - Resultado do teste de comparacéo Dunnet no grupo GD para o
parametro VtF em relacdo ao controle sem doenca (C1)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
C1l 62,00
Al 3,16 -58,833 -20,38 0,00001*
R1 28,17 -33,833 -11,79 0,00001*
R2 17,33 -44,667 -17,91 0,00001*
R3 10,33 -51,667 -20,38 0,00001*

*p<0,05
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Tabela 8 - Resultado do teste de comparacédo Dunnet no grupo GD para o
parametro VtF em relacéo ao placebo (Al)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p

Al 3,16

R1 28,17 25,000 8,588 0,00001*

R2 17,33 14,167 4,895 0,0002*

R3 10,33 7,167 2,466 0,0474*
*p<0,05

Tabela 9 - Resultado do teste de comparagédo Dunnet no grupo GU para o
parametro VtF em relacdo ao controle sem doenca (C2)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p

C2 61,833

A2 4,000 -48,641 -14,31 0,00001*

R4 28,667 -33,167 -8,22 0,00001*

R5 19,167 -33,475 -10,61 0,00001*

R6 11,000 -41,641 -12,64 0,00001*
*p<0,05

Tabela 10 - Resultado do teste de comparacédo Dunnet no grupo GU para
0 parametro VtF em relacéo ao placebo (A2)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
A2 4,000
R4 28,667 24,667 6,093 0,00001*
R5 19,167 15,167 3,709 0,0038*
R6 11,000 7,000 1,677 0,2957

*p<0,05
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Tabela 11 - Resultado do teste ANOVA para o parametro VtF em relacao
ao grupos tratados com risendronato (R1 a R6)

Fonte de Graude Somados Quadrado F p
variacao liberdade quadrados meédio
Dosagem 2 1903,72 951,861 18,52  0,0001*
Aplicagbes 1 9,00 9,000 0,18 0,6786
Interacéo 2 3,17 1,583 0,03 0,9697
Residuo 30 1541,67 51,389
Total 35 3457,56
*p<0,05

Tabela 12 - Formacao de grupos de mesmo desempenho, apés o teste de
comparacao multipla de Tukey (5%)

Grupos Dosagem (mg) Aplicacbes Médias (%) Grupos Homogéneos*

R1 0,125 2 A

R2 0,25 2 B

R3 0,5 2 C
R4 0,125 1 A

R5 0,25 1 B

R6 0,5 1 C

* médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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APENDICE B — Dados originais, tabelas de estatistica inferencial do

parametro VtC

Tabela 13 - Dados originais do VtC (%)

C1 C2 Al A2 R1 R2 R3 R4 R5 R6
83,33 86,04 61,75 57,50 64,75 62,29 61,75 70,41 68,95 71,75
82,00 80,00 48,75 59,18 61,67 62,50 73,75 68,00 73,54 69,50
85,63 78,96 49,375 48,75 69,25 66,50 80,25 76,45 69,50 71,25
81,75 82,29 53,54 60,21 79,17 7358 67,92 70,20 69,25 68,75
84,00 84,50 5540 57,19 6583 6895 67,50 66,81 6950 63,50
79,08 81,23 57,65 48,05 74,70 68,33 70,63 68,47 73,54 72,35

Tabela 14 - Resultado do teste de comparacédo Dunnet no grupo GD para
0 parametro VtC em relag&o ao controle sem doenca (C1)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
C1l 82,333
Al 53,833 -28,500 -9,546 0,00001*
R1 68,667 -13,667 -4,534 0,0005*
R2 66,500 -15,833 -5,278 0,0001*
R3 69,667 -12,667 -4,171 0,0012*

*p<0,05
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Tabela 15 - Resultado do teste de comparacdo Dunnet no grupo GD para

o parametro VtC em relacdo ao placebo (Al)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
Al 53,833
R1 68,667 14,833 5,012 0,0001*
R2 66,500 12,667 4,268 0,0009*
R3 69,667 15,833 5,375 0,0001*
*p<0,05

Tabela 16 - Resultado do teste de comparacdo Dunnet no grupo GU para
o parametro VtC em relacdo ao controle sem doenca (C2)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
C2 81,833
A2 54,833 -27,000 -13,19 0,00001*
R4 69,667 -12,167 -5,91 0,00001*
R5 70,167 -11,667 -5,59 0,00001*
R6 69,000 -12,833 -6,18 0,00001*
*p<0,05

Tabela 17 - Resultado do teste de comparacédo Dunnet no grupo GU para

o parametro VtC em relacdo ao placebo (A2)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
A2 54,833
R4 69,667 14,833 7,283 0,00001*
R5 70,167 15,333 7,602 0,00001*
R6 69,000 14,167 7,017 0,00001*

*p<0,05
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Tabela 18 - Resultado do teste ANOVA para o parametro VtC em relacao
ao grupos tratados com risendronato (R1 a R6)

Fonte de Graude Somados Quadrado F p
variacao liberdade quadrados meédio
Dosagem 2 6,889 3,4444 0,16 0,8562
Aplicagbes 1 16,000 16,000 0,72 0,4013
Interacéo 2 28,667 14,333 0,65 0,5296
Residuo 30 662,333 22,0778
Total 35 713,889
*p<0,05

Tabela 19 - Formacéao de grupos de mesmo desempenho, apés o teste de
comparacao multipla de Tukey (5%) para o VtC

Grupo Dosagem (mg) Aplicacdes Médias (%) Grupos Homogéneos*
R1 0,125 2 68,667 A
R2 0,25 2 66,500 A
R3 0,5 2 69,667 A
R4 0,125 1 69,667 A
R5 0,25 1 70,167 A
R6 0,5 1 69,000 A

* médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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APENDICE C — Dados originais, tabelas de estatistica inferencial do
parametro DL

Tabela 20 - Dados originais do parametro DL (um)

C1 C2 Al A2 R1 R2 R3 R4 R5 R6
867,71 813,33 88,36 90,75 466,77 777,96 567,11 326,72 582,99 655,37
1192,88 1314,13 93,13 81,79 459,35 640,30 619,75 666,42 659,00 946,87
1153,53 804,48 129,85 119,40 421,14 468,76 97453 463,13 800,64 109652
1301,19 1033,03 83,28 9522 384,28 537,26 73522 246,52 566,07 634,18
1400,31 1576,40 93,73 97,91 37522 552,14 626,32 366,31 546,27 981,69
1212,61 152572 103,46 10597 410,79 772,69 962,69 496,63 482,69 649,25

Tabela 21 - Resultado do teste de comparagdo Dunnet no grupo GD para
o parametro DL em relac&o ao controle sem doenca (C1)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
C1 98,2
Al 1187,5 1089,3 14,642 0,00001*
R1 419,2 321,0 4,314 0,0008*
R2 624,3 526,2 7,072 0,00001*
R3 747,2 649,0 8,722 0,00001*

*p<0,05
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Tabela 22 - Resultado do teste de comparacdo Dunnet no grupo GD para

0 parametro DL em relag&o ao placebo (Al)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
Al 1187,5
R1 419,2 -768,3 -10,33 0,00001*
R2 624,3 -563,2 -7,57 0,00001*
R3 747,2 -440,3 -5,92 0,00001*
*p<0,05

Tabela 23 - Resultado do teste de comparacdo Dunnet no grupo GU para

0 parametro DL em relag&o ao controle sem doenga (C2)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
C2 97,8
A2 1177,5 1079,7 9,476 0,00001*
R4 427,2 329,3 2,889 0,0267*
R5 605,8 508,0 4,458 0,0006*
R6 826,8 1079,7 6,398 0,00001*
*p<0,05

Tabela 24 - Resultado do teste de comparacdo Dunnet no grupo GU para

o parametro DL em relag&o ao placebo (A2)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
A2 1177,5
R4 427,2 -750,3 -6,586 0,00001*
R5 605,8 -571,7 -5,018 0,0001*
R6 826,8 -350,7 -3,077 0,0173*

*p<0,05
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Tabela 25 - Resultado do teste ANOVA para o parametro DL em relacéo
ao grupos tratados com risendronato (R1 a R6)

Fonte de Graude Somados Quadrado

variagao liberdade quadrados médio P
Dosagem 2 795048 397524 18,89 0,00001*
Aplicagbes 1 4784 4784 0,23 0,6369
Interacao 2 15475 7738 0,37 0,6954
Residuo 30 631248 21042
Total 35 1446555

*p<0,05

Tabela 26 - Formacéao de grupos de mesmo desempenho, apds o teste de
comparacao multipla de Tukey (5%) para o parametro DL

Grupo Dosagem (mg) Aplicacdes Médias (um)  Grupos Homogéneos*

R1 0,125 2 419,2 A

R2 0,25 2 624,3 B

R3 0,5 2 747,2 C
R4 0,125 1 427,2 A

R5 0,25 1 605,8 B

R6 0,5 1 826,8 C

* médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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APENDICE D - Dados originais, tabelas de estatistica inferencial
referentes ao TRAP

Tabela 27 - Dados originais do TRAP (numero de células positivas)

C1 C2 Al A2 R1 R2 R3 R4 R5 R6

15 7 16 16 24 13 30 46 44 27
16 6 18 43 18 42 12 15 34 17

9 10 22 26 15 18 26 14 8 18
12 12 26 33 4 14 21 14 25 28

6 15 34 10 16 20 21 42 25 29

5 8 29 26 14 17 24 11 34 21

Tabela 28 - Resultado do teste de comparacdo Dunnet no grupo GD para
o TRAP em relacao ao controle sem doenca (C1)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
C1 10,500
Al 15,167 13,667 3,263 0,0112*
R1 20,667 4,667 1,114 0,6364
R2 22,333 10,167 2,427 0,0532
R3 24,167 11,833 2,825 0,0509

*p<0,05; n: numero de células positivas
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Tabela 29 - Resultado do teste de comparacdo Dunnet no grupo GD para
0 parametro DL em relag&o ao placebo (Al)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
Al 15,167
R1 20,667 -10,500 -2,149 0,0279*
R2 22,333 -3,500 -0,836 0,8186
R3 24,167 -1,833 -0,438 0,9771

*p<0,05; n: nimero de células positivas

Tabela 30 - Resultado do teste de comparacdo Dunnet no grupo GU para
o parametro TRAP em relacédo ao controle sem doenca (C2)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
C2 9,667
A2 25,667 16,000 2,575 0,0435*
R4 23,667 14,000 2,254 0,1042
R5 28,333 18,667 3,005 0,0205*
R6 23,333 16,000 2,200 0,1158

*p<0,05; n: nUmero de células positivas

Tabela 31 - Resultado do teste de comparagdo Dunnet no grupo GU para
o parametro TRAP em relacéo ao placebo (A2)

Grupos Médias (%) Diferencas (%) t p
A2 25,667
R4 23,667 13,076 -0,322 0,9926
R5 28,333 17,743 0,429 0,9786
R6 23,333 12,743 -0,376 0,9868

*p<0,05; n: nUmero de células positivas
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Tabela 32 - Resultado do teste ANOVA para o o parametro TRAP em
relacédo ao grupos tratados com risendronato (R1 a R6)

Fonte de Graude Somados Quadrado F p
variagao liberdade quadrados médio
Dosagem 2 203,56 101,778 1,00 0,3781
Aplicacbes 1 336,11 336,111 3,32 0,0785
Interacéo 2 123,56 61,778 0,61 0,5500
Residuo 30 3038,67 101,289
Total 35 3701,89
*p<0,05

Tabela 33 - Formacao de grupos de mesmo desempenho, apés o teste de
comparacao multipla de Tukey (5%) para o parametro DL

Grupo  Dosagem (mg) Aplicacdes Médias (n)  Grupos Homogéneos*
R1 0,125 2 20,667 A
R2 0,25 2 22,333 A
R3 0,5 2 24,167 A
R4 0,125 1 23,667 A
R5 0,25 1 28,333 A
R6 0,5 1 23,333 A

* médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente; n:-nUmero de células

positivas.
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Envolvando Animais

CERTIFICAMOS, que o protocolo n® 08/2009-PA/CEP, sobre
“Estudo da acho local do resindronato de sdédio na periodontite
experimental em ratas normais e hipertensas (SHR)" sob
responsabilidade de HORACIO FAIG LEITE, estd de acordo com os
Principios Eficos na Experimentagiio Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa.
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