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Martins LG. Influéncia do sistema nervoso simpatico na periodontite
induzida e em glandula salivar de ratos [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP —
Univ Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

A acgéo de beta-bloqueadores na melhoria da qualidade éssea e sua agéo
anti-inflamatéria embasam a hipétese de que a modulacao simpéatica pode
influenciar a evolugdo da doenca periodontal (DP). Estudos demonstram
relacdo entre disfuncédo salivar e DP; no entanto, os efeitos da DP nas
glandulas salivares, cuja secrecdo é controlada pelo sistema nervoso
autdbnomo, sado pouco estudados. Objetivou-se analisar os efeitos do
bloqueio e da ativacdo de receptores beta-adrenérgicos na reabsorcéao
alveolar na DP em ratos, assim como os efeitos da DP, associada ou nao
a tratamento adrenérgico, nas glandulas salivares. Foram utilizados 40
ratos divididos em quatro grupos: (1) Grupo Propranolol 0,1mg/Kg com
inducdo de DP; (2) Grupo Isoproterenol 0,75mg/Kg e DP; (3) Grupo
Controle sem DP, com administracdo solucao fisiolégica ; (4) Grupo
Controle com DP, com administracdo solucéo fisiolégica. Depois de 14
dias de tratamento, ocorreu a eutanasia. Removeram-se as
hemimandibulas e as glandulas submandibulares e sublinguais para
analise. O suporte e a perda éssea alveolar foram determinados
radiografica e macroscopicamente. As glandulas foram pesadas, medidas
e submetidas a preparacao de rotina para coloracdo com hematoxilina e
eosina e Alcian Blue. Avaliou-se histomorfometricamente a area de
acinos, ductos e a vacuolizagdo celular. Apés estatistica (p<0,05),
verificou-se menor suporte e maior perda alveolar na presenca de
ligadura e maior perda alveolar em animais com tratados com
isoproterenol. O isoproterenol aumentou significantemente peso e
dimensdes glandulares, reduziu &rea ductal e vacuolizagdo, e aumentou
area acinar na submandibular. Propranolol apenas reduziu vacuolizagéo
em relacdo ao controle com DP, e as demais comparac¢des nao foram
estatisticamente significantes. Concluiu-se que a estimulagdo simpatica
agravou a DP, porém nao houve alteracdo pelo bloqueio beta
adrenérgico. A associacao entre DP e isoproterenol levou as alteracoes
glandulares significativas, como hipertrofia acinar e redugdo da area
ocupada por ductos.

Palavras—chave: Sistema Nervoso Simpatico. Receptores Adrenérgicos.
Propranolol. Isoproterenol. Periodontite. Glandula Submandibular.



Martins LG. Adrenergic neuromodulation during periodontal disease
induction and its effects in rats salivary glands [dissertation]. Sdo José dos
Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP — Univ
Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

The action of beta-blockers in the improvement of bone quality and their
anti-inflammatory actions base the hypothesis that sympathetic nervous
system modulation can influence periodontal disease (PD). Studies
demonstrate a relationship between salivary dysfunction and PD;
however, there are few studies about the effects of PD in salivary glands,
whose secretion is controlled by the autonomic nervous system. The aim
of this study was to analyze the effects of the blockade and of the
activation of beta-adrenergic receptors in alveolar resorption in PD in rats,
as well as the effects of PD, associated or not to adrenergic treatment, in
salivary glands. Forty rats were divided into four groups: (1) group
Propranolol 0.1mg/Kg with PD induction; (2) group Isoproterenol
0.75mg/Kg and PD; (3) group Control without PD, which received saline;
(4) group Control with PD, which also received saline. After 14 days of
treatment, euthanasia occurred. Hemimandibles and submandibular and
sublingual glands were removed for analysis. Alveolar bone support and
alveolar bone loss were evaluated by radiographic and macroscopic
analysis. Gland weight and dimensions were measured, and then the
samples were submitted to routine preparation for hematoxilin and eosin
and Alcian blue stainings. Acinar and ductal area and cellular
vacuolization were histomorphometrically evaluated. After statistical
analysis (p <0.05), less alveolar bone support and larger alveolar loss
were verified in animals with ligatures for PD induction and larger alveolar
loss were also verified in rats treated with isoproterenol. Isoproterenol also
increased significantly glandular weight, size and acinar area, and reduced
ductal area and cellular vacuolization in submandibular glands. Group
Propranolol presented less vacuolization than group Control with DP.
Other comparisons were not statistically significant. It was concluded that
the sympathetic stimulation worsened PD, however, it was not influenced
by adrenergic blockade. The association between PD and isoproterenol
resulted in significant effects in salivary glands, as acinar hypertrophy and
reduction of ductal area.

Keywords: Sympathetic nervous system. Adrenergic receptors.
Propranolol. Isoproterenol. Periodontal diseases. Submandibular gland.



1 INTRODUCAO

Periodontite pode ser definida como inflamacdo dos
tecidos de suporte dos dentes, geralmente com progressao destrutiva,
levando a perda éssea e destruicdo do ligamento periodontal, ou ainda,
como extensdo da inflamagédo da gengiva ao tecido 6sseo e ligamento
periodontal adjacente (The American Academy of Periodontology, 2001).
O controle da resposta do hospedeiro na periodontite € um campo de
pesquisa muito amplo, varias terapias tém sido propostas para a
modulacdo da resposta inflamatdria e imune, cujos alvos sdo a reducéo
da producéo e atividade de metaloproteinases de matriz e da sintese dos
metabdlitos do &cido araquidénico (principalmente prostaglandinas),
regulacao do metabolismo ésseo (Oringer, 2002), reducdo da producao
de quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias e da sintese de 6xido nitrico
(Salvi, Lang, 2005).

Recentemente, alguns novos conceitos sobre o papel do
sistema nervoso na fisiologia éssea e na modulacdo da inflamacao e
reparacao tém surgido. As terminagdes nervosas tém sido encontradas
em direto contato com as células Osseas, e axbdnios contendo
catecolaminas tém sido identificados proximos a osteoblastos in vivo,
sugerindo uma regulacdo neuroenddcrina da remodelacdo 6ssea (Serre
et al., 1999).

Pesquisas genéticas e farmacolégicas que relacionam a
estimulacado ou inibicdo do sistema nervoso simpatico e o tecido ésseo
tém sido realizadas, proporcionando resultados importantes para o
entendimento da regulacdo da remodelagdao 6ssea, e para o tratamento
de doencas 6sseas, como a osteoporose (Karsenty, Ducy, 2006; Kim et
al., 2009). Tais pesquisas baseiam-se no entendimento dos mecanismos
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de transmissdo quimica do sistema nervoso simpatico, de sua acado nos
diversos 6rgaos e das varias maneiras pelas quais se pode interferir
farmacologicamente neste processo.

Receptores [-adrenérgicos sao expressos em uma
grande variedade de tecidos, onde sao importantes reguladores da
funcdo, como no coracdo, pulméo, vasos, sistema endécrino e sistema
nervoso central. Os agonistas dos receptores B-adrenérgicos tém sido
utilizados em muitas situagdes clinicas; todavia hoje desempenham
importante papel principalmente no tratamento da broncoconstricdo em
pacientes com asma ou com doenga pulmonar obstrutiva crénica. O
isoproterenol € um potente agonista B-adrenérgico ndo seletivo, com
afinidade muito baixa pelos receptores a, e é utilizado em emergéncias
para estimular a freqiéncia cardiaca em pacientes com bradicardia ou
bloqueio cardiaco. Em casos de asma e choque, o isoproterenol foi
substituido, em parte, por outros simpaticomiméticos (Goodman, Gilman,
2007). Os bloqueadores dos receptores B-adrenérgicos, por sua vez,
representam uma importante classe de agentes terapéuticos para os
problemas cardiovasculares e varios outros estados patoldgicos. O
propranolol, o primeiro agente bloqueador 8 a ser aprovado nos Estados
Unidos, € considerado o protétipo dos antagonistas ndo seletivos (Yagiela
et al., 2000).

Todas as glandulas salivares apresentam inervagao
parassimpatica, com liberacdo de acetilcolina que se liga a receptores
muscarinicos, levando a secrecao acinar. A maioria das glandulas possui
também inervagdo simpatica, adrenérgica, com liberagdo da secrecao
proteica armazenada, principalmente pelas células acinares, mas também
pelas células ductais (Proctor, Carpenter, 2007).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado relacao entre
disfuncao salivar e periodontite (Hirotomi et al., 2006; 2008), evidenciando
que a homeostase oral depende da saliva e seu conteudo protéico. No
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entanto, os efeitos da periodontite nas glandulas salivares ainda néo
estdo claros.

Desta maneira, pretende-se entender a acado do sistema
nervoso simpatico na patogénese da doenga periodontal (DP), avaliando
a possibilidade do uso de bloqueadores (3-adrenérgicos como tratamento
modulador da resposta do hospedeiro em casos de periodontite, além de
determinar os efeitos da periodontite, associada ou n&o aos tratamentos
com propranolol e isoproterenol, em glandula salivar de ratos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema Nervoso x Fisiologia Ossea

A existéncia dos receptores adrenérgicos a e B, foi
proposta no final da primeira metade do século XX e estudos
subsequentes indicaram que os receptores a-adrenérgicos poderiam ser
divididos em dois subtipos al e a2, enquanto os receptores -
adrenérgicos, em trés grupos, B1, B2 e B3 (Rang et al.,, 2007). As
respostas que se seguem a ativagcdo de todos os tipos de receptores
adrenérgicos parecem resultar dos efeitos mediados pela proteina G na
producdo de segundos mensageiros € na atividade dos canais ibnicos
(Goodman, Gilman, 2007).

Tradicionalmente, o controle da remodelacdo éssea é
associado a mecanismos autocrinos/ paracrinos (citocinas, fatores de
crescimento e prostaglandinas), hormonais (paratorménio, 1,25
diidroxivitamina D3, calcitonina, glicocorticoides, esteroides sexuais e
horménios tireoidianos) e mecanicos. No entanto, estudos histolégicos
tém mostrado que tanto o o0sso como o peridsteo recebem um rico
suprimento de fibras nervosas sensoriais e simpaticas (Takeda et al.,
2002; Kondo, Togari, 2003; Chenu, 2004).

Os principais estudos descrevendo os efeitos da ativagao
de receptores adrenérgicos no esqueleto foram iniciados apo6s a
descoberta de que a leptina era um inibidor central da formacéo dssea
(Takeda et al., 2002; Bonnet et al., 2008). A leptina, hormbnio que é
secretado pelas células adiposas em resposta a insuficiéncia energética,

age numa populacdo de neurbnios localizados no hipotalamo
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ventromedial, que por sua vez estimula a atividade das fibras nervosas
simpaticas intra-6sseas (Takeda et al., 2002). Essas fibras liberam
noradrenalina, que se ligam aos receptores adrenérgicos expressos nos
osteoblastos, inibindo sua atividade de formagédo 6ssea. Além disso, a
estimulacdo de receptores B2 leva a producdo de RANKL (Ligante do
Receptor Ativador do Fator NF-Kappa B) pelos osteoblastos, contribuindo
para um equilibrio mineral 6sseo negativo (Elefteriou et al., 2005),
principalmente trabecular (Hamrick, Ferrari, 2008). O sistema nervoso
simpatico, através dos receptores [(2-adrenérgicos presentes nos
osteoblastos, é o mediador eferente da fung&o antiosteogénica da leptina,
unindo o hipotalamo aos ossos (Karsenty, Ducy, 2006). Camundongos
sem receptores 2, homozigotos para os alelos que codificam a
caracteristica (B2-/-), assim como camundongos deficientes em leptina,
apresentam um fenoétipo de massa O6ssea aumentada, mas sem
alteragbes endécrinas e metabdlicas (Karsenty, Ducy, 2006).
Camundongos deficientes para receptores adrenérgicos B1 e B2
apresentam uma importante inibicdo dos indices de formagdo éssea,
particularmente na superficie periosteal (Pierroz, 2005). Isso sugere que 0
maior indice de formagdo Ossea observado nos animais deficientes
apenas para o0 receptor B2 pode estar relacionado a receptores [31
funcionantes. Considerando que os receptores 31 ndo sdo expressos no
0sso, € possivel que a sinalizagcdo B1 adrenérgica possa estimular a
formagdo éssea indiretamente, ou sistemicamente, diferentemente dos
efeitos inibitérios indiretos da sinalizacao 2 adrenérgica nos osteoblastos
(Bonnet et al., 2008).

Além dos efeitos diretos nos receptores das células
Osseas, 0 sistema nervoso simpatico pode causar alguns efeitos indiretos
no 0sso, como a regulagédo do suprimento sanguineo, pois fibras nervosas
estdo frequentemente associadas a vasos sanguineos e em muitos
tecidos, neuromediadores carregados pelo sistema nervoso simpatico

controlam o fluxo sanguineo. E possivel também que os neuromediadores



22

liberados pelas fibras nervosas controlem as fungbes Osseas
indiretamente através da regulacdo da expressdo de citocinas pelas
células do sistema imune (Chenu, 2004).

Apesar das evidéncias da participacdo do sistema
adrenérgico na regulacdo da remodelacdo &ssea, 0s experimentos
farmacolégicos tém produzido resultados controversos (Bonnet et al.,
2008), possivelmente devido a agao simpatica em diferentes niveis, desde
o sistema nervoso central até as células ésseas (Reid, 2008). Em tais
estudos, sdo utilizados agonistas e antagonistas adrenérgicos, como
isoproterenol e o propranolol, medicamentos que serdo testados em
nossa pesquisa.

O Isoproterenol, com formula estrutural observada na
Figura 1, pertence ao grupo das catecolaminas, que sdo compostos que
contém um catecol (anel de benzeno com dois grupos de hidroxila
adjacentes). Do ponto de vista farmacolégico, as catecolaminas mais
importantes sdo: noradrenalina (norepinefrina), adrenalina (epinefrina),
dopamina e isoprenalina (isoproterenol), um derivado sintético da
noradrenalina ndo encontrado no organismo. O isoproterenol foi utilizado
como um broncodilatador em tratamento de asma, mas atualmente esta
sendo substituido pelo salbutamol, devido a efeitos indesejaveis, que sao

taquicardia e arritimia (Rang et al., 2007).

HCI
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Figura 1 - Formula estrutural do isoproterenol.
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Zeman et al. (1991) estudaram o efeito da administracéo
de clembuterol na agua de beber (8,5 mg/l), em ratas ovariectomizadas e
observaram que o uso deste simpaticomimético preveniu a reducao da
mineralizacdo 6ssea em 35% no fémur e em 25% na tibia.
Diferentemente, Bonnet et al. (2005a), ao analisarem os efeitos dos
agonistas B-adrenérgicos salbutamol e clembuterol sobre a massa 6ssea
de ratos, observaram efeitos negativos na microarquitetura do 0sso
trabecular, sendo que o clembuterol reduziu ainda mais a densidade
mineral éssea. Segundo Kondo e Togari (2011), o tratamento continuo
com isoprenalina, em intervalo de doses de 5 a 100 mg/kg/dia, durante
duas semanas, reduziu a massa 6ssea em camundongos. O recente
estudo mostrou que o medicamento causou aproximadamente 35,7% de
diminuicédo da fracao de volume do osso do fémur e enfraquecimento das
propriedades mecanicas da quarta vértebra lombar em todas as doses.
Em andlise histolégica, observaram aumento no numero de osteoclastos,
principalmente nas doses menores. Os autores sugerem que dose baixa
de isoprenalina em tratamento continuo induz a perda 6ssea devido ao

aumento da atividade dos osteoclastos

O propranolol, com férmula estrutural observada na
Figura 2, € um B-bloqueador néo especifico, e apresenta diversos efeitos
fisiologicos, sendo eles diminuicdo da hipertensdo, aumento dos niveis
séricos do horménio de crescimento, diminuicdo dos niveis de horménio
da tire6ide e diminuicdo dos niveis do calcio sérico (Minkowitz et al.,
1991). Como o efeito do propranolol é antagdnico ao do isoproterenol,
acredita-se que este ndo tenha efeito na funcdo das vias aéreas em
individuos normais, porém em pacientes asmaticos podem provocar
sibilos e até desencadear uma crise asmatica aguda potencialmente
grave ao abolir o efeito compensatoério da adrenalina enddgena (Rang et
al., 2007).
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Figura 2 - Férmula estrutural do propranolol.

Os efeitos benéficos do propranolol no osso foram
descritos pela primeira vez por Minkowitz et al. (1991), no modelo de
fratura em rato. Os autores concluiram que o tratamento com propranolol
aumentou tanto a formagao 6ssea como as propriedades de consolidacao

das fraturas.

No estudo de Pierroz et al. (2006), o uso de propranolol
reduziu a perda déssea causada pela ovariectomia em ratos de uma
maneira geral, em todo o corpo, mas néo causou efeito significante no
fémur ou vértebras. No mesmo estudo, a administragdo concomitante de
paratorménio e de propranolol causou efeito benéfico sinérgico no o0sso.
Segundo Marenzana et al. (2007), no entanto, a administragdo do
propranolol ndo foi suficiente para reduzir a perda 6ssea induzida por
desuso em tibias neurectomizadas de ratos.

Bonnet et al. (2006; 2008) verificaram o efeito dose-
dependente do propranolol na prevencao da perda éssea causada por
ovariectomia em ratos, sendo que as menores doses apresentaram o0s
melhores resultados. Sato et al. (2010), que testou diferentes doses de
propranolol em ratos, concluiram também que baixas doses do
medicamento (0,1 e 1 mg / kg) preveniram a perda éssea e fragilidade
biomecéanica, sugerindo que o propranolol pode ser um candidato
terapéutico para osteoporose através da acdo dos blogueio dos
receptores 32-adrenérgicos nao seletivos.
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Estudos in vitro e em animais estimularam a realizacéo de
pesquisas relacionadas ao uso de B-bloqueadores e perda 6ssea em
humanos, cujos resultados também sao inconclusivos, com evidéncias de
associagao positiva, negativa ou ausente entre o uso do medicamento e
risco de fratura ou alteracdo da densidade mineral 6ssea. As diferentes
razbes da prescricdo do medicamento e o uso concomitante de outras
substancias podem ser responsaveis pela diversidade de resultados
(Reid, 2008).

Varios pesquisadores encontraram relagdo positiva entre
uso de B-bloqueadores e reducdo do risco de fraturas em humanos
(Schlienger et al., 2004; Bonnet et al., 2007; Meisinger et al., 2007). Em
estudo caso-controle, que incluiu 30601 casos (pacientes com fratura) e
120819 controles, Schlienger et al. (2004) concluiram que o uso de B-
bloqueadores, sozinhos ou em combinacdo com diuréticos tiazidicos,
pode reduzir o risco de fraturas, sendo que pacientes com hipertensao e
sob risco de osteoporose podem se beneficiar duplamente do tratamento
B-bloqueador. Estima-se que 45% dos adultos idosos sofrem de doencgas
cardiovasculares e osteoporose (Bonnet et al., 2006).

A mesma conclusao foi alcancada por Meisinger et al.
(2007), que realizaram um estudo prospectivo numa populacdo de 1793
individuos, observando a ocorréncia de fraturas em um periodo de 10
anos. Bonnet et al. (2007) atribuem a reducdo do risco de fraturas em
usuarios de B-bloqueadores a melhoria da densidade, micro € macro
arquitetura 6ssea. Wiens et al. (2006) realizaram uma meta andlise da
literatura na tentativa de elucidar os efeitos de medicamentos anti-
hipertensivos na ocorréncia de fraturas. Os autores avaliaram 54 estudos
publicados e observaram reducdo estatisticamente significante na
ocorréncia de fraturas com o uso de [-bloqueadores e diuréticos
tiazidicos. No entanto, sugerem novos estudos antes que tais
medicamentos baratos possam ser utilizados também para melhoria do
tecido Gsseo.
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Relagc&o negativa entre uso de propranolol e melhoria da
qualidade éssea foi encontrada por outros autores. Rejnmark et al. (2004),
em um estudo transversal, caso-controle, avaliaram os efeitos de [3-
bloqueadores na remodelacdo éssea, densidade mineral 6ssea e risco de
fratura numa populagdo de 2016 mulheres na pré-menopausa. Na
populacdo estudada, 38 mulheres faziam uso de B-bloqueadores. O
tratamento associou-se a um risco de fratura trés vezes maior, sendo que
as mulheres tratadas por mais de oito anos apresentavam o0 maior risco.
As mulheres tratadas apresentavam também maiores niveis de
osteocalcina, um marcador de formagcdo 6ssea, que as demais, € nao
houve diferenga entre a densidade mineral éssea do colo do fémur ou da
coluna lombar entre os grupos tratados e controle. Os autores concluiram
que os B-blogueadores podem reduzir a formacdo 6ssea e aumentar o
risco de fratura. Reid et al. (2005) conduziram um estudo randomizado,
placebo-controlado com 41 mulheres pds-menopausicas, que receberam
ou ndo 160mg/dia de propranolol. Os autores avaliaram marcadores de
formacao e reabsorgdo éssea no soro e na urina e verificaram que o
propranolol reduz a atividade osteoblastica.

Outros autores encontraram, ainda, auséncia de relacéao
entre uso de B-bloqueadores e densidade mineral 6ssea e risco de
fraturas (Levasseur et al., 2005; Reid et al., 2005).

2.2 Doenca Periodontal

DP é a inflamacdo do tecido de suporte dos dentes.
Normalmente com uma progressao destrutiva, levando a perda de massa
0ssea e ligamento periodontal, com extensdo de inflamacgao da gengiva
ao o0sso adjacente e ligamento (The American Academy of
Periodontology, 2001). S&o infecgdes associadas a bactérias patogénicas
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que colonizam a area subgengival (Nakajima et al., 2006) e que afetam
entre 7-15% da populacdo adulta (Busch et al., 2008). Além de
representar a principal causa de perda dentaria, a periodontite pode ainda
agir como um fator modificador para a saude sistémica (Seymour et al.,
2007).

Embora o biofime bacteriano seja considerado como o
agente etiolégico primordial para o desenvolvimento da DP, a degradagao
tecidual é resultado, em parte, da ativacao da resposta imuno-inflamatéria
local do préprio hospedeiro (Salvi, Lang, 2005). Lipopolissacarideos (LPS)
e endotoxinas, fatores proé-inflamatérios ativos presentes na parede
celular de bactérias Gram-negativas, estao envolvidos na estimulacao da
reabsorcao éssea (Barros et al., 2003). O estimulo bacteriano induz o
hospedeiro a liberacdo de metabdlitos do acido araquiddnico, citocinas
pré-inflamatérias e enzimas (Salvi, Lang, 2005). Estas substancias
estimulam os osteoblastos e células do estroma a expressarem RANKL
levando, assim, a um desequilibrio do metabolismo &ésseo e a

consequente reabsorcédo (Wada et al., 2006).

Excetuando-se as pesquisas relacionadas a estresse
emocional, raros estudos avaliaram a acédo do sistema nervoso simpatico
no periodonto. Wucherpfennig et al. (1990) verificaram a proliferacao
celular no reparo de feridas experimentais realizadas com eletrocautério
na gengiva de ratos com ressecc¢do do nervo alveolar inferior, remogéo do
ganglio alveolar superior e submetidos a cirurgia simulada. A denervagéo
simpatica aumentou significantemente a proliferacao celular do epitélio,
do compartimento fibroblastico e da crista 6ssea alveolar, enquanto a
denervacgao sensorial apenas alterou a proliferagao fibroblastica. Segundo
0os autores, a inervacdo simpatica exerce um importante papel na
regulacdo da proliferacdo celular no periodonto e a modulagdo
farmacol6gica da atividade simpatica pode levar futuramente a uma nova
abordagem terapéutica da periodontite.
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2.2.1 Doenca Periodontal x Sistema Nervoso Simpatico

Breivik et al. (2005) realizaram simpatectomia quimica
com a substancia neurotdxica 6-hidroxidopamina em ratos Fisher, nos
quais posteriormente foi induzida periodontite por meio da insercao de
ligadura ao redor do segundo molar superior. Apés 49 dias de
manutencdo da ligadura, os animais foram sacrificados e verificou-se
menor perda éssea alveolar nos animais simpatectomizados que no grupo
controle. Segundo os autores, esta foi a primeira pesquisa a demonstrar
que o sistema nervoso simpatico esta envolvido na patogénese da DP.

Kim et al. (2009) também estudaram a ag¢ao do sistema
simpatico no periodonto de ratos. Os autores dividiram os animais em trés
grupos: simpatectomia cervical, com remocao do ganglio cervical superior;
controle, em que foi realizada a simpatectomia simulada (sham); e no
terceiro grupo, os animais foram submetidos a cirurgia sham e foram
inoculados com Porphyromonas gingivalis. Tanto a ganglionectomia
cervical como a inoculagdo de P. gingivalis estimularam a perda Ossea
alveolar. Os animais simpatectomizados apresentaram maiores niveis de
IL-1a, TNFa e IL-6 nos tecidos gengivais que 0s demais grupos,
sugerindo, que o sistema nervoso simpatico esta associado a prevencao
da perda éssea alveolar.

Okada et al. (2010) analisaram a acao da administracéo
do propranolol (1 mg/kg/dia) durante 22 dias, sobre perda ¢ssea alveolar
induzida pela infecgdo por P. gingivalis em ratos. O bloqueio de B-
receptores nos tecidos periodontais pelo propranolol inibiu a diferenciacao
osteoclastos e preveniu a perda éssea alveolar causada pela infeccéo
com P. gingivalis. O estudo histologico revelou que o numero de

osteoclastos detectado foi proporcional ao nivel de perda 6ssea. Estes
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resultados indicam que o sistema nervoso simpatico esta envolvido no
desenvolvimento da periodontite e sugerem que a modulagdo do sinal de
simpatico por B-bloqueadores permite o controle do metabolismo do osso
alveolar.

2.3 Glandula Salivar x Sistema Nervoso Simpatico x Periodontite

A Saliva é o produto misto de trés pares de glandulas
salivares maiores, a parétida, submandibular e sublingual, bem como
numerosas glandulas salivares menores, encontradas na submucosa. O
sistema nervoso parassimpatico inerva todas as glandulas salivares,
sendo que a inervagdo simpatica, adrenérgica, apresenta-se em grande
parte das glandulas. A falta de estimulos, seja pela denervacao
autondmica ou por dieta liquida (reducdo de estimulos reflexos), assim
como obstrugdo dos ductos salivares, leva a atrofia glandular (Proctor,
Carpenter, 2007).

De acordo com Garrett (1987), Proctor e Carpenter
(2007), a estimulagdo parassimpatica € mediada por acetilcolina em
combinacao com peptideos néo colinérgicos; evoca a maior parte do fluxo
secretado; provoca variaveis niveis de exocitose nas células salivares,
mas € responsavel pela maior secrecdo de mucina nas glandulas
mucosas; induz a contracdo das células mioepiteliais e aumenta o fluxo
sanguineo glandular, como parte do reflexo salivar. J& a estimulagéao
simpatica é essencialmente mediada pela noradrenalina e age sobre as
células que recebem impulso parassimpatico, que tendem a produzir
efeitos sinergéticos, mas exerce pouco efeito sobre a secrecdo das
glandulas mucosas, como a sublingual; geralmente ndao causa muita

mobilizagdo de liquido, mas nao inibem a secrecdo salivar; tende a
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modular a composicao da saliva, aumentando a exocitose a partir de
células salivares; induz a contragdo das células mioepiteliais; exerce
controle sobre o fluxo sanguineo glandular, mas ndo como parte do refexo
salivar.

Tratamento com o agonista adrenégico isoproterenol
aumenta o volume glandular (Onofre et al., 1997) e tal medicamento pode
ser considerado um sialogogo. O mecanismo detalhado de como a
administracao cronica de isoproterenol leva ao aumento glandular ainda
nao esta claro, embora proliferacdo de células acinares e hipertrofia
sejam hipoteses levantadas (Ochiai et al., 2002). Utilizando a anticorpo
para antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA) e a técnica TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl-transferase-mediated dUTP-FITC nick end-
labeling) para avaliagdo da apoptose, Nascimento Pinto et al.
(Nascimento Pinto et al., 2006) verificaram que a administracdo diaria de
isoproterenol promove morte celular pelo processo apoptético, mas induz
aumento proporcional na atividade proliferativa glandular para
manutencdo da estabilidade do numero de células nos varios
compartimentos da parétida de ratos. A administracdo de propranolol, por
sua vez, € capaz de reduzir o volume e quantidade de proteinas
secretadas em resposta ao isoproterenol (Beal, 2000).

Para evidenciar que a homeostase oral depende da saliva
e seu conteudo proteico, estudos epidemioldgicos tém demonstrado
relagdo entre periodontite e disfungdo salivar. Individuos idosos com
saliva viscosa ou reducdo do fluxo salivar sdao mais susceptiveis a
progressdo da DP que individuos de fluxo normal (Hirotomi et al., 2006;
2008). Por outro lado, outros trabalhos tém considerado a periodontite
com fator de risco para doencas sistémicas como diabetes,
hiperlipidemias, aterosclerose e doencas hepéticas (Ekuni et al., 2010).
No entanto, os efeitos da periodontite nas glandulas salivares ainda nao
estao claros.
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Busch et al. (2008) avaliaram os efeitos da periodontite na
secrecao de mucina em extratos de glandula submandibular de ratos. Nos
ratos com doenga, houve aumento da secrecdo de mucina, que parece
ser devido a ativacdo do sistema nervoso simpatico, uma vez que tal
secrecdao foi inibida por antagonistas B-adrenérgicos. Os autores sugerem
que mediadores inflamatérios produzidos em decorréncia da periodontite
estejam envolvidos no mecanismo de ativagdo do sistema nervoso
simpatico.

Busch et al. (2009) investigaram a relacdo entre os
mediadores inflamatérios, como Oxido nitrico, prostaglandinas e
leucotrienos com a liberagdo de mucina e o sistema simpatico na glandula
submandibular de ratos com DP induzida por 22 dias. Este estudo
confirmou a participagdo dos mediadores inflamatorios no processo de
secrecao basal de mucina em glandulas submandibulares de ratos com
ligadura, mesmo com as glandulas ndo apresentando sinais de
inflamacéao. Nos ratos com DP, houve maior presenca de leucotrienos na
submandibular, sendo esses mediadores possivelmente responsaveis
pela a secrecdo de mucina e envolvidos no mecanismo de defesa oral em
ratos com DP. A producéo de leucotrienos em glandulas submandibular
de ratos com periodontite foi diminuida na presengca do atenolol
(antagonista B1-adrenérgico) e aumentada pelo isoproterenol. Concluiu-se
gue o mecanismo de liberagdo da mucina e leucotrienos estéo fortemente
relacionados e ambos sdo associados com a atividade B-adrenérgica.

Miozza et al. (2009) analisaram as diferencas na atividade
da amilase em glandula parétida de ratos com e sem DP induzida por 22
dias. Descreveram aumento da estimulacao de liberacdo de amilase nos
animais com DP, que segundo os autores pode auxiliar na manutencao
da fisiologia da cavidade oral. A DP levou a produgéo de prostaglandina
E2 (PGE2) e peptideo intestinal vasoativo na glandula parétida,
resultando na ativacao de receptores em células acinares, induzindo o

aumento de AMP ciclico e levando ao acréscimo basal da secregcdo de
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amilase através do aumento da taxa de formacdo de vesiculas
transportadoras destinadas a superficie da célula.

Ekuni et al. (2010) induziram DP, por meio de insercao de
ligadura ao redor do primeiro mandibular inferior, em ratos durante, quatro
semanas. Foram avaliados niveis plasmaticos de metabdlitos reativos de
oxigénio e de fator de necrose tumoral a (TNFa), além de expressédo de
acido ribonucleico mensageiro (mMRNA) para TNFa e apoptose nas
glandulas submandibulares. Os animais com periodontite apresentaram
maiores niveis plasmaticos de metabdlitos do oxigénio e TNFa, maior
vacuolizacdo e mais células apoptéticas glandulares. Os autores sugerem
que a vacuolizacdo e a apoptose na submandibular estdo relacionados ao
desequilibrio entre oxidagcdo e mecanismos anti-oxidantes causado pela
periodontite.

Amer et al. (2011) também avaliaram os efeitos da DP
induzida por ligadura em glandula submandibular de ratos. Apos sete dias
de indugdo, os autores analisaram a quantidade de saliva secretada,
quantidade de PGEZ2, atividade da enzima 6xido nitrico sintetase induzivel
(INO) e caracteristicas histolégicas da glandula submandibular. Nos
animais com doenga, verificaram-se menor secrecao salivar, maiores
conteudo de PGE2 e atividade de iNO, edema periductal e reducao da
altura dos ductos granulares, sem no entanto alteracdo da estrutura
acinar. Os autores acreditam que estimulos nervosos originados pela
doenca periodontal podem afetar a funcao glandular.



3 PROPOSICAO

3.1 Geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar os efeitos do
bloqueio e da ativagdo de receptores B-adrenérgicos na reabsorcao éssea
alveolar durante a inducdo da periodontite em ratos, assim como 0s
efeitos da DP, associada ou ndo a tratamento adrenérgico, nas glandulas

salivares dos animais.

3.2 Especifica

a) Determinar os efeitos da doenca periodontal
induzida em nas caracteristicas histoldgicas da

glandula submandibular e sublingual;

b) Determinar os efeitos dos tratamentos com
Propranolol ou Isoproterenol nas caracteristicas
histolégicas da glandula submandibular, € no
suporte e perda Ossea alveolar durante a
inducao da DP.



4 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Animais (CEPa) da FOSJC - UNESP sob o protocolo n°
006/2010-PA/CEP (Anexo A).

4.1 Animais

Para este trabalho foram utilizados 40 ratos (machos)
(Rattus norvegicus albinus, Wistar), provenientes do biotério da
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos- UNESP, com
aproximadamente noventa dias de idade, mantidos em gaiolas em

temperatura ambiente e alimentados com racao e agua ad libitum.

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos que
receberam o tratamento por 14 dias:

(1) Grupo Propranolol (PRO): dez animais em que foi
induzida DP por meio de ligadura ao redor dos primeiros molares
inferiores e que receberam injecbes subcutdneas de propranolol ((£)-
Propranolol hydrochloride — Co6d. P0884 — Sigma, St. Louis MO, EUA)
(0,1mg/Kg/dia) (Minkowitz et al., 1991; Bonnet et al., 2006; Bonnet et al.,
2008), diluido em soro fisiolégico (NaCl 0,9%);
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(2) Grupo lIsoproterenol (ISO): dez animais em que foi
induzida DP por meio de ligadura ao redor dos primeiros molares
inferiores e receberam injecées subcuténeas de isoproterenol ((-)-
Isoproterenol hydrochloride — Cod. 16504 - Sigma, St. Louis MO, EUA)
(0,75 mg/Kg/dia), diluido em soro fisiolégico;

(3) Grupo Controle Sem Ligadura (C-SL): dez animais
sem inducao de DP, mas que sofreram manipulacdo da mesma maneira
que os demais grupos e receberam injecbes subcutaneas de solucao
fisioldgica;

(4) Grupo Controle Com Ligadura (C-L): dez animais em
que foi induzida DP por meio de ligadura ao redor dos primeiros molares

inferiores e receberam injecoes subcutaneas de solucao fisiolégica.

4.3 Inducao da doenca periodontal

Todos os animais, previamente pesados, foram
anestesiados com uma mistura de 13mg/kg de cloridrato de xilazina 2 %
(Anasedan - Vetbrands, Paulinia SP, Brasil) com 33 mg/kg de cetamina
base (Dopalen - Vetbrands, Paulinia SP, Brasil) por via intramuscular.
Para inducao da DP, realizada através da insercéo de fio de seda preta 4-
0 (Ethicon - Johnson & Johnson, Sao José dos Campos SP, Brasil) ao
redor dos primeiros molares inferiores dos animais, os ratos anestesiados
foram imobilizados em mesa apropriada, na qual permanecem com a
boca aberta. A amarria das pontas do fio permaneceu na superficie
mesial do dente (Figura 3a). Nos animais do grupo C-SL n&o foi induzida
DP, mas foram anestesiados e manipulados da mesma maneira que 0s
demais. O tratamento medicamentoso, de acordo com o grupo, iniciou-se

no dia seguinte ao da insercao da ligadura.
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4.4 Peso corporal dos animais

Todos os animais foram identificados e pesados no dia da
insercao da ligadura (Grupos PRO, ISO e C-L) ou simulagédo (Grupo C-L)
(peso inicial) e no dia do sacrificio (peso final). Cada rato pesado em
balanga digital e o percentual de alteragdo do peso de cada um dos

animais foi calculado conforme a férmula:

Alteracao de peso (%) = (Peso final — Peso inicial) x 100
Peso Inicial

4.5 Eutanasia dos animais

Apé6s 15 dias da insercao das ligaduras, foi realizada a
eutanasia por dose excessiva de anestésico. As mandibulas foram e
armazenadas em formol a 10%. As glandulas submandibulares foram
dissecadas juntamente com as sublinguais (Figura 3b), e o conjunto das
duas glandulas foi pesado em balanca digital e medido (comprimento,
largura e espessura) com paquimetro, também digital, antes da fixacao
em formol 10%. As glandulas submandibulares foram medidas juntamente
com as glandulas sublinguais, pois as mesmas sao unidas
anatomicamente. Cada anadlise que se segue foi realizada por um Unico
examinador que desconhecia 0 grupo ao quais pertenciam as amostras.

Quando pertinente, o examinador foi previamente calibrado.



37

4.6 Analise radiografica do suporte 6sseo alveolar

As hemimandibulas direitas foram radiografadas em
aparelho de raios X odontoldgico digital (65 kVp, 7 mA, Gendex 765 DC-
Gendex Dentals) com distancia foco-objeto de 30cm, tempo de exposicéo
de 0,05s e incidéncia do feixe de RX por lingual. As pecas foram
posicionadas sobre o0 sensor com cera utilidade (Epoxiglass, Diadema SP,
Brasil) objetivando-se o paralelismo entre as cuspides linguais e
vestibulares, que deveriam estar sobrepostas na imagem radiografica,
assim como as raizes.

A porcentagem de suporte 6sseo (Klausen et al., 1989) foi

calculada de acordo com a féormula:

Suporte 6sseo (%) = AC cos(CAB) x 100
AB

Apbs as medidas das distancias lineares entre o apice da
raiz distal e a ponta da cuspide distal (segmento AB), entre o apice da raiz
distal e o fundo do defeito / crista 6ssea na furca distal (segmento AC) e
do angulo entre estes dois segmentos (angulo CAB) (Figura 3c).

As medidas foram tomadas com o auxilio do programa
computacional Imaged 1.43 u (National Institute of Health, Bethesda MD,
EUA).

4.7 Analise macroscopica da perda 6ssea alveolar

Para a andalise macroscopica da perda éssea alveolar,
apos serem radiografadas, as hemimandibulas direitas foram maceradas
em hidroxido de sodio 2N por 23 horas. Apds isso, permaneceram por um
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minuto em solucdo de azul de metileno 1% (Labsynth, Diadema SP,
Brasil), quando foram posicionadas sobre um fundo preto com cera
utilidade, com a face lingual para cima, objetivando-se o maior
paralelismo possivel entre as cuspides e entre as raizes linguais e
vestibulares para avaliagdo em lupa estereoscépica. A imagem captada
pela lupa, em aumento de 25 X, foi digitalizada e os pontos de referéncia
considerados para a mensuracao da perda éssea alveolar lingual foram a
juncdo cemento-esmalte e a crista éssea alveolar no ponto médio das
raizes mesial, mediana e distal do primeiro molar inferior direito (Figura
3d). Depois de tomadas as trés medidas, a média foi utilizada para
analise estatistica. As avaliacbes foram realizadas utilizando-se o

programa computacional Imaged 1.43 u.
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Figura 3- Metodologia do trabalho: a) Inser¢do da ligadura para indugdo da DP; b)
Glandulas salivares sublingual (=) e submandibular (3); ¢) Radiografia marcada com os
pontos A, B e C para mensuracao do suporte 6sseo pelo programa ImagedJ; d) Aspecto
macroscoépico da perda ossea alveolar lingual em hemimandibula direita mostrando a
distancia linear entre a juncdo esmalte-cemento e a crista 6ssea alveolar na regido
média raizes mesial, mediana e distal.
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4.8 Analise histométrica das glandulas submandibular e sublingual

Depois de fixadas, as glandulas sofreram processamento
como de rotina, e cortes semi-seriados de 5 um de espessura foram
corados com HE para avaliacdo histomorfométrica da porcentagem de
area de acinos e ductos e com Alcian Blue para avaliacdo da producédo de

mucina na sublingual.

Nas glandulas submandibulares, a porcentagem de area
(A) das células acinares e ductos foi determinada com a utilizacdo um
reticulo quadrangular de 80 pontos distribuidos sobre a imagem
digitalizada em 400 x em 24 campos histolégicos selecionados por
amostragem sistematica para cada animal (Weibel et al., 1966),
totalizando 1920 pontos contados por rato. O numero de pontos sobre
cada estrutura glandular que se quer quantificar (Pi) e sobre a glandula
(P), contado com o auxilio do programa Imaged foi anotado e a

porcentagem de area de cada estrutura foi entdo calculada pela férmula:

A = Pi (pontos sobre a estrutura que se quer quantificar)
P (pontos sobre a glandula)

Nas mesmas laminas coradas com HE, foi avaliada a
vacuolizacao da glandula submandibular em cinco campos no centro dos
cortes histoldgicos, digitalizados em aumento de 400x. Foram contados
0s acinos com células vacuoladas em cada imagem com o auxilio do
programa ImageJ.

Nos animais dos grupos C-SL e C-CL, os ductos das
glandulas sublinguais também foram avaliados histomorfometricamente,
com a utilizagdo de um reticulo quadrangular de 391 pontos sobre a
imagem digitalizada em 200 x em cinco campos histologicos selecionados
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por amostragem sistematica (Weibel et al., 1966) para cada animal,
totalizando 1955 pontos contados por rato. Utilizou-se a mesma férmula
de porcentagem de area (A) da analise histomorfométrica da glandula
submandibular para calculo da area ocupada pelos ductos na sublingual.
Nestes mesmos animais, as laminas coradas com Alcian Blue foram
utilizadas para avaliacado da producédo de mucina na glandula sublingual.
Para mensurar a porcentagem de area de muco contida
nos acinos mucosos utilizaram-se dez imagens digitalizadas em 200x por
grupo e o recurso de programacao automatica do Programa AxioVision
(Carl Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha). Neste software foi criada uma
programacao onde, ao selecionar manualmente uma area da glandula
corada em azul, ocorria sele¢cdo automatica de todas as areas do campo
com a mesma coloragdo e binarizagdo da imagem. Finalmente o

programa fornecia a porcentagem de area ocupada pela cor selecionada.

4.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Com o objetivo de se responder as proposicoes, os dados
foram analisados em duas partes. Para a escolha do teste estatistico
adequado, todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov, aderéncia Lilliefors. Estabeleceu-se o nivel de
significancia de 5% para todos os testes. Para realizagdo das analises,
foram utilizados os programas computacionais BIOESTAT for Windows
2.0 (Belem PA, Brasil) e GraphPad Prism Versdo 5.00 Portable for
Windows (GraphPad Software, San Diego CA, EUA).
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4.9.1 Parte I: Influéncia da Doenga Periodontal em glandula salivar

Para se avaliar a influéncia da DP nas glandulas
submandibulares e sublinguais, foram comparados os grupos C-SL e
C-CL. Comparando-se estes grupos, realizou-se um experimento fatorial
do tipo 1 x 2, no qual se analisou uma variavel independente: DP,
apresentando duas categorias ou niveis: presenca (CL) ou auséncia (SL).
As unidades experimentais (ratos) foram distribuidas aleatoriamente para
as duas condi¢cées experimentais (Quadro 1), com dez réplicas cada,
totalizando vinte dados.

Quadro 1- Condigcbes experimentais analisadas na Parte |

Ligadura Presenca Auséncia
n 10 10
Simbologia (Grupo) C-L C-SL

n= numero de amostras por grupo

Foram submetidas a teste estatistico as variaveis
dependentes: peso corporal, suporte 6sseo alveolar, perda 6ssea alveolar
lingual, medidas das glandulas submandibulares, histomorfometria dos
acinos e ductos das glandulas submandibulares e sublinguais, e
vacuolizagédo dos acinos submandibulares.

Os dados obtidos na Parte | foram submetidos ao teste T
de Student, exceto comprimento da glandula e perda 6ssea alveolar
lingual que foram analisados pelo teste Mann-Whitney.
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4.9.2 Parte Il: Efeito do tratamento com Propranolol ou Isoproterenol em
glandula submandibular e em osso alveolar durante a indugéo da DP

Para avaliagdo dos efeitos do tratamento com propranolol
ou isoproterenol em glandula submandibular de ratos e em 0sso alveolar,
foram comparados apenas o0s grupos nos quais foi inserida ligadura.
Desta maneira, efetuamos um experimento fatorial do tipo 1x3, no qual
existe uma variavel independente: medicamento, que apresenta trés
categorias ou niveis: propranolol (PRO), isoproterenol (ISO) ou solugéo
fisiolégica / controle (C-L). As unidades experimentais (ratos) foram
distribuidos aleatoriamente para as trés condicdes experimentais (Quadro

2), com dez réplicas cada, totalizado trinta ratos.

Quadro 2- Condicdes experimentais analisadas na Parte |l

Medicamento Propranolol Isoproterenol Solugéo Fisiolégica
n 10 10 10
Simbologia (Grupo) PRO ISO C-L

n= nimero de amostras por grupo

As variaveis dependentes, submetidas a teste estatistico,
foram: peso corporal, suporte ésseo alveolar, perda &éssea alveolar
lingual, medidas das glandulas submandibulares, histomorfometria dos
acinos, ductos e vacuolizacao dos acinos da glandula submandibular.

O teste estatistico utilizado a Parte Il foi analise de
varidncia — ANOVA, quando necessario, aplicou-se o teste T de
comparacao multipla para os efeitos que resultaram significativos. Apenas
os dados de espessura da glandula salivar, ndo normais, foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis.



5 RESULTADOS

Os resultados serdao apresentados, conforme descrito em material e
método, em duas partes.

5.1 Parte I: Influéncia da doenca periodontal em glandula salivar

5.1.1  Peso Corporal

Os valores de porcentagem de ganho de peso foram
submetidos a estatistica descritiva, cujos resultados podem ser
observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Estatistica descritiva referente aos dados de porcentagem de
ganho de peso (Parte |)

Desvio- Valor Val
Grupo Média Padrao minimo Mediana alor
maximo
C-L 5,21 1,95 2,22 5,31 8,43
C-SL 4,97 1,74 2,47 5,19 8,70

C-L: grupo controle com ligadura; C-SL:grupo controle sem ligadura

Apos o teste T de Student ndo foi verificada diferenca
estatistica entre os grupos (t= 0,291; gl (graus de liberdade) = 17,76 (C-L)
e 18 (C-SL); p=0,774).
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5.1.2  Suporte dsseo alveolar

Os dados de porcentagem de suporte 6sseo foram
submetidos a estatistica descritiva (Figura 4) e ao teste T de Student,
sendo que nos animais nos quais se induziu DP, observou-se menor
suporte ésseo do que naqueles sem ligadura (t= -2,767; gl= 13,16 (C-L) e
18 (C-SL); p= 0,016).

5.1.3 Perda éssea alveolar lingual

Nos animais sem periodontite, o nivel désseo situava-se
apicalmente a juncao cemento-esmalte.

A Figura 5 resume a estatistica descritiva dos valores de
perda 6ssea. Apos o do teste de Mann-Whitney, observou-se que houve
diferenca estatistica entre os dois grupos analisados (U =0,5; p= 0,0002).
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Figura 4 — Médias, desvios-padrdo e estatistica inferencial referentes aos valores
porcentagem de suporte 6sseo mesial (Parte 1). Teste T de Student. C-L: grupo controle
com ligadura; C-SL:grupo controle sem ligadura.

Figura 5 — Esquema dos cinco numeros (Boxplot) e estatistica inferencial referentes aos
valores de perda 6ssea alveolar lingual (Parte 1). Teste estatistico de Mann-Whitney. C-L:
grupo controle com ligadura; C-SL:grupo controle sem ligadura.



47

5.1.4 Medidas das glandulas salivares

A estatistica descritiva dos dados pode ser observada na
Tabela 2. O teste T de Student foi utilizado para a avaliacdo dos dados de
peso (t= 0,59; gl= 14,41 (C-L) e 18 (C-SL); p= 0,56), largura (t= 1,56; gl=
17,49 (C-L) e 18 (C-SL); p= 0,14) e espessura (= 1,05; gl= 15,06 (C-L) e
18 (C-SL); p= 0,31). Os dados de comprimento da glandula foram
submetidos ao teste de Mann-Whitney (U= 38; p= 0,36).

Tabela 2 - Estatistica descritiva referente as medidas das glandulas
salivares (Parte I)

Variavel Grupo Média Desvio- Valor Mediana Valor
Padrao minimo maximo
C-L 0,30 0,02 0,28 0,29 0,35
P
eso (g) c-sL 0.29 0,04 0.25 0.28 0.38
C-L 16,93 1,86 13,91 17,53 19,80
Comprimento
(mm) C-SL 16,17 1,71 13,02 16,01 19,32
C-L 7,84 0,72 6,68 7,74 9,35
Largura
(mm) C-SL 7,28 0,86 6,16 7,20 8,86
C-L 3,61 0,62 2,71 3,43 4,74
Espessura
(mm) C-SL 3,36 0,39 2,76 3,34 3,96

C-L: grupo controle com ligadura; C-SL:grupo controle sem ligadura
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5.1.5 Histomorfometria dos acinos e ductos da glandula submandibular

Os valores correspondentes a cada animal, submetidos a
andlise estatistica, resultaram da media dos dados obtidos nas leituras
dos 24 campos histoldgicos por animal. Devido a dificuldades técnicas, o
nuamero de espécimes utilizados nesta andlise foi de nove animais (n=9).
A estatistica descritiva pode ser visualizada na Tabela 3. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos na analise dos
acinos (t= -1,85; gl= 17 (C-L e C-SL); p=0,08) e ductos (t= 1,94; gl= 15,93
(C-L) e 17 (C-SL); p= 0,07).

Tabela 3 - Estatistica descritiva dos dados de porcentagem de area de
acinos e ductos em glandula submandibular (Parte 1)

Variavel Grupo Média Desvio- Valor Mediana Valor
Padrao minimo maximo

C-L 65,47 3,48 60,31 65,7 70,57

Acinos CSL 6828 3,13 63,14 67,14 72,97

c-L 32,1 4,47 24,69 32,12 36,82

Ductos c-sL 28,71 3,05 24,69 29,58 33,75

C-L: grupo controle com ligadura; C-SL:grupo controle sem ligadura
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5.1.6  Vacuolizagdo na glandula submandibular

Os dados de vacuolizagdo foram submetidos a analise
descritiva (Tabela 4) e ao teste T de Student (t= 0,88; gl= 17,63 (C-L) e 18
(C-SL); p= 0,67).

Tabela 4 - Estatistica descritiva do numero de acinos com células
vacuolizadas por campo histolégico (400x) em glandula submandibular
(Parte I)

Desvio- Valor Valor
Grupo Média Padrao minimo Mediana alo
maximo
C-L 5,74 2,5 1,8 6,5 9,2
C-SL 4,81 2,16 2,4 4,5 9,75

C-L: grupo controle com ligadura; C-SL:grupo controle sem ligadura

5.1.7 Histomorfometria dos acinos e ductos da glandula sublingual

Os dados referentes a histomorfometria da glandula
sublingual foram submetidos a estatistica descritiva, como pode ser visto
na Tabela 5. O teste T de Student foi utilizado para avaliacao dos ductos
(t= -0,73; gl= 11,05 (C-L) e 14 (C-SL); p= 0,15) e da area ocupada por
muco nos acinos ( t= 1,07; gl= 13,7 (C-L) e 16 (C-SL); p= 0,33). Devido a
dificuldades técnicas, durante a confecgdo das laminas, utilizaram-se
apenas oito animais nesta andlise (n= 8). A glandula sublingual corada em
alcian blue pode ser observada na Figura 6a.
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Tabela 5 - Estatistica descritiva dos dados de porcentagem de area
ocupada por muco e ductos em glandula sublingual (Parte 1)

Variavel Grupo Média Desvio- Valor Mediana Valor
Padrao minimo maximo
‘ C-L 89,70 2,20 87,21 89,57 93,05
Area
ocupada
pOr MUCO C-SL 87,98 4,44 79,95 88,21 94,53
C-L 7,48 1,14 9,16 7,19 9,16
Ductos c-SL 7.82 0,64 8,59 7.88 8,59

C-L: grupo controle com ligadura; C-SL:grupo controle sem ligadura

5.1.8 Analise Descritiva em HE

Em ambos os grupos, a glandula submandibular era
constituida por l6bulos delimitados por tecido conjuntivo fibroso, o qual
exibia fibroblastos e vasos sanguineos de pequeno e médio calibre. O
parénquima glandular apresentou em sua maioria acinos seromucosos €
escassos mucosos, e ductos estriados, granulares, intercalares e
excretores.

Os acinos seromucosos encontravam-se bem definidos e
arredondados. As células que compunham os acinos possuiam formato
piramidal, com nucleo esférico, localizado na porcdo basal. Vacuolos
claros foram identificados em algumas células &acinares. Os ductos
intercalares nao foram frequentes na glandula, e os ductos estriados eram
revestidos por células cilindricas, com nucleos centralmente localizados e
citoplasma intensamente corado pela eosina, o que os tornava facilmente
reconhecivel. Houve também grande quantidade de ductos granulares,
com nucleos localizados apicalmente, e varios granulos eosinofilicos,

birrefringentes, preenchendo todo o citoplasma (Figura 6b e 6c¢).
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Figura 6 — Parénquima da glandula salivar. Glandula submandibular exibindo grande
quantidade de células acinares (¢), ductos granulares (3) e estriados (»). HE. a) Grupo
C-SL: barra= 100 um. b) Grupo C-L: barra= 50 pm. ¢) Glandula sublingual corada em
alcian blue, barra= 50 pm.
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5.2 Parte lI: Efeito do tratamento com Propranolol ou Isoproterenol
em glandula submandibular e em osso alveolar durante a inducéao de
Doenca Periodontal

5.2.1  Peso Corporal

Os valores de porcentagem de ganho ou perda de peso
nas condigbes experimentais analisadas na Parte Il foram submetidos a
analise descritiva e inferencial, cujos resultados podem ser observados na
Tabela 6. Verificou-se diferenca estatistica significante entre os
tratamentos (ANOVA F(2,27)= 39,93; p= 0).

Tabela 6 - Estatistica descritiva e inferencial referente aos dados de
porcentagem de ganho ou perda de peso (Parte Il)

Grupo Média Eig\r/gg m\ﬁﬁ:r%ro Mediana m\;ili%ro honcjglé%?]ios
C-L 5,21 1,95 2,22 5,31 8,43 A
PRO 2,21 3,10 -1,09 1,27 7,14 B
ISO -4,63 2,40 -8,54 -4,65 0,00 C

Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os grupos (p<0,05). C-L: grupo
controle com ligadura, PRO: grupo propranolol, ISO: grupo isoproterenol
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5.2.2  Suporte 6sseo alveolar

Os dados de porcentagem de suporte ésseo alveolar das
condigbes experimentais avaliadas na Parte Il foram submetidos a
estatistica descritiva e os resultados podem ser observados na Figura 7.

Os tratamentos com Propranolol e Isoproterenol néao
causaram diferenca estatistica no suporte 6sseo alveolar em relagcdao aos
animais controle (ANOVA, F(2,27)= 2,35; p= 0,113).

5.2.3 Perda éssea alveolar lingual

A estatistica descritiva dos valores de perda éssea se
resume na Figura 8. A administracao de Isoproterenol levou a maior perda

0ssea alveolar lingual (kw= 19,42; gl= 2; p= 0,0001).
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Figura 7 — Médias, desvios-padrdo e estatistica inferencial referentes aos valores de
porcentagem de suporte 6sseo alveolar (Parte Il). Teste estatistico ANOVA. C-L: grupo
controle com ligadura, PRO: grupo propranolol, ISO: grupo isoproterenol.

Figura 8 - Esquema dos cinco numeros (Boxplot) e estatistica inferencial referentes aos
valores perda 6ssea alveolar lingual (Parte 1l).Teste estatistico de Kruskal-Wallis. C-L:
grupo controle com ligadura, PRO: grupo propranolol, ISO: grupo isoproterenol.
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5.2.4 Medidas das glandulas salivares

A estatistica descritiva e inferencial dos dados apresenta-
se na Tabela 7. Analise de variancia (ANOVA) foi o teste utilizado para
avaliacdo dos dados de peso (F(2,27)= 26,36; p= 0), largura (F(2,27)=
6,05; p= 0,01) e comprimento (F(2,27)= 4,68; p= 0,02). Os dados de
espessura da glandula foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (kw=
14,17; gl= 2; p= 0,0008).

Tabela 7 - Estatistica descritiva e inferencial referentes aos dados
medidas das glandulas salivares (Parte Il)

Desvio- Valor Valor Grupos
Grupo  Média Padrao minimo Mediana  maximo  homogéneos

C-L 0,30 0,02 0,28 0,29 0,35 A
g_)_ PRO 0,31 0,02 0,28 0,30 0,34 A

ISO 0,56 0,16 0,34 0,60 0,60 B
g C-L 16,93 1,86 13,91 17,53 19,80 A
%’- PRO 16,78 1,58 14,36 16,78 19,21 A
% ISO 18,25 1,65 16,72 18,25 21,71 B

C-L 7,83 0,72 6,68 7,74 9,35 A
©
% PRO 7,19 0,87 5,88 7,01 8,75 A
- ISO 8,84 1,19 7,06 9,12 10,33 B
© C-L 3,61 0,62 2,71 3,43 4,74 A
2{ PRO 3,77 0,45 3,18 3,69 4,87 A
S ISO 5,02 0,87 3,66 4,97 6,96 B

Considerando-se cada variavel, letras diferentes indicam significancia estatistica entre os
grupos (p<0,05). C-L: grupo controle com ligadura, PRO: grupo propranolol, ISO: grupo
isoproterenol. Peso em gramas e demais valores em milimetros.
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Observando-se a Tabela 7, verifica-se que foi encontrada
diferenca estatistica significante com relacdo ao grupo que recebeu
tratamento com Isoproterenol, com valor maior do que 0s animais do
Grupo Controle ou que receberam tratamento com Propranolol.

5.2.5 Histomorfometria dos acinos e ductos da glandula submandibular

ANOVA foi o teste usado para avaliar a porcentagem de
area ocupada por &cinos (F(2,27)= 137,85; p= 0) e ductos.(F(2,27)=
105,85; p= 0). Os dados da estatistica descritiva e inferencial podem ser

observados na Tabela 8.

Tabela 8 - Estatistica descritiva e inferencial referentes aos dados de
porcentagem de area de acinos e ductos em glandula submandibular
(Parte 11)

Desvio- Valor Valor Grupos
Grupo Média Padrao  minimo Mediana méaximo homogéneos
C-L 65,47 3,48 60,31 65,70 0,70 A
(2]
% PRO 66,43 1,81 63,80 66,67 0,69 A
@
ISO 86,09 3,76 78,07 86,98 0,91 B
C-L 32,09 4,47 24,69 32,13 36,82 A
(2]
*§ PRO 31,27 1,61 29,01 30,91 34,27 A
©
ISO 11,45 4,02 5,63 10,65 19,64 B

Considerando-se cada variavel, letras diferentes indicam significancia estatistica entre os
grupos (p<0,05). C-L: grupo controle com ligadura, PRO: grupo propranolol, ISO: grupo
isoproterenol
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5.2.6 Vacuoliza¢do na glandula submandibular

Apoés obtencdo da média dos resultados por animal, os
dados foram submetidos a ANOVA (F(2,27)= 23,19; p= 0). Na Tabela 9
observam-se os dados da estatistica descritiva e inferencial.

Tabela 9 - Estatistica descritiva do nimero de &acinos com células
vacuolizadas por campo histolégico (400 x) em glandula submandibular
(Parte II)

Grupo Media I?’gz\r/;cg m\?ﬁ:?nro Mediana m\g‘(licri:o honcjcg)é%seos
C-L 5,74 2,50 1,8 6,5 9,2 A
PRO 3,7 1,65 0,8 3,4 54 B
ISO 0,48 0,34 0 0,4 1 C

Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os grupos (p<0,05). C-L: grupo
controle com ligadura, PRO: grupo propranolol, ISO: grupo isoproterenol

5.2.7 Andlise Descritiva em HE

Morfologicamente, ndo foi notada diferenca entre os
grupos PRO e C-L, como descrito na Parte | do trabalho (Figura 6).

A vacuolizagcdo foi medida histomorfometricamente
(analise quantitativa) e houve diferenca estatistica entre os grupos PRO e
C-L, porém morfologicamente, tal diferenca nao foi evidente. Ao comparar
com o grupo ISO com os demais foi clara a diminuigéo de vacuolos.

No grupo ISO, os &cinos mostraram-se distintos dos
outros grupos, bem definidos e com células acinares hipertrofiadas com
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citoplasma homogéneo e sem granulagcdo. Nos campos analisados foi
evidente a reducédo da presenca dos ductos granulares (Figura 9).
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Figura 9 — Aspecto da glandula submandibular nos diferentes grupos: a) Grupo C-L e b)
Grupo PRO: Acinos e ductos com aspecto de normalidade e notavel presenca de
vacuolos (g). c) Grupo ISO: Células acinares hipertrofiadas com citoplasma mais

homogéneo do que nos demais grupos. HE, barra= 50 pm.



6 DISCUSSAO

Da mesma maneira que os resultados, a discussédo sera apresentada em

duas partes, de acordo com os objetivos propostos.

6.1 Parte | - Influéncia da Doenca Periodontal em glandula salivar

Os seres vivos apresentam interagdes sistémicas muitas
vezes ainda ndo compreendidas. O entendimento da influéncia da DP nas
glandulas salivares constitui importante subsidio para a compreensao de
seus efeitos no organismo.

Varios estudos tém sido realizados para a avaliagdo de
DP induzida em ratos, com utilizagcédo de fio de algodédo (Barros et al.,
2003; Ekuni et al., 2010) ou fio de seda (Breivik et al., 2005; Rodini et al.,
2008) ao redor dos molares. Nesses trabalhos, os periodos para indugéao
de ligadura variam de um a sessenta dias. De acordo com Rodini (2005),
na DP induzida, verificam-se areas de reabsorcao éssea alveolar desde
as primeiras 24 horas apdés insercéo da ligadura, sendo observado que a
partir do quadragésimo segundo dia ha uma estagnacao da perda éssea
alveolar. O pico de reabsorcdo éssea no modelo de DP induzida por
ligadura ocorre aos 15 dias (Kuhr et al., 2004; Rodini, 2005). Na presente
pesquisa, o periodo e a metodologia utilizados foram suficientes para a
inducdo de DP, uma vez que se verificou diferenga significante entre os
animais com e sem ligadura em todas as analises realizadas.

A insercdo de ligadura para producdo de DP néao

influenciou significativamente o peso dos animais, resultado esperado e



61

de acordo com a literatura consultada (Okada et al., 2010), evidenciando
que a indugcdo da periodontite provavelmente ndo alterou a ingestao de
alimentos dos animais.

Poucos estudos foram encontrados sobre a influéncia da
DP em glandula submandibular (Busch et al., 2008; 2009; Ekuni et al.,
2010; Amer et al., 2011) e parétida (Miozza et al., 2009), em ratos. Nao
encontramos na revisdo de literatura nenhum trabalho relacionando DP
com a glandula sublingual.

Ekuni et al. (2010) ao compararem ratos com e sem DP
induzida por ligadura, observaram maior vacuolizagdo na glandula
submandibular dos animais com DP, apds 2 ou 4 semanas de indugéao.
Segundo o autor, o desequilibrio na circulacdo sanguinea dos estados
oxidativo/anti-oxidativo gerados pela inflamagdo na periodontite pode
estar envolvido nas alteragbes encontradas nas glandulas
submandibulares: vacuolizacdo e apoptose. Na presente pesquisa,
também avaliamos a quantidade de vaclolos das glandulas
submandibulares e nao encontramos diferencas relevantes entre os
grupos. Enquanto Ekuni et al. (2010) avaliaram a vacuolizagdo por meio
de escores (semi-quantitativa), nés fizemos uma analise quantitativa,
geralmente mais precisa. Encontramos vacuolos na submandibular
independentemente da indugcdo da DP. Segundo Garrett (1987), células
vacuoladas estdo presentes em praticamente todas as glandulas
parétidas de rato, embora tais caracteristicas sejam normalmente
ignoradas pela literatura. Varios componentes celulares podem estar
presentes nos vacuolos, e uma passagem direta de material pode ocorrer
para seu interior pelas cisternas do reticulo endoplasmatico e pelo
complexo de Golgi. Os vacuolos, por sua vez, podem comunicar-se com 0
intersticio ou com o lumen acinar (Garrett, 1987). O mesmo autor associa
também tais vacuolos a dieta de racao rigida e ao frio.

Busch et al. (2008) também avaliaram os efeitos da DP
induzida por ligadura, durante 22 dias, em extiratos de glandula
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submandibular, e verificaram que nos animais com doenca, a secrecao de
mucina era aumentada, provavelmente pela estimulagdo que os
mediadores inflamatérios da DP exercem no sistema nervoso simpatico.
Os autores encontraram uma redugdo na populagdo de B-receptores
glandulares nos animais com DP, como o que acontece quando um
receptor é continuamente estimulado. Em nosso trabalho, utilizamos a
coloragcdo de Alcian Blue para avaliar a quantidade de mucina em
glandula sublingual, e nao encontramos diferenca entre os grupos,
diferentemente do encontrado por Bush et al. em extratos de glandula
submandibular. Devido a predominancia de A&cinos seromucosos na
glandula submandibular, ndo utilizamos a coloragédo de Alcian Blue para
sua andlise. O fato de nao termos encontrado alteracao na producéao de
mucina na sublingual pode ser explicado pela reduzida inervacao
simpatica nesta glandula (Proctor, Carpenter, 2007).

Nao encontramos diferenca significativa nas glandulas
salivares entre os grupos com e sem DP, concluindo que dentro dos
parametros avaliados (porcentagem de area de acinos e ductos em
submandibular e porcentagem de area de muco e de ductos em
sublingual), a DP nao causou efeitos sistémicos que influenciassem as
glandulas. Outros estudos (Busch et al., 2009; Miozza et al., 2009; Amer
et al., 2011) tém verificado presenca de mediadores inflamatérios (PGEZ2,
leucotrienos, NO) em glandula salivar de ratos com periodontite, na
auséncia de inflamacao glandular. De uma maneira geral, tais autores
acreditam que as alteracbes glandulares induzidas pela DP sao
associadas ao sistema nervoso simpatico, o que justifica a hipotese de
que o SNS pode modular a DP, tanto pela sua agdo no tecido 6sseo
(estudada na Parte |l desta dissertacdao), como na producéo salivar, com
possivel efeito protetor na doenca.
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6.2 Parte Il - Influéncia Efeito do tratamento com Propranolol ou
Isoproterenol em glandula submandibular e em osso alveolar

durante a inducao da Doenca Periodontal

No presente trabalho, utilizamos ratos como modelo
experimental, e para fins de comparagcdo, a dose de medicamentos
utilizada em camundongos corresponde aproximadamente ao dobro da
dose para ratos, de acordo com o preconizado por Regan-Shaw et al.
(2008). Por exemplo, a dose que utilizamos na pesquisa do isoproterenol
foi de 0,75 mg/kg, em camundongos essa dose seria de 1,5 mg/kg.

A realizagdo de um projeto piloto neste trabalho foi
imprescindivel, pois houve grande dificuldade em padronizar a dose de
isoproterenol. A dose proposta inicialmente de 2 mg/kg/dia foi baseada no
estudo de Takeda et al. (2002), que administraram isoproterenol a
camundongos, e convertida para uso em ratos de acordo com o
preconizado por Reagan-Shaw et al. (2008). No entanto, no estudo piloto
esta dose de isoproterenol induziu uma alta taxa de mortalidade dos
ratos. Diminuiu-se entdo a dose até chegar a utilizada neste estudo (0,75
mg/kg/dia), onde houve um nivel de mortalidade reduzido com as
alteracbes esperadas (aumento de volume) nas glandulas salivares. Alta
taxa de mortalidade também foi encontrada no trabalho de Issy et al.
(2009), quando a dose de 10 mg/kg/dia de isoproterenol ((+)-bitartrate salt
(Sigma, St. Louis MO, EUA)) foi utilizada. Dada a alta mortalidade
induzida pela dose de 10mg/Kg, os autores trataram os ratos com 2 ou 5
mg/kg de isoproterenol, por 8 dias. Varios trabalhos usaram doses
maiores (Onofre et al., 1997; Ochiai et al., 2002; Kondo, Togari, 2011), e
nao relataram perda de animais, sendo que a linhagem dos animais pode
de alguma forma influenciar a resposta dos animais ao medicamento. O
isoproterenol apresenta efeitos importantes no sistema cardiovascular,

aumentando o débito cardiaco, mas diminuindo a resisténcia periférica
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(Katzung, 2010). Além disso, o medicamento pode induzir a severa
arritmia, levando a fibrilagdo ventricular e morte. Devido a tais efeitos
negativos, este medicamento atualmente é apenas utilizado em
emergéncias cardiacas, em ambiente hospitalar.

Em comparagdo com o grupo controle, o tratamento com
propranolol causou menor ganho de peso, ja@ o tratamento com
isoproterenol resultou em perda de peso. A maioria dos trabalhos que
analisaram a acao do propranolol sobre peso também relatou ganho de
peso (Hayes et al., 1984; Rdssner et al., 1990). Penha (2006) administrou
propranolol em agua de beber (0,5 g/l) por um periodo de oito semanas e
0 peso corporal médio dos ratos tratados foi significativamente menor que
0 peso médio do grupo controle, assim como aconteceu no presente
trabalho. Por outro lado, Pauletto et al. (1985) trataram ratos durante oito
semanas com 10mg/kg de propranolol e n&o encontraram alteragdo
significativa no peso corporal. Da mesma forma, Schmitz et al. (2007)
administraram propranolol (0,5 mg/kg) em camundongos, por via
subcutanea e ndo encontraram diferengas significativas no peso corporal.

O tratamento com isoproterenol causou diminuicdo de
peso dos animais. A reducédo de peso do grupo ISO pode ser explicada
pela ativacao do receptor adrenérgico B3, responsavel pelo mecanismo
de lipdlise (Rang et al., 2007). Path et al. (2001) e Morisset et al. (2008)
estudaram in vitro a produgédo da Interleucina-6 (IL-6) por adipdcitos, e
observaram uma maior concentracao da IL-6 associada a lipdlise induzida
por isoproterenol. Por outro lado, Kondo e Togari (2011), ndo observaram
alteracdo no peso corporal de camundongos durante administracdo de
isoproterenol em todas as doses testadas (5, 25, 50 e 100 mg/kg/dia).

Com relagéo a influéncia do tratamento adrenérgico no
0sso alveolar, obtivemos resultados diferentes de Okada et al. (2010) que
também estudaram a influéncia do propranolol na DP, na dose de 1
mg/kg/dia por 22 dias, verificando redug¢ao da perda éssea na DP com o
B-bloqueador. De acordo com a nossa metodologia, nao houve diferenca
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significante na DP com a administracdo do medicamento. Tal diferenca
pode ser devida a dose que utilizamos (0,1 mg/kg/dia), que foi baseada
em estudos anteriores que estabeleceram a dose suficiente para reduzir
reabsorcao 6ssea em fémur, tibia e vértebras de ratos apds dez semanas
de tratamento (Minkowitz et al., 1991; Bonnet et al., 2006; 2008), sem
afetar a pressao arterial (Sato et al., 2010). Como nos estudos de Bonnet
et al. (2006) e Sato et al. (2010), a dose de 0,1 mg/kg levou a melhores
resultados que doses maiores, fizemos nossa opcao. O periodo de
administragcdo do medicamento pode ter sido um fator relevante para nao
influéncia do propranolol na DP, pois administramos o medicamento por
14 dias, ja que o pico da DP em ratos induzida por ligadura ocorre nos
primeiros 15 dias (Kuhr et al., 2004; Rodini, 2005). Inicialmente,
propusemos um periodo experimental de dez semanas (Bonnet et al.,
2006; 2008), mas em estudo piloto verificamos que os animais tratados
com isoproterenol ndo sobreviviam ao tratamento durante tanto tempo.
Para estipular o tempo de administracao, baseamo-nos em Minkowitz et
al. (1991), que utilizaram a dose de 0,05 mg de propranolol em ratos por
19 dias e tal esquema terapéutico foi suficiente para a melhoria da
qualidade éssea. Em nosso trabalho, na avaliagdo da severidade da DP
nao foi utilizada a analise histolégica, considerada como padrao-ouro,
mas sim analises radiograficas e macroscépicas. Fernandes et al. (2007)
compararam as analises histométrica e macroscopica para avaliagao da
perda Ossea alveolar na DP induzida por ligadura e ndo encontraram
diferenga entre os dois métodos.

Apesar do propranolol ngo ter influenciado a DP em nosso
trabalho, 0 mesmo nao aconteceu com o isoproterenol, confirmando a
acao do sistema nervoso durante a patogénese da DP. Foi a primeira vez
que se analisou o envolvimento de um simpaticomimético na DP. Os
mecanismos de interagdo RANK — RANKL sao bastante conhecidos. A
ligacao do ativador do receptor para fator nuclear kB (RANK) e seu ligante
(RANKL), expresso em as superficies dos osteoclastos e osteoblastos,
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respectivamente, € essencial para induzir os osteoclastos maduros
(Okada et al., 2010). Receptores adrenérgicos também sdo expressos
nos osteoblastos (Rang et al., 2007). A ativacdo de receptores [-
adrenérgicos, no presente estudo, através do isoproterenol, pode ter
levado ao aumento da expressdo de RANKL, o que induziu a formacao de
osteoclastos, contribuindo para o equilibrio mineral ésseo negativo. Para
confirmacgdo desta hip6tese, estudos imunoistoquimicos serdo realizados
no futuro pelo nosso grupo de pesquisa.

Outros autores também verificaram a agcdo do de
agonistas adrenérgicos na reducdo da qualidade d&ssea e acéo
osteoclastica (Kondo, Togari, 2011). Alguns autores mostraram efeitos
negativos na massa 6ssea e na microarquitetura trabecular em ratos
causados pelo clembuterol, um agonista beta-2 adrenérgico (Bonnet et
al., 2005a; 2005b), enquanto outros autores (Zeman et al., 1991)
evidenciaram que o mesmo medicamento preveniu a perda éssea
causada pela denervacao ciatica em ratos.

Issy et al. (2009) e Lamy et al. (2010) demonstraram que
o isoproterenol nao influencia a glandula sublingual, e de acordo com
Garrett et al. (1991), a glandula sublingual do rato tem caréncia de
inervagdo simpatica, com inervagdo apenas em ductos estriados e vasos
sanguineos. Esse foi o motivo pelo qual ndo realizamos as analises dos
medicamentos na glandula sublingual.

A influéncia dos tratamentos isoproterenol e propranolol
em submandibular também foi avaliada. De acordo com a metodologia
utilizada, ndo observamos alteracdes histologicas de acinos e ductos nas
glandulas do grupo tratado com propranolol comparadas com o grupo
controle. Ja esta bem estabelecido na literatura que a administracao diaria
do B-simpaticomimético sintético isoproterenol, para ratos, causa grande
aumento da massa fresca das glandulas parétida e submandibular
(Onofre et al., 1997; Ochiai et al., 2002; Issy et al., 2009; Kondo, Togari,
2011), resultado também neste trabalho. Ochiai et al. (2002) ainda
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observaram que quando ha interrupcéo do tratamento com isoproterenol,
o volume glandular volta aos padrdées de normalidade.

Levando em consideracdo que quando a administracao
do isoproterenol € cessada a glandula volta aos padrées de normalidade,
0 aumento das glandulas pode ser causado por hipertrofia ou hiperplasia,
alteracdes celulares reversiveis. Onofre et al. (1997) observaram apds
analise histomorfométrica, que houve aumento volume sem aumento do
namero de células acinares. A hipertrofia das células acinares ficou bem
evidente em nosso trabalho, e explica o aumento do volume da glandula.
Em analise com microscopia eletrénica, D’Amico e Skarmoutsou (2007)
avaliaram a glandula par6tida de ratos apds administracdo de
isoproterenol por dez dias. Observou-se uma redugdo numérica do
reticulo endoplasmatico rugoso e maior volume do aparelho de Golgi em
comparagdo ao grupo controle. A média do didmetro dos granulos foi
aumentada, e sua densidade de volume quase duplicou. Os autores
sugerem que o aumento glandular pode refletir, pelo menos parcialmente,
0 aumento do tamanho e do numero de granulos de secrecéo das células
acinares. E sabido também que o tratamento crénico com isoproterenol
causa alteracées na expressao de proteinas secretérias (Muenzer et al.,
1979), o0 que poderia resultar no aumento das células, ja que o aparelho
de Golgi e granulos estao relacionados com o metabolismo e secrecéo
das proteinas, respectivamente.

Nos animais tratados com isoproterenol, as células
acinares apresentavam citoplasma homogéneo, praticamente sem
vacuolizacdo. A estimulagdo dos receptores B leva a exocitose dos
granulos sem formacao de vacuolos (Garrett, 1987).

Ao contrario da porcentagem acinar, houve reducédo na
area ocupada por ductos ap6s o tratamento com isoproterenol. Lamy et
al. (2010) ap6s avaliagao qualitativa, verificaram redugcao consideravel da
quantidade de ductos granulares ap6s tratamento 50 mg/Kg de
isoproterenol por dez dias em camundongos. Andrade et al. (1994) apds 3
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dias de tratamento com 40 mg/kg de isoproterenol, verificaram uma queda
de 48,4% na fracdo de volume glandular ocupada pelos ductos
granulosos na submandibular de ratos. No entanto, em periodos maiores,
as células dos ductos granulosos nao apresentaram efeito
sialoadenotrdéfico frente ao isoproterenol. Outros pesquisadores sugerem
que os ductos granulosos, ao serem comprimidos pelos &cinos
hipertrofiados perdem os seus granulos e atrofiam-se (Andrade et al.,
1994).

O presente estudo inclui-se na literatura que relaciona os
tratamentos adrenérgicos ao tecido 6sseo e glandula salivar, sendo que
novos estudos utilizando técnicas de Dbiologia molecular e
imunoistoquimica poderdo indicar com mais precisdo 0s mecanismos

envolvidos.



7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada, conclui-se que:

a)

d)

A DP nao influenciou de maneira significativa as
caracteristicas  histolégicas da  glandula

submandibular e sublingual;

A estimulacao simpatica agravou a DP;

O bloqueio B-adrenérgico ndo causou alteragéo
na DP;

A associacado entre DP e os tratamento com
isoproterenol levou as alteragdes glandulares
mais significativas, como hipertrofia acinar e

reducao da area ocupada por ductos.
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