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Avaliagéo do efeito radioprotetor do extrato da casca da pinha maritima francesa (Pymogavol® ) na reparagéo alveolar enratos irradiados
—
Resumo

Resumo

Devido a importancia da radioterapia para tratamento de lesbes
malignas na regido de cabeca e pescogo e da frequente necessidade de extragdes
dentarias associada ao tratamento, este trabalho foi realizado com a finalidade de
avaliar o efeito radioprotetor do pycnogenol® (Extrato da casca da pinha maritima
francesa) na reparacao alveolar em ratos da variedade Wistar. A amostra foi
composta de 100 ratos divididos em quatro grupos experimentais: controle,
irradiado, pycnogenol e pycnogenol irradiado. Todos os animais foram submetidos
a cirurgia para extracdo do incisivo superior esquerdo. Os animais dos grupos
pycnogenol e pycnogenol irradiado receberam, via intragastrica, trés doses de
200mg/kg de peso corpéreo de pycnogenol®, administradas 72, 48 e 6 horas
anterior a irradiagdo sham e a irradiagao, respectivamente. Os animais dos grupos
controle e irradiado receberam na mesma proporc¢ao, trés doses de solucédo base
de carboximetilcelulose e agua destilada nos mesmos intervalos de tempo. Trés
dias apds a cirurgia, o grupo irradiado e o grupo pycnogenol irradiado foram

expostos a dose unica de 15Gy de radiagao X na regido de cabeca e pescogo. Os

X1



Avaliagéo do efeito radioprotetor do extrato da casca da pinha maritima francesa (Pymogavol® ) na reparagéo alveolar enratos irradiados

Resurmo

animais foram sacrificados aos 4, 7, 14, 21 e 28 dias apds a cirurgia. Apos
processamento histoléogico das pecas, as laminas foram coradas com
Hematoxilina-Eosina para avaliagdo qualitativa, por meio da morfologia do tecido,
e quantitativa, pela histometria éssea. Qualitativamente observou-se que o grupo
irradiado e o grupo pycnogenol irradiado apresentaram padrao de reparagao
alveolar semelhante e atrasados em relagdo aos grupos controle e pycnogenol em
todos os tempos de estudo. Os grupos controle e pycnogenol também se
apresentaram semelhantes em todos os intervalos de tempo. Quantitativamente
aos 4 dias nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre os
grupos estudados. Nos demais intervalos de tempo houve diferencga
estatisticamente significante entre os grupos nao irradiados e os grupos irradiados.
Conclui-se que morfologicamente, pelas analises qualitativa e quantitativa, ndo se
observou a agdo radioprotetora do pycnogenol® no processo de reparagdo

alveolar em ratos irradiados.

Palavras chave: Pycnogenol®, Radiacdo ionizante, Reparagdo alveolar,
Radioprotetor.
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—

Abstract

Abstract

Due to importance of the radiotherapy in malignant injuries treatment in
the head and neck regions and of the frequent necessity of dental extractions
associated to this treatment, this study was carried through the purpose to evaluate
the radioprotector effect of pycnogenol® (French maritime pine bark extract) in the
alveolar healing in rats of the Wistar variety. The sample was composed of 100
rats divided in four experimental groups: control, irradiated, pycnogenol and
pycnogenol irradiated. All the animals were submitted to surgery for the left
superior incisor extraction. The groups pycnogenol and pycnogenol irradiated had
received, orally, three doses of pycnogenol® that consisted in 200mg/kg. These
doses were administrated in 72, 48 and 6 hours previous to the irradiation sham
and the irradiation, respectively. The animals of the control and irradiated groups
had received, in the same ratio, three doses of carboxymethylcellulose solution
and distilled water in the same intervals of time. After three days of the surgery, the
irradiated group and the pycnogenol irradiated group were exposed to a dose of

15Gy of x-radiation, in the head and neck regions. The animals were sacrificed
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Abstract

after the surgery in the days 4, 7, 14, 21 and 28. After histological processing and
coloration by Hematoxylin-Eosin the qualitative evaluation (by the morphology of
the tissue) and the quantitative evaluation (by histometric study) were proceeded. It
was observed, qualitatively, that the irradiated and the pycnogenol irradiated
groups had presented seemed patterns of alveolar healing and related to the
control and pycnogenol groups they were delayed in all the study times. The
control and pycnogenol groups also had the same features related to all the times
intervals. Quantitatively after the 4 days was not observed statistically significant
difference between the studied groups. In the others intervals of time there was a
statistically significant difference between the not irradiated groups and the
irradiated groups. It was concluded, by the qualitative and quantitative analyses,
that there was not radioprotector action of pycnogenol® in the process of alveolar

healing in irradiated rats.

Key words: Pycnogenol®, lonizing radiation, Alveolar healing, Radiation-protective

agents.
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Avaliaggo do efato radioprotetor do extrato da casca da pinha maritima francesa (Pyonogenol® ) na reparagéo alveolar emratos irradiados
—

I ntroduggo

1 Introducao

Desde a descoberta dos raios X, em novembro de 1895, por Wilhelm
Konrad Rontgen, estes vém sendo utilizados para fins de diagnéstico e/ou
terapéutico. Apesar de seus inumeros efeitos benéficos, os raios X podem causar
efeitos deletérios aos organismos vivos. O primeiro indicio desses efeitos foi
observado pouco tempo apdés a sua descoberta, quando Emil H. Grubbé,

fabricante de tubo a vacuo, apresentou dermatite localizada em sua méo.

Quando a radiagao ionizante € utilizada com finalidade terapéutica, esta
causa diversos efeitos colaterais devido a alta dosagem e a capacidade de
ionizagdo. Assim, pacientes submetidos a radioterapia na regido de cabeca e
pescoco apresentam inumeros efeitos colaterais como perda de apetite e do
paladar, além de lesbes na cavidade bucal tais como mucosite, ulceragdo de
lingua e lesdes leucoeritroplasicas (Coelho & Manzi, 2005). Ha concordéancia entre
varios autores que dentes apresentando progndstico duvidoso devem ser

removidos antes do tratamento radioterapico, entretanto o intervalo entre a
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extragcdo e o inicio da radioterapia € motivo de controvérsia (Frandsen, 1962;
Starcke & Shannon, 1977; Guglielmotti et al., 1986). Contudo, apesar de outros
fatores associados, as exodontias realizadas apds a radioterapia é indicada como
a principal causa de osteorradionecrose, sendo este um dos efeitos colaterais de

maior preocupacao devido a complexidade de tratamento.

Na presenca da radiagdo ionizante a cicatrizacdo é diminuida em
tecidos traumatizados cirurgicamente, em especial 0 0sso, que além de apresentar
menor resisténcia a infeccdo, pode resultar em radiosteomielite e/ou
osteorradionecrose. Portanto, um marcante atraso no processo de reparagao
alveolar é provocado pela radiagdo X (Frandsen, 1962; Raveli et al, 1990;
Cordeiro et al., 1992; Raveli et al., 1996).

Entretanto, no momento que a radiagao ionizante € absorvida pelos
tecidos vivos, sao produzidos nas células radicais livres provenientes de reacdes
fisico-quimicas, principalmente a radidlise da agua. Assim, varias substancias vém
sendo pesquisadas com a finalidade de atuarem sobre os radicais livres, sendo
conhecidas por essa agdo como substancias radioprotetoras, dentre elas a
vitamina E e o selenito de sédio. Mais recentemente, o pycnogenol® (extrato da
casca da pinha maritima francesa — Pinus Pinaster Aiton), por apresentar
caracteristica anti-oxidante, uma vez que possui a capacidade de reagir facilmente

com os radicais livres, vem sendo estudado também como radioprotetor.

Embora sua composi¢ao quimica nao esteja completamente elucidada,
o pycnogenol® é um fitoquimico composto de moléculas fendlicas, amplamente
divididas em mondmeros (catequina, epicatequina e taxifolina) e principalmente
flavondides condensados classificados como procianidinas/proantocianidinas
(procianidinas oligoméricas). O pycnogenol® contem também acidos fendlicos tais
como caféico, ferulico e p-hidroxibenzoico e, como menores constituintes produtos

da glicosilagéao.
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Os efeitos bioldgicos do pycnogenol®, mistura ndo vitaminica de
bioflavondides, tém sido bastante estudados tanto in vitro, utilizando cultura de
células, quanto in vivo, em animais e humanos (Shimoi et al., 1994; Virgili et al.,
1998; Grimm et al, 2006 ) uma vez que, entre outros efeitos benéficos, o
pycnogeno|® age como poderoso antioxidante, desempenha atividade
antiinflamatodria, (Nelson et al., 1998; Harborne & Williams, 2000; Virgili et al.,
2000; Saliou et al., 2001) apresenta agao protetora contra radiagao ultravioleta
(Saliou et al., 2001; Sime & Reeve, 2004) e protecdo ao dano causado por

radiacdo X em mucosa intestinal (Ramos et al., 2006).

Portanto, uma vez que pacientes submetidos a radioterapia na regiao
de cabeca e pescoco freqientemente necessitam de extragcdes dentarias no
decorrer do tratamento ou logo apds este e de nao ter sido localizado na literatura
pesquisada trabalhos que avaliassem a acédo de substancias radioprotetoras em

reparacao 0ssea alveolar, esta pesquisa foi idealizada com a finalidade de avaliar

o efeito radioprotetor do Pycnogenol® (extrato da casca da pinha maritima

francesa) na reparacao alveolar em ratos irradiados.
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2 Revisao da L iteratura

Para melhor compreensao do assunto este capitulo foi subdividido em:
2.1- 0O Tecido Osseo

2.2 - Efeitos da Radiaco no tecido Osseo
2.3 — Reparacao alveolar
2.4 - Efeitos da radiacio na reparagao alveolar
2.5 - Flavondides e Pycnogenol®
2.5.1 - Metabolismo dos flavondides e pycnogenol®
252 - Mecanismo da acgdo antioxidante dos flavondides e

pycnogenol®

2.5.3 - Acao radioprotetora dos flavondides e pycnogenol®
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2.1) O Tecido Osseo

Em 1980, MCINNIS et al, avaliaram o relacionamento do fluxo
sanguineo no tecido ésseo, deposi¢ao de estréncio (Srgs) e nova formagao Gssea
endosteal durante o processo de reparo Osseo. Para isso foram realizados
defeitos bilaterais, de 4,4mm X 11mm, no terco distal das tibias de oito caes e
unilateralmente em quatro cées. O fluxo sanguineo foi medido por desgaste I-Ap,
(IF-Ap determinado sobre a &rea de cicatrizagdo Ossea) assim como foi
determinada a deposi¢céo do elemento marcador Srgs. A formagdo de novo 0sso
endosteal foi determinada por um método combinado de microradiografia e
tetraciclina. Houve correlac&o significante entre fluxo sanguineo determinado por
desgaste e nova formagao de osso endosteal, expresso como relacionamento da
area de novo osso endosteal na area total cercada pelo defeito e a cavidade
medular da tibia. Essa porcentagem variou de 12% a 62%, estando diretamente

relacionada ao fluxo sanglineo 6sseo.

BRUDER et al., em 1994, realizaram um estudo sobre os eventos
celulares e moleculares responsaveis pela formacdo oOssea durante a
embriogénese e durante o reparo e remodelamento de fraturas. Os autores
relataram que esses eventos envolvem um pequeno numero de células
progenitoras, chamadas células-tronco mesenquimais. A diferenciacdo das
células-tronco mesenquimais dentro de cada linhagem € um processo bastante
complexo, envolvendo discretas transigdes celulares. A progressao do proximo
estagio celular depende da presenga de fatores bioativos especificos, nutrientes e
outras condi¢gbes ambientais que vao contribuir para o fendbmeno de diferenciagao.
As células-tronco mesenquimais estdo em constante processo de reproducao,
sendo que uma porgdao torna-se comprometida com a linhagem celular
mesenquimal e se diferenciam em células que formarao tecidos tais como 0sso,
cartilagem, tendo, ligamento e musculo. E relatado ainda que o entendimento dos

eventos celular e molecular da diferenciacdo osteogénica das células-tronco
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mesenquimais, fornece base para o aparecimento de uma nova tecnologia

terapéutica para varias condigdes clinicas.

WANG, em 2000, avaliou se a orientacdo dos elementos da cortical
Ossea da diafise é restabelecida durante 18 meses de reparacdo. Para tanto,
foram criados cirurgicamente orificios com brocas de 3mm de didmetro na cortical
do fémur e da tibia de coelhos adultos. Os animais foram sacrificados em 1, 4, 8 e
16 semanas e 6, 12 e 18 meses apos a cirurgia, sendo removido a regidao do
defeito 6sseo para analise histoldgica por microscopia de luz e polarizagdo. Foi
observado que de 16 semanas a 12 meses, os defeitos foram reparados
completamente com osso lamelar, entretanto a orientagdo espacial longitudinal da
reparagao lamelar apresentou um angulo diferente daquele do osso original. Aos
18 meses, a organizacgao interna dos maiores elementos microscépicos individuais
(6steons) foi reconstituida de uma maneira similar aquela do osso original;
contudo a orientacdo espacial tridimensional dos dOsteons na reparacdo Ossea
relativa ao longo eixo dos 6steons do osso original adjacente e do 0sso removido
para criar o defeito ndo foi restabelecida completamente. O autor concluiu que a
disposicao espacial imperfeita dos elementos microscopicos do tecido 6sseo pode
contribuir significativamente para uma nova fratura de um osso longo, apds reparo
de um defeito circular como, por exemplo, a remoc¢ao de parafusos, com ou sem

placas, usados para estabilizagdo de fraturas ou osteotomia dos ossos longos.

GUYTON & HALL, em 2002, descreveram que a etapa inicial na
produc¢ao do osso consiste na secre¢ao de moléculas de colageno e de substancia
fundamental pelos osteoblastos. Entretanto, ha uma continua deposicdo Ossea
pelos osteoblastos e absor¢cdo onde osteoclastos estiverem ativos, sendo que
histologicamente a absorcdo O&ssea ocorre imediatamente adjacente aos
osteoclastos. Esse mecanismo ocorre na seguinte sequéncia: os osteoclastos
emitem projegcdes semelhantes a vilosidades em diregdo ao osso. Essas

vilosidades secretam dois tipos de substancias: (1) enzimas proteoliticas que
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digerem ou dissolvem a matriz organica do osso, e (2) varios acidos, incluindo o
acido citrico e o acido lactico, que causam a solubilizagdo dos sais ¢sseos. Em
geral, os osteoclastos sdo encontrados em pequenas massas concentradas que,
quando comeg¢am a se desenvolver, habitualmente corroem o osso, escavando
um tunel cujo didmetro varia de 0,2 a 1mm, com varios milimetros de
comprimento. Ao final desse processo, os osteoclastos desaparecem e o tunel é
invadido por osteoblastos; a seguir, comega a se desenvolver novo 0SSO.
Normalmente, exceto nos ossos em crescimento, a intensidade de deposicéo e de
absorgcao 6ssea € igual entre si, de modo que a massa total de osso permanece
constante. Nos casos de fratura 6ssea ha uma maxima ativagao dos osteoblastos
além da formacdo de novos osteoblastos a partir das denominadas células
osteoprogenitoras, que sao células-tronco do osso, localizadas na membrana
0ssea. Apds pouco tempo surge, entre as duas extremidades fraturadas do osso,
grande proeminéncia de tecido osteoblastico e se desenvolve nova matriz 6ssea

organica, seguida da deposi¢ao de sais de calcio.

NAKASE & YOSHIKAWA, em 2006, apresentaram uma revisdo da
literatura em relacdo as proteinas 6sseas morfogenéticas, fundamentais ao
processo de reparagdo e regeneragao esqueletal. Os autores relataram que em
algum momento as proteinas &sseas morfogenéticas desempenham papel
fisiolégico, enquanto que em outros elas desempenham papel patolégico. Diversos
membros da familia das proteinas 6sseas morfogenéticas, tais como proteina
O0ssea morfogenética-2, -4, -7 (Proteina Osteogénica-1), e fator de diferenciagao
de crescimento-5 (Proteina morfogenética derivada de cartilagem-1), assim como
suas moléculas sinalizadoras, foram identificadas durante o processo de reparo e
regeneragao esqueletal. Essas proteinas sao induzidas por estimulos, tais como o
impacto de fratura e estresse mecanico em regides submetidas a formagao de
tecidos 0sseos. Em particular as proteinas ésseas morfogenéticas -2 e -4 podem
agir como mediadores do reparo esqueletal precoce e de reagdes regenerativas.

As proteinas morfogenéticas derivadas de cartilagem-1 podem desempenhar
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papeis mais distintos, tais como a promogao do reparo de condrogeneses e
tendao. As proteinas 6sseas morfogenéticas tém sido também identificadas em
diversas desordens esqueletais patolégicas que apresentam formacéo ossea e de
cartilagem. As agbes das proteinas 6sseas morfogenéticas tém sido mostradas
por estudos in vivo e in vitro, sendo que a provavel participagado dessas proteinas
em ambas as condigdes fisiolégica e patoldgica, fornecem evidéncias para suas

possiveis aplicagdes no tratamento de desordens ortopédicas.

2.2) Efeitos da Radiacao no tecido Osseo

O efeito da radiacdo X no processo de mineralizacdo primaria no 0sso
foi estudado por SELA et al. (1982) através de métodos bioquimicos e
ultraestrutural. Uma dose unica de 1500R foi administrada na regido de cabeca de
ratos. Os animais foram sacrificados imediatamente e 1, 2 e 3 semanas apés a
irradiacdo para analise de fragdes isoladas de células e vesiculas da matriz
extracelular do osso alveolar maxilar. O indice de proteina e as atividades da
fosfatase vesicular foram determinados em ambas as fracbes. Uma diminui¢céo
continua na atividade da fosfatase alcalina foi observada em fragdes de células e
vesiculas da matriz extracelular durante as 3 semanas seguintes a irradiacéo. A
atividade da fosfatase alcalina diminuiu somente na fragcdo das vesiculas. A
analise por microscopia eletrbnica de transmissdo do tecido ésseo irradiado
revelou que muitas vesiculas da matriz extracelular apresentavam-se rompimento
das membranas e auséncia de cristais de apatita. Os autores sugerem que a
irradiacao interfere nos processos enzimaticos associados com a mineralizagao

ossea primaria.

ALTOBELLI et al. (1987), compararam a cicatrizagdo de enxertos de
costela, livre e microvascular e dos tecidos adjacentes a um defeito Gsseo

mandibular irradiado. Foram utilizados 9 caes dos quais foi extraido os dentes
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canino, pré-molares, primeiro e segundo molares inferiores, bilateralmente, pelo
menos 12 semanas antes do inicio da irradiacdo. Um animal foi submetido apenas
a extracdo sendo o controle. As mandibulas foram irradiadas, bilateralmente, com
50Gy de radiagdo gama fracionados em 20 sessdes de 2,5Gy durante um periodo
de 4 semanas. Os enxertos foram colocados 18 a 28 dias apds o término da
irradiacdo e os animais sacrificados de 2 a 40 semanas apos o enxerto. No cao
controle, sacrificado em 32 semanas, n&do houve nenhum desarranjo intra ou
extra-oral, em ambos os lados da mandibula; j& os animais do grupo irradiado
apresentaram uma diferenga marcante na integridade da mucosa alveolar com os
dois enxertos. A uniao do enxerto 6sseo microvascular ao osso receptor ocorreu
dentro de seis semanas. Por outro lado, apds este periodo o enxerto livre
apresentava-se isolado em todos os animais. Um achado inesperado com ambos
os tipos de enxerto foi a marcante formagdo Ossea subperiosteal. O quadro
histolégico em 32 semanas foi de osso maturo, em 40 semanas ambos enxertos
nas mandibulas irradiadas tinham uma aparéncia histolégica comparavel com o
enxerto controle. Os autores sugerem que o peridsteo irradiado pode

desempenhar um importante papel na osteogénese.

LORENTE et al, em 1992, tiveram como objetivo desenvolver um
sistema de modelo de ratos para mandibula irradiada, examinando a contribuicao
do periésteo, do tecido mole e do 0sso, na reparagao de um defeito 6sseo em uma
area irradiada. Foi avaliado o efeito do tempo de reparacdo de cirurgia apos
irradiacdo. A contribuicdo do componente tecidual na reparagao de defeito dsseo
foi estudada usando p6é de osso desmineralizado irradiado ou n&do. Os animais
foram irradiados com dose total de 45Gy de Cobalto 60 e a cirurgia para produgao
do defeito 6sseo no ramo mandibular foi realizada 2 ou 4 semanas depois de
completada a irradiagdo. Os animais foram sacrificados 4 semanas apds a
cirurgia. A melhor reparacédo do defeito 6sseo ocorreu no grupo controle no qual
foi produzido apenas o defeito 6sseo e nao foi irradiado e ndo houve enxerto com

po de osso desmineralizado. Em mandibulas nao irradiadas e preenchidas por p6
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de o0sso desmineralizado nao irradiado a regido sem osso solido era
significantemente menor, entretanto a reparagao do defeito 6sseo nesse grupo foi
superior ao grupo tratado com p6 de osso desmineralizado n&o irradiado em
mandibula irradiada e, por ultimo, na mandibula ndo irradiada com pd de 0sso
desmineralizado irradiado. Sendo assim o leito ndo € o fator limitante em
reparagao de defeitos 6sseos, podendo o componente osteogénico de 0sso no pé
de osso desmineralizado ser mais afetado pela irradiacdo. No leito irradiado, o
defeito produzido 2 semanas apés irradiagao curou-se mais rapidamente do que
aqueles realizados 4 semanas. Portanto, o tempo para realizagao da cirurgia apos
irradiagao também desempenha importante papel no processo de reparagao, com

cirurgia prematura produzindo melhores resultados.

Radiografia de diagndstico apds cirurgia para avaliacdo da
osseointegracdo de implantes dentais vem sendo desaprovada, devido a
possibilidade dos efeitos nocivos da radiacdo ionizante na reparagcdo e
remodelamento ésseo. Para avaliar esta possibilidade, DARE et al., em 1997,
estudaram o efeito da radiacdo ionizante na proliferacdo e diferenciagao de
osteoblastos, usando culturas de células semelhantes a osteoblastos, isoladas da
calvaria de ratos recém nascidos (ROB) e uma linha de células osteoblasticas
clonais (MC3T3-E1). As células foram expostas no terceiro dia de cultura a dose
unica de raios X de 40, 100, 400 ou 4000mGy. O efeito da radiagdo sobre o
crescimento celular e atividade especifica de fosfatase alcalina foi avaliada, em
intervalos de trés dias apds a irradiacao, até o 12° dia em células isoladas da
calvaria de ratos recém nascidos e em células osteoblasticas clonais. Exposicdes
de 4000mGy diferentemente afetaram os dois tipos de células, inibindo o
crescimento celular, a atividade da fosfatase alcalina e a formacao de nédulos
semelhantes a ossos em células da calvaria de ratos recém nascidos e, levemente
aumentou a atividade da fosfatase alcalina e inibiu o conteudo de DNA em células
osteoblasticas clonais. Ja as exposicbes até 400mGy nao alteraram,

significantemente, o crescimento celular, a atividade da fosfatase alcalina e

10



Avaliaggo do efato radioprotetor do extrato da casca da pinha maritima francesa (Pyonogenol® ) na reparagéo alveolar emratos irradiados

Revisio da literatura

formagdo de nodulos semelhantes a ossos em células ROB, assim como nao
induziu alteragao significante no DNA e atividade da fosfatase alcalina em células
osteoblasticas clonais. Os autores concluem que altas doses de radiagao
(4000mGy) podem exercer efeitos diferentes sobre a proliferagéo e diferenciagéo
celular de osteoblastos in vitro, dependendo do tipo de célula afetada. Entretanto,
baixas doses de radiagao ionizante, incluindo radiagao com qualidade diagndstica,

apresentam pouco efeito sobre o0 processo de reparagao e remodelamento 6sseo.

WURZLER et al. em 1998, investigaram o potencial de proteinas
O0sseas morfogenéticas em melhorar a reparacdo Ossea prejudicada pela
irradiacdo. Dois defeitos de 3mm de didametro foram criados na calvaria de ratos.
Os defeitos foram tratados com diferentes doses de proteinas Osseas
morfogenéticas-2 recombinante humano (rhBMP-2) usando colageno tipo | como
um carreador. A irradiacdo com dose unica de 1.200rads foi aplicada sobre a
calvaria dos animais, 2 ou 7 dias pré-operatorio, sendo que animais nao irradiados
serviram como controle. Nova formacgao oOssea foi avaliada por analise da
densidade radiografica dos defeitos 6sseos e, histologicamente no 212 dia apés a
cirurgia. Nos animais nao tratados e nao irradiados ocorreu reparacdo Ossea
espontanea dos defeitos de aproximadamente 90% aos 21 dias, ja aqueles
irradiados e ndo tratados apresentaram diminuigdo significante do preenchimento
O0sseo. Para os animais irradiados e tratados com proteinas O&sseas
morfogenéticas-2 recombinante humano houve aumento significativo de nova
formagdo dssea. Os autores concluiram que, a radiagdo induziu prejuizo na
reparagao da calvaria, o qual pode ser evitado pela proteina éssea morfogenética-
2 recombinante humano. Assim, o conceito de regeneracgao induzida pela proteina
O0ssea morfogenética-2 tem potencial aplicagdo em cirurgia cranio-maxilo-facial

reconstrutiva apos irradiagéo.

DUDZIAK et al., em 2000, relataram que a radiagdo ionizante pode

diminuir o processo de reparo 0sseo pela alteracdo da expressédo de citocinas,

11
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resultando em alteragdes na diferenciacdo osteoblastica, causando alteracdo na
proliferacdo de osteoblastos e formagao da matriz extracelular. Para tanto, tiveram
como objetivo investigar o efeito da radiagao ionizante na proliferagdo, maturagao
e producgéo de citocinas de células semelhantes a osteoblastos (MC3T3-E1), in
vitro. As culturas de células foram irradiadas com doses de 0, 40, 400 e 800cGy
de radiacdo gama (Césio-137) para analise da expressao do fator de crescimento
B1 (TGF-B1), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fosfatase alcalina,
proliferacdo de células semelhantes a osteoblastos, capacidade de regulacdo da
proliferacdo de células endoteliais aodrticas bovinas e o efeito do adenovirus
mediado pela terapia de gene do fator de crescimento 1, na tentativa de evitar
danos em osteoblastos irradiados. A exposicdo de células semelhantes a
osteoblastos a radiacdo ionizante resultou em diminuigdo na proliferagao celular,
estimulou a diferenciagao celular e causou diminuigdo na produgao total do fator
de crescimento B1 e proteina do fator de crescimento endotelial vascular de forma
dose-dependente. Em contraste, nas células controle ndo houve estimulo da
proliferacdo de células endoteliais adrticas bovinas e finalmente quando houve
reprodugao do adenovirus do fator de crescimento 1 antes da irradiagao resultou
em aumento da producgao celular de proteina do fator de crescimento 31 e do fator
de crescimento endotelial vascular. Os autores levantaram a hipétese de que as
alteragdes induzidas pela radiagdo ionizante no perfil das citocinas e estado de
diferenciacao de osteoblastos, podem proporcionar mecanismo celular intrinseco

fundamental para a osteorradionecrose e dano na reparacéao de fraturas.

SZYMCZYK et al., em 2004, com a finalidade de testar a hipotese de
que a radiagao induz a osteorradionecrose pela indugado da apoptose de células
Osseas, expuseram células semelhantes a osteoblastos (MC3T3-E1) a radiagao
gama (Césio-137) em doses de 0 a 60Gy. Essas células foram tratadas com
agentes apoptdégenos. Foi avaliada a viabilidade celular e medida a atividade de
desidrogenase dos osteoblastos 24 horas apds a irradiagcéo, sugerindo que houve

uma pequena diminuicao na viabilidade celular. Entretanto as analises citométrica
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e histolégica demonstraram que essa reducao foi causada pela inibicdo da
proliferacédo celular e ndo pela indugcao a apoptose. Foi demonstrado também que
houve interrupcédo da fase G2 do ciclo celular dos osteoblastos irradiados e
alteragao na expressao de moléculas que regulam esse ciclo, causando disturbio
na atividade do ciclo celular. Os osteoblastos também apresentaram alteracdes na
sensibilidade a apoptose, sendo dependente do agente apoptégeno a que foi
exposto. Os autores concluiram que a radiacdo ionizante pode induzir uma
interrupcédo da fase G2 de divisdo celular e sensibilizar células Osseas a
apoptégenos, ativando o processo de morte celular. Além de causar profunda
alteracao na funcao osteoblastica e uma resultante diminuicdo na massa 6ssea e

forga mecénica, induzindo a osteorradionecrose.

Os efeitos deletérios dos raios X no 0sso sdo conhecidos ha quase um
século e continuam a ser estudados devido a melhora na sobrevivéncia dos
pacientes tratados com radioterapia, associada ou nao a outros tratamentos. Em
2006, WILLIAMS & DAVIES realizaram uma revisdo da literatura das
caracteristicas radiograficas, por tomografia computadorizada, cintilografia e
ressonancia magnética, dos efeitos deletérios da radiagdo no esqueleto imaturo e
pos-fusdo, assim como sao discutidos os processos patofisiologicos fundamentais
para o desenvolvimento desses danos. No esqueleto em formacédo os danos séo
maiores ao fisico resultando em disturbios do crescimento. No esqueleto maduro
ha um espectro de alteragdes de leve osteopenia, devido as desordenadas
tentativas de reparagdo, com variados graus de esclerose, e radionecrose que
pode levar a fraturas agudas sem capacidade de reparagdo as complicagbes das

transformacgdes sarcomatosas.
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2.3) Reparacao alveolar

Em 1968, KING et al., avaliaram o processo de cicatrizacdo do alvéolo
dental de cao por meio de tratamento com terapia de ondas curtas. Foram
utilizados 12 cées adultos, sendo seis pertencentes ao grupo controle e seis
pertencentes ao grupo tratado. Todos os animais foram submetidos a cirurgia para
extragdo do 12 pré-molar superior e inferior direito. O grupo tratado foi divido em
trés subgrupos: terapia no lado direito da face, com freqiéncia de 600
ciclos/segundo, 10 minutos antes da cirurgia; terapia no lado direito da face, com
frequéncia de 600 ciclos/segundo imediatamente apds a cirurgia e duas vezes ao
dia durante 10 dias e terapia na regido do figado, com frequéncia de 400
ciclos/segundo imediatamente apds a cirurgia e duas vezes ao dia durante 10
dias, sendo esta justificada pelo papel do figado no mecanismo de defesa
corporal. Os animais foram sacrificados 3, 5, 8, 10, 20 e 30 dias apds a cirurgia. O
tratamento com a terapia de ondas curtas de alta frequéncia aumentou a resposta
inflamatdria e a taxa de deposi¢ao de colageno no alvéolo dos caes durante a fase
inicial de cicatrizacdo, ou seja, até o 8- dia pos-cirirgico. Nos animais sacrificados
10, 20 e 30 dias apds a cirurgia ndo houve diferenga significativa entre o grupo

controle e o grupo tratado.

Em 1969, AMLER avaliou por meio de biopsia, a sequéncia de tempo
da regeneragdo do tecido humano normal em cicatrizagdo alveolar apos a
extracdo dental. Foram realizadas, aproximadamente, 185 bidpsias em pessoas
aparentemente saudaveis e com idade entre 30 e 50 anos. Na técnica de bidpsia
foi evitada a remogao do osso alveolar e os tecidos foram removidos somente até
o 502 dia. Apos 2 dias da extragdo pode-se observar que a organizagao de fibrina
era aparentemente grande e em formagéo espiral, assim como a presenga de
células vermelhas do sangue. Aos 4 dias células sanguineas e fibrina estavam
presentes, mas apresentavam-se infiltradas e parcialmente substituidas por

células do tecido de granulacdo e algumas células conjuntivas jovens. As
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primeiras fibras osteogénicas pareciam evidentes no 72 dia em areas isoladas,
presas a espiculas 6sseas ou no alvéolo apical, sendo ainda observado, neste
mesmo periodo, a substituicio do codgulo por tecido de granulacdo. No 8 dia de
cicatrizagdo observou-se tecido de granulagdo e desenvolvimento de tecido
conjuntivo jovem, sendo o mesmo observado no 102 dia pds-extracdo. Ja a
cicatrizacdo Ossea e osteogénese estavam presentes no 12° dia, quando
observaram as primeiras proliferagdes da regeneracdo epitelial, sendo esta mais
efetiva no 162 dia de cicatrizacdo. Nesse estudo, um periodo de 20 dias foi
necessario para total substituicdo do tecido de granulagao por tecido conjuntivo.
Aos 21 dias pode-se observar a maturagdo dos ostedides, indicando o inicio do
desenvolvimento ésseo, ja ocorrendo a mineralizagdo d6ssea. Neste periodo, a
epitelizagdo continuava com crescimento linear sobre a superficie da cicatrizagéo,
mas ainda ndo havia regenerado completamente, sendo observado no 222 dia de
cicatrizagcdo a completa regeneragao do epitélio. A formacao 6ssea completa foi

observada no 35° dia apds a exodontia.

JOHANSEN, em 1970, realizou um estudo a fim de esclarecer a
proliferacdo celular na reparagdo alveolar poés-extracdo e estruturas
circunjacentes. Foram utilizados 18 ratos dos quais foi extraido o primeiro molar
inferior esquerdo e posteriormente sacrificados em um periodo que variou de 0 a
20 dias ap6s a extragdo. O primeiro molar do lado direito permaneceu intacto e foi
utilizado como controle. A analise dos resultados mostrou que, apés um dia o
alvéolo era preenchido por coagulo sanguineo contendo filamentos de fibrina e
células sanguineas, e ao longo do osso alveolar, tecido conjuntivo e células
endoteliais foram encontradas entre o remanescente das fibras do ligamento
periodontal. No 22 dia, tanto o epitélio juncional quanto o epitélio oral da gengiva
estavam em proliferagdo para revestir a ferida da extracdo. Apds 4 dias o epitélio
revestia a ferida da extragdo e a queratinizacdo ja havia se iniciado, sendo
completa aos 11 dias apds a cirurgia. Apos 3-4 dias a formagao 6ssea iniciava-se

ao longo da parede alveolar, enquanto a reabsorgao era observada em outras
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partes e no 62 dia, o alvéolo ja era preenchido por novo osso. Essa formacao
O0ssea ocorria diretamente sobre a parede alveolar original e nenhuma atividade
osteoclastica prévia parecia essencial para este processo. Observou-se também
que na superficie da crista alveolar notavel formacédo 6ssea ocorreu entre o 6° e

212 dia pos-cirurgico.

Em 1973, OKAMOTO & RUSSO avaliaram morfologicamente e por
reatividade histoquimica, estruturas intra e extracelulares do tecido conjuntivo
durante as diferentes fases do processo de reparo em feridas de extracéo dental
de ratos. Foram utilizados 32 ratos, dos quais foi extraido o dente incisivo superior
direito e os animais sacrificados nos tempos 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 e 21 dias apos
a cirurgia. Verificou-se no 12 dia a formagao do coagulo e inicio da proliferagcao das
células do tecido conjuntivo. Aos 4 dias ja foi observado, no tergo apical, leve
neoformacdo do trabeculado 6sseo e aos 7 dias presenca de numerosos
osteoblastos, ocorrendo intensa neoformagéo 6ssea. Nesta fase inicial as figuras
mitéticas foram mais numerosas e a reatividade citoplasmatica celular
extremamente pequena. No 10° dia péds-operatério observou-se intensa
neoformacdo Ossea e presengca de grande numero de fibroblastos e células
indiferenciadas, entretanto o trabeculado ndo estava bem organizado. O processo
de reparo alveolar aos 13 e 16 dias pos-extracao dental eram semelhantes ao do
102 dia, no entanto apresentava-se com progressiva neoformagao éssea e melhor
organizacao das trabéculas. Ja no 192 e 212 dias pds-operatérios o alvéolo parecia
estar completamente preenchido por tecido 6sseo. Durante o periodo de formacéao
do tecido conjuntivo de reparagdo, os citoplasmas celulares apresentavam
granulagdes contendo proteinas com elevada concentragéo de lisina-hidroxilisina,
glicoproteinas, acido sialico, acidos mucopolissacarides, lipides e acido
ribonucléico, além de substancia fundamental. Os autores concluiram que a
medida que a mineralizacdo se processa, as estruturas intra e extracelulares se
tornam menos reativas, sugerindo uma reorganizagao fisico-quimica dos coldides

texturais durante a mineralizagao.
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VALDRIGHI et al., em 1974, descreveram a sequUéncia de mudancgas
que ocorrem nos alvéolos durante o processo de reparagdo apos extragao
dentaria em macacos. Além disso, avaliaram a importancia da membrana
periodontal e mudancas no remodelamento das paredes do espaco alveolar do
0sso. Foram extraidos o primeiro e terceiro pré-molares inferiores direitos de todos
os animais e estes foram sacrificados aos 1, 3, 5, 7,11 16, 23, 31, 42 e 56 dias
apos a extragao, sendo as pecgas obtidas em diregcdo mesiodistal e bucolingual. Os
autores concluiram que a membrana periodontal remanescente tem um importante
papel na organizagado do coagulo sanguineo e que o inicio da ossificagdo ocorreu

aos 11 dias, continuando até os 56 dias.

No mesmo ano, VIZIOLI et al., realizaram um estudo sobre o
aparecimento e evolugdo da reticulina durante o processo de reparagao alveolar
apos extragao dentaria em macacos. Foram utilizados 30 animais dos quais foram
extraidos o primeiro e terceiro pré-molares inferiores de todos os animais e estes
foram sacrificados apés 3, 5, 7, 11 16, 23, 31, 42, 56 e 75 dias apods a extragéo. A
analise dos resultados mostrou que a reticulina aparece no processo de reparagao
alveolar de saguis pelo 6% e 72 dias pos-operatorio. No 112 dia o tecido de
granulagdo substituiu completamente o coagulo sanguineo, havia uma maior
proliferagdo da reticulina e o epitélio de superficie fechava toda a ferida cirurgica,
mas a membrana basal ainda ndo estava presente, sendo esta evidente no 162
dia. A osteogénese iniciou-se, aproximadamente, 12 a 16 dias apds a extragao,
sendo que a reticulina ndo foi visualizada dentro da matriz 6ssea, mas sim
proximo as trabéculas 6sseas neoformadas, em contato com a superficie éssea.
Os espagos medulares encontravam-se preenchidos por um unico componente
fibroso, o qual era a reticulina. Aos 75 dias pds-extracao evidenciou-se apenas
glébulos de gordura nos espagos medulares e a reticulina estava presente

somente em algumas regides proximo ao 0Sso.
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De CARVALHO et al., em 1980, avaliaram por meio dos métodos
histolégico e densitométrico, o processo de mineralizagao em feridas de extragao
dentaria em ratos. Utilizou-se 30 ratos, os quais foram submetidos a cirurgia para
extragdo do incisivo superior direito. Esses animais foram sacrificados
imediatamente apds a exodontia (zero dia), 6, 12, 18, 21 e 24 dias poés-
operatorios. Foi observado aumento significativo das densidades Opticas das
imagens radiograficas, em nivel das faces vestibulares e linguais dos tergos
alveolares entre 0 e 6 dias pos-cirurgicos, entre 0 62 e 0 122 dia houve decréscimo,
nao significativo da densidade éssea e evidenciou-se a presenca de trabéculas
Osseas espersas em toda a extensdo do alvéolo. Do 122 ao 182 dia houve
aumento significativo da mineralizagdo, o que foi comprovado pelo estudo
histolégico quando evidenciou-se trabéculas ésseas preenchendo o alvéolo em
quase sua totalidade. Ja do 182 ao 212 dia houve aumento nao significativo da
mineralizagdo, embora o trabeculado 6sseo se apresentasse mais espesso neste
periodo. No 242 dia nos trés tercos alveolares encontrou-se trabeculado 6sseo
maduro, muito embora a diferenca densitométrica entre o 212 e o 242 dia nao
tenha sido significativa, sugerindo o inicio de remodelagao do trabeculado 6sseo
pré-existente ou neoformado. Os autores concluiram que, densitometricamente,
ocorreu constante aumento da mineralizagdo de todo o alvéolo, a partir do 62 dia
até o 212 dia, confirmado também pelo estudo histolégico, pelo aumento da

maturagao das trabéculas Osseas.

BODNER et al. (1993) avaliaram, por meio de um método radiografico,
as alteragdes que ocorrem durante a cicatrizagao alveolar apds extracao dental.
Foram utilizados 35 ratos dos quais foi extraido o 12 molar inferior esquerdo e
sacrificados aos 0, 7, 14, 21, 28, 45 e 60 dias apds a cirurgia. Posterior a remogao,
as mandibulas foram radiografadas junto com uma escala de aluminio para
analise da densidade alveolar. Aos 7 dias foi observado aumento da densidade da
imagem das areas apical e de crista do alvéolo, indicando a neoformacgéo éssea.

Na area apical a densidade maxima foi alcangada no 28° dia pds-extracdo. Na
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area de crista a densidade aumentou em velocidade mais lenta durante todo o
experimento sendo significantemente menor, quando comparado a area apical,
entre 0 72 e 0 452 dias pos-cirurgico, ja em 60 dias a diferenga n&o foi significativa.
Os autores relataram que as alteracdes de densidade estavam de acordo com os

achados histologicos descritos para a cicatrizagao alveolar em ratos.

CARVALHO et al. (1997) quantificaram o tempo de cicatrizagdo da
ferida alveolar apds extracdo dental em ratos sadios, sendo que a avaliagdo da
cronologia da cicatrizagao foi realizada para os tergos apical, médio e cervical, por
meio do método estereoldgico padrao (volumetria por contagem de pontos). Foi
extraido o incisivo superior direito de cada animal, e estes foram sacrificados apods
1, 2, 3 e 6 semanas poés-operatéria. Seis mil pontos sobre o coagulo, vasos
sanguineos, tecido conjuntivo e trabéculas 6sseas foram contados nos trés tergos
de cada alvéolo. A analise histométrica permitiu a quantificacdo da neoformacao
Ossea progressiva em paralelo a uma diminuigdo na porcentagem do volume do
tecido conjuntivo até a sexta semana apds a extragdo dental. Foi observado
também uma porcentagem de volume significantemente menor de trabéculas
o0sseas no tergo cervical do alvéolo nos tempos de 1, 2 e 3 semanas apos a
exodontia, ndo sendo observado esta diferengca apenas na sexta semana pos-
operatoria. Histologicamente na primeira semana foi observada a presenga de
delicado trabeculado 6sseo nos tergos médio e apical. Na segunda semana houve
progressiva neoformacdo 6ssea e na terceira semana o alvéolo parecia estar
preenchido com trabéculas ésseas espessas em toda sua extensdo. Os autores
concluiram que, ao contrario do descrito na literatura, a neoformacdo Ossea
persiste além da terceira semana pds-operatoria, conforme demonstrado pela

analise histométrica.
DEVLIN et al., em 1997, investigaram a natureza da estrutura colagena

sobre a qual ocorre a formagéo de novas trabéculas 6sseas durante a cicatrizagao

alveolar apds a extragcdo dental em roedores, assim como o sistema de
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cicatrizacdo 6ssea. Os animais foram submetidos a cirurgia para a extragao do
molar superior direito e foram sacrificados em varios tempos pés-cirurgico. Aos 2
dias o alvéolo encontrava-se preenchido por coagulo sanguineo e remanescentes
do ligamento periodontal; aos 4 dias foi observado presenga de trabéculas 6sseas
radiando da margem para o centro do alvéolo, sendo que aos 5, 6 e 7 dias a
margem do alvéolo apresentava-se revestida por osso. Cerca de 50% do alvéolo
encontrava-se preenchido por osso neoformado aos 10 dias pés-cirurgico, sendo
que nos intervalos finais de observagao, ou seja, 17, 20 e 30 dias apds a extragao
dental, o remodelamento ésseo alveolar estava presente. O colageno tipo IIA
MRNA foi produzido por células osteoblasticas sobre o alvéolo, mas o colageno
tipo Il, quando presente, representava menos que 0,01% do total de proteinas no
tecido. Foi observado também a presenca de colageno tipo | e V no tecido
removido apds 7 dias da cirurgia. Durante a formagao éssea, fibras de Sharpey’s
foram vistas radiando do osso periférico para o centro do alvéolo. Os autores
concluiram que a disposi¢céo e composigao das fibras colagenas sugerem que elas
constituem uma estrutura preliminar sobre a qual ocorre a deposi¢cao do tecido

o6sseo trabecular.

Em 2004, ELSUBEIHI & HEERSCHE avaliaram quantitativamente a
cicatrizacdo e remodelamento do rebordo alveolar apds extracdo unilateral dos
molares e incisivos inferiores de ratas. Foram utilizadas 50 ratas das quais foram
extraidos os 3 molares inferiores e uma semana depois foi extraido o incisivo. Os
animais foram sacrificados aos 0, 14, 28, 56 e 112 dias apds a extragdo do
incisivo. Tanto a metade edéntula quanto a dentada de cada mandibula foram
processadas para avaliagdo histolégica, sendo avaliada a densidade de osso
mineral e realizada mensuracado histomorfométrica do volume 6sseo total, assim
como alteragado na extenséo, altura e largura sobre imagens de cortes transversais
da mandibula. Houve aumento total de 28% na densidade mineral 6ssea do corpo
da mandibula e 35,1% de aumento no volume 6sseo total em 112 dias pos-

extracdo. Aumento maximo de 25% na densidade mineral 6ssea foi observado em

20



Avaliaggo do efato radioprotetor do extrato da casca da pinha maritima francesa (Pyonogenol® ) na reparagéo alveolar emratos irradiados

Revisio da literatura

14 dias apos a extragao, sendo que este aumento maximo ocorreu entre os dias 0
e 28, com subsequente diminuigdo. O volume ésseo total aumentou 9,5% em 14
dias, sendo observado aumento progressivo até o 56° dia, entretanto do 56° ao
1122 dias houve um leve, mas ndo significativo aumento do volume 6sseo total. A
cicatrizacdo foi associada com uma redugdo na area (altura e largura) da
mandibula observada no corte transversal em 112 dias apds a extragdo. A
densidade mineral 6ssea da mandibula edéntula apds extracdo dos molares e
incisivo de um mesmo lado da mandibula aumentou até o 56° dia, embora o
volume 6sseo total tenha aumentado até 112 dias pds-cirurgico. Os autores
relataram que, para detecgdo de pequeno aumento na formagao Ossea em
estagios tardios da cicatrizagdo, a mensuragédo do volume 6sseo é mais sensivel
que a mensuracdo da densidade mineral Ossea, possivelmente devido as
alteragdes na geometria da mandibula edéntula apds extragdo dental. A analise
histomorfométrica mostrou que a mandibula edéntula sofreu significante redugao
no tamanho como resultado da redugao da altura e da largura até 112 dias apés a

extragao.

2.4) Efeito da radiacao na reparacao alveolar

FRANDSEN, em 1962, avaliou histologicamente, o processo de
cicatrizacdo de extragcdes realizadas em ratos tanto antes quanto apds a
irradiagcédo, assim como objetivou-se esclarecer a patogénese da radiosteomielite.
Os animais foram submetidos a extragdo do 12 molar inferior esquerdo. O grupo
controle foi composto por animais nao irradiados e os demais foram divididos em 3
grupos: extragcao 8 dias apos a irradiagao com 1725R; extracao 5 dias antes da
irradiacao com 1725R e extragao 8 dias apos a irradiagao com 2400R. Os animais
foram sacrificados em varios periodos pés-operatérios, os quais variaram de 2 a
63 dias. As alteragbes patoldgicas presentes eram epilagéo, eritema e exudagao

da area da pele irradiada e alteragdes orais que variavam de pequenas lesdes do
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soalho de boca a radiosteomielite dos maxilares, com ocasional fistula orocutanea.
A frequéncia de radiosteomielite foi 5 a 6 vezes maior nos ratos irradiados antes
da extracdo que naqueles irradiados apds a extracdo. Microscopicamente, a
irradiagdo causou alteragdes necroticas nos tecidos duro e mole circunjacentes ao
alvéolo, as quais foram demonstradas em pequeno tempo apds a extracio. Estas
alteragdes foram acentuadas pelo trauma da extracdo. A organizagao do tecido de
granulagdo do coagulo mostrou baixa celularidade e, igualmente, a proliferagao
epitelial foi prejudicada devido as alteragcbes teciduais e a supressdo da
proliferacdo celular. A reabsorcédo ossea foi proeminente, mas foram vistas areas

com formacgao dssea.

Em 1963, FRANDSEN, por meio de ampla revisao da literatura e estudo
clinico descreveu os efeitos da radiacao ionizante sobre a cicatrizagao alveolar e
tecidos periodontais em ratos, assim como a possivel fungao desempenhada pela
doenca periodontal no desenvolvimento de radiosteomielite. Apenas a regido de
molar foi exposta a dose unica de 1725R ou 2400R de radiagdo X e os animais
foram submetidos a extracdo do 12 molar inferior esquerdo. Os animais foram
sacrificados em varios intervalos de tempo pdés-operatério. Com dose de 1725R as
extragdes provocaram radiosteomielite em 6 de 14 ratos irradiados 8 dias antes da
extracdo e somente em 1 de 13 animais expostos a irradiacdo 5 dias depois da
extragdo. Ja os animais que receberam 2400R com extracao realizada 8 dias apos
a irradiagdo, 5 de 10 animais desenvolveram radiosteomielite, sendo esta
considerada como uma sequela direta da extracdo dental. As alteracdes
histolégicas associadas com o desenvolvimento da radiosteomielite eram as
seguintes: alteracdo degenerativa da parede do alvéolo e membrana periodontal,
atraso na formacéo de tecido de granulagdo e proliferacéo epitelial, extensiva
reabsorcao ossea e diminuicdo da resposta inflamatéria. A importancia dos trés
fatores etioldgicos da radiosteomielite, ou seja, injuria por radiagdo, trauma e
infeccdo, foi confirmada nesse estudo. Uma vez que as extragdes foram

realizadas no lado esquerdo da mandibula, os lados direito da mandibula e, direito
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e esquerdo da maxila foram utilizados para avaliagdo periodontal. Foi encontrado
que os ratos do grupo controle apresentavam grau variado de inflamacao do
tecido interdental variando de discreta alteracdo inflamatéria a verdadeiro
abscesso periodontal sendo que papila interdental intacta foi raramente
encontrada. Nao houve grande diferengca nas alteragdes patoldgicas entre os
animais irradiados com 1725R ou 2400R, ja as diferengas entre ratos irradiados e
controle foi bastante significativa. Os presentes achados nao apresentaram
relagao direta entre lesao periodontal e desenvolvimento de radiosteomielite, mas
foi observado que a radiosteomielite e as lesbes periodontais ocorriam

simultaneamente.

Em 1973, ZACH et al., avaliaram o efeito das radiagbes X e gama
(Coeo) em tecido oral e dental traumatizado cirurgicamente. Foram utilizados 36
macacos rhesus dos quais 34 foram submetidos a tratamento cirurgico e
radioterapico, um animal somente a tratamento cirurgico e outro somente a
radioterapia, sendo que os dois ultimos serviram como controle. Os animais
receberam dose fracionada de 333R, trés vezes por semana, de uma dose total de
6000R. Os procedimentos cirurgicos consistiam da extracdo do primeiro molar
inferior direito, gengivectomia na face bucal para exposicdo da crista dssea
alveolar na mesial do segundo molar inferior direito e extirpagdo da polpa do
incisivo central superior direito, sendo o canal radicular preenchido por guta
percha e selado com pasta de O6xido de zinco-eugenol. Os procedimentos
cirurgicos foram realizados antes da irradiagado, intercorrente com a irradiagao
(apbs receber metade da dose total), ou depois de completada a irradiagdo. O
tempo de sacrificio variou de 1 a 12 meses apods a cirurgia. Foi observada
depilagcao facial apos aproximadamente 1000R de radiagdo X, sendo raramente
encontrados nos animais irradiados por Coeo; radiodermites por ambas radiacoes,
a qual foi mais intensamente causada pela radiagdo gama e também foi
observada radiogengivite desenvolvida nos dois grupos, porém mais severa nos

animais expostos a radiagcdo X. Em todos os animais que desenvolveram
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osteorradionecrose esta era severa, para ambas modalidades de irradiagéo, e
precedida por extensa escara gengival. Foi observado ainda que os animais
irradiados apresentaram atraso na cicatrizagdo, quando comparados ao controle.
Tanto para a radiacdo X quanto para a radiagdo gama a resposta a cicatrizagao
era mais prejudicada nos animais submetidos a tratamento cirargico durante ou
apos a irradiacdo, porém a radiacdo X produziu respostas uniformemente mais

severas do que o Cogp.

Com o proposito de avaliar a resposta pés-irradiacdo de pacientes que
tiveram dentes removidos e que receberam radiagdo diretamente no local
cirurgico, assim como as sequelas intraoral em relagéo ao periodo de tempo entre
as extracbes e o inicio da radioterapia, STARCKE & SHANNON (1977)
acompanharam 62 pacientes portadores de tumor na regiao de cabeca e pescoco.
A dose média de irradiacao recebida pelos pacientes foi de 6000rads e o intervalo
entre a extracdo e o inicio da irradiagao variou de 5 a 72 dias. Somente um
paciente desenvolveu necrose apés a radioterapia, sendo que tal acontecimento
nao estava relacionado a extragao pré-irradiagcédo. Estes resultados indicaram que
o tempo de cicatrizagao entre as extragdes e o inicio da radioterapia pode nao ser
critico, uma vez que a exodontia pré-irradiacdo ndo pdéde ser associada com o
aumento das sérias sequelas pos-irradiagao, visto que a incidéncia de
osteorradionecrose nestes pacientes foi extremamente baixa. Os autores sugerem
que um intervalo de 10 a 14 dias de cicatrizacdo entre as extragdes e a
radioterapia seja adequado. Entretanto, quando isto ndo for possivel, assim como
quando € indicada a urgéncia da radioterapia, um menor tempo de cicatrizagao
nao esta, necessariamente, associado com maior risco de sequelas e nao deve

ser considerado como completamente inaceitavel.
HORN et al., em 1979, tiveram como propédsito avaliar o efeito de dose

unica de 1500R de radiagao X sobre a cicatrizacao alveolar inicial em ratos. Todos

0s animais tiveram o primeiro molar superior direito extraido e foram divididos em
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3 grupos sendo um controle, o qual foi somente submetido a cirurgia; um grupo
irradiado duas semanas anterior a exodontia e outro irradiado imediatamente apos
a cirurgia. Os sacrificios ocorreram 48, 72, 96 horas e 1 semana apos a extragao.
O grupo controle exibiu padrao de cicatrizagdo normal em todos os tempos, ja os
animais irradiados apresentaram atraso no processo de cicatrizagao alveolar

sendo mais severo nos animais irradiados duas semanas anterior a cirurgia.

Em 1986, GUGLIELMOTTI et al. determinaram, por meio de método
radiografico, histolégico e histométrico, a resposta do tecido 6sseo durante a
cicatrizacdo alveolar apos diferentes doses de radiagdo X aplicada apods a
extragdo dental em ratos. Os animais do grupo controle foram submetidos apenas
a cirurgia e os demais foram irradiados na regido da cabega com 15, 20 ou 30Gy
de radiagdo X aos 0, 3 ou 7 dias posteriores a cirurgia. Os animais foram
sacrificados 14 dias poés-cirurgico. Todos os animais dos grupos controle e 7 dias
sobreviveram até o final da pesquisa, ja os animais que receberam 20 ou 30Gy
aos 0 e 3 dias apods a cirurgia morreram antes do final do experimento. Em todos
os métodos de avaliagdo, quando comparado ao controle, a cicatrizagao alveolar
apresentava-se mais atrasada nos grupos irradiados, sendo mais evidente nos
grupos irradiados 0 e 3 dia apos a extracdo. Além disso, a porcentagem de
formacédo éssea encontrava-se diminuida quanto maior era a dose de radiacao.
Diante destes achados, os autores recomendam que a irradiagdo nao deve ser

iniciada em menos de uma semana apds a extragao dentaria.

Em 1989, PINTO et al. avaliaram a ag¢ao da radiacdo X sobre as
glandulas submandibular e sublingual no processo de reparo alveolar apds a
extragcdo dental. Foram utilizados 75 ratos divididos em trés grupos. Grupo
controle, o qual foi submetido a exodontia do incisivo superior direito; grupo
irradiado, no qual foi realizada cirurgia para exposigdo das glandulas
submandibulares e sublinguais, as quais foram irradiadas com 138R e trés dias

apos esta cirurgia foi extraido o incisivo superior direito de cada animal; e grupo
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simulado, o qual foi submetido as mesmas intervengdes do grupo irradiado e
embora nao tenha sido irradiadas, as glandulas foram expostas durante um tempo
igual ao gasto para irradiacdo dos animais do grupo irradiado. Os animais foram
sacrificados aos 3, 6, 9, 15 e 21 dias apds as exodontias. Os grupos controle e
simulado apresentaram resultados semelhantes. Ja o grupo irradiado evidenciou
um atraso na reparagao a partir do 62 dia pds-operatério, com subsequente
diminuicdo de neoformagdo Ossea, além de osteoclasias de trabéculas osseas
neoformadas bem evidentes no 92 dia apds a exodontia. Os autores concluiram
que a reparagao alveolar em animais expostos a irradiagcdo das glandulas
submandibulares e sublinguais, quando comparados ao grupo controle,
apresentaram atraso na maturagdo do tecido de granulagdo e subsequente

diminui¢cado da neoformacéo 6ssea no processo de reparo alveolar.

RAVELI et al. (1990), avaliaram a influéncia da radiagdao X sobre a
cronologia do processo de reparo alveolar em ratos. Foram utilizados 60 ratos dos
quais foi extraido o incisivo superior direito. Os animais foram divididos em trés
grupos sendo um controle e os outros dois que tiveram a area dos alvéolos
exposta a 1,25 ou 1,75Sv de radiacdo X imediatamente apds as extragdes. Os
animais foram sacrificados aos 3, 7, 14 e 28 dias pds-operatérios. Em todos os
intervalos de tempo, o grupo controle apresentou reparagdo alveolar mais
adiantada, em relagdo aos grupos irradiados. Os autores concluiram que a
radiacdo X provocou alteragdes ainda em nivel de organizagdo do coagulo e
retardo na proliferagdo epitelial da mucosa gengival nos animais submetidos a
irradiagdo X, proporcionando consideravel atraso na cronologia do processo de

reparo alveolar em feridas de extracdo dental de forma dose-dependente.

CORDEIRO et al., em 1992, avaliaram a cronologia do processo de
reparo em feridas de extracdo dental de ratos expostos a radiacdo X. Foram
extraidos os incisivos superiores direitos de 50 ratos divididos em dois grupos,

sendo um o controle e o outro o grupo irradiado no qual os animais receberam no
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corpo todo, dose unica de 1,8Gy imediatamente apdés a extracdo dental. Os
animais foram sacrificados aos 1, 3, 7, 14 e 28 dias pds-cirurgicos. Em todos os
periodos de tempo foi observado que os animais do grupo irradiado, em relagéo
ao grupo controle, apresentaram atraso na organizagdo do coagulo, na
proliferacdo do epitélio que encobre o alvéolo e, consequentemente, no processo
de reparagao 6ssea, sendo que no 282 dia o processo de reparo ainda nao havia

se completado no grupo irradiado.

Em 1996, RAVELI et al., também avaliaram a influéncia da radiacdo X
sobre a cronologia do processo de reparo alveolar em ratos. Foram utilizados dois
grupos de animais, sendo um grupo controle e um grupo irradiado. Foi extraido o
incisivo superior direito de todos os animais. Os animais do grupo irradiado
receberam dose unica de 1,72Gy de radiagdo X na area dos alvéolos, 24 horas
antes da cirurgia. Os animais foram sacrificados aos 3, 7, 14, 21, 28 e 40 dias pos-
operatorios. O grupo controle apresentou padréo de reparo alveolar normal, ja no
grupo irradiado a reparagao alveolar mostrou-se atrasada em todos os periodos
de tempo estudados. Os autores concluiram que houve retardo no inicio da
proliferacdo fibroblastica e de vasos sanguineos no grupo irradiado e que a
irradiacdo 24 horas antes do ato cirurgico provocou um severo atraso na

cronologia do processo de reparagao alveolar.

Em 2002 KURIHASHI et al., avaliaram o estagio inicial do processo de
cicatrizagao alveolar pos-extragdo em ratos. A raz&o da area do tecido 6sseo pela
area da cavidade alveolar (BS/TS) e o numero de células TRAP-positivas foram
avaliadas. Foram utilizados 18 ratos divididos igualmente em dois grupos, um
irradiado e outro nao irradiado. Os animais irradiados foram expostos a dose Unica
de 10Gy de radiagdo X na regido de cabega e pescogo e apos 7 dias foram
submetidos a cirurgia para extragdo do primeiro molar superior esquerdo. Os
sacrificios foram realizados 3, 7 e 14 dias apds a exodontia. As células TRAP-

positivas estavam presentes no fundo do alvéolo e nas margens do septo ésseo
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alveolar sendo que 3 dias apos a exodontia 0 numero destas células era
significantemente maior no grupo irradiado, indicando maior atividade
osteoclastica. Apos 7 dias da extragdo a razao BS/TS foi significantemente menor
no grupo irradiado que no grupo néo irradiado. Aos 14 dias pds-extragcéo o alvéolo
do grupo nao irradiado apresentava-se quase completamente preenchido por novo
0ss0. Ja no grupo irradiado, apesar da presenga de novo tecido dsseo, a
quantidade de osso depositado era menor que no grupo nao irradiado, ocupando
apenas 1/3 do alvéolo. O processo de cicatrizacao alveolar pés-extracao foi mais
prolongado no grupo irradiado, assim como foi encontrada, neste grupo, formagéao
deficiente de tecido de granulagao, reduzido numero de fibroblastos e hipoplasia

fibrosa.

2.5) FLAVONOIDES E PYCNOGENOL®

2.5.1 - Metabolismo dos flavonéides e do pycnogenol®

O 4cido fertlico € um importante constituinte do pycnogenol® portanto,
VIRGILI et al. (2000) avaliaram a excrecédo urinaria do acido ferulico livre e
conjugado. O pycnogenol® foi administrado, via oral, por 11 voluntarios humanos
adultos, sendo usada dosagem unica de 200mg ou, duas doses de 100mg e outra
de 200mg em intervalo de 48 horas. Antes da ingestdo e nas 24 horas apos a
ingestdo das respectivas dosagens de pycnogenol® foi coletada amostra de toda
urina produzida. Os resultados demonstraram que proporgao consideravel de
acido ferulico foi excretada como glicoronido ou sulfato em todos os voluntarios
apdés o consumo de pycnogenol®. A cinética padrao de excrecao correspondendo
a administracdo de 100mg de pycnogenol® foi similar aquela obtida apds 200mg
de pycnogenol®. A média de excrecao total do acido ferulico apresentou-se

intimamente associada com a quantidade de pycnogenol® ingerida, indicando uma

28



Avaliaggo do efato radioprotetor do extrato da casca da pinha maritima francesa (Pyonogenol® ) na reparagéo alveolar emratos irradiados

Revisio da literatura

relacdo dose-dependente entre a ingestao e excrecao e, confirmando a excregao
renal do acido ferulico como um biomarcador para a biodisponibilidade do
pycnogenol®. Todos pacientes apresentaram significante, embora variavel, nivel
de excrecao do acido ferulico apds suplementacdo com pycnogenol®, no entanto,
os dados proporcionaram evidéncias que os componentes fendlicos do

pycnogenol® sdo absorvidos, metabolizados e eliminados por humanos.

ROHDEWALD (2002) realizou ampla revisdo da literatura relatando
algumas das fungdes basicas do pycnogenol®, as quais contribuem para seu efeito
na normalizagdo de fungdes corporais. O pycnogenol® tem baixa toxicidade tanto
aguda quanto crénica, apresenta rapida absorgdo dos compostos fendlicos de
baixo peso molecular e lenta absorcdo e metabolismo das procianidinas. Entre
outros efeitos benéficos do pycnogenol® sobre as fungdes fisioldgicas, estudos
clinicos indicam que o pycnogenol® age como um potente desoxidante de radicais
livres e protege contra carga oxidativa em varios sistemas celulares dobrando a
sintese intracelular de enzimas antioxidativas. Além disso, o pycnogenol® reduz a
producao de espécies oxigénio e nitrogénio reativas em células imune ativadas.
Outros efeitos antioxidantes envolvem a regeneracao e protecao das vitaminas C
e E, assim como minimiza danos causados ao DNA pelo radical hidroxil, in vitro.
Atividade antiinflamatéria tem sido demonstrada in vitro e in vivo em modelos
animais e protec¢ao contra eritema induzido por radiacao ultravioleta foi encontrada

em estudo clinico apds ingestdo oral do pycnogenol®.

RICE-EVANS (2004) estudou a absorcdo, o metabolismo e a
bioatividade dos flavondides e isoflavonas. O autor relatou que o numero de
grupos hidroxil fendlicos e a posigcdo destes grupos sobre a estrutura dos
flavonoides interfere em fungbes como a atividade moduladora de enzima,
atividade antioxidante, agente citotdxico e agente anti-mutagénico in vitro e in vivo.
Os flavondides sao substratos para varias enzimas localizadas no intestino

delgado e coélon e para o metabolismo hepatico, sendo que os parametros que
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controlam as propriedades bioldgicas sao influenciados pela conjugacéo e
metabolismo intracelular ou sobre a absorg¢édo in vivo. Varios metabdlitos dos
flavondides podem ser absorvidos no intestino grosso e, subsequentemente,

sofrer adicional metabolismo hepatico.

A cicloxigenase (COX) desempenha papel de importancia fundamental
no processo inflamatoério portanto, em 2005, SCHAFER et al. tiveram como
objetivo determinar, por meio de amostra do sérum de voluntarios humanos, uma
possivel inibicdo da atividade enzimatica da COX-1 e COX-2 apds a ingestao de
doses regulares de pycnogenol®. Foi obtida amostra de sangue de 5 voluntarios e
estes tomaram durante 5 dias um comprimido contendo 200mg de pycnogenol®.
Nova amostra sanguinea foi colhida 4 horas apos a ingestdo do ultimo
comprimido. Um segundo grupo de 10 voluntarios receberam dose unica de
300mg de pycnogenol®, sendo que 30 minutos antes e apds a ingestdo do
comprimido foi obtida amostra sanguinea de cada individuo. Na dosagem de
200mg de pycnogenol® foi observado efeito inibitério moderado sobre a atividade
de ambas COX-1 e COX-2, ja para o grupo que recebeu 300mg de pycnogenol®
foi observado que somente 30 minutos apos a ingestdo do pycnogenol® a amostra
do sérum induziu um aumento, estatisticamente significante, da inibicdo de ambas
COX-1 e COX-2. Os autores concluiram que os efeitos farmacologicos
moleculares moderados observados com plasma de voluntarios apds a
administracdo de pycnogenol® consistiam com as descricdes clinicas dos efeitos

antiinflamataérios e de inibigao plaquetaria in vivo.

Em 2006, GRIMM et al., tiveram como objetivo determinar se o plasma
humano apds ingestdo de pycnogenol® contém concentracdes suficientes de
principios ativos para inibir a matriz metaloproteinase-9, mediador chave da
inflamacdo. Foram selecionados sete voluntarios que, apds 24 horas de dieta livre
de flavondides, tiveram uma amostra de sangue coletada, subseqlentemente os

voluntarios ingeriram durante 5 dias, um comprimido por dia contendo 200mg de
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pycnogenol®. Apés 4 horas da ingestdo do ultimo comprimido foi obtida nova
amostra de sangue dos voluntarios. As amostras de sangue foram avaliadas tanto
quanto a inibicdo da liberacdo da matriz metaloproteinase-9 de mondcitos
humanos, quanto a ativacdo do gene de expressédo proé-inflamatério NF-kB-
dependente. Quando comparado aos valores base, as amostras de plasma
obtidas apds a ingestdo de pycnogenol® apresentaram inibigdo estatisticamente
significante, tanto da liberacdo da metaloproteinase-9 de mondcitos humanos
quanto da ativacdo do gene de expressdo NF-kB-dependente. Diante dos
resultados, os autores proporcionaram evidéncias que o0s principios ativos
biodisponiveis do pycnogenol® exercem efeitos antiinflamatérios pela inibicdo do
gene de expressao pro-inflamatoério, sendo coerentes com observagdes clinicas

documentadas.

2.5.2 - Mecanismo da acao antioxidante dos flavondides e do

pycnogenol®

O pycnogenol® tem sido denominado como um fitoquimico antioxidante,
assim como potente desoxidante de radicais livres. Em 1998, NELSON et al,
utilizando macrofagos murino da linhagem J774 avaliaram in vitro, a atividade
antioxidante do pycnogenol® sobre o rompimento oxidativo dessas células, a
oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) do plasma e dano ao DNA
induzido pelo radical hidroxil. Para analise da ruptura oxidativa, as células foram
pré-incubadas com pycnogenol® nas concentracdes de 0; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 e
160ug/ml durante uma hora, sendo o dano oxidativo desencadeado pelo
polissacarideo zymozan. O pycnogenol® demonstrou supressdo concentracéo-
dependente do rompimento oxidativo dos macrofagos. Quando a LDL foi incubada
com CuSO4 por 24 horas, foi observado significante aumento da TBARS
(substancia reativa ao acido tiobarbiturico), indicando a oxidagdo da LDL; ja a co-

incubacdo com pycnogenol® nas concentragdes de 0, 2, 3 e 4ug/ml resultou em
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diminuicdo concentracdo-dependente da TBARS, demonstrando a inibicdo da
oxidagdo da LDL pelo pycnogenol®. O sistema acido ascérbico/ferro foi utilizado
para produzir o radical hidroxil que causa a fragmentacdo do DNA, manifestada
pela marcagao da plasmida pBR322. Quando as células foram tratadas com 1,25;
2,5; 3,75, 5 e 6,25ug/ml de pycnogenol®, a clivagem da pBR322 DNA foi
significantemente minimizada. Portanto demonstraram amplo efeito antioxidante

do pycnogenol® em nivel celular, lipoprotéico e do DNA.

Em 1998, VIRGILI et al. estudaram, por meio de um sistema de co-
cultura, o efeito de espécies nitrogénio-reativas produzidas por crescimento de
macréfagos RAW 264,7 em filtros e ativados por lipopolissacarides e interferon-y
sobre o0 nivel de a-tocoferol em células endoteliais ECV 304. Uma hora apés
serem ativados, os meios eram incubados por 24 horas. O efeito protetor sobre o
nivel de a-tocoferol foi avaliado pelo extrato padronizado da casca da pinha
contendo procianidinas (Pycnogenol®) nas células endoteliais alteradas pelos
macrofagos ativados ou pela adigdo direta de peroxinitrito. O pycnogenol® em
concentragdes de 10, 25 e 50ug/ml, foi adicionado ao meio de cultura o qual era
incubado por mais 16 horas. A analise dos resultados mostrou que as espécies
nitrogénio-reativas produziram significante diminuicdo de a-tocoferol em células
endoteliais. No entanto, a pré-incubagcao com pycnogenol® além de proteger o a-
tocoferol das células endoteliais, melhorou cerca de 15% o nivel endégeno basal
desta substidncia. Os autores demonstraram também que os flavondides
participam da rede antioxidante celular e sugeriram que o pycnogenol® pode
apresentar um importante papel na protecdo do endotélio contra oxidagdes
estresse-induzidas por espécies nitrogénio-reativas, sendo estas espécies

possiveis fatores causais de disfungcédo endotelial e de doengas cardiovasculares.

PACKER et al. (1999) realizaram ampla revisdo da literatura sobre o

Pycnogenol®, o qual é composto de uma mistura de flavondides. O pycnogenol®
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demonstrou maior efeito biolégico como uma mistura, que seus componentes
individualmente, indicando que estes interagem sinergicamente. Além das
substancias organicas, estdo também presentes na composicdo do pycnogenol®
substancias inorganicas como calcio, ferro, manganés, zinco, cobre e selénio. Os
autores relataram inimeros efeitos benéficos do pycnogenol®, assim descritos:
efeitos cardiovasculares tais como atividade vasorelaxante, inibicdo da atividade
da enzima angiotensina-convertase e habilidade em melhorar a microcirculagao
pelo aumento da permeabilidade vascular, além da inibigdo da agregacgéao
plaquetéria; atividade desoxidante de radicais livres contra espécies oxigénio-
reativas e nitrogénio-reativas; participacédo na rede antioxidante celular indicado
pela capacidade de regeneragao do radical ascérbico e protegdo a glutationa e
vitamina E enddgena contra cargas oxidativas; regulagdo da resposta inflamatéria
em condi¢gbes normais e patoldgicas; agao hipotensiva em humanos; inibicdo da
atividade da enzima elastase, a qual esta relacionada com a resposta inflamatdria
em varias condi¢des patologicas e com o processo de envelhecimento. O
pycnogenol® tem sido estudado também em relagdo & sua capacidade de agir
como fator protetor contra injurias causadas por radiagao ultravioleta. O espectro
de diferentes efeitos do 6xido nitrico na circulagéo e no sistema nervoso sugere a
potencial aplicagdo do pycnogenol® em desordens imune e circulatéria, assim
como em doengas neurodegenerativas. O pycnogenol® pode ainda aglutinar
proteinas, alterando suas estruturas e assim modulando a atividade da enzima
chave e proteinas envolvidas nos trajetos metabdlicos. A maioria dos estudos,
apresentados nessa revisao, foram conduzidos in vitro, usando culturas de
células, ou modelos animais e os dados adicionais sobre sua atividade

antioxidante e propriedades bioldgicas em humanos demonstraram ser seguros.

HARBORNE & WILLIAMS (2000), também realizaram ampla reviséo da
literatura quanto aos avancos das pesquisas em flavondides. Além de inumeras
atividades biolégicas os flavondides apresentam também propriedades

bioquimicas como prote¢cao contra radiagdo ultravioleta e agente antimicrobiano
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em plantas. Os autores descreveram as propriedades medicinais dos flavonoides,
tais como a atividade antioxidante, sendo que os flavondéides agem como
desoxidante de varias espécies oxidativas; inibicdo de enzimas como, por
exemplo, a xantina oxidase; protecdo contra doencas coronarias, uma vez que
inibe a oxidagdo da LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade); atividade
antiinflamatodria; atividade vascular, na qual os flavondides agem em varios
componentes do sangue tais como plaquetas (podendo inibir a adesao, agregagao
e secregao plaquetaria), mondcitos, LDL e musculo liso; atividade vasodilatadora;
atividade anticarcinogénica, havendo relatos de que os flavondides podem induzir
a apoptose, a qual pode ser um mecanismo primario para sua atividade
anticarcinogénica e suprimir a angiogénese, processo chave para o aumento de

vasos sanguineos, requerido para o crescimento e metastase tumoral.

CHO et al. (2001) avaliaram o efeito do pycnogenol® sobre os genes
pro-inflamatorios interleucina-18 (IL-18) LPS-induzido e interleucina 2 (IL-2)
PMA/lo-induzidas em células RAW264,7 e células linfociticas Jurkat EG6.1,
respectivamente. O pycnogenol® exerceu forte atividade desoxidante contra as
especies oxigénio-reativas produzidas pelo perdoxido de hidrogénio nas células
RAW264,7. A estimulagdo de macrofagos com LPS aumentou a produgéo de IL-
1B; entretanto, o pré-tratamento das células com pycnogenol® (20 ou 50ug/ml)
inibiu significantemente a producao da IL-18 em 25% e 40%, respectivamente.
Resultados similares foram encontrados usando o método de imunoanalise, o qual
demonstrou que o pycnogenol®, dose-dependentemente, impediu a producao de
IL-18 nas células RAW264,7 estimuladas com LPS. O pré-tratamento dos
macréfagos LPS estimulados com pycnogenol® (1, 10 ou 50ug/ml) também
resultou em diminui¢cdo, dose-dependente, dos niveis de RNAm em IL-1B. Além
disso, nas células RAW264,7 o pycnogenol® impediu a ativagdo do fator nuclear
kB (NF-kB) e proteina-1 ativadora (AP-1). Quanto ao efeito do pycnogenol® no
gene de expressao da IL-2, o pré-tratamento com 20 ou 50ug/ml de Pycnogenol®
diminuiu o nivel do RNAm da IL-2 PMA/Io induzidas. Nas células Jurkat E6.1
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PMA/lo-estimuladas, o pycnogenol® inibiu a atividade de ambas NF-AT e AP-1
CAT (Acetiltransferase Cloranfenicol) de maneira dose-dependente, entretanto o
pycnogenol® ndo teve efeito sobre a atividade do fator NF-kB CAT. Concluiu-se
que, baseado nos diversos mecanismos de acdo, os bioflavondides podem ser
utilizados como agentes terapéuticos uteis no tratamento de muitas doencgas

inflamatdrias, autoimune e cardiovascular.

DEVARAJ et al. (2002), avaliaram por meio de analise sanguinea o
efeito antioxidante de uma suplementagdo com pycnogenol® em 25 voluntarios
humanos saudaveis. Os participantes receberam 150mg de pycnogenol®
diariamente por seis semanas, sendo coletado 50 ml de sangue em jejum, no dia
inicial, apds trés e seis semanas de suplementagdo com pycnogenol® e ainda
quatro semanas depois de encerrado o uso desta suplementagao. Apesar da falta
de efeito sobre o nivel de colesterol total, o pycnogenol® apresentou uma
significante reducao do nivel de LDL-colesterol apds seis semanas, retornando ao
nivel do dia base no final das quatro semanas seguintes. Ja o nivel de HDL-
colesterol aumentou significantemente no periodo de uso do pycnogenol®,
permanecendo elevado apds quatro semanas. Para determinar se o antioxidante
fendlico do pycnogenol® aumentou, o nivel de fenol total no plasma foi medido no
inicio do estudo e apds trés semanas de suplementacdo, aumentando
significantemente neste periodo e demonstrando a absorgéo de pycnogenol® no
sangue. As concentragcdes de acido ascorbico ndo alteraram com o uso do
pycnogenol®, porém quanto a capacidade de absorgdo de radical oxigénio no
plasma, o pycnogenol® demonstrou aumenta-la significantemente em humanos,
embora tenha-se retornado ao nivel inicial ao final das quatro semanas seguintes.
Medindo a peroxidagdo lipidica, o pycnogenol® ndo apresentou alteragdes
significativas na oxidacdo do plasma. Os autores concluiram que o pycnogenol®
apresentou aumento dos fendis, assim como melhorou a capacidade de absorcao

do radical oxigénio, manifestou potenciais efeitos antioxidantes e ainda teve uma
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consequéncia favoravel sobre dois fatores de risco para doencas

cardiovasculares, diminuindo o LDL-colesterol e aumentando o HDL-colesterol.

HORAKOVA et al. (2003) avaliaram quatro substancias potencialmente
antioxidantes em culturas de células neoplasicas feocromacitoma PC12 em cargas
oxidativas induzidas por peroxido de hidrogénio. Foram utilizados os antioxidantes
sintéticos Stobadine e Trolox derivados do a-tocoferol e dois extratos
padronizados de plantas, Ginkgo biloba e pycnogenol®, constituidos
principalmente por flavondides. Para obter dano a maior fracdo de células, foi
utiizado 2mM de peréxido de hidrogénio. A viabilidade das células PC12 foi
determinada na presenca de cada antioxidante, 3 horas apos o tratamento com o
perdxido de hidrogénio. Tanto o Stobadine quanto o pycnogenol® mostraram um
aumento na viabilidade celular, ao passo que concentragdes elevadas resultou em
um declinio; o Ginkgo biloba apresentou uma resposta linear durante a variagdo
da concentracao usada, sendo o mais efetivo para a protecao de células PC12; ja
o Trolox teve um 6timo efeito preventivo na concentragdao de 10uM, ndo sendo
efetivo em altas concentracbes. Para avaliar o mecanismo de protecdo dos
antioxidantes, foi medida a oxidac&o protéica e a peroxidagao lipidica por meio da
proteina carbonil e pela formag¢ao do malondialdeido, respectivamente, nas células
PC12, sendo que ambos aumentaram depois do tratamento com peréxido de
hidrogénio. A seguir foi testada a influéncia dos antioxidantes sobre a formagao da
proteina carbonil e do malondialdeido. O tempo maximo de acumulo de cada
composto foi de 3 horas e 30 minutos, respectivamente. Nenhum dos
antioxidantes utilizados apresentou efeito protetor, tanto para oxidacdo das
proteinas quanto para a peroxidacao lipidica, no entanto demonstraram efeito
protetor mais pronunciado sobre a peroxidagao lipidica que sobre a oxidacao

protéica.

SILLIMAN et al. (2003) realizaram um estudo, ndo randomizado, em 27

humanos, com o objetivo de determinar se o pycnogenol® interage com a vitamina
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C para aumentar a concentragdo desta substincia no plasma e aumentar a
capacidade antioxidante total da urina e, do plasma em estado de jejum e/ou pés
prandial. Os participantes consumiram um placebo duas vezes por dia durante
duas semanas e pycnogenol®, 200mg por dia, nas duas semanas seguintes. Foi
coletada toda urina produzida durante 24 horas nos dias 14-15 e 28-29. Para
analise de fendlicos totais, potencial antioxidante de reducéao férrico e capacidade
de absorcgéo do radical oxigénio, foram coletadas amostras de sangue nos dias 15
e 29, com os participantes em jejum e uma hora apos terem ingerido a dose diaria
do placebo ou do pycnogenol®. As amostras sanguineas foram analisadas para a
concentracao de vitamina C e capacidade antioxidante total utilizando a analise da
capacidade de absorgdo do radical oxigénio. Foi observado que ndo houve
aumento aparente na concentragao de vitamina C em jejum duas semanas apos a
suplementacdo com pycnogenol®; ja os valores da capacidade de absorgédo do
radical oxigénio em jejum diminuiram. A capacidade antioxidante do plasma
aumentou cerca de 15 a 19%, uma hora apos a ingestdo da dose diaria de
placebo ou pycnogenol®, sendo que nao houve diferenca significativa entre o
pycnogeno|® e o placebo. Quando foi medido o potencial antioxidante da urina
coletada durante 24 horas o Pycnogenol® ndo aumentou, significantemente, o
nivel de fendlicos totais excretados na urina, ndo havendo, portanto aumento
mensuravel como resultado da suplementagcdo. Os autores concluiram que o
pycnogeno|®, em dose de 200mg/dia, ndo melhorou in vivo a concentracdo de
vitamina C, ndo agindo como um potente antioxidante em adultos jovens

saudaveis.

2.5.3 - Ac¢do radioprotetora dos flavonéides e do pycnogenol®
SHIMOI et al. (1994), avaliaram o efeito anticlastogénico de doze

flavondides, diferentes estruturalmente, em ratos irradiados, corpo todo, com raios

gama, sendo determinado também a atividade antioxidativa destes flavonodides
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contra a peroxidacdo lipidica. Esses compostos foram administrados na
concentracdo de 5mM/kg de peso corporal, por meio de intubagcdo gastrica, 6
horas antes da irradiagdo com dosagem de 1,5Gy. Apos 42 horas foi colhida
amostra sanguinea de cada animal para que fosse avaliada a frequéncia de
reticulécitos micronucleados. A luteolina apresentou maior efeito sobre a reducao
da frequéncia dos reticuldcitos micronucleados e também da inibicdo da
peroxidagao lipidica, de forma dose-dependente. Entretanto, a quercetina
tetrametileter e a floretina mostraram menor atividade anticlastogénica e
antioxidativa. Uma significante correlacdo foi observada entre a atividade
anticlastogénica e a atividade antioxidativa dos doze flavondides. Estes resultados
sugerem que o efeito radioprotetor dos flavonodides em ratos pode ser atribuido ao
potencial desoxidante do radical hidroxil de uma maneira direta ou mediada por

enzimas endogenas.

SHIMOI et al. (1996), estudaram o efeito radioprotetor de cha rooibos
(Aspalathus Linearis) e plantas flavondides contra danos oxidativos causados pela
radiacdo gama em ratos. Foi realizado o fracionamento do cha, obtendo-se
fracbes de agua, metanol, flavondide luteolin e tanino. Foi administrado 1ug de
cada fragao do cha, por intubagéo gastrica, 6 horas antes da irradiagdo de corpo
todo com 1,5Gy de Césio 137 e, 42 horas apoOs a irradiagéo foi colhida amostra
sanguinea de cada animal para que fosse avaliada a frequéncia de reticulécitos
micronucleados. A fracao flavondide apresentou maior efeito anticlastogénico e
antioxidativo. Os autores sugeriram que plantas flavonoides, as quais mostram
potencial antioxidativo, in vitro, funcionam como antioxidantes in vivo e seu efeito
radioprotetor pode ser atribuido ao seu potencial desoxidante para radicais livres

tais como radical hidroxil.
Em 2001, SALIOU et al., utilizaram o pycnogenol® para avaliar o efeito

protetor na pele contra eritema induzido por radiacéo ultravioleta. O fator nuclear

kappa B-dependente (NF- kB) foi selecionado como um marcador da resposta pro-
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inflamatodria induzida na linhagem de queratindcitos (HaCaT) apds exposigao aos
raios ultravioletas. O estudo foi dividido em duas etapas: estudo em humanos e
estudo in vitro. A amostra constituiu-se de 21 voluntarios os quais receberam o
pycnogenol® na concentragdo de 1,10mg/Kg de peso corpéreo, por via oral,
durante quatro semanas, quando foram submetidos a diferentes doses de
radiagdo ultravioleta por um minuto. A dose de pycnogenol® foi aumentada para
1,66mg/Kg por mais quatro semanas e novamente os participantes foram
irradiados. A leitura da dose minima de eritema foi realizada antes de iniciar o
estudo e 24 horas ap6s as irradiagdes. Foi observado que a suplementagdo com
pycnogenol® exerceu efeito preventivo sobre a inflamacéo induzida pela radiacdo
ultravioleta na pele de humanos. Os queratindcitos (HaCaT), in vitro, foram
irradiados com doses de 0 (radiagdo simulada) ou 150 mJ/cm?, sendo que para o
grupo tratado foi adicionado pycnogenol® ao meio de cultura 24 horas antes da
irradiacado. Para avaliar o gene NF-kB foi utilizada a atividade de transativacao, e
apdés este procedimento as células foram pré-tratadas com pycnogenol® na
concentragédo de 1, 5 e 25ug/ml e também irradiadas apds 24 horas. As células
HaCaT nao apresentaram alteragdo na viabilidade celular tanto na auséncia
quanto na presenca de pycnogenol®. Quanto a transcripitagao para transatividade
do gene NF-kB-dependente, a radiagao ultravioleta aumentou sua expressao,
porém quando o pycnogenol®foi adicionado ao meio de cultura, a expressao deste
gene foi inibido significantemente de maneira dose-dependente nas células
HaCaT. A fragao nuclear dos queratindcitos HaCaT pré-tratadas com pycnogenol®
e irradiadas apresentaram aumento na atividade de aglutinagcdo do DNA quando
comparadas ao grupo controle, entretanto o pycnogenol® néo foi capaz de eliminar
a aglutinagao do gene NF-kB a sequéncia de DNA. Os autores concluiram que o
uso de suplementagao oral com pycnogenol® aumenta a dose minima de eritema
e que o efeito inibitério do pycnogenol® sobre o gene de expressao NF-«kB

dependente, possivelmente, contribuiu para este aumento.
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SIME & REEVE (2004) estudaram o efeito da aplicagao tépica de uma
locdo contendo pycnogenol® quanto a protegdo a inflamagao, & imunossupress&o
e a producido de cancer de pele em ratos sem pélos submetidos a dose diaria
minimamente edematosa de radiagdo ultravioleta solar-estimulada. No grupo
controle foi aplicada logao base contento somente agua em 6leo cosmético e em
outro grupo foi aplicado o pycnogenol® nas seguintes concentracdes: 0,025; 0,05;
0,1 e 0,2%, sendo este diluido em sulféxido dimetil,, A locdo contendo
pycnogenol® foi aplicada sobre o dorso dos animais imediatamente apds a
irradiacdo, sendo que as concentragbes de 0,05; 0,1 e 0,2% demonstraram
reducdo, dose-dependente, da reacado inflamatéria decorrente da queimadura
solar. Quando os animais foram expostos consecutivamente, a 3 doses diarias
minimamente edematosas, a reacéo de hipersensibilidade de contato foi suprimida
para 54% nos animais tratados com a logdo base. Ja a logao de pycnogenol®
reduziu essa imunossupressao para 22% e 13% para as concentragdes de 0,05%
e 0,1% de pycnogenol®, respectivamente. A exposi¢cao crénica a radiagao
ultravioleta induziu o carcinoma de pele na 112 semana, tanto no grupo controle,
quanto no grupo que recebeu aplicagao diaria de logao de pycnogenol® 0,05%.
Entretanto, o aparecimento de tumor foi significantemente atrasado no grupo
tratado com pycnogenol® na concentragdo de 0,2%, aparecendo somente na 202
semana. Além disso, 100% dos ratos do grupo controle apresentavam pelo menos
um tumor na 30° semana e 33° semana para 0s animais que receberam 0,05% de
pycnogenol®. Para aqueles tratados com 0,2% de pycnogenol® a prevaléncia
maxima de tumor foi significantemente reduzida a 85% sendo que alguns animais
permaneceram livres de tumor. Portanto, o pycnogenol® tépico, quando aplicado
na pele apos irradiagédo diaria, produziu significante e dose-dependente protegéo
para radiacdo ultravioleta contra inflamacdo aguda, imunossupressdo e

carcinogénese.

RAMOS et al, em 2006, avaliaram o efeito radioprotetor do

pycnogenol® na mucosa intestinal de ratos irradiados com dose Unica de 15Gy de
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radiacdo X em corpo todo. Foram utilizados 60 animais divididos em 6 grupos:
controle, irradiado, pycnogenol® 200mg/kg e pycnogenol® 300mg/kg néo irradiado,
pycnogenol® 200mg/kg e pycnogenol® 300mg/kg irradiados. Para os grupos
tratados e irradiados o pycnogenol® foi administrado oralmente 72, 48 e 6 horas
antes da irradiacdo, sendo o mesmo ocorrido antes da irradiagdo simulada nos
grupos tratados e nao irradiados. Foi observado que ndo houve diferenga na
mucosa intestinal, entre o grupo controle e os grupos tratados nao-irradiados. Nos
animais irradiados nao-tratados ocorreu extensa perda ou redugao na altura das
vilosidades intestinais, assim como a camada glandular apresentou-se
amplamente desorganizada, com capilares congestionados e presenga de células
inflamatorias. Quando comparado com o grupo somente irradiado, os animais
irradiados e tratados com pycnogenol® tanto com 200mg/kg quanto 300mg/kg
apresentaram significante preservagcédo na altura e numero de vilosidades assim
como da camada glandular, apresentando diminuido numero de vasos
congestionados. Os autores concluiram que o pycnogenol® proporcionou
significante protecdo ao dano causado pela radiagdo ionizante na mucosa

intestinal.
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3 Proposicao

Devido a grande importdncia que a radioterapia desempenha no
tratamento de lesbes malignas na regido de cabecga e pescogo, e da necessidade
de extragdes dentarias no decorrer do tratamento radioterapico, esta pesquisa foi
idealizada com a finalidade de avaliar o efeito radioprotetor do extrato da casca da
pinha maritima francesa (pycnogenol®) no processo de reparacdo alveolar em

ratos irradiados apos extragao dentaria.
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4 Material e Mé&odos

4.1 - Selecao dos Animais

Apds aprovacdo pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Campinas - protocolo N° 907-1 (anexo 1), foram
selecionados cem (100) ratos (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), com idade
aproximada de 60 dias e peso aproximado de 250g, procedentes do Biotério
Central da UNICAMP.

Os animais foram mantidos durante todo o experimento, em grupos de
cinco, em gaiolas de policarbonato que encontravam-se em local com temperatura
e umidade controladas, com ciclo alternado de 12 horas claro-escuro, recebendo

racao balanceada padrao e agua ad libitum, diariamente.
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4.2 — Procedimento Cirurgico

Os animais, apos serem pesados, receberam via intramuscular 1,0ml/kg
de peso corporeo de solugcao de Cloridrato de Ketamina (Dopalen®, Agribands do
Brasil Ltda., Paulinea, SP, Brasil) e, 0,15ml/kg de peso corpéreo de solugcdo de
Cloridrato de Xilasina (Rompun®, Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil), sendo em
seguida submetidos a cirurgia para extragao do incisivo superior esquerdo (Figura
1 e Figura 2). Para a realizagdo das exodontias foi utilizado para luxagao
instrumento aplicador de hidroxido de calcio adaptado, conforme descrito por
Okamoto & Russo (1973) e pinga hemostatica para a remog¢ado do dente. Logo
apos, executou-se leve compressdo na mucosa gengival do rebordo alveolar com
finalidade de auxiliar na manutencédo do coagulo. Apdés a cirurgia os animais

receberam ragao triturada até o final do experimento.

Figura 1 - Procedimento cirurgico para a extracao do incisivo
superior esquerdo.
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Figura 2 — Maxila apés remocao do incisivo superior esquerdo.

4.3 — Grupos Experimentais

A amostra foi dividida, de forma aleatéria, em quatro grupos
experimentais:

% Grupo Controle (n=5) - animais que sofreram o procedimento

cirargico para extracdo dentaria e receberam, por Vvia

intragastrica, a solugdo base de agua destilada (99,8%) e

carboximetilcelulose 0,2%, tendo como finalidade serem

submetidos ao mesmo nivel de estresse que os demais animais.
« Grupo Irradiado (n=5) — animais que sofreram 0s mesmos

procedimentos do grupo controle e foram submetidos a

irradiagao.
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+ Grupo Pycnogenol (n=5) — animais que sofreram o procedimento
cirargico para extragdo dentaria e receberam 200mg/kg de peso

corpéreo de pycnogenol®, diluido na solucéo base.

¢ Grupo Pycnogenol Irradiado (n=5) — animais que sofreram os
mesmos procedimentos do grupo pycnogenol® e foram

submetidos a irradiagéo.

4.4 — Administracdo do Pycnogenol®

O pycnogenol® (extrato da casca da pinha maritima francesa),
gentilmente doado pelo Horphag Research Ltd UK, foi diluido em uma solugao
base contendo agua destilada (99,8%) e carboximetilcelulose 0,2% (Figura 3). A
carboximetilcelulose € um agente de suspensado medicamentosa.

Com base nos estudos de Schafer et al. (2005), Grimm et al. (2006) e
Ramos et al. (2006), os animais pertencentes ao grupo pycnogenol e ao grupo
pycnogenol Irradiado, receberam 200mg/kg de peso corpdreo de pycnogenol® que
foi administrado intragastricamente com auxilio de uma sonda, de forma que o
pycnogenol® fosse depositado diretamente no estdmago dos animais (Figura 4).
Nos animais dos grupos controle e irradiado foi administrado, da mesma forma, a
solucdo base na quantidade equivalente ao pycnogenol®, com a finalidade de que
todos os animais fossem submetidos ao mesmo procedimento e mesmas
condi¢cdes de estresse.

A administragdo do pycnogenol® para o grupo pycnogenol Irradiado e
de solugdo base para o grupo irradiado foi realizada 72, 48 e 6 horas anterior a
irradiagdo, assim como o pycnogenol® para o grupo pycnogenol e a solugao base

para o grupo controle anterior a irradiacdo sham (Ramos et al. 2006).
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Figura 4 - Administracdo intragastrica do
pycnogenol®.

Figura 3- Carboximetilcelulose e

Pycnogenol®.

4.5 - Irradiacao

Trés dias apos a cirurgia para extracdo dentaria, os animais
pertencentes ao grupo irradiado e ao grupo Pycnogenol Irradiado, foram
novamente pesados e anestesiados, via intramuscular, a fim de serem
posicionados para a irradiagao. Foram posicionados 5 animais por vez (Figura 5),
a uma distancia focal de 100cm. Apds o posicionamento os animais foram
protegidos por uma lamina de chumbo de 4mm de espessura, deixando livre
apenas a regido de cabeca e pescogo. Posteriormente, conforme descrito nos
trabalhos de Horn et al., 1979; Guglielmotti, et al., 1986 e Ramos et al. 2006, os
animais foram irradiados com 15Gy de radiacao X, utilizando acelerador linear da
marca Varian, modelo Clinic 6/100 (Figura 6). O aparelho foi colimado de forma
que o campo irradiado fosse de 18 X 30cm, irradiando apenas a regido de cabega

e pescogo dos animais.
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Figura 5 - Posicionamento dos animais Figura 6 — Aparelho para irradiacao
para irradiacao somente na regiao de dos animais.
cabeca e pescoco.

4.6 — Obtencao das Pecas

Os animais foram sacrificados, por aprofundamento anestésico, em
grupos de 5 animais, aos 4, 7, 14, 21 e 28 dias apds a realizagdo da exodontia,
Para remog¢ao da maxila foi realizado um corte nas comissuras labiais e a seguir
um corte posterior aos terceiros molares superiores, desta forma foi obtida a peca
contendo toda a maxila. Todo o excesso de tecido mole foi removido e as pegas

foram fixadas em formoldeido 10% por 72 horas.

4.7 — Métodos Histoldgicos

Transcorrido o tempo de 72 horas de fixagao, as pecas foram cortadas
utilizando micrétomo para tecido duro (Low Speed Diamond Wheel Saw, Suth Bay

Technology Inc., Califérnia, USA) a fim de obter apenas o terco médio do alvéolo,

como descrito por Pinto et al. em 1989. Para tanto foi realizado um corte 7mm
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anterior ao primeiro molar, e outro corte 4mm anterior ao primeiro, obtendo-se
uma peca de 4mm de espessura (Figura 7).

A seguir os espécimes foram lavados em agua, descalcificados em
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 4,13% tamponado em hidréxido de sédio
(NaOH), desidratados e incluidos em Paraplasty Plus, conforme a técnica de
rotina do Laboratdrio de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP. As amostras foram cortadas em micrétomo (Leica Histology & E. M.
Products, Modell RM2155, Alemanha), obtendo-se secgdes de 5um de espessura,
em cortes semi-seriados transversais ao longo eixo do alvéolo. Portanto obteve-se
20 cortes por fragmento de alvéolo sendo 5 cortes no inicio do terco médio e a
seguir, a cada 1300pum mais 5 cortes. Os ultimos 5 cortes foram coincidentes com
o final do tergo médio do alvéolo. Uma vez montadas as laminas, os cortes foram
corados por Hematoxilina-Eosina (HE) para analise morfoldgica do tecido 6sseo

neoformado.

Figura 7 - A) Local de realizacao dos cortes na maxila. B) Fragmento do alvéolo
correspondente ao terco médio do alvéolo.

4.7.1 — Avaliacao Morfoldégica
Na avaliagdo morfolégica foram observadas, qualitativamente, as

caracteristicas histoldgicas do processo de reparo alveolar nos diferentes tempos

de estudo.
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4.7.2 — Analise da Quantidade Ossea

Para analise da quantidade de osso neoformado na area de reparagao
alveolar nos diferentes grupos, foram selecionadas trés areas do alvéolo: porg¢ao
vestibular, por¢cao central e porcédo palatina, sendo que a quantidade de osso foi
determinada por meio do método de impacto de pontos, observado ao microscépio
de luz (Zeiss West, Alemanha) no aumento de 100X, onde o campo de
observagao foi superposto em uma grade reticulada com 100 pontos (Figura 8).
Foi realizada a média da quantidade 6ssea presente em cada alvéolo e a seguir
os resultados foram analisados estatisticamente pela analise de variancia e teste
de Tukey (p<0,05).

Vestibular

Central

Palatina

Figura 8 - Foto esquematica
da grade reticulada
sobreposta aos campos de
analise do alvéolo.
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5 Resultados

AVALIACAO QUALITATIVA

Descricao Morfolégica: Coloracao por Hematoxilina
Eosina

4° dia do Processo de Reparacdo Ossea Alveolar

O grupo controle assim como o grupo pycnogenol apresenta o alvéolo
preenchido por coagulo sanguineo, com inicio de formacdo do tecido de
granulagao, sendo observado também vasos neoformados, inicio de formacao da
matriz éssea organica e remanescente do ligamento periodontal. No grupo
irradiado observa-se a presenga de coagulo sanguineo, remanescente do
ligamento periodontal e pequena quantidade de tecido de granulag&o, porém a

nao evidéncia da formacdo da matriz 6ssea orgéanica indica um retardo no
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processo de reparagcdo. O grupo pycnogenol irradiado exibe um padrao de
maturagao mais adiantado em relagdo aquele do grupo irradiado, observando-se a
presenca de coagulo sanguineo e tecido de granulagdo semelhante ao grupo
controle, sendo observado também o inicio de formagao da matriz éssea organica,

entretanto este processo encontra-se mais atrasado que no controle.

Aos 4 dias do processo de reparacdo Ossea alveolar, a analise
morfolégica mostra que dos quatro grupos avaliados, os grupos controle e
pycnogenol apresentam o processo de cicatrizagdo alveolar mais evoluido em
relagdo aos demais grupos, sendo que o grupo irradiado apresenta-se mais

atrasado (Figura 9).
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Grupo Controle
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Grupo Pycnogenol Irrad

Grupo Pycnogenol

7

Figura 9 — 42 dia do Processo de Reparacao Ossea Alveolar (Aumento de 50X)
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7- dia do Processo de Reparacdo Ossea Alveolar

Aos 7 dias o grupo controle ja exibe reabsorgédo parcial do coagulo
sanguineo, observando-se ainda a presenca do tecido de granulagdo e vasos
neoformados. Entretanto, pode-se observar o inicio de formagao de tecido ésseo.
O grupo pycnogenol apresenta aspecto bastante semelhante aquele mostrado
pelo grupo controle. No grupo irradiado, o processo de reparagao 0ssea alveolar
encontra-se bastante atrasado em relagéo ao grupo controle, observando-se ainda
a presenga de coagulo sanguineo preenchendo quase todo o alvéolo, presenca de
tecido de granulagcédo e vasos neoformados. Também observa-se neste grupo, a
presenca da matriz 6ssea orgénica, no entanto esta mostra-se escassa. O grupo
pycnogenol irradiado apresenta os mesmos elementos que o grupo irradiado.
Entretanto, nesse grupo ja pode-se observar indicios de reabsor¢do do coagulo
sanguineo. Além disso, a formagao da matriz éssea orgénica encontra-se mais
evidente que no grupo irradiado. Apesar disso, a reparagédo 6ssea alveolar mostra-

se mais atrasada que no grupo controle.

A analise morfolégica aos 7 dias demonstra evolugdo no processo de
reparagao quando comparado ao tempo de 4 dias, em todos os grupos avaliados.
Os grupos controle e pycnogenol apresentam padréo de reparagéo semelhante. O
grupo pycnogenol irradiado, apesar de mais atrasado em relagdo ao controle,
exibe um padrdo de reparagdo 6ssea mais desenvolvido que o grupo irradiado
(Figura 10).
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Grupo Irrad

Grupo Controle

iado

Grupo Pycnogenol Irrad

Grupo Pycnogenol

Ossea Alveolar (Aumento de 50X)

7

10 — 72 dia do Processo de Reparacao

Figura
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14° dia do Processo de Reparacdo Ossea Alveolar

O processo de reparo 6sseo alveolar mostra-se bem evoluido no grupo
controle aos 14 dias, evidenciado pela neoformacédo éssea preenchendo toda a
extensdo do terco médio do alvéolo, embora ainda possa ser observado tecido de
granulagao entre as trabéculas. A maioria dos vasos sanguineos ja apresenta
sinais de circulagédo ativa. O grupo pycnogenol apresenta padrédo de reparagao
Ossea alveolar semelhante ao observado no grupo controle. No grupo irradiado
ainda observa-se quantidade significativa de coagulo sanguineo, tecido de
granulagdo pouco desenvolvido e escassa neoformagdo o6ssea. O grupo
pycnogenol irradiado demonstra aspecto de reparagcdo bastante semelhante ao

irradiado, observando-se portanto poucas trabéculas dsseas neoformadas.

Aos 14 dias a analise morfolégica mostra uma evolugédo no processo de
reparagao ossea alveolar. Os grupos irradiado e pycnogenol irradiado apresentam
agora processo de reparo com padrdo de evolugdo semelhante, porém com a

reparagdo atrasada em relacdo aos grupos controle e pycnogenol (Figura 11).
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Grupo Pycnogenol Irradiado

Grupo Pycnogenol

Figura 11 — 142 dia do Processo de Reparacdo Ossea Alveolar (Aumento de 50X).
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21° dia do Processo de Reparacio Ossea Alveolar

Aos 21 dias, no grupo controle, o processo de reparagao 0ssea alveolar
continuou seguindo o padrao de evolugdo normal, podendo-se observar o tergo
médio do alvéolo quase todo preenchido por osso neoformado. O grupo
pycnogenol apresenta-se semelhante ao grupo controle. Em relagédo ao grupo
controle, apesar da presenca de tecido 6ésseo neoformado em toda a extensao do
terco meédio do alvéolo, o grupo irradiado mostra-se bastante atrasado,
observando-se ainda a presenca de tecido de granulagdo entre as trabéculas
osseas. O grupo pycnogenol irradiado também exibe padrdo de reparo alveolar
atrasado em relagcdo ao grupo controle, e semelhante ao grupo irradiado, porém

com trabéculas mais definidas.

O processo de reparagao 6ssea alveolar aos 21 dias demonstra que os
grupos controle e pycnogenol apresentam-se com aspecto bastante semelhante e
mais desenvolvido que os grupos irradiado e pycnogenol irradiado. O grupo
pycnogenol irradiado embora muito menos evoluido que o controle demonstra um

padrao de reparo superior ao irradiado, porém nao expressivo (Figura 12).
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Grupo Pycnogenol Grupo Pycnogenol Irradiado

Figura 12 — 212 dia do Processo de Reparacdo Ossea Alveolar (Aumento de 50X).
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28" dia do Processo de Reparacio Ossea Alveolar

O processo de reparacao dssea alveolar aos 28 dias demonstra que no
grupo controle o tergo médio do alvéolo encontra-se preenchido por tecido 6sseo
maduro em toda sua extensdo. Neste grupo ja se pode observar a presenga de
medula 6ssea vermelha. O grupo pycnogenol apresenta aspecto de reparagéo
bastante semelhante ao mostrado pelo grupo controle. O grupo irradiado mostra-
se bastante atrasado em relacdo aos dois grupos anteriores, com trabéculas
osseas imaturas ndo preenchendo todo o ter¢co médio do alvéolo. Ainda pode-se
observar a presenca de tecido de granulagdo. O grupo pycnogenol irradiado
apresenta-se pouco mais evoluido que o grupo irradiado. Em relagdo ao grupo

controle encontra-se bastante atrasado.

A analise morfolégica aos 28 dias demonstra que os grupos controle e
pycnogenol continuam com o processo de reparo superior aos demais grupos. Os
grupos irradiado e pycnogenol irradiado apresentam um padrao de cicatrizagao

semelhante, porém atrasados em relacéo aos demais (Figura 13).
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Grupo Pycnogenol Grupo Pycnogenol Irradiado

Figura 13 — 282 dia do Processo de Reparacdo Ossea Alveolar (Aumento de 50X).
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AVALIACAO QUANTITATIVA

A fim de verificar a quantidade de osso neoformado, foram realizadas
trés medidas em areas diferentes, na mesma l|amina, como explicado
anteriormente no material e métodos, contando-se os pontos de interseccao entre
o reticulo e as trabéculas 6sseas. A seguir foi calculada a média da quantidade de
trabéculas 6sseas no alvéolo.

Os dados obtidos foram submetidos a tratamento estatistico pela
analise da variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Os resultados estdo apresentados

na tabela 1 e na Figura 14.
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Tabela 1 - Médias e desvio padrao da quantidade de osso presente em cada grupo para cada tempo de estudo

Tempo

PYC IRR 4 7 14 21 28

Sim  0.00(0.00)Ca  9.63 (5.24)Cb  56.08 (9.27)Bb  97.61 (28.44)Ab  94.8 (33.60)Ab
Sim Ndo  0.00 (0.00)Ea  40.64 (3.88)Da  89.56 (14.33)Ca  143.39 (32.43)Ba  146.46 (17.20)Aa

Sim  0.00(0.00)Ca  12.35(2.75)Cb  55.30 (12.26)Bb  84.17 (24.47)Ab _ 93.01 (29.94)Ab
N&o Ndo  0.00 (0.00)Ea  47.15(9.00)Da 88.35 (12.86)Ca  146.92 (21.55)Ba  160.15 (15.52)Aa

Médias seguidas de letras distintas (maiusculas na horizontal e minusculas na vertical dentro de cada categoria de
Pycnogenol) diferem entre si pela ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
P(Pycnogenol)=0,8023

63



180 -
160 -
140 ~
120 ~
100 +

60 . Controle

40 | =&— Pycnogenol
Irradiado
Pycnogenol Irradiado

Quantidade média de osso

20 +

4 7 14 21 28
Tempo (dias)

Figura 14: Quantidade média de osso em funcao do tempo para os diferentes grupos

Observa-se pela tabela 1 e pela Figura 14 que, quando comparados
aos 4 dias todos os grupos nao apresentam diferenga estatisticamente
significante. Nos demais intervalos de tempo, ou seja, aos 7, 14, 21 e 28 dias ndo
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos controle e
pycnogenol, sendo o mesmo observado para os grupos irradiado e pycnogenol
irradiado. Entretanto, observa-se diferenga significativa entre os grupos n&o
irradiados e aqueles irradiados, em que o0s grupos nao irradiados apresentam

maior quantidade de trabéculas ésseas.

Comparando-se agora cada grupo, nos diferentes tempos de estudo,
observa-se que o0s grupos controle e pycnogenol apresentam diferencga
estatisticamente significante entre todos os periodos de tempo, havendo uma
relacdo diretamente proporcional entre a quantidade de osso e o tempo. Os
grupos irradiado e pycnogenol irradiado também apresentam aspecto semelhante
sendo observado que ndo houve diferenca significativa entre os tempos de 4 e 7

dias, assim como entre os tempos de 21 e 28 dias, diferindo-os do grupo 14 dias.
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6 Discussao

O osso é um tecido metabolicamente ativo sendo que para sua
producdo € necessaria a secregdo de moléculas de colageno e substancia
fundamental. O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo, sendo
formado por células e matriz extracelular calcificada, que corresponde a matriz
6ssea. E composto por dois tipos de células: os ostedcitos, que se encontram
situados em cavidades no interior da matriz éssea; os osteoblastos, responsaveis
pela produgdo da parte orgédnica que compora a matriz 0ssea; e além dos
osteoclastos, células responsaveis pela reabsor¢ao do tecido 6sseo, apresentando
participacao ativa no processo de remodelamento. Portanto para que ocorra o
remodelamento 6sseo Bruder et al., (1994), relatam que € necessaria a interacéo
de duas linhagens de células: a linhagem mesenquimal osteoblastica e a linhagem

osteoclastica hematopoiética.

Diante de um fator que cause a alteracdo da integridade do tecido

0sseo, como no caso de fraturas e cirurgias, 0 0sso necessita de reparacgéao, a fim
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de voltar a exercer suas atividades funcionais normais (Junqueira & Carneiro,
1999; Guyton & Hall, 2002). No caso de fraturas 6sseas ha uma maxima ativagao
dos osteoblastos além da formagdo de novos osteoblastos a partir das
denominadas células osteoprogenitoras, que sao células tronco do 0sso
localizadas na membrana 6ssea. Assim, apds pouco tempo, surge entre as duas
extremidades fraturadas do osso, grande proeminéncia de tecido osteoblastico e
se desenvolve nova matriz dssea organica, seguida da deposicdo de sais de
célcio (Guyton & Hall, 2002). Esse evento ocorre também no osso alveolar apos

extracao dentaria devido a deposicido dssea no alvéolo.

Segundo Mclnnis et al. (1980) o fluxo sanguineo desempenha
importante funcdo no processo de cicatrizacdo 6ssea sendo que ha uma
correlagdo significante entre o fluxo sanguineo e a nova formagédo 6ssea. O
processo de cicatrizagao 6ssea sofre influéncia também de fatores intrinsecos
como alteracdo na expressao de citocinas e de fatores extrinsecos como a

radiagao.

As altas doses de radiacdo podem exercer efeitos diferentes sobre a
proliferacao e diferenciacao celular de osteoblastos in vitro, dependendo do tipo de
célula afetada, conforme descrito por Dare et al., (1997). O mesmo também foi
observado por Dudziak et al., (2000), os quais relatam que a radiagéo ionizante
pode diminuir o processo de reparo 0sseo pela alteracdo da expressao de
citocinas, resultando em alteracbes na diferenciacdo osteoblastica, causando
alteracdo na proliferacdo de osteoblastos e formacdo da matriz extracelular. A
radiacdo também altera a integridade da mucosa alveolar (Altobelli et al., 1987) e

afeta o componente osteogénico do osso (Lorente et al., 1992).
As proteinas ésseas morfogenéticas sao fundamentais ao processo de

reparagdo e regeneragao esqueletal, sendo que essas proteinas, em algum

momento, desempenham papel fisiolégico, enquanto que em outro desempenham
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papel patoldgico. Essas proteinas sdo induzidas por estimulos como o impacto de
fratura e estresse mecanico em regides submetidas a formagao de tecido dsseo
(Nakase & Yoshikawa, 2006). O potencial das proteinas 6ésseas morfogenéticas
em melhorar a reparagdo ossea prejudicada pela irradiagao foi investigada por
Wirzler et al. em 1998, os quais concluiram que a radiagao induziu prejuizo na
reparagdao Ossea, no entanto este dano foi minimizado em animais irradiados e

tratados com a proteina éssea morfogenética.

Apds um processo de reparo a disposicdo espacial imperfeita dos
elementos microscépicos do tecido 6sseo pode contribuir significantemente para
uma nova fratura de um osso longo (Wang, 2000) assim como os efeitos
deletérios dos raios X como, por exemplo, a osteorradionecrose também pode
provocar fraturas agudas sem capacidade de reparagao (Williams & Davies,
2006).

O dano da radiagdo em células semelhantes a osteoblastos (MC3T3-
E1) foi demonstrado nas pesquisas realizadas por Dare et al., 1997; Dudziak et al.,
2000 e Szymczyk et al., 2004. Estes autores relataram que a radiagédo aumenta a
atividade da fosfatase alcalina, inibe o conteudo de DNA das células MC3T3-E1,
diminui a proliferagcdo celular e estimula a diferenciagdo celular, resultando na

diminuicdo da massa o0ssea.

Segundo Wirzler et al. em 1998, a radioterapia para tratamento de
tumores de cabeca e pescoco, muito frequentemente, resulta em dano na
reparagao de ossos cranio-maxilo-faciais assim como na vizinhanga. A ocorréncia
da radionecrose nos o0ssos, que pode se dar apds a radioterapia, € uma
importante alteragc&o clinica e ainda n&o esta completamente entendida, embora
tenha sido mostrado que a radiagdo altera o equilibrio entre a atividade

osteoblastica e osteoclastica, contribuindo com o processo destrutivo.
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O alvéolo dental apds a exodontia € considerado um excelente campo
para a analise do comportamento do reparo ésseo, tanto em alvéolo sadio, quanto
em alvéolo submetido a exposi¢cao a radiacido. A reparacao alveolar é considerada
completa quando o alvéolo se encontra preenchido por tecido 6sseo neoformado e
a crista alveolar remodelada (Raveli et al., 1990; Cordeiro et al., 1992; Raveli et
al., 1996).

O processo de reparagao 6ssea alveolar varia de espécie para espécie,
embora a seqléncia em que ocorra seja bastante semelhante. Assim, no homem
o surgimento das primeiras fibras osteogénicas no alvéolo se da 7 dias apés a
extragdo dentaria e o inicio do desenvolvimento 6sseo ocorre no 212 dia pos
cirargico, ja observando-se neste periodo a mineralizagdo 6ssea. A formagao
O0ssea completa ocorre aos 35 dias apos a exodontia (Amler, 1969). No céo a
formagao Ossea inicia-se no 72 dias pos-extragao (King et al., 1968). No macaco a
osteogénese inicia-se, aproximadamente, 12 a 16 dias apds a extragao (Vizioli et
al.,, 1974) e no rato a fase de formagao 6ssea é considerada por Bodner et al.

(1993) como o periodo entre o 5% e 0 202 dia apds a exodontia.

Segundo Pinto et al. (1989) em trabalho no qual o objetivo nao é avaliar
a cronologia, mas sim analisar a resposta do processo de reparo alveolar a fatores
endégenos e exégenos como a radiagao, o tergco médio do alvéolo deve ser o de
escolha visto que o terco cervical esta sujeito a impactos alimentares e
musculares. Ja o ter¢o apical tem como ponto desfavoravel o fato de ser diminuto,
0 que pode fazer com que este seja confundido com a proximidade de suas

paredes alveolares.

Nesta pesquisa avaliou-se o efeito de uma substancia antioxidante, o
pycnogenol®, no processo de reparacao alveolar em ratos irradiados tendo como
finalidade observar se esta substancia pode ser utilizada como radioprotetora para

o tecido 6sseo em formacao. Aos 4 dias pode-se verificar que os grupos controle e
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pycnogenol, seguiram o padrdao normal de reparagao alveolar descrito na literatura
para este periodo de tempo, ou seja, presenga de coagulo sanguineo,
remanescente do ligamento periodontal, tecido de granulagdo, neoformagéo
capilar e inicio de formagdo da matriz éssea organica, seguindo o que foi
evidenciado nos trabalhos de Frandsen, 1962; King et al., 1968; Amler, 1969;
Okamoto & Russo, 1973; Horn et al., 1979; Pinto et al., 1989; Raveli et al., 1990;
Cordeiro et al., 1992; Raveli et al., 1996; e Devlin et al., 1997. Segundo Valdrighi
et al. (1974) a membrana periodontal remanescente desempenha um importante
papel na organizagdo do coagulo sanguineo. Entretanto, nos estudos de
Frandsen, 1962; Johansen, 1970; Okamoto & Russo, 1973; Horn et al., 1979 e
Devlin et al., 1997, a neoformacgao d0ssea ja estava presente aos 4 dias, o que néo

foi encontrado neste estudo.

Em relagdo aos grupos irradiado e pycnogenol irradiado, os quais
apresentaram-se semelhantes, foi observada a presenga de coagulo sanguineo,
restos de ligamento periodontal e discreto tecido de granulagdo, ndo sendo
observada a formagdo da matriz éssea organica, sendo que estes achados sao
consistentes com os descritos por Horn et al.,, 1979; Pinto, Martinelli & Pinto,
1989; Raveli et al., 1990; Cordeiro et al., 1992 e Raveli et al., 1996, para alvéolos
irradiados. Pode-se, portanto observar o atraso no processo de reparo alveolar em
ratos irradiados em relagdo a seus respectivos controles nao irradiados, assim
como n3o foi observada a acdo radioprotetora do pycnogenol® no grupo
pycnogenol irradiado. Estatisticamente, ndo houve diferenga entre os grupos

irradiados e nao irradiados aos 4 dias.

Aos 7 dias nos grupos controle e pycnogenol pode-se observar a
presenca de tecido de granulagdo e inicio da formagdo Ossea, portanto ainda
estava presente pequena quantidade de coagulo, sendo este resultado compativel
com o encontrado por Frandsen, 1962; Okamoto & Russo, 1973; De Carvalho et
al., 1980; Raveli et al., 1990; Cordeiro et al., 1992; Bodner et al. 1993; Raveli et al.,
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1996; Carvalho et al.,, 1997 e Devlin et al., 1997, sendo o0 mesmo descrito por
Pinto, Martinelli & Pinto (1989) no processo de reparo em ratos aos 6 dias e por
King et al., (1968) em cao aos 8 dias. Entretanto, diferentemente do encontrado
neste estudo, Johansen (1970) demonstrou que aos 6 dias em ratos o alvéolo
encontrava-se preenchido por novo osso e Horn et al, (1979), relataram a
completa reabsor¢cdo do coagulo sanguineo e quantidade expressiva de 0sso
neoformado. Ja Amler (1969) em seu estudo realizado por meio de bidpsia em
humanos, demonstra que aos 7 dias ocorre a substituicdo do coagulo por tecido

de granulagao e surgimento das primeiras fibras osteogénicas.

A neoformacgado capilar e a matriz éssea organica observadas nos
grupos controle e pycnogenol® aos 4 dias sé estavam presentes nos grupos
irradiado e pycnogenol irradiado a partir do 72 dia de reparagao alveolar, sendo
notado ainda tecido de granulagédo e grande quantidade de coagulo sanguineo
preenchendo quase todo o terco médio do alvéolo, conforme também descrito por
Horn et al., 1979; Pinto et al., 1989; Raveli et al., 1990; e por Cordeiro et al., 1992.
Entretanto Frandsen, 1962; Pinto et al., 1989; Raveli et al., 1990; e Raveli et al.,
1996, apesar de também demonstrarem a presenca do tecido de granulacéo estes
autores relatam que, embora em pequena quantidade, ja era observada a
presenca de osso neoformado aos 7 dias em ratos irradiados. Assim, o atraso
expressivo no processo de reparo alveolar aos 7 dias, indica que a dose de
radiacao utilizada causou escassa formagao da matriz dssea organica, o que pode

ter causado a auséncia total de neoformagao 6ssea nos grupos irradiados.

Estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre os tempos de 4
e 7 dias para os grupos irradiado e pycnogenol irradiado, entretanto aos 7 dias
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos nao irradiados e

aqueles irradiados.
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O processo de reparo 6sseo alveolar mostrou-se bem evoluido nos
grupos controle e pycnogenol aos 14 dias, evidenciado pela neoformacao 6ssea
preenchendo toda a extensao do terco médio do alvéolo, embora ainda fosse
observado tecido de granulagdo entre as trabéculas, sendo estes achados
também descritos por Frandsen, 1962; Okamoto & Russo, 1973; Guglielmotti et
al., 1986; Pinto et al., 1989; Raveli et al., 1990; Cordeiro et al., 1992; Raveli et al.,
1996; Carvalho et al., 1997 e Elsubeihi & Heersche, 2004. Entretanto Raveli et al.,
1990 e Raveli et al., 1996, mencionam ainda a presenga de coagulo sanguineo em
algumas areas do alvéolo. J&4 nos grupos irradiado e pycnogenol irradiado, a
aparéncia do tecido em formacao estava de acordo com aquela observada por
Pinto, Martinelli & Pinto (1989), os quais relataram haver pequena quantidade de
tecido 6sseo, presenca de tecido de granulagdo e remanescente do coagulo
sanguineo aos 14 dias de cicatrizagao alveolar em ratos irradiados. Na pesquisa
de Frandsen (1962) o alvéolo encontrava-se parcialmente preenchido por osso
aos 12 dias em ratos irradiados, ja Raveli et al. (1990), Cordeiro et al. (1992) e
Raveli et al. (1996) demonstraram a presenga de pequena quantidade de tecido
de granulacao e discreta presenga de trabéculas ésseas neoformadas. Por outro
lado Guglielmotti et al. (1986) relataram a presenca de trabeculado 6sseo apenas
na porgado apical e o restante do alvéolo preenchido por tecido de granulagéo.
Uma vez que nesta pesquisa foi avaliado o terco médio do alvéolo, pode-se dizer

que coincide com os achados desses ultimos autores.

Assim, como demonstrado morfologicamente, estatisticamente foi
observada diferenga significativa apenas entre os grupos irradiados e nao

irradiados.

Nos resultados pode-se verificar que aos 21 dias, os grupos controle e
pycnhogenol foram reparados de acordo com os parametros encontrados na
literatura e estabelecidos para este periodo de tempo, ou seja, progressiva

formagdo Ossea, onde quase todo o terco médio do alvéolo encontrava-se
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preenchido por osso neoformado (Frandsen, 1962; King et al., 1968; Johansen,
1970; Okamoto & Russo, 1973; De Carvalho et al., 1980; Pinto et al., 1989; Raveli
et al., 1996; Carvalho et al., 1997).

Neste mesmo periodo de tempo nos grupos irradiado e pycnogenol
irradiado, consideravel quantidade de tecido de granulacédo ainda estava presente
e, apesar da presencga de tecido ésseo neoformado, este preenchia apenas parte
do alvéolo, estando estes resultados consistentes com os de Pinto et al. (1989) e
Raveli et al. (1996).

Os grupos controle e pycnogenol ndo diferiram estatisticamente aos 21
dias, sendo o mesmo observado para os grupos irradiado e pycnogenol irradiado.
Diferenca estatisticamente significante ocorreu apenas entre os grupos irradiados

e nao irradiados.

O padrao normal de reparacédo alveolar em ratos apds 28 dias da
extragado é caracterizado por trabéculas ésseas bem definidas preenchendo toda a
extensdo do alvéolo (Raveli et al.,, 1990; Cordeiro et al., 1992; Raveli et al., 1996)
sendo esse achado compativel com o demonstrado em nossos resultados.
Elsubeihi & Heersche (2004) relataram que um aumento maximo da densidade em
alvéolos de ratos apds extragado dentaria ocorre entre 0 e 28 dias pds-cirurgico,
com subsequente diminuicdo apds este periodo. Ja Bodner et al. (1993)
demonstraram que a diferenca na densidade de alvéolos de ratos apds exodontia
foi estatisticamente significante até o 282 dia na area apical e até o 45° dia na area

de crista.

Nos grupos irradiado e pycnogenol irradiado, aos 28 dias o processo de
reparo alveolar ainda ndo havia se completado, encontrando-se bastante atrasado
em relacdo aos grupos controle e pycnogenol, sendo observadas trabéculas

Osseas imaturas preenchendo parcialmente o alvéolo. Esta condicado também foi
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observada por Frandsen, 1962; Raveli et al., 1990; Cordeiro et al., 1992 e Raveli
etal., 1996.

Estatisticamente n&o houve diferenga significante entre os dias 21 e 28
dias para os grupos irradiado e pycnogenol irradiado. Em relagdo aos grupos
controle e pycnogenol embora nao tenha havido diferengca estatisticamente
significante entre si, foi observada diferenga estatisticamente significante entre
estes grupos e aqueles irradiados, novamente confirmando o atraso no processo
de reparo alveolar nos grupos irradiados uma vez que estes apresentavam menor

meédia da quantidade de osso no alvéolo.

Este estudo confirma que um marcante atraso no processo de
reparagao alveolar € provocado pela radiagao X, assim como descrito por outros
autores (Frandsen, 1962; Frandsen, 1963; Zach et al., 1973; Raveli et al., 1990;
Cordeiro et al., 1992; Raveli et al., 1996); e diferentemente do demonstrado por
Starcke & Shannon (1977) que apds acompanharem 62 pacientes submetidos a
radioterapia na regido de cabega e pescogo apds extragdo dentaria concluiram
que o tempo de cicatrizagao entre as extragdes e o inicio da radioterapia pode nao
ser critico, uma vez que em seus estudos a exodontia pré-irradiacdo nao foi

associada com o aumento das sequelas pds-irradiacao.

A diferenga encontrada neste estudo entre os grupos nao irradiados e
0s grupos irradiados pode também estar associada ao aumento da atividade
osteoclastica em animais irradiados, conforme demonstrado por Frandsen, 1963;
Raveli et al., 1990 e Kurihashi et al., 2002 ou ainda a diminuigdo da atividade da
fosfatase alcalina nos grupos irradiados. Segundo Raveli et al. (1990) as vesiculas
extracelulares presentes na matriz 6ssea, desempenham papel fundamental no
inicio da mineralizagdo em condi¢des normais ou patoldgicas, essas organelas
apresentam alta atividade de fosfatase alcalina e hidrolise de inibidores da

calcificagdo. Sela et al.,, 1982 sugerem que altas doses de radiagdo promovem
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diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina nas trés semanas que se seguem a
irradiagao, conforme também descrito por Guglielmotti et al. (1986) os quais
relataram que a radiacdo X diminui a resposta vascular, reduzindo, portanto, a
atividade da fosfatase alcalina, o que provocaria uma depressao fibroblastica,
resultando na diminuicdo da diferenciacdo osteoblastica e consequentemente
reduzindo a formacgao 6ssea. Contrariamente do encontrado por Dare et al., 1997;
Dudziak et al., 2000 e Szymczyk et al. em 2004, os quais relataram que a radiagao
aumentou a atividade da fosfatase alcalina em células osteoblasticas clonais.
Entretanto, essa relagcado da radiacdo com a fosfatase alcalina € bem aceita como
uma das causas que explicariam o retardo do processo de reparacado alveolar,
uma vez que, como citado anteriormente, segundo Sela et al. (1982), a diminuigao

desta se da nas trés semanas apos a irradiagao.

Embora o objetivo desta pesquisa tenha sido avaliar uma possivel agao
radioprotetora do pycnogenol®, esta ndo foi observada em alvéolos irradiados
apoés a extracdo dentaria em ratos. Entretanto, a literatura € escassa em trabalhos
a respeito da agao de substancias radioprotetoras em tecido ésseo irradiado, nao
sendo localizado nenhum estudo que avaliasse a agao destas substancias em
reparacao oOssea alveolar, portanto ndo foi possivel comparacdo direta com

nenhum outro material.

Rohdewald (2002) relatou a baixa toxicidade do pycnogenol® tanto em
aplicagées agudas quanto crénicas, entretanto ndo foi encontrado na literatura
pesquisada os valores base de toxicidade desta substancia. Ainda Rohdewald
(2002) descreve que o pycnogenol® apresenta rapida absorc¢ao, sendo que Rice-
Evans (2004) demonstrou que a absorgcédo dos flavondides € via intestinal, uma
vez que essas substancias sao substratos para varias enzimas localizadas no
intestino delgado e cdélon, entretanto varios metabdlitos dos flavondides podem ser
absorvidos pelo intestino grosso, ocorrendo posterior metabolismo hepatico. Virgili

et al. (2000) proporcionaram evidéncias de que o pycnogenol® é absorvido,
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metabolizado e excretado por humanos, havendo uma relagcdo dose-dependente
entre ingestao e excrecao, sendo que segundo esses autores e também Silliman

et al. (2003) a principal via de excregao do pycnogenol® € a urinaria.

Schafer et al. (2005) e Grimm et al. (2006) demonstraram, por meio de
amostra sanguinea, a presenca de pycnogenol® no plasma humano e relatam que
apoés a absorcdo todos os principios ativos biodisponiveis do pycnogenol® podem

estar presentes no sangue.

A atividade do pycnogenol® no processo inflamatério tem sido
demonstrada tanto in vitro quanto in vivo em modelos animais (Harborne &
Williams, 2000; Cho et al., 2001; Saliou et al., 2001; Rohdewald, 2002; Schafer et
al., 2005; e Grimm et al., 2006). Assim, pode-se supor que o pycnogenol® exerceu
sua atividade no processo inflamatério somente nos grupos que nao foram
irradiados, controle e pycnogenol, ndo exercendo agao sobre o processo em
condigdo patologica causada pela agdo da radiagdo, e, portanto, contrariamente
ao que é citado por Packer et al. (1999) que afirmam que o pycnogenol®
proporciona regulacdo da resposta inflamatéria em condicdes normais e
patoldgicas. Isso é bem evidenciado quando se observa que o maior retardo no
processo de reparacdo Ossea se da de forma mais acentuada nos periodos

iniciais, em que estdo ocorrendo os principais eventos inflamatérios.

@) pycnogenol® tem sido estudado principalmente quanto a sua
atividade antioxidante, sendo também considerado como potente desoxidante de
radicais livres (Nelson et al., 1998; Virgili et al., 1998; Packer et al., 1999;
Harborne & Williams, 2000; Cho et al. 2001; Rohdewald, 2002; Devaraj et al.,
2002). Como se sabe, a interagao da radiagdo com a matéria leva a producéo de
radicais livres, o que seria entdo responsavel pelos danos causados ao tecido. A
acao do pycnogenol® sobre esses radicais formados é uma representagédo de sua

acao antioxidante. Por outro lado Horakova et al. (2003) e Silliman et al. (2003)
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demonstraram em seus estudos que o pycnogenol® ndo exerceu atividade

antioxidante in vitro e em humanos, respectivamente.

A acdo benéfica do pycnogenol® também pode ser comprovada em
estudos que avaliaram a sua capacidade de agir como fator protetor contra injurias
causadas por radiagédo ultravioleta (Saliou et al., 2001 e Sime & Reeve, 2004).
Nesses estudos foi demonstrado que o pycnogenol® inibiu a reagdo inflamatéria
da derme no local irradiado. Mais uma vez, observa-se que a substancia em
estudo apresentou atividade antiinflamatéria em tecido irradiado, porém nao

traumatizado cirurgicamente.

Ja Shimoi et al. (1994) e Shimoi et al. (1996) avaliaram o efeito
radioprotetor de flavondides quanto a frequéncia de reticulécitos micronucleados
no sangue de ratos irradiados com radiacdo gama. Esses autores acreditam que
plantas flavonéides que mostram potencial antioxidativo, in vitro, funcionam como
antioxidantes in vivo e seu efeito radioprotetor pode ser atribuido ao seu potencial
desoxidante para radicais livres tais como o radical hidroxil. Também Ramos et al.
(2006) demonstraram a acao radioprotetora do pycnogenol® em mucosa intestinal
de ratos irradiados com radiacdo X, sendo que o pycnogenol® significantemente
preservou a camada glandular assim como a altura e numero de vilosidades da
mucosa intestinal. Estes autores concluiram que o pycnogenol® proporciona
significante protecdo ao dano causado pela radiacdo ionizante na mucosa

intestinal.

Diferentemente do demonstrado nos estudos de Shimoi et al. (1994),
Shimoi et al. (1996), Saliou et al. (2001), Sime & Reeve (2004) e Ramos et al.
(2006), os quais demonstraram a acdo protetora de flavondides e pycnogenol®
contra diversos tipos de radiacdes, no presente estudo o pycnogenol®, em 3 doses
de 200mg/kg, ndo apresentou atividade radioprotetora em alvéolos irradiados apés

a extracao dentaria para nenhum dos tempos avaliados, ou seja, 4, 7, 14, 21 e 28
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dias apds a extragdo dentaria. Uma das possiveis justificativas € a diferenga na
sensibilidade dos tecidos avaliados, uma vez que o tecido 6sseo apresenta maior
radiorresisténcia que a pele, a mucosa intestinal e as células sanguineas,
respectivamente, assim como € menor a velocidade da diferenciagdo celular no
tecido 6sseo fazendo com que este apresente maior tempo de cicatrizagdo. No
entanto, para que se tenha possibilidade de uma avaliagdo mais concreta da agao
do pycnogenol®, principalmente levando-se em consideracdo que nao foram
encontradas na literatura pesquisas que avaliassem o efeito desta substancia no
processo de reparagao 0ssea em tecidos danificados pela acdo de altas doses de
radiacdo ionizante, o que torna esta pesquisa pioneira, € fundamental deixar
evidente que novas pesquisas, variando-se fatores como dose e tempo de

administracdo da droga deverao ser realizadas.
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/7 Condusao

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa e, das condicbes

experimentais utilizadas, pode-se concluir que:
Morfologicamente, pelas analises qualitativa e quantitativa, n&o se

observou a acao radioprotetora do pycnogenol® no processo de reparagao

alveolar em ratos irradiados.
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