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RESUMO

O proposito deste estudo fol avaliar a influéneia do ratamento com doses intermitentes
PTH na morfelogia e na quantidade das {ibras de Sharpey de dentes de crescimento
continuo em diferentes condices funcionais e na ultraestrutura dos hepatdeitos de ratos. Os
animais foram preparados de forma a apresentar normo, hipo e hiperfunciio. O grupo
tratado recebeu 40pg/ky PTH wrés vezes por semana, duranie trinta dias e o grupo controle
recebeu a mesma dose de veiculo (ac. acético 1%). A) Utilizando microscopia eletrénica de
varredura, foi avaliada a densidade de fibras de Sharpey na face lingual do alvéolo de
incisivos, Os resultados demonsiraram que os animais tratados com PTH, nas tés
condigbes funcionais apresentam uma maior densidade das fibras de Sharpey em relagio
aos respectivos controles. A mesma diferenga se observa quando se considera apenas as
fibras de Sharpey mineralizadas. B) No figado cortes semifinos e ultrafinos foram
analisados, através de microscopia de luz e eletrdnica de transmissiio e obtida a densidade
volumétrica de hepatdcitos e organelas. Foi demonstrado que os hepatdcitos dos animais
tratados com PTH apresentam aumento do reticulo liso e diminuicfio da reserva de
ghicogénio. Os resultados indicam que doses intermitentes de PTH administradas por um
periodo de 30 dias promovem am aumento da densidade de drea das fibras de Sharpey em
particular das totalmente mineralizadas, ¢ que pode ter resultado no aumento da resisténcia
do ligamento periodontal o que explicaria o retardo da velocidade eruptiva observado em
animais tratados. As alteraches ultraestruturzis descritas nos hepatGeitos  indicam um

aumento no metabolismo hepdtico promovido pelo hormonio.



ABSTRACT

The aim of this study was © evaluate the effects of PTH intermittent treatment on
pertodontal Sharpey fibers and hepatocytes ultrastructural components of wistar rats. The
animals were divided in groups and exposed to different occlusal forces, normal occlusion,
hyperfunction and hypofunction. PTH treated animals received 40 pg/Kg of PTH, three
times a week, during thirty days and the rats from control group received vehicle in
following the same protocol. Sharpey fibers density was evaluated through scanning
electron microscopy in the lingual face of lower incisors. We observed that PTH treated
animals presented increased density of Sharpey fibers and more mineralized fibers, in the
three occlusal conditions analyzed, when compared to the control. Transmission electronic
microscopy morphometric analysis demonstrated that hepatocytes from PTH treated
animals presented an increase of smooth endoplasmatic reticulum and a decrease on
glycogen volumetric density. These results indicate that thirty days of PTH intermittent
administration are responsible by an increase in alveolar Sharpey fibers density and this
evidence might be associated to an enhancement of periodontal ligament resistance and
consequently to reduced eruptive rates previously observed. I hepatic tissue the increase in
smooth endoplasmatic reticulum and the reduction in glycogen amount induced by PTH

might be related to an enhancement of hepatic metabolism promoted by the hormone.



1. INTRODUCAO

O hormbnio paratireddeo (PTH), o maior controlador do metabolismo orgénico do
cdlcio e do fosfato (STREWLER, 1987), organiza, por meio da remodelaciio 6ssea, o Hluxo
destes minerais nos ossos ¢ rins (HABENER ef af., 1984; SWARTHOUT, 2001).

Entende-se que o PTH regula a formacio e reabsorglio 6ssea, podendo aumentar ou
diminuir a massa oOssea dependendo do modo como é administrade. A infusio continna
aumenta a conceniracio sérica do PTH e provoca reabsorgio dssea, enquanto a
administra¢fio intermitente provoca apenas um aumento tempordrio da concentracio de
PTH no soro e resulta no aumento da massa Ossea (TAM er al., 1982; PODBESK er al.,
1983; HOCK & GERA, 1992).

O tratamento com doses intermitenties de PTH € reconhecido por promover awmento
da massa e da resisténcia 6ssea em camundongos, ratos, coelhos, macacos e humanos
(HODSMAN er al., 2000; BURR ef al., 2001; DEMPSTER et of., 2001 ZHOU er al,
2003; SEEBACH ez o, 2004, ANDREASSEN ez al., 2004).

Em estudo anterior demonstramos gue doses intermitentes de PTH promovem
anabolismo dsseo mandibular, reducio nas taxas de erupciio de dentes de crescimento
continne (SILVA, 2003) e inibicio da perda dssea alveolar decorrente da periodontite
induzida em ratos (BARROS et ai., 2003) ¢ em ratas ovariectomizadas {(MARQUES er al.,
2005). Entretanto, o conhecimento sobre as alteracdes geradas pelo tratamento intermitente
com PTH nos tecidos periodontais ainda é limitado.

Embora uma série de estudos minimize os poucos efeitos colaterais descritos em

funglo do tratamento com PTH (NEER er af, 2001; TASHHAN e CHABNER, 2002;



REEVE, 2002; DOBNIG, 2004), no ano de 2002, foi apresentado um estudo mostrando o
desenvolvimento de osteosarcomas detectados apés tratamento com PTH por 2 anos nas
doses 0, 5, 30, ou 73ug/kg, indicando que o desenvolvimento desses tumores ocorren de
maneira dose dependente. Esse estudo concluiu que importanies diferencas entre estudo em
ratos e uso clinico em humanos sugerem que a incidéncia de neoplasia dssea em ratos
tratados diariamente por 2 anos nfo € indicativo de risco aumentado de cincer dsseo em
individuos adultos (tecido dsseo maduro) que recebam PTH(1-34) por um periodo limitado
de tempo no tratamento de osteoporose (VAHLE er al., 2002), e por recomendacio do
FDA, PTH (Teraparatide) 20 pg/kg fot considerada uma dose apropriada para o tratamento
de osteoporose, mulheres na pos-menopausa € em homens.

Apesar de durante o tratamento com doses intermitentes de PTH serem vsadas doses
muito maiores que o nivel normal (sérico) e de ser metabolizado principalmente no figado,

nio existem estudos que demonstrem as reagbes do tecido hepdtico a esse tratamento.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Erupcao dental

A erupcio dental é considerada um processo complexo e estritamente regulado, no
qual encontram-se envolvidos todos os tecidos circundantes do dente (WISE et al., 2002). E
aceito atualmente como um processo multifatorial, no qual qualquer mudanca em um ou
mais destes fatores resulta em mudangas em todo o processo (MOXHAN e BERKOVITZ,
1995). Apesar de ji ter sido exaustivamente estudado, o complexo processo de erupgio
dental permanece pobremente explicado.

Para que um dente erupcione deve existir ndo s6 um mecanismo que seja
responsdvel pela geraciio das forgas de extrusiio come também um processo através do qual
estas forgas promovam um movimento do elemenio dental por entre os tecidos
circunjacentes. Ocorrem diversas mudangas tanto nos tecidos periodontais quanto no
elemento dental em erupcio antes de seu aparecimento na cavidade oral (TEN CATE,
1971, CAHILL & MARKS 1982; GORSKI e af., 1988), e a diniimica deste processo pode
ser afetada por fatores ligados 3 resisténcia dos tecidos circundantes (MOXHAN e
BERKOVITZ, 1981; BURN-MURDOCH, 1990b). Acredita-se também que deva existir
um processo pelo qual os movimentos eruptives suportem o dente em sua nova posi¢io
além de uma remodelacio dos tecidos periodontais para que seja mantida a integridade
funcional de todo o sistema (MOXHAN e BERKOVITZ, 1981).

Incisivos de erupglio continua, como os de ratos, sdo freqientemente utitizados para
0 estudo do processo eruptivo, por serem um modelo experimental que oferece condigGes

nas quals sutis alteracbes no processo emptive como, por exemplo, na taxa de erupgio,



podem ser facilmente detectadas, permitindo que as interferéncias de determinadas
substincias possam ser testadas (BERKOVITZ er af, 1972; CHIBA et af, 1980; BURN-
MURDOCH, 1990).

Estudando dentes de crescimento continuo observamos recentemente que ratos
submetidos a doses intermitentes de horménio paratiredideo (PTH) apresentam reduciio nas
taxas eruptivas. Verificamos também, por meio de um marcador fluorescente, que hd um
aumento da formaciio de tecido dsseo na face lingual do ligamento periodontal de dentes de

crescimento continuo de ratos tratados com PTH (SHLVA, 2003).

2.2 Hormoénie paratiredideo (PTH)

O PTH, o maior controlador do meiabolismo orginico do cdicio e do [osfaio
(STREWLER, 1987), organiza, por meio da remodelagio 6ssea, o fluxo destes minerais nos
ossos e rins {HABENER ez al., 1984; SWARTHOUT, 2001). Nestes tecidos PTH interage
com um receptor de superficie celular especifico, o PTH/PTHrP receptor (ou PTHRI)
(CALVT et al., 2001; WHITFIELD e of., 2002), que pertence 4 familia dos receptores de
superficie associados 3 membrana que possui sete receptores transmembrana associado a
proteinas G (JUPPNER er al., 1991). O PTH, um horménio peptideo sintetizado pelas
quatro glindulas paratiredides (BROWN, 1993), & originado de um pré-horménio (prepro-
PTH), constituido de 115 aminodcidos {aa) com peso molecular de ~9.5 kDa, que apds duas
clivagens (encontra-se com 90 aa) € transportado para o complexo de Golgi, onde serd mais
uma vez clivado, adguirindo sua forma final (84 aa) (STREWLER er o, 1987: SPIEGEL

& MARX 1983; GENUTH, 1998, MARTIN & GONZALEZ, 2001; SWARTHOUT er al.,



2002). As moléculas deste hormdnio sio guardadas e maturadas em vesiculas de exocitose
e, uma vez langadas na circulagdo, atingem um nivel plasmdtico normal de 30 pg/mi
(GENUTH, 1998), sendo inativadas nos rins e figado.

O PTH circula livre no plasma e possal um tempo curto de vida média (10 a 20 min}
(GENUTH, 1998), o que provoca mudangas rdpidas nos niveis plasmdiicos. O PTH atua
através de receptores de membrana, ambos com aumento dos niveis de cAMP nas células
alvo, sendo assim, os efeitos do PTH podem ser mimetizados pelo aumento dos niveis de
cAMP causados por outras [ontes.

O PTH tem se tornado o foco da atengio de diversas pesquisas farmacéuticas e
académicas envolvendo drogas anabolicas (BIKLE er of, 2002; DEMIRALP er af., 2002;
RUBIN ¢r al., 2002). Novas substincias patentedveis foram desenvolvidas, diversas delas
compostas por {ragmentos anadlogos ao PTH. Estes fragmentos apresentam-se mais efetivos,
oferecem menores efeitos colaterais e podem também ser administrados por outras vias que
ndo a injetdvel (MORLEY er al., 1997) além de prevenir, suspender ou parcialmente
reverter o processo de perda oOssea em animais de laboratério e seres humanos
(DEMPSTER ef al.,1993).

Dos diversos andlogos do PTH, o fragmento hPTH (1-34) se apresenta como o mais
efetivo no aumento da densidade dssea, da forga mecinica ¢ diminuicio da circunferéneia
endosteal (MORLEY er af, 1997, MOHAN er af., 2000). O fagmento PTH (1-34)
compreende os prnimetros 34 aminodcudos do hormdnio os quais prodozem seus principais
efettos biologicos (NEER er al, 2001). Também é considerado o mais efetivo quando
comparado com outros intbidores de reabsorcio dssea como alendronato, residronato,

etidronato e raloxifeno (NEER et al., 2001).



Entende-se que o PTH regula s formaciio e reabsorcio dssea, podendo aumentar ou
diminuir a massa 6ssea dependendo do modo como é administrado, onde a infusiio continua
que aumenta a concentragio sérica do PTH, provoca uma grande reabsorcéio dssea, difere
da intermitente, que provoca apenas um aumento tempordrio da concentracio de PTH no
SOF0 e resulta no aumento da massa Gssea (TAM er af., 1982: PODBESK et of, 1983 e

HOCK & GERA, 1992).

2.3 Efeitos colaterais ¢ toxicidade

A pouco tempo eram tidos como efeitos colaterais do tratamento com PTH;
néduseas (9%), dores de cabeca (8%, restricfes nos movimenltos das pernas (3%), aumentos
dos niveis de dcido drico {13%} e vertigens (9%) (NEER ¢r al, 2001, REEVE, 2002,
TASHIAN e CHABNER, 2002; DOBNIG, 2004, CAPPUZZ0 e DELAFUENTE, 2004).

Apés estudo sobre toxicidade apresentado por YAHLE er al. (2002) os dados ¢
consideracdes a respeito do risco de osteosarcoma relacionados ao tratamento com PTH
foram revistos por TASHHAN E CHABNER (2002) e FOX (2002) ¢ mesmo a menor
dosagem usada nestes estudos (VAHLE er af, 2002) sendo maior que 2 menor dose
administrada em humanos, © tratamento em humanos sendo mais curto € que
osteosarcomas ndo tenham sido relacionados ao tratamento com PTH em humanos, o
tratamento com doses intermitentes de PTH ndo € indicado a portadores de doenga de
Paget, a pacientes submetidos a radioterapia, pacientes com hipercalcemia ou

hiperparatireoidismo, bem como a criangas e adolescentes (DEAL, 2004},



Apesar do PTH e dos seus anilogos serem metabolizados nos rins e principalmente
no figado (BRIXEN et al., 2004) e da possibilidade de se avaliar a citotoxidade de um
tratamento observando-se a conformagfo ulfraestrotural dos hepatdcitos (MOODY e
REDDY, 1976; MEHANNY e ABDEIL-RAHMAN, 1991), nfo existem estudos

demonstrando a influéneia da administracio intermitente de PTH no tecido hepitico.

9



3. PROPOSICAO

O proposito deste estudo foi avaliar a influéncia do tratamento com doses
intermitentes de PTH na morfologia e na densidade de drea das fibras de Sharpey de dentes

de crescimento continuo e na ultraestrutura dos hepatdcitos de ratos,

10



4, MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos machos Wistar, inicialmente com quatro semanas de
idade, adquiridos junto ao CEMIB-UNICAMP, que permaneceram ne biotério central da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba durante um més, em gaiolas pldsticas (fig. 1) para
ambientacio. Os animais foram mantidos com um ciclo alternado de 12 horas claro-escuro
e receberam raciio (Nuvital®, Parand/Br) e dgua ad fibitum, durante todo o experimento.

Os procedimentos realizados neste experimento foram avaliados e considerados de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal {(COBEA), pela Comissio de Etica na

Experimentacio Animal (CEEA)-IB-UNICAMP.

Fig. 1- Ratos Wistar - Biotério - FOP-UNTCAMP.

11



Aops animais do grupo tratado fol administrado 40pg/Kg de solucio hormonio
paratiredideo humano (hPTH) fragmento (1-34) (Sigma-Aldrich CO., USA) e ao grupo
controie dose semethante de soluciio de dcido acético 1% (veiculo), subcutaneamente, 3
vezes por semana (NAKANMA er al, 2000; IWANIEC er al., 2001; HAGING ez al., 2001,

BARROS er al., 2003, MARQUES, er al., 2005), durante 4 semanas.

4.2 Obtencao de diferentes condi¢des funcionais

Dez animais de cada um dos grupos tiveram seus incisivos inferiores esquerdos
seccionados na altura da papila gengival, com auxilio de broca diamantada em caneta de
alta rotagfio (fig. 2), a cada dois dias, de modo que fossem mantidos livres de contato
oclusal, sendo considerados desimpedidos ou hipofuncionais. Os incisivos inferiores
direitos s#o considerados como dentes impedidos ou hiperfuncionais, devido & manutencio
do contato oclusal com os dois incisivos superiores (STEIGMAN er af, 1989). Os incisivos

dos outros cinco animats permaneceram em normofungio.

Fig. 2- Desoclusio dos incisives.

12



4.3 Obtencio e preparo do material

Completadas as 4 semanas de tratamento, os anmimais foram sacrificados por

deslocamento cervical e tiveram suas mandibulas e parte de seus {igados removidos.

4.3.1 Preparoe das pecas a partir das mandibulas
As mandibulas foram separadas em hemimandibulas e fixadas em formol 4%, pH
7.4 duranie 24 horas. Em seguida, com disco de dismamte, a regifio do diastema fol

separada da mandibula e dividida em duas partes (anterior e posterior} (fig. 3).

Regido

iy | Anterior

Regiao

Posterior

Fig. 3- Hsquema mostrando as regites anterior o posterier do diastema mandibular (drea 4 esquerda da linha

cinzay, usadas neste estudo.



Em seguida as amostras da regidio do diastema foram tratadas com hipoclorito de
sdio 2,5%. Ao longo deste perfodo foram realizadas cinco trocas de 30 minutos, sendo que
a primeira meia hora foi realizada ermn um aparelho de vibrago ultra-som.

As amostras foram cuidadosamente Javadas, trés vezes, em dgua corrente e
submersas em acetona durante 10 horas, sendo entdo levadas 4 estufa 37°C.

Apo6s 4 horas as amostras foram cobertas com ouro {cerca de 10 nm de espessura,
Sputter Coater MED 010G, Balzers, Liechtenstein), analisadas e fotografadas em um
microscopio eletrGnico de varredura (JSM 5600 LV Jeol, Japan).

A densidade das fibras de Sbarpey por drea foi determinada por contagem de
pontos (WEIBEL er al., 1966). Uma drea teste com 50 pontos eqilidistantes (cada ponto
equivalendo 2 33.823 pm®) foi montada usando um sistema de andlise de imagens (KS400-
2.0, Kontron Electromic, Germany). A andlise foi realizada na face lingual do alvéolo do
incisivo. Trés imagens randdmicas foram obtidas de cada regifio (anterior e posterior da
regiio do diastema) utilizando-se uma ampliagio de 300x. A densidade de drea
corresponde 2 drea ocupada pelas fibras de Sharpey em relagiio & area teste, obtida pela
formula;

A,z paf3x50 x 33,823 pm*um’

Pa = numero de pontos sobrepostos 4s fibras de Sharpey em wés imagens do mesmo
animal sendo identificadas também as fibras totalmente ¢ parcialmente mineralizadas.

Os dados foram submetidos & andlise de varifincia em forma de parcela subdividida,
comparande condicbes funcionais, traltamentos e regides. As diferencas foram analisadas

pelo teste Tukey, adotando-se o nivel de significincia p<0,05.



4.3.2 Preparo das pecas extraidas do figado

Apbs a remogio do drglo, foram obtidos blocos de aproximadamente | mm?, os
quais foram imersos em glataraldeido 3% (pH 7,2), durantes 4 horas, lavadas com tampio
tosfato resfitado 0,1 M (pH 7.4) ¢ pés fixados em tetréxido de dsmio 1%, 0,IM tamponado
a temperatura ambiente por 1 hora. As amostras foram entfo, desidratadas em solugBes
crescentes de acetona 50%, 70%. 80% e 90% (10 minutos em cada solugéo) e em seguida
ein acetona pura (3 vezes por 20 mimutos cada).

Posteriormente as amostras foram incluidas em resina {araldite 502} e em seguida
foram obtidos cortes semi-finos {1 pm), corados com azul de metileno e ultrafinos (50-
L00nm), contrastados com acetato de aranila e citrato de chumbe.

As imagens de 5 cortes semifinos de cada animal, de ambos os grupos foram
capturadas no sistema de andlise de imagens e sobrepostas com uma drea teste de 99 pontos
eqitidisiantes — cada ponto equivalente a 116,16 wm’. Foram entdo determinadas as
densidades velumétricas de micleo ¢ cifoplasma de hepatdeitos, pela formula:

Vin = Pa’ 5 x 99 x 116,16 pm/pum®
&
Vee = Pe/ 5 % 99 x 116,160 /ium®

Onde pn e pc sdo respectivamente os pontos coincidentes com o ntcleo ¢ o
citoplasma de hepatécitos (WEIBEL et ol., 1966).

Foram em seguida calculadas as relaces entre nicleo e citoplasma N/C = Vi, / Vo

e a fracio correspondente ao citoplasma FC = Vve f Vve + Vvn.
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Na microscopia eletrdnica de transmissdio, foram selecionados der cortes ultrafinos
(EM10, Zeiss, Germany} de cada animal e usando uma ampliacio de 12000x% destes cortes,
vinte fotografias digitais foram aleatoriamente obtidas (EM900, Zeiss, Germany).

As imagens foram transferidas para o sistema de andlises e uma drea tesie de 42
pontos equidistantes - cada ponto equivalente a 0,0425;&1113 — foi usada para determinar a
densidade de volume (WEIBEL er al.. 1966} das estraturas citoplasmaticas: mitocOndrias,
REL, RER, glicogénio e goticulas de lipidios.

Para cada estrutura (por ex. mitoctndria) a densidade de volume Vvmit foi obtida
pela formula:

Vemie = Pemic/ 20 x 42 x 0,0425um/pum’

Onde pvmit é o nimero de pontos coincidentes com as mitocondrias nas [0
imagens.

Fm seguida correlacionamos a densidade de cada estrutura com a fragio
citoplasmatica (FC). Obtendo assim a densidade volumétrica corrigida pela f6rmula:

Vemit = Vymie X FC

Onde V. € a densidade de volume corrigida, Vi 2 densidade de volume oblida e
FC a fragio volumeétrica do citoplasma dos hepatdcitos dos grupos tratade ou controle.

Os dados foram analisados uiilizando os Teste ¢ de Sudent ¢ teste F com nivel de

significdncia p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Fibras de Sharpey

Na regifio anterior do diastema da face lingual, as fibras de Sharpey apresentaram-se
densamente agrupadas formando colunas dispostas longitudinalmente e separadas entre si
por éreas de tecido Osseo sem fibras extrinsicas. Na regifio posterior da face lingual do
alvéolo as fibras de Sharpey se agruparam formando ilhas, as quais tornaram-se
gradualmente menores em numero e tamanho em diregiio basal,

Nas varias condicfes funcionais, em ambas regides, os animais tratados com PTH
apresentaram um aumento da densidade de drea das fibras de Sharpey (Tabela 1), e que
expressas em porcentagem resulfaram respectivamente em: hipo=189,2%, normo=327% ¢
hiperfuncional=132,6% em relacfio aos correspondentes controles.

No grapo controle os alvéolos de dentes hipofuncionais apresentaram uma
diminuicdo na densidade de drea das fibras de Sharpey, quando comparados 3s outras
condices funcionais. No grupo tratado n#io houve diferenga significativa entre as diferentes
condiches funcionais (Tabela 1),

A regifio anterior do diastema do alvéolo apresentou uma maior densidade de fibras
de Sharpey quando comparada a posterior tanto no grapo controle: hipo=141,8%,
normo==86,7% e hiperfuncional=74%; quanto no grupo tratado com PTH: hipo=140,6%,
normo=153,1% e hiperfuncional=158 4% (Tabela | e Figuras 4, 5).

A analise sob microscopia eletronica de varredura também demonstrou que as

insercbes de fibras de Sharpey parcialmente mineralizadas eram represemtadas por
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depresstes cmeulares caleificadas e que as insergbes das fibras de Sharpey totalmente
mineralizadas se apresentaram como projegdes em forma de domo arredondado (Figura 6).

Animais tratados com PTH apresentaram, em média, mais fibras mineralizadas que
os do grupo controle em todas as condigdes funcionais. Observamos ainda que a regido
anterior apreseniou mais fibras mineralizadas que a posterior tanto no grupo controle
guanto no grupo tratado com PTH, particolarmente nos incisivos hiperfuncionais de
animais tratados com PTH e controle.

Em relacio as fibras parcialmente mineralizadas, a diferenca foi significante na

condi¢io hipofuncional do grupo controle em relacio as demais condigbes (tabelal ).



Trataments  Condipdio

Funcional

hipo
OO
haper

Controle

kipo
normo
hiper

PTH

Tab. 1 ~Densidade de média (Wmflm? + dp.) das fbras de Sharpey (2) ¢ subdivididas em totalments

Fibras de
Sliarpey {31

9474311 Bb

13524551 Ba
196 1444 5 Ba

27394297 Aa
2604450 3 Aa

314 5576 4 Aa

Regifio Anterior

Filnas de
Sharpey (T

67=14.2 Bb
71.0449.0 Ba
g1.14328 Ba

12174236 Ac
16574405 Ab
22994571 Aa

Fibras de
Sharpey (F)

BT04328 Bb
64.2433.4 Ac
114.9436 1 Aa

152.2424.0 fa
947434 8 Ab
84.5445.6 Ab

Filirag de
Shmpey {55

507179 Bb
774277 Ba
8114602 Ba

10824267 Aa
10824332 Aa
121.7439.5 Aa

Regifio Posterior

Fibyaz de
Sharpey (T)

10.126.08 Bb
2024236 Ba.
27 0431.1 Ba

40.5+21.3 Ab
4734284 Ab
§7.64277 Aa

Filuas de
Sharpey (I

40.5£21.3 Bb
574%16.2 Aa
5414361 Aa
6764226 Aa

§0.84213 Aa
5414175 Aa

mineralizadas (T) & parcialmente mineralizadas. (), na face lingual das regiles anterior e postarior do diastema do

alvéolo de incisivos inferiores nas condiges normo, ipst ou hipefungionals, em animaié dos grupos tratade com
PTH & controle Médias seiguidas de letras distintas (marisoulas sniré o tratamentos & mintsculas dentrc da

mesmo grupe) diferem entre 51 (p<0,05% Bm todas as condicdes funcionais a densidade de fibras (5, T e B) & maior

na regdo anterior quande comparada a regifie posterior (pei iz,



Para posterior discussdo, reproduzimos numa tabela os dados obtidos por Silva
{2003) referentes aos valores das taxas didrias de erupgiio de incisivos de ratos cujo
tratamento e respectivos controles foram idénticos aos aqui descritos (Tabela 2).

Conirole Tratado com PTH

Ceandicio

funcional g mncional  Normefunclonal  Hiperfuncional Hipofuncions!  Normefuncional  Hiperfuncional

Bias

3 0,83 DA7 0,42 0,91 0,51 0,57
5 0,77 0,49 0,45 0,63 0,5 0,42
- 0,8 0,46 0,48 0,56 0,46 0,33
10 0,73 0,46 0,39 0,53 0,47 0,33
12 0,8 047 0,48 0.5 048 0,29
14 0.76 0.5 0,47 0,49 0,45 0,27
17 0,8 0,5 0,49 0,46 0,45 0,29
19 0,82 0,46 0,48 04 045 0,19
31 0,76 0,47 0,52 041 043 0,19
24 0,77 0,48 0,42 0,39 0,42 0,17
2 0.8 0,48 0.4% 033 04 0,11
25 0,76 0,51 0,48 0.29 0,38 0,07

Aa Bb Ab Ba Bh Bb

Tab. 2- Valores das taxas eruptivas didrias de mcisivos ioforiores de ratos nos grapos controle @ tratado com
PTH. Letzas maitisculas diferentes indican difercnga estatisticamente significante (p<0,03) entre os grapos (tratado ¢

controle) em cada condigio fencional ¢ misdscolas entre as condighes fonctonais de um mesmo grupe.
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As significincias estatisiicas entre as taxas eruptivas e a densidade de drea das fibras

de Sharpey sfo comparadas na tabela 3.

Condicio Taxa Densidade de area das Fibras  Densidade de drea das Fibras
(zrupos de Bharpey Parciaimente de Sharpey Totalmente
Funcional Eruptiva Mineralizadas Mineralizadas
Hipofuncienal  Controle An Bb Bb
Tratado Ba Aa Ac
Normofoncional  Controle Bh Ba Ba
Tratado Ba Aa Ab
Hiperfuncional  Controle Ab Ba Ba
Tratado B Aa Aa

Tab. 3- Comparagdo entre as significincias estatisticas para taxas ervptivas (SILVA, 2003) e densidade de drea
de Fibras de Sharpey (totalmenie ¢ parcialmente mineralizadas). Leiras mailisculas indicam diferenga estatisticaments
significante {p<,05) entre o8 grupos {ratado ¢ controle) em cada condiciio funcional e mimisculas entre as condigdes

fzncionais de wm mesmo grapo,

Analisando os dados das s tabelas, verifica-se que parece existir uma relacio
entre o aumento da densidade de drea das fibras de Sharpey e a diminuicfo das taxas
eruptivas, nos dentes hipo e hiperfuncionais. Nos dentes normoluncionais houve aumento
da densidade, mas a diferenga na taxa eruptiva entre os grupos tratado e controle nio fol

significante.
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Fig. 4- Micrografia de MEV da face lingual do alvénlo na regifio amterior do diastema. Observamos uma maior densidade
de fibras no grupe teatado comn PTH (B, hipofuncional, I¥ normofuncional e F hiperfuncional) quando comparados com o

grupo controle (A hipofuncional, C normofuncions! e B hiperfuncional ).
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Fig. 5- Micrografia de MEV da face lingual do alvdolo na regifio posteror do diastersa. Observamos tma malor

densidade de fibras no grupo tratade com PTH (B, hipofoncional, D normofuncional ¢ F hiperfuncionai) guando

comparados com o grupo controle (A hipofuncional, C normefuncional ¢ E hiperfuncional).

3
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Fig. 6 - Micrografia de MEYV da face lingual do alvéolo na regifio posterior do diastema. Observamos fibras

parcialmente mineralizadas (setas) na regifio anterior do diasterna de animal normiofuncional do grupo controle (A} e
fibras totalmente mincralizadas {cabecas de seta) na rogido anterior do diastema de animat normofuncional do grupo

wratado com PTH (B).
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5.2 Estruturas citeplasmaticas de hepatdcitos

A relagiio nicleo citoplasma dos hepatdeitos foi semelhante nos grupos controle
(0.057) e tratado (0,052) (figs. 7 e 8).

Os grupos tratado e controle também ndo apresentaram diferencas na fragdo celular

ocupada por citoplasma: respectivamente, controle 0,943 e wratado 0,949,

Fig. 7 - Foromicrografiz do tecido hepdtico de anbmat do grupe controle, corada com azul de metileno.

Microseopia de oz, samente 100x.

Fig. 8 - Fowmicrogmafia do tecido hepitico de snimal de grupo iratado, corada com azul de metileno,

Microscopia de uz, aumenta FOOE.



O aspecto morfoldgico das estruturas exaniinadas ndo diferiv eatre os grupos. Via
de regra, porctes de citoplasma contendo RER foram encontradas muito préximas as
mitocOndrias (figuras 10 e 11). Juncdes continuas enire o reticulo endoplasmatico liso
(REL} e o retfculo endoplasmdtico rugoso (RER) eram evidenciadas freglientemente
(figuras 10 e 11). Particulas densas, de 100 a 350nm de difimetro, de glicogénio foram
encontradas préximas ao REL {figs. 14, 11, 12 e 13).

As Gnicas estruturas que apresentaram diferencas na densidade volumétrica foram o
REL (aumentado) e o glicogénio {diminuide) nos animais tratados com PTH (fig. 9).

Foi também demonstrada no grupo tratado uma acentuada diminuiciio na quantidade

de glicogénio (p<0,05) (figuras 9, 10, 11, 12 e 13).

12 3
10 -

-

Fig, 9- Densidade volumétriva corrigida (V.. média (gtmg/wn‘;:té'gl} de mitocdndrias, reticules mgoso (RER) e liso
{REL), goticutas de lipidio, glicogénio c peroxizsomos nos hepatdcitos de animais dos grupos tramado [7] e

]

controle B . Os hepatdeitos do gropo tratado aprescntaram em sex citoplasma wma maior dessidade de REL ¢ wma

menor densidade de glicogéaio, quando comparados aos do grapo contrele. (* = p<(1,05),
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Fig. 10- Fotomicrografia de hepatdcito do grupo controle. Notamos grande gquantidade de glicogénio e pequena
quantidade de REL, RER ¢ mitoeSadrias. Setas braneas = RER; widngulos pretos = REL; M=mitocdndrias.

Barra = 508 nn.

miglIOTECA CEHTRAL
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Fig. {i- Potomicrografia de hepatéeito do grupo tratade com PTH. Notamos grande quantidade de REL e acdmulos de

liptdios juniamente com mitochndrias e pequena quantidade de glicogénio. Setus brancos = RER; Tridngulos pretos =

REL; L = goticulas de lipidio ¢ M = mitocindrias. Bama = 500nm.
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Fig. 12- Fotomicregrafia de hepatdeito do grapo controle. Notamos a presenga de RER, mitocdndrias bem como REL

entremeado a porcbes de glicogénio. Setas brancas = RER; wifingulos prews = REL ¢ M = mirocdndrias. Barra = 5300 am.
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Fig. 13- Fotomicrografia de hepatdrito do grapo tratado com PTH.

Setas brancas = RER; idnguios pretos = REL; ¢ M=mitocdndrias. Barra = 500 nm.



6. DISCUSSAQ

6.1 Fibras de Sharpey

As fibras de Sharpey no alvéolo de ratos nas trés condigdes funcionais aqui descritas
foram recentemente estudadas por Silva e Merzel (2004), que em seu estado desereveram
que a densidade das fibras de Shwrpey se reduz de incisal em diregio basal e que na
condicfio hipofuncional houve uma diminuvigio da densidade em relagio s demais
condi¢des. Sugeriram também que a mineralizacfio possa estar relacionada com a regido do
alvéolo e a condigfio funcional dos incisivos.

Nesse estudo, observou-se que dentes livres de contato oclusal apresentam uma
diminuicAo ndo 6 na densidade de drea, mas também na densidade de fibras de Sharpey
totalmente mineralizadas. Os animais submetidos ao tratamento com doses intermitentes de
PTH apresentaram um aumento na mineralizacio das fibras de Sharpey no pertodonto dos
incisivos.

Os resultados obtidos neste estudo, referentes 4 mineralizaciio e ao aumento da
gquantidade de fibras de Sharpey, podem ser explicados uma vezr gue as células do
ligamento periodontal demonstram caracteristicas e respondem de formas semelhantes aos
osteoblastos (CHOU e al., 2002). Por este molivo acredita se também gue possuem
potencial para diferenciar-se em células Gsseas (BASDRA ¢ KOMPOSCH, 1997).

Recenternente foram demonstradas evidencias da influéncia do PTH no tecido
pericdontal, como a modulacio da preliferaciio, diferenciacio e producio de OPG,

variando de acordo com o grau de maturagio celular e modo de administragiio da droga



(LOSSDORFER, e al., 2005). Uma das explicaches para o aumento do nimero de
osteoblastos e conseqientemente da mineralizagfo provavelmente se dd pela intbicio da
apoptose, decorrente da diminuigiio dos niveis de Runx2, induzidos pelo PTH por meio da
via de protedlise proteosomal mediada por Smurfl (BELLIDO ez al., 2003).

Ainda apalisando os efeitos do PTH intermitente nas células periodontais e
interessante apontar o fato deste tratamento também induzir aumento da producio de
RNAm para fosfatase alcalina e pro-coldgeno tipo I pelos osteoblastos (LOCKLIN et al.,
2003).

Coldgeno tipo I € o componente mais importante das fibras de Sharpey e juntamente
com as fibras coldgenas tipo 1lf s8o os principais constituintes da matriz extracelular do
ligamento periodontal (TAKITA et ¢f., 1987, HUANG e &, 1991).

Analisando os dados obtidos neste estudo juntamente aos nossos resultados
anteriores {Tabela 3}, verifica-se que dentes hipo e hiperfuncionais de anbmais submetidos
ao tratamento com doses intermitentes de hPTH (1-34) apresentaram uma relagao entre o
aumento da densidade de fibras de Sharpey ¢ a diminuicio das taxas eruptivas (SILVA,
2003). 14 nos dentes normofuncionais o aumento da densidade das fibras de Sharpey néio
corresponden a uma alteracdo na laxa eruptiva.

) processo eruptivo € tdo como multifatonal. Deste modo, para que um dente
erapcione acredita-se que deva existivr nfio s6 um mecanisimo para geracio de forgas
extrusivas como iambém um processo pelo qual essas forcas sejam transformadas em
movimentos eruptivos por entre os fecidos circundanies. Dessa forma a erupgdo pode ser
influenciada por mudancas na resisténcia dos tecidos circundantes. Além disso, deve

também existir um processo através do qual os movimentos eruptivos sejam mantidos,
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tendo como resultado o suporte do dente em uma nova posigio, a partir da remodelacio dos
tectdos periodontals e consegiiente manutenco da integridade funcional desse sistema. As
acdes destes fatores ndio sdo totalmente entendidas, entretanto € importante perceber que
mudancas no processo eruptivo podem ocorrer devido a mudangas na forca eruptiva, na
resisténeia a erupedio, na remodelacio dos tecidos circundantes ou em mais de um destes
fatores stimultaneamente (MOXHAM e BERKOVITZ, 1995).

E possivel inferir que o tratamento com PTH induzindo um aumento na densidade e
na mineralizacdo das fibras de Sharpey resultou numa maior resisténcia do ligamento
pertodontal, um dos fatores que atuam no processo eraptivo.

Contudo, tal fato nfio ocorren em relaciio aos dentes normofuncionais onde, a
mesma alteracio nas {ibras de Sharpey néo foi seguida de desaceleragiio da erupgio.

Estudos afirmam que os movimentos dentdrios produzem forcas no ligamento
periodontal, as quais quando transferidas para o alvéolo se traduzem em respostas celulares
pertodontais {TANNE er al., 1987, KATONA et al., 1995; MIDDLETON er al., 1996,
PUENTE et al., 1996; TAMATSU er al., 1996). Em resposta a essas forcas, o tecido 0sseo
¢ depositado sobre a parede alveolar nas regides de tensdo de modo que a reabsorgio ocorre
em lugares atingidos por forgas de pressio (YAMASAKI er af., 1980; LILYA er al., 1984
MARTINEZ e JOHNSON, 1987; CHAQO er al, 1988; LEE, 1990; KING et af., 1991;
KING e KEELING, 1995; ASHIZAWA e SAHARA, 1998). E possivel, portanto, que
quando estas forgas estdo alteradas, como no caso de dentes em hipo e hiperfuncio, estas
modificagbes acabem por atuar sinergicamente ao aumento da densidade das fibras de
Sharpey, retardando a erupgio dental. Fato andlogo ocorre coin drogas citotdxicas, como a

ciclofosfamida, que s¢ desacelera a erupciic de dentes desimpedidos (hipofuncionais)

L
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(BURN-MURDOCH, 1990). A hipdtese deste autor € que a droga s mostra seus efeitos
quando as forgas atuando nas fibras periodontais se alieram.

Nossos dados demonstram que o aumento das taxas eruptivas, obtido a partir da
reduciio na resisténcia ao movimento eruptivo (dentes hipofuncionais) pode ser controlado
a partir de modificagdes no padrdo de remodelacio dos tecidos de sustentacio (aumento da
mineralizacio ¢ da densidade das fibras de Sharpey), reafirmando, dessa forma, a
caracteristica multifatorial do processo eruptivo e gue alteragdes na erupgiio podem ocorrer
devido a mudangas nas forcas eruptivas, na resisténcia a erupcdo nas caracteristicas da

remodelagio dos tecidos de suporte ou em mais de um destes fatores simultaneamente.

6.2 Hepatécitos

Estudos ultraestruturais ampliaram o conhecimento sobre as caracteristicas celulares
estruturais e suas fungdes no figado, Os hepatdeitos poliédricos normais apresentam grande
quantidade estruturas subcelulares como mitocOndrias, peroxissomos, lisossomos e
reticulos liso e rugoso (STABULI ef al., 1969, MOODY e REDDY, 1976; MEHANNY ¢
ABDEL-RAHMAN, 1991) e alteracBes no seu padrie de funcionamento podem causar
alteracbes em sua disposi¢iio.

Seguindo este raciocinio, observamos que um més de tratamento com PTH
intermitente induz algumas alteracSes ultrastroturais nos hepatdcitos de ratos. A alteracio
considerada mais impornante foi 0 aumento da porclo citoplasmdtica ocupada por REL.

O aumento do REL ¢ observado em animais submetidos a diabetes experumental,

(WELT er al., 2004) a administrac@o de cocaina (MEHANNY e ABDEL-RAHMAN, 1991)



¢ fenobarbital (STABULL er of, 1969). A ampliacio do REL também geralmente estd
associada a drogas indutoras da proliferaciio dos peroxissomos (HESS e aof., 1965;
REDDY eral., 1974, LAKE er al., 1975, REDDY e KRISHNAKANTHA, 1975).

MOODY e REDDY (1976} consideram que a proliferagfio do REL por alguns tipos
de substincias pode ndo estar relacionada & proliferagiio dos peroxissomos e sim com a
induciio de enzimas envelvidas no metabolismo de drogas. Entrelanto, a composicio das
membranas hmitantes do REL ¢ dos peroxissomos fem demonstrado ser muito similares
(DONALDSON et al., 1972), em adicio continuidades entre os peroxissomos ¢ o REL sio
freqiientemente descritas durante observactes ultrastruturais (NOVIKOFF e SHIN, 1964).

Neste estudo, apesar de nfo apresentar diferenca estatistica, foi observado um
aumento de 184,9% no volume dos peroxissomos nos hepatGeitos. Além de estar associado
ao crescimento do REL, em roedores, a proliferagiio dos peroxissomos € considerada um
indicador de exposiclio ¢ possivelmente ligacio a mecanismos carcinogénicos, desde que
pode levar a superproducio intracelular de H,O; (DIEZ-FERNANDEYZ, er al., 1998).

A proliferagio do REL pode causar hepatomegalia e aumento no risco de neoplasia
hepatocelular, quando induzida por proliferadores de peroxissomos (ASHBY et al., 1994;
GONZALEZ er al., 1998; KOSTEA e af, 2002). Neste estude, apesar de termos
encontrado, no grupo tratado com PTH, um aumento na porgio citoplasmadtica ocupada por
REL quando comparado ao grupo controle, analisando a relaciio entre niicleo e citoplasma
dos hepatéeitos numa drea detenminada nfio houve evidéncia de aumento no volume celular
apos um perfodo curto de tratamento.

Hormonios metabdhcos alteram drasticamente a quantidade de glicogénio no

interior dos hepat6eitos (PILICHOS, er al. 2005). Corroborando com 1880, nossos

el
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resultados revelaram que comparados aos hepatdcitos dos animais do grupo controle, ricos
em glicogénio, os hepatdcitos dos animais do grupo experimental mostraram quantidades
diminutas de glicogénio, possivelmente decorrente do excesso metabdlico a que foram
submetidos.

Tendo em vista o fato de que os tratamentos com doses intermitentes de PTH em
humanos estendem-se por varios meses, atentamos também para o indicio de aumentos do
acumulo de lipidios nos hepat6eitos dos animais do grupo tratado (50%). Apesar de nio
apresentarem diferenga entre os grupos tratado com PTH e controle, segundo FUSKEVAG
et al., (2000) o aumento do acimulo de lipidios pode provavelmente refletir degeneracgio
celular e necrose. Além disso, goticulas de lipidio, como as observadas nos animais do
grupo tratade, interferem na distribuicio do oxigénio e dos nutrientes pelas células do
figado. Entendemos que a avaliacio das condicBes hepiticas de animais tratados por
periodos maiores com doses intermitentes de PTH mostra-se importante, pois, ao estodar
alcodlatras, LIEBER (1993) descreveu o figado gorduroso como o primeiro estigio da
detertoracfio hepdtica.

Alteractes como as descritas anteriormente requerem um aumento na producio de
energia pelas células e, desta forma, um adeguado ndmero de mitocHndrias. Assim torna-se
importante ressaltar a densidade volumétrica das mitocbndrias observada no grupe tratado
com PTH, que se apresentou aproximadamente 40% maior que a do grupo controle
(p=0,051). Entendemos que um aumento na amostra ou no periodo de tratamento
provavehmente tormem estas diferencas estatisticamente significantes.

Assim consideramos que a proliferacio do REL e o indicio do aumento do nimero

de mitochndrias e de vesiculas contendo Hpoproteinas de baixa densidade sugerem um
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ammento no  metabolismo  hpidico pelos hepatdcitos (MAHLEY er af, 1969
GHADIALLY, 1988).

Entendemos também que, como j4 observado por outros autores drogas
(FUSKEVAG er al. 2000) ou horménios (PILICHOS, er af. 2005) promovem alteragtes na
proporcio e disposiciio dos componentes intracelulares dos hepatécitos, niio estando,
contude, no periodo estadado, diretamente relacionados a um aumento da citotoxicidade.

Podemos concluir, entdio, que a administragfio intermitente de PTH, apesar de ser
um potente tratamento no gue diz respeito ao anabolismo Ssseo, induz alteracBes
ultrastruturais nos hepatécitos de ratos wistar, como aumento do REL e diminuigio do
glicogénio, os quais, combinados com indicios de alteraches em outras estruturas

citoplasmdticas indicam um sumento do metabolisimo hepiético.



7. CONCLUSAO

O PTH administrado de forma intermitente durante trinta dias em ratos Wistar
induz:

A: um aumento na densidade de drea e na mineralizaciio das fibras de Sharpey nas
diferentes condicoes funcionais avahiadas, sugerindo que a jé refatada reduciio progressiva
das taxas de erupcio dos incisivos inferiores de ratos, em 1esposta ao iratamento
intermitente com PTH, possa estar relacionada com um aumento da resisténcia oferecida
pelo ligamento periodontal ao movimento eruptivo.

B: um aumento na densidade de REL e uma diminuicio na densidade de glicogénio

em hepatéeitos de ratos, indicando um aumento no metabolismo hepético.
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