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RESUMO

RESUMO

O objetivo deste trabaltho foi analisar comparativamente as lesfes
perigpicais em ratos  normais, xerostdmicos e  xerostOmicos-
imunossuprimidos;, através da anglise radiogréfica e histoldgica. A
xerostomia foi provocada através da extirpacéo cirtrgica das glandulas
salivares maiores bilateralimente. Quinze dias apds ao ato cirargico, 0s
animais do grupo de ratos xerostdmicos-imunossuprimidos comegaram &
receber, através de injecao sub-cutanea diaria, o agente IMuUNossSUPressor,
ciclosporina A (SANDIMUN). Apds uma semana de imunossupresséo todos
os animais tiveram as polpas dos primeiros molares inferiores direitos
expostas ao meio bucal. Foram sacrificados cinco animais de cada grupo
apds o periodo de 7, 14, 21 e 28 dias de exposicio pulpar. As mandibulas
foram removidas e radiografadas, e logo apds, fixadas e descalcificadas. A
andlise radiografica foi mensurada em programa Global lab e os resultados
ndo mostraram discrepancia entre os grupos estudados. A analise
histométrica dos cortes histolbgicos foi realizada também em computador
através do mesmo programa, medindo a extensdo horizontal e vertical da
lesdo. Os resulitados mosiraram fambém que ndo houve diferenca

significante entre os grupos analisados. As alteragbes provocadas nos
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animais  experimentais, xerostomia e xerostomia associada a
munossupresséo, nao foram capazes de provocar mudancas nas lesfes

periapicais em relac&o ao grupo controle.

PALAVRAS - CHAVE: - Xerostomia
- Imunossupressaoc
- Lesbes periapicais

- Ratos
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INTRODUCAO

O processo inflamatdrio @ um fendmeno basicamente vascular
sendo um dos principais mecanismos de defesa e de destruicdo da polpa,
pericdonto e peridpice. Embora a polpa e 0 peridpice tenham atraido a
atenclo de muitos pesquisadores { GROSSMAN * ,1959; KAKEHASHI et
al”, 1965; MJOR & TRONSTAD * ,1972; LANGELAND et al “* ,1977;
ARAUJO et al ',1983; PATERSON & WATTS *,1989; NAIR et ai 1990 %,
MOLLOY ¥ ,1992 ) vérios aspectos bioldgicos envolvendo os mecanismos
de defesa da polpa e periapice ainda s&o desconhecidos. A polpa dental é
um tecido conjuntivo especializado, de origem mesodérmica, contendo
estrufuras adaptadas as suas fungdes especificas, que reagem a infecgéo
hacieriana ou a outros estimulos pela resposta inflamatéria. A polpa tém
volume reduzido e estd envolvida por tecidos mineralizados, dificultando
observacdes clinicas e macroscopicas. A maioria dos estudos experimentais
refere-se principaimente aos efeitos dos procedimentos terapéuticos e da
biocompatibilidade de materiais (MOLLOY *,1992), dando pouca énfase a
influéncia dos fatores sistdémicos como a imunossupresséo e locais como a
xerostomia. Recentemente, LOPES et al ¥ (1997), descreveram que néo
houve diferenca entre o desenvolvimento de lesGes periapicais em ratos

normais e imunossuprimidos; & KOSHAKA et af *(1996) refataram que em
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animais diabeticos as lesdes periapicais tiveram um desenvolvimento
histométrico maior do que em ratos normais.

WALLSTROM ef a/ * (1993} relataram em seus resultados que
ndo houve diferenga entre o desenvolvimento de lesdes periapicais entre
ratos normais e ratos atimicos, sugerindo que a formacao das lesbes é um
fendmeno multifatorial & n&o é totalmente dependente da presenca de
linfécitos T,

Nao existem trabalhos relatando os efeitos da xerostomia e da
xerostomia associadas a imunossupressaoc  por  ciclosporina  no

desenvolvimento das lesdes inflamatdrias de polpa e periapice.
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REVISAQ DE LITERATURA

POLPA E PERIAPICE

A polpa € um tecido conjuntivo de origem mesenquimal abrigada
dentro de paredes rigidas de dentina na cadmara pulpar e canais radiculares
(COHEN & BURNS ™, 1994). Este tecido se comunica com a regido periapical
através do forame apical e, ocasionalmente, também através de pequenos
canais acessorios. Sua periferia € formada por uma camada de celulas
altamente especializadas, os odontoblastos, responsaveis pela formacao de
dentina. As outras células presentes na polpa, além dos odontoblastos, s&o os
fibroblastos, células indiferenciadas e células de defesa. Macrdfagos e
ocasionalmente linfocitos sdo encontrados em polpa normal. Outras células
inflamatorias, tais como os leucocitos polimorfonucieares e células plasmaticas
sdo comumente vistas como resultado de uma imitagdo pulpar e sua
subsequente inflamacéo (WALTON & TORABINEJAD %, 1989).

Certas particularidades sfo impostas 3 polpa pelas paredes rigidas
de dentina que a envolve. A camara pulpar é preenchida com nervos, tecido

vascular, fibras, substéncia intersticial, odontoblastos, fibroblastos e outros
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componentes celulares. O volume sanglineo total dentro da cavidade pulpar
ndo pode exceder intensamente, pois desencadeard um processo destrutivo as
vezes irreversivel devido dilatagdo interna (COHEN & BURNS %, 1994).

£ importante considerar que a poipa normalmente tem um fluxo
sanglineo relativamente alto o qual ndo é influenciado por substancias
vasodilatadoras. Sendo assim, s ocoire um pequeno aumento deste fluxo
durante a inflamac@o pulpar, somente na area inflamada. Um aumento na
permeabilidade capilar, porlanto, parece ser consideravelmente mais
importante do gue o aumento do fluxo sanglineo como resposta inflamatéria da
polpa (TAGGER & MASSLER ™, 1975).

O papel preciso de defesa da polpa ndo fol ainda bem determinado.
trritag@o com subseguente injdria & polpa resulta em inflamacéo local, com
reacdo vascular, vasodilatacdc e aumento da permeabilidade. A pressdo
tecidual excede a pressfo venular e 2 estase ocorre (WALTON &
TORABINEJAD %, 1989).

A fase celular da inflamacdo pulpar e primeiro dominada por
feucheitos neutrdfilos, linfdcitos, macrdfagos e plasmoécitos (MARTON &
KISS™, 1993). Estda bem estabelecido que células imunocompetentes sfo
encontradas na polpa e ambos linfécitos B e T também esto presentes na

inflamag&o pulpar {BERGENHOLTZ ef al*, 1991). Em relacdio 2 regido
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periapical sabe-se que bacterias e seus subprodutos sfo fatores significantes
no desenvolvimento de inflamacdo e consequente lesdo periapical (SELTZER
& FARBER %, 1994). Tradicionalmente tem sido assequrado  que
microorganismos  causadores de periodontites estdo presentes no tecido
necrdtico do sistema de canais radiculares e nos thbulos dentinarios, enquanto
que os tecidos periapicais estdo livres de bactérias {(LANGELAND ef al 2,
1977).Q sistemna defensivo mobilizado por uma inflamagéo periapical eliminara
qualquer bactéria vinda dos canais radiculares que invade estes tecidos
periapicais. A regido periapical tem uma capacidade reacional maior que o

tecido pulpar, portanto eliminando-se a causa da reagdo inflamatéria se

regenera completamente (LANGELAND et af %, 1977).

IMUNOSSUPRESSAO

A imunossupress@o é definida como estado de incapacitagido do
sistema imunolégico, e pode ser produzida através de vérios meétodos, como
por exemplo a timectomia ou esplenectomia. Também pode ser produzida
através do uso de drogas imunossupressoras, com a azatioprina associada a

corticoide, metilprednisolona e a ciclosporina.
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Em fransplantes de drgéos de um modo geral, a terapia
imunossupressora procura inibir as células imunocompetentes ativadas,
tornando possivel a tolerancia ao érgéo fransplantado e a preservacéo de sua
fungdo no organismo receptor. A ciclosporina € o imunossupressor mais usado
atualmente em transplantes de 4rgéos. Sua eficacia e alguns de seus efeitos
colaterais estdo bem esclarecidos inclusive em animais experimentais como
demonstrou FARTHING & CLARK * {1981).

A ciclosporina é um polipeptidec ciclico, sendo exiremamente
hidroféhica e deve ser dissolvida em lipideos ou solveniss organicos antes da
administrac@o. Esta substancia contém 11 aminodcidos, com peso molecular
de 1206,6 kDa, descoberta por BOREL ef af ® {1972), quando testavam novos
antifingicos e antibidticos. A ciclosporing & produzida a partir dos fungos
Trichoderma polysporum rifai e Tolypociadium inflatum gams. E um
imunossupressor eficaz que prolonga a sobrevida de transplantes alogénicos
de pele, coracado, rins, pancreas, medula dssea, intestino delgado e pulmé&o em
animais (COHEN ef al ', 1984 ). Diversos estudos sugerem que a ciclosporina
inibe o desenvolvimenio das reagbes mediadas por células, inibindo a
producao e liberacéo de linfocinas, incluindo a interleucina 2 nos linféeitos CD4

(NUSSENBLAT & PALLESTINE *, 1986; THOMAS & GORDON ™, 1986;

11
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PLATZ et af ®, 1991 ) ou fator de crescimento de células T. Ao que parece, &
ciclosporina bloqueia 0s linfocitos durante a fase GO ou fase G1 de ciclo celuiar
inibindo & liberagdo de linfocinas das células T ativadas. A agdo da
ciclosporina é reversivel, ndo afetando as células indiferenciadas da medula
dssea (STEINMULLER®Y, 1985) Ao contrario dos agentes citotdxicos, a
ciclosporina nao deprime a hematopoiese e ndo tem nenhum efeito sobre a
funcio das celulas fagocitarias,

A ciclosporina é efetiva em varias espécies, (incluindo ratos) onde
foram descritos estudos “in vitro” e "in vive® mostrando a supressao pela
ciclosporina de linfécito T (BURCKARDT & GUGGENHEIN®, 1979). A
ciclosporina pode ser administrada por via oral ou sistémica, e a dose usada é
de 10-20mg/Kg de peso corporal. WASSEF et al *® (1985), mostraram que a
ciclosporina pode ser administrada nos ratos através de diferentes sitios de
aplicac&o, obtendo niveis adequados no plasma. A administragdo subcutanea
em ratos oferece varias vantagens, tais como: facilidade de ser realizada,
requer pouca pericia, € bem tolerada pelo animal, nfo necessita ser
anestesiado previamente e resuita em constantes niveis da droga, com pico
adequado e pouca variago de nivel sérico durante todo 0 tempo experimental.

Este método provou ser Gtil e adequado com minima toxicidade.

12
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A concentragao serica ideal de ciclosporina & de 100-400 mg/mi, e a
excrecao de metabdlitos é principalmente pela bilis, portanto através das fezes.
A nefrotoxicidade representa a complicacdo mais frequente e clinicamente
importante associada com o uso de ciclosporina. Disfuncdo renal induzida pela
ciclosporina é observada em experimentos onde 0s animais receberam altas
dosagens da droga (MIHATSCH *, 1986).

FARTHING & CLARK® (1981), demonstraram a toxicidade natural
da ciclosporina em ratos relatando mudancas nas estruturas e funcdes
hepatica e renal. Observaram tambeém gue animais tratados com esta droga
apresentaram perda de peso, sugerindo, que a ciclosporina reduz o apetite
contribuinde para queda de albumina e aumenio nos niveis de ursia.

De acordo com VATHSALA et al * {1990), de 704 pacientes
fransplantados e imunossuprimidos com ciclosporina, 12,8 % apresentaram
proteintiria, 30,2 % rejeicao cronica do transplante e 11,1 % glomerulonefrite,
Também sio relatados hipertenséo, edema facial, hepatite B, cirrose hepética
o disbetes { HUANG ef al >, 1990; TRESHAN et af ™*, 1990; SUMRANI et a/ ™,
1991 ).

Sao controversos o8 estudos quarto aos efeitos na reaclo

£F o uy ok

retarde destes processos, enguanio que outros ndo confirmaram estas

13
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observagbes (FISHEL™, 1983; NENLANDER ¥, 1983; BOTTCHER et  al®

1890 ).

Quanto a reparacdo 6ssea, WARREN et aJ ™ (1985), observaram
cronologia normal da neoformagao 6ssea, qua.ndo analisaram fratura femural
em ratos imunossuprimidos com ciclosporing,

SPOLIDORIO®™ (1991), estudando o efeito da ciclosporina sobre o
processe de reparo em tecide cutdneo de rato, concluiu que a
imunossupressdo efetuada por esta droga influi de maneira positiva na
avolucio do tecido de granulacdo dos animais tratados, acelerando o processo
de cicairizacao,

MARIANI of af * (1993), mostraram o desenvolvimento de
hiperplasia gengival como efeito colateral do uso de ciclosporina. Segundo
estes autores, embora muitos fibroblastos eslejam presentes na hiperplasia
induzida pela ciclosporina, ha uma particular abundancia de substancia amorfa,
bem como, marcante infiltracdo de plasmdcitos. Com bases nos dados
coletados, os autores concluiram que as caracteristicas morfoldgicas do
aumento dimensional no tecido gengival associado ao tratamento com
ciclosporina pode ser considerado uma manifesta¢do local de um fendmeno

sistémico. Esta hiperplasia foi primeiramente relatada por CALNE ™ (1979).

14
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Contudo estd bem estabelecido que com a utilizagéo de drogas
imunossupressoras ndo existe susceptibilidade as doencas periodontais
{SUTTON & SMALLES™, 1983).

LAMBERTENGHI-DELILIERS ef 2/ *' (1986) , estudaram através de
microscopio eletrdnico as hiperplasias gengivais induzidas pela ciclosporina A,
observaram aumento na quantidade de células, vasos, matriz ndo-colagena e
diminuicdo da matriz colagénica no tecido conjuntivo.

LOPES et al * (1997), analisaram ¢ desenvolvimento de lesdes
periapicais em molares de ratos imunossuprimidos com ciclosporina A,
Segundo estes autores, a imunossupressao provocada pela ciclosporina néo
modificou a evolucdo das alteragdbes pulpares e periapicais das raizes dos
primeiros molares inferiores de ratos, apds a exposicdo pulpar ao meio bucal.

WALLSTROM ef al ® (1993) estudaram o desenvolvimento de
lesfes periapicais em ratos atimicos e em ratos normais. Os resultados desse
astudo demonstraram gue a evolugde das lesdes néo ¢ totalmente dependente

da presenca de linfocitos T.

15
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XEROSTOMIA

A saliva é um fluido complexo encontrado no interior da cavidade
bucal, com diversas fungdes como controle da microbiota, digestdo do amido,
protecdo dos tecidos bucais e manutencao do pH neutro. A saliva é produzida
guase que na totalidade (90%) pelas glandulas pardtidas, submandibulares e
sublinguais. Sendo o restante produzido pelas glandulas salivares menores
(HERRERA ef a/ >, 1988).

Com a longevidade da populagdo tem aumentado a incidéncia de
disfungbes salivares causados por doencas sistémicas e locais, desordens
imunoldgicas, radiacdo, quimioterapia e uso de medicamentos, que € muiio
comum em pessoas idosas. Com isso, & xerostomia tem se tormadoc um
significante problema clinico (MANDEL®, 1989).

A saliva desempenha uma importante funcdo na neutralizacio dos
acidos gerados durame a fermentacBo de carboidratos. Essa propriedade
tampdo deve-se g alta concentracdo de calcio e fosforo da saliva, que mantém
o pH neutro na cavidade bucal. Além disso, a saliva apresenta algumas
propriedades que auxiliam na manutencdo da integridade da mucosa oral,
através da limpeza, lubrificacdo e formacdo de uma barreira contra estimulos

nocivos e toxinas bacterianas (MANDEL®™, 1989 ; EPSTEIN & SCULLY ?,
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1992). A saliva também possui a capacidade de remover microorganismos da
boca para o estdmago, regulando assim a microbiota bucal atraves do seu fluxo
fisico (MANDEL®, 1987; HERRERA ef a/ ®, 1988).

A lactoferring e a lisozima s80 proteinas encontradas na saliva com
atividades antibacterianas. A lactoferrina liga-se ao ferro livre, privando a
bactéria desse elemento essencial, enquanto que a lisozima proveca lise de
células bacterianas, especialmente S.mufans e Veillonella por ligacdo com a
syperficie celular e interagdo com anions salivares de baixa densidade. Essas
combinagBes desestabilizam a membrana da célula, causando sua destruicéo,
Também exerce efeito antibacteriano, inibindo o crescimento ou reduzindo a
incorporacéo de glicose e producdio de acido lactico (TWETMAN et al *, 1986;
MANDEL®, 1989).

A peroxidase através da oxidacdo de {ons tiocitanato salivares,
usando ¢ perdxido de hidrogénio gerado por bactérias bucais, produz
hipoticcianato e hipotiocianoso, potentes antibacterianos que afetam o
metabolismo dos microorganismos { MANDEL®, 1989; EDGAR™, 1992).

A presenca de IgA na saliva é outro falor importante para
neutralizacéo de microorganismos e toxinas (HERRERA et af % 1988). Estes

anticorpos assim como as mucinas podem ser agentes eficazes na inibigéo da
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transmissdo do HIV e outros virus como o da Herpes simplex (MANDEL®,
1989).

Em relac@o a protegdo dos tecidos duros da cavidade bucal a
saliva tem atributos como sua capacidade tampdo, limpeza mecanica de
rasiduos alimentares e carboidratos, maturagdo pos-eruptiva do esmalte,
reguiaco do balango idnico nos processos de remineralizacdo do esmalte,
deposicéo da pelicula adquirida e limitacdo da difusdo de acidos (MANDELY,
1987; EDGAR", 1990; EPSTEIN & SCULLY®, 1992).

Em ratos e hamster esta bem esclarecido gue a sialoadenectomia é
seguida de aumenio na ocorréncia de carigs, devido a um desequiiibrio na
microbiota bucal {BOWEN ef af’, 1988). A saliva 6 uma defesa natural conira
caries dentais, confirmando resultados de estudos prévios 0s guais mostraram
que a remagao de todas as glandulas salivares maiores aumentam os niveis de
caries {CHEYNE", 1939).

BOWEN et af * (1988), estudaram a influéncia da remogéo das
glandulas salivares nas céaries corondrias, caries de superficies radiculares e
perda de osso alveolar em ratos. Esses autores determinaram que a
hiposalivacdo promoveu um desenvolvimento muito rapido de caries coronarias

Nesses animais.
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PAPAS ef af ®® (1993), estudaram a prevaléncia de carie em
individuos xerostdmicos e concluiram que o indice de carie & inversaments
praporcional ao fluxo salivar sendo que a atividade tanto de céries radiculares
como coronarias é bem maior no grupe de individuos xerostomicos.

O’CONNEL et al ¥ (1993), relataram que o uso crbrico do
propanociol reduziu a concentracdo da protefna total na saliva de todos os
animais testados, aumentando a susceptibilidade a carie, mas néo reduziu o
fluxo salivar estimulado. Todos 0s animais que receberam propanolol em altas
doses desenvolveram significantemente mais céries de superficie do que os do
grupo controle. Estes autores sugeriram também que o uso desta droga por um
longo periodo de tempo aumenta o risco de carie.

MUNDORFF-SHERSTHA ef a/ * (1994), estudaram o potencial
cariogénico dos alimentos em ratos e citaram que o fluxo salivar esta
diretamente associado com a inibicdo de caries, sendo a capacidade tampdo e
a concentracdo de lisozimas importantes na redugdo do ntmero ¢ grau de
severidade dos processos carosos.

KEENE et al *® (1994), avaliaram a microflora cariogénica antes e
depois do tratamento radioterapico em pacientes com doenca de Hodgkins
encontrando niveis elevados de S. mutans e Lactobacillus apbs o tratamento e

presenca de dentes cariados. Neste estudo ficou comprovado a necessidade
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da utiizacdo de medidas preventivas na entativa de minimizar os niveis de &.
mutans, promovendo assim, a prevencao de caries nestes pacientes.

O’CONNELL. et af *' (1994), analisaram o efeito da pilocarpina na
composicdo da saliva e caries em ratos com disfuncéo salivar. Este estudo
determinou que ¢ indice de carie nos animais completamente desalivados foi
significantemente maior do gue nos animais controle, com o desenvolvimento
de céries rampantes.

CHEYNE" (1939), descreveu com detalhes a anatomia das
glandulas salivares maiores do rato e a técnica de remogdo cirurgica para
estudar os efeitos da saliva na cavidade bucal, Enfatizando-se que a remogéo
destas glandulas maiores deve ser bilateral, BUCHNER & SREENBY® (1972),
determinaram em ralos que guandc apenas uma das glandulas salivares
maiores & removida ocorre uma hipertrofia compensatria das glandulas
remanescentes.

Alteracbes clinicas como a Sindrome de Sjdgren, medicamentos,
radicterapia, infecgdo com virus HIV, doencas jocais e sistemicas, s&0 as
causas mais freqientes que levam a disfuncdo das glandulas salivares e
consequentemente & xerostomia { GLASS et a/ *°, 1984; EDGAR", 1990;

FOXT, 1991; EDGAR'", 1992; FOX®, 1992; SCHIODT", 1992; SCHIODT et
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al 7', 1992; NAVAZESH et al *, 1992; CARL", 1993; ATKINSON & WU?,
1994; KEENE et al ®, 1994).

TOTTI ef al ™ (1993), concluiram que o fungo C.albicans foi
enconirado em maior quantidade na boca de ratos sialoadenectomizados em
relacdc aos normais. Mostrando que a xerostomia facilita a instalacéo,
proliferacdo e persisténcia deste fungo alterando assim, a composicdo

microbiana na cavidade bucal de ratos.

LESAQ PERIAPICAL

As baciérias s&o os agentes agressores mais importantes na causa
de doencas pulpares e perigpicais. A presenca desses microorganismos
promove uma participacio importante de fendmenos imunoldgicos de defesa
do organismo. Os efeitos e a importancia das bactérias na etiologia das
pulpites ¢ lesbes apicais foram amplamente descritos (KAKEHASHI et a/ i
1965; BUCHNER & SREEBNY®, 1972; ARAUJO et al ', 1983; PATERSON &
WATTS®, 1989). KAKEMASHI et ai”’, 1965, observou as mudancas
patoidgicas resultantes da exposigdo pulpar experimental em ratos “germ-free”

comparados a ratos convencionais. Este autor demonstrou gque o0s
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tecidos puipares exposfos nos ratos normais tornaram-se necrdticos na
presenca de bactérias resultando no desenvolvimento de inflamacdo pulpar
cronica e, eventualmente, formagdo de granulomas periapicais. Nos animais
“grem-free”, minima inflamagdo foi observada nos tecidos pulpares expostos,
havendo a formagdo de pontes de dentina sobre as areas expostas. Os
resultados indicaram gue a flora microbiana € o maior determinante para o
dasenvolvimento de lesdes periapicais.

No passado, acreditava-se que microorganismos ndo poderiam
sobreviver em lesGes periapicais. Contudo um grande namero de recentes
estudos indicaram gue este conceito necessita ser reconsiderado. TROSNTAD
et al 77 (1986), isolaram microorganismos tais como Propionibacterium acnes
bem como Bacteridides (Porphiromonas) gingivalis e (Porphiromonas)
endadontalis no interior de lesbes periapicais refratanias ao iratamento
endoddntico convencional. NAIR™ (1987), estudando 31 lesdes periapicais
hiumanas com microscopio eletrénico, encontrou bactérias intra e exiracelulares
no corpo de 4 granulomas e um cisto radicular. Em outro estudo NAIR et af ™
{1990}, estudando 9 lesbes resistenies a terapia endoddntica convencional
sncontraram microorganismos em 6 lesfes com o usc do microscopio

elefronico.
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GROSSMAN™, 1959, relatou ser possivel realizar estudos através
dos canais radiculares, utilizando-se uma canula ou extraindo-se o elemernto
dental ou ainda realizando uma ressecgdo da raiz. Detectando-se assim, a
situacdo bacteriologica dos tecidos perirradiculares.

Muitos investigadores tém demonstrado que lesfes periapicais
podem ser reproduzidas experimentalmente em animais de laboratério através
da exposicdo pulpar (KAKEHASHI ef af ¥, 1965; STAHL et al %, 1969;
ARAUJO et al *, 1983; YAMASAK! ef af ®, 1992; ATKINSON & WU?, 1994;
YAMASAKI ef al *°, 1994; STASHENKO ef al *°, 1994).

TAGGER & MASSLER™ (1978), estudaram as reacbes dos tecidos
periapicais em ratos apds a exposicdo pulpar. Os autores observaram que a
formacdo de lesbes perigpicais era histologicamente evidente apés 3 a 4
semanas de exposicdo. Neste estudo um significante aumento de endotoxina
nos tecidos periapicais ja tinha sido observado em 7 dias. De acordo com estes
achados, ¢ aumenio do conteldo de endotoxina contribui para o
desenvolvimento da leséo periapical.

FUKUSHIMA ef al ® {1990}, sugeriram que as bactérias encontradas
em dentes com radiclucidez na érea do apice sem dor espontanea, dor &
percussdo ou exsudaclo podem ser derivados de microorganismos os quais

colonizaram @ regido antes ou durante o tratamento endodbntico. Os casos
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onde  eram  encontrados  bactérias  (Baclerifides,  Peptococous,
Peptostrepfococcus e Eubacterium) em lesdes periapicais assintomaticas
tinham o potencial para se tormarem sintomaticas.

MANGKORNKARN et af ¥ (1991), investigando as propriedades
patobioldgicas das espécies bacterianas mais frequentemente isoladas em
lesGes periapicais persistentes sugeriram que as bactérias residentes nos
canais radiculares destes dentes possusm propriedades imunoldgicas que

impedem a reparac@o completa da regido periapical.

WANG & STASHENKO® (1991), relataram que a atividade de
reabsorcéo Ossea estd presente também em lesdes periapicais cronicas
humanas, em niveis comparaveis aquelas encontradas em lesbes estaveis em
ratos. Usando técnicas bioguimicas e imunoldgicas, os autores demonstraram
que a maior atividade de reabsorgdo € mediada pelas citoquininas 1Ll e
TNFB.

WAYMAN et al ¥ (1992}, estudaram histologicamente e através de
culfura g presenca de microorganismos no tecido perigpical de 58 casos
removidos cirurgicamente. As culiuras foram positivas para a presenca de
bactéria em 51 casos, enquanta histologicamente as bactérias foram
encontradas em apenas B dos 58 casos. A presenga de bactérias em

granuiomas também foi observada.
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YAMASAKI et al *® (1992), realizaram a mensuracéo da quantidade
de endoioxina bem como identificaram bactérias gram-negativas em lesdes
periapicais experimentais produzidas em ratos. Os resultados deste estudo
mostraram que a guantidade de endotoxina nos tecidos periapicais aumentou
gradualmente com o avango do tempo. O nGmero de bactérias gram-positivas
fsve um maior pico de aumento entre 7 e 14 dias, e aumentou gradualmente
{R2%) do 1° ao 24° dia e 60% do 28° ao 70° dia. O ndmero de bacterias gram-
negativas aumentou com avango do tempo do 1° ao 24° dias, mas néo doe 21°
ao 70° dias.

SELTZER & FARBER®™ (1994), relataram que o papel dos
microorganismos na causa das lesdes endoddnticas tem sido intensivamente
investigada. Componentes bacterianos tais como endotoxina e oufro
componente da parede bacteriana estdo implicados no desenvolvimerto da
inflamacao pulpar e periapical. TRONSTAD'® (1992}, citou que, como o tecido
conjuntivo de todo o corpo, a polpa e o periodonto reagem a infecgdo com
inflamacaan.

MARTON & KISS® (1993), investigaram lestes periapicais
estudando © envolvimento das reacgbes inflamatorias e imunolbgicas na

patogenia e manutengao destas periodontites apicais cronicas, Estes autores
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sugeriram que os macréfagos e linfécitos T exercem importante papel na
destruicdo e reparo da regifio periapical.

YAMASAKI ef al * (1994), investigaram histologicamente e
histometricamente as mudancas na polpa e tecidos periapicais apds a
exposicdo pulpar em ratos. Histologicamente, necrose pulpar estendia
gradualmente da parte mais coronaria do tecido pulpar para o apice, com a
inflamagdo comegando no tecido periapical num estagio bem inicial.
Histomelricamente, a extens&o da necrose pulpar aumentou graduaimente de
1° & 28° dias. As extensdes verticais e horizontais das lesées periapicais apés
14 dias estavam significantemente aumentadas. A lesgo periapical estendia-se
primeiramente em diregdo mesio-distal e depois em direcéo vertical.

STASHENKO et al *® (1994), estudaram ¢ mecanismo de patogenia
das lesbes periapicais em molares de ratos com exposicdo pulpar. As lesdes
periapicais desenvolveram rapidamente entre 0 ¢ 15 dias (fase ativa). Apds
gsse pericdo a evolugdo das lesGes eram mais lentas (fase crdnica). Uma flora
anaertbica gram-negativa, similar a encontrada no homem, foi identificada. As
lesBes continham um infiltrado inflamatdrio misto consistindo de células T,
neutrofilos, células B, macréfagos e plasmécitos. Durante a fase ativa,

predominavam células T auxliares, sendo ceélulas T supressoras mais
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freglientes na fase cronica. A maior atividade de reabsorcdo Ossea era
mediada pela citoquinina interleucina-1p.

GOMES et al *', 1994, estudaram a associagdo de bactérias
gspecificas dos canais radiculares e sintomatologia dolorosa. Estes autores
observaram que nos casos de dor predominavam bactérias anaertbias,
principaimente Prevotella e Peptostrepliococcus spp.

Molares de ratos tém sido usados por diversos autores no estudo da
patologia pulpar e periapical. EURASQUIN & MURUZABAL, em uma série de

trabalhog #H*# 2. %

estudaram as alteragbes apicais & métodos para tratamento
de canal de molares de rato. Tendo em vista esta revisdo de literatura e pela
inexisténcia de estudos comparativos do desenvolvimento de lesbes

periapicais em ratos xerostdbmicos e xerostdmicos-imunossuprimidos, juigamos

oportuno realizar este estudo.
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PROPOSICAD

O presente trabalho tem por objetive  comparar
radiograficamente e histometricamente através de “software” Globat lab o
desenvolvimento de lesbes periapicais da raiz mesial dos primeiros molares
inferiores  direitos de ratos normais, xerostomicos e xerostdmicos-
imunossuprimidos, apds os periodos de 7, 14, 21 ¢ 28 dias de exposicio ao

meio bucal,
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MATERIAIS E METODOS

i - Seleciic dos Animais

Foram utilizados 60 ratos Wistar (Novergicus albinus), machos,
pesando em torne de 170 a 200 gramas, provenientes do Biotério Central da
UNICAMP, alojados em gaiolas plasticas, alimentados com ragdo “labina” e
agua “ad libitum”. Os animais foram divididos em trés grupos: Grupo A - 20
animais do grupo controle; Grupo B - 20 animais xerostdmicos e Grupo C -

20 animais xerostdmicos - imunossuprimidos.

i - Sialoadenectomia

Os animais dos grupos B e C foram anestesiados com inje¢&o
intraperitonial de hidrato de cloral 8 10% (400 mg/Kg de peso corporal),
posicionados em uma mesa operatdria, submetidos a tricotomia e
antissepsia com alcool iodado na regiéo cervical {fig.1). Apés a incisdo de
aproximadamente 3 c¢m na porgio cervical mediana da pele, o tecido
subjacente foi divuisionado e as glandulas submandibulares e sublinguais

foram localizadas {fig.2). As glandulas pardtidas foram localizadas em
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seqguida, aderidas a regido médio-ventral do pescoco & estendendo-se
sobre a superficie ventral das glandulas submandibulares. Todas foram
remavidas cirurgicamente segundo a técnica de CHEYNE'Z ({1939),
modificada. A remocéo foi realizada apés divulsdo tecidual, preservando-se
us linfonodos regionais e com prévia ligadura dos vasos sanguinecs de
maior calibre que irrigam essas glandulas {fig.3). As glandulas sublinguais e
submandibulares foram removidas simultaneamente devido a firme
aderéncia entre elas, embora esigjam separadas por um septo de tecido
conjuntivo . Apds a remogio das glandulas, a ferida cirdrgica foi fechada e
suturada com ponfos simples. Os animais do grupo A foram tambem
anestesiados e a regifio cervical incisada e suturada, com o objetivo de que

o stress cirdrgico néo interferisse nos resultados.
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figura 1 - Tricotomia e anti-sepsia realizada nos animais experimentais,

visando a sialoadenectomia das glandulas salivares maiores.
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Figura 2 - Mostrando a localizacdo das glandulas submandibulares (seta
maior) e sublinguais(seta menor). As duas glandulas estdo firmemente

aderidas por septo de tecido conjuntivo.
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figura 3 - Regido cervical do animal apds remog¢do das glandulas
submandibulares e sublinguais. Notar os fios de sutura utilizados para ligar

os vasos de maior calibre (seta).
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lll - Imunossupressao

Duas semanas apos ter sido realizado a extirpagéo cirurgica das
glandulas maiores; os animais do grupo C passaram a receber inje¢éo
diaria, via subcutanea, de ciclosporina A (laboratério Sandoz - SANDIMUM
®) na dose de 10 mg/Kg de peso corporal, diluida em soro fisiologico
autoclavado numa proporgéo de 4:1. As injegcdes foram realizadas durante

todo o experimento.

IV - Abertura Coronéria

Apés uma semana de imunossupressdo dos animais do grupo C,
todos os animais dos grupos A, B e C foram novamente anestesiados e
posicionados em mesa operatoria apropriada. As bochechas foram
afastadas com retratores adaptados, buscando uma melhor visualizagcéo do
campo operatério. O esmalte e a dentina dos primeiros molares inferiores do
lado direito, foram desgastados com broca esférica carbide numero %
posicionada no micromotor. A abertura foi realizada na fossula mesial da
superficie oclusal até a exposigéo pulpar, que foi alcangada penetrando-se

a ponta ativa da mesma (fig.4). Foram sacrificados 5 animais de cada
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grupo, por inalagéo excessiva de Eter etilico, apds o 7°, 14°, 21° e 28° dias

de exposicao.

figura 4 - Abertura coronaria realizada na fossula mesial da superficie
oclusal do primeiro molar inferior direito, utilizando broca carbide esférica

montada em baixa-rotagao.
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¥ - Analise Radiografica

Apos o sacrificio dos animais, as hemi-mandibuias direitas foram
retiradas e radiografadas com filmes periapicais “Kodak” ultra-sensiveis,
com 0,3 segundos de exposicBo em aparelho de raio-X com 60 KV e 10 mA,
O posicionamento das mandibulas sobre a pelicula radiogréfica e a
distancia do cilindro localizador do aparelho de raio-X foram padronizados
afim de evitar distor¢ies nas imagens. Apds a revelacdo em processador
automatico das radiografias, as imagens foram projetadas sobre uma folha
branca e a area total das lesdes pintadas com caneta hidrocor. As imagens
das lesBes foram transferidas para o computador através de “Scanner’

{Scan Jet 3¢) e as lesbes mensuradas em “software” da Global lab.

Vi - Analise Microscopica

As hemi-mandibulas direitas foram fixadas em formol 2 10% por
48 horas e descalcificadas em Solugo de EDTA a 4% (Acido
etilenodiamino tetra-gcético) durante o periodo de 2 meses. ApOs a
descalcificacio as pecas foram lavadas abundantemente, processadas e
incluidas em parafina. Cortes seriados de 7um, no sentido mésio-distal,
foram corados em H.E. & analisados em microscopio optico. As imagens

foram transferidas para o computador, através de um microscopio especifico
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passando as imagens direto para a tela do computador e a extensao vertical
e horizontal das lesbes periapicais foram mensuradas, de acordo com o

esquema 1, em “software” Global iab.

ESQUEMA 1

Tangente A - medida horizontal das lesGes, tangente que passa pelas
extremidades do dpice radicular.

Tangente B - medida vertical das lesdes, tangente que parte do centro do
canal radicular g partir da tangente A, até a extremidade da les&o.
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Vil - Analise Estatistica

Foi realizado um experimento inteiramente casualizado com
arranjo fatorial dos dois fatores e a andlise estatistica foi composta de um
guadro de andlise de variancia incluindo o teste “F’. As comparacgbes
multiplas das médias foram feitas para os fatores significativos com nivel o
{alfa) de 5% no teste “F" pelo teste “Tukey' { Teste das amplitudes
“studetizadas” de Tukey ). Os calculos foram efetuados em computador

pessoal através do sistema “SAS”.
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$.1. ACHADOS HISTOLOGICOS

Grupo A - controle (7 dias)

As observacghes histologicas permitiram verificar a presenga de
tecido vivo na porgéo média e apical do canal radicular. Constatou-se a
presenca de estruturas vasculares dilatadas e hiperémicas tanto no tergo
médic quanto na regido apical. Abaixo desta regido, estava presente um
intenso infiltlrado de células inflamatorias, formado principaimente por
neutréfilos atuando como barreira defensiva. Na regido periapical notam-se
vasos dilatados e hiperémicos, além de um discreto espessamento do

espaco correspondente ao ligamento periodontal (figs. § e 6).

Grupo B - xerostomico {7 dias)

A analise microscopica foi semelhante & descrita no grupo

controle. O tecido pulpar se encontrava necrosado no terco coronario e
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inflamado no tergo médio e apical. A regido periapical apresentava vasos

com dilatagéo e hiperémicos {figs.7 e 8).

Grupo C - xerostémico-imunossuprimido (7 dias)

Histologicamente se apresentou semelhante aos demais grupos.
Na porgéo coronéria podiamos observar uma situagéo de desorganizacéo e
necrose, bem como um processe inflamatério na porgéo referente ao terco
médio do canal radicular. A regifo periapical apresentava um discreto

gspessamento e vasos dilatados e hiperémicos {figs. 9 e 10}.

Grupo A - controle (14 dias)

Apés este periodo de exposicdo pulpar, a necrose se situava na
maioria dos casos entre os tergos meédio e apical, afirmando a evolugdo do
processo. Abaixo da area de necrose, ocorria a presenca de um acumulo de
células inflamatorias com predominio de neutrdfilos. A regido periapical
encontrava-se espessada apresentando vasos dilatados, hiperémicos e
maior celularidade, com maior numero de fibroblastos e células inflamatorias

mononucieares {fig. 11 e 12).
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Grupo B - xerostomico {14 dias)

As observagbes encontradas neste grupo foram similares ao

grupo controle. A polpa estava necrosada nas regides proximas a regido

apical. Na regido periapical observou-se uma moderada concentrac@o de

células atuando em resposta ao processo. Haviam reabsorgdes 0sseas com

a presenca de células gigantes mostrando processo ativo (fig.13 e 14).

Grupo © - xerostdmico-imunossuprimido {14 dias)

Os 213 coronarios das polpas se encontravam quase que
inteiramente necrosadas, restando a porcéo apical com vitalidade e notava-

se aumento no nimero de células na regidc periapical e células gigantes

em lacunas do tecido 6sseo mostrando um processo de reabsorcio 6ssea

continuo ( fig.15 e 16).

Grupo A - controle (21 dias)

Neste grupo experimental, o tecido pulpar encontrava-se

inteiramente necrosado mostrando completa destruicdo. A regido periapical

apresentava-se intensamente espessada com atividade  osteolitica
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promovida pelos osteoclastos. Intensa concentragBo de células
inflamatorias com predominio de polimorfonucleares (fig.17 e 18)
observadas proximo ao apice radicular. Observou-se a presenca de

microabscessos apicais em pequenas proporgdes.

Grupo B - xerostémico (21 dias)

O tecido pulpar encontrava-se totalmente necrosado e em alguns

casos observou-se a presenga de microabscessos apicais. O periapice

encontrava-se bhastante espessadc com intensa reagdo inflamatdria

concantrada no apice radicular (fig. 19 e 20).

Grupo C - xerostdomico-imunossuprimido (21 dias)

A polpa estava completamente necrosada. O perigpice

apresentavam microabscessos ¢ em atividade osteolitica intensa promovida

por osteoclastos {fig.21 e 22}
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Grupo A - controle (28 dias)

O tecido puipar enconfrava-se completamente destruido e
necrosado. A regido periapical apresentava focos de células inflamatérias
predominantemente polimorfonucleadas caracterizande microabscesso
goncentrado no apice radicular. intensa atividade osteolitica ainda era

observada {fig.23 e 24).

Grupo B - xerostomico {28 dias)

Como no grupo controle, as polpas estavam inteiramente
necrosadas e existia a presenga de células inflamatdrias em quantidade
significante por toda a regifo perirradicular caracterizando um
microgbscesso. Distanciando-se do apice radicular, o processo inflamatorio

fornava-se predominantemente crdnico, com intensa atividade osteolitica

{Fig.25 e 26).
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Grupo C - xerostdomico-imunossuprimido (28 dias)

O tecido pulpar totalmente encontrava-se completamente
necrosado. Semelhante aos anteriores, notava-se abscesso no apice

radicular e atividade osteolitica {fig. 27 e 28).
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figura 5 - Grupo A (controle) com 7 dias de exposi¢ao pulpar.
Mostrando vitalidade no terco apical do canal radicular e um ligeiro

espessamento da regido periapical. H.E. (60X).
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figura 6 - Grupo A (controle) com 7 dias de exposicao
pulpar, maior aumento da figura anterior mostrando estruturas
vasculares dilatadas e hiperémicas com discreto aumento da

celularidade. H.E. (130X).
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figura 7 - Grupo B (xerostdmico) com 7 dias de exposi¢céo
pulpar, onde observa-se um processo degenerativo pulpar que se
estabelece na porgédo coronaria € média do canal radicular. A regiéo

periapical podemos verificar a presenga de tecido vivo. H.E. (60X).
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figura 8 - Grupo B (xerostdmico) com 7 dias de exposicéo
pulpar, maior aumento da figura anterior. Temos caracteristicas
semelhantes ao do grupo controle com a presenga de vasos

hiperémicos na regido periapical. H.E. (130X).
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figura 9 - Grupo C (xerostdmico-imunossuprimido) com 7
dias de exposigéo pulpar. Podemos notar a presenga de estruturas
vasculares dilatadas no terco médio do canal radicular e na regiao

periapical. H.E. (60X).
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figura 10 - Grupo C (xerostdmico-imunossuprimido) com 7
dias de exposigdo pulpar, maior aumento da figura anterior.
Observamos a presenga de estruturas vasculares dilatadas na

porcéo periapical. H.E. (130X).
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figura 11 - Grupo A (controle) com 14 dias de exposi¢cao
pulpar. Podemos observar a presenca de tecido necrético na porgao
média do canal radicular e logo abaixo um acumulo de células
inflamatoérias. A regido periapical se encontra ligeiramente espessa

e com vasos dilatados. H.E. (60X).
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figura 12 - Grupo A (controle) com 14 dias de exposigao
pulpar, maior aumento da figura anterior. Observar-se um acumulo
de células na regido periapical com a presenga de vasos

hiperémicos. H.E. (130X).
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figura 13 - Grupo B (xerostdmico) com 14 dias de exposi¢ao
pulpar. Na regido periapical, como no grupo controle, observou-se

uma moderada concentragdo de células. H.E. (60X).

56



ANALISE COMPARATIVA DO DESENVOLVIMENTO DE LESOES PERIAPICAIS EM RATOS
NORMAIS, XEROSTOMICOS E XEROSTOMICOS-MUNOSSUPRIMIDOS.
RESULTADOS

figura 14 - Grupo B (xerostdmico) com 14 dias de exposi¢ao
pulpar, maior aumento da figura anterior. Observa-se um acumulo
de células na porgéo apical do canal radicular e vasos dilatados na

regido perirradicular. H.E. (130X).
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figura 15 - Grupo C (xerostdmico-imunossuprimido) com 14
dias de exposicdo pulpar. A porgdo coronaria e média do canal
radicular encontram-se quase que inteiramente necrosadas. H.E.

(B0X).

58



ANALISE COMPARATIVA DO DESENVOLVIMENTO DE LESOES PERIAPICAIS EM RATOS
NORMAIS, XEROSTOMICOS E XEROSTOMICOS-MUNOSSUPRIMIDOS.
RESULTADOS

figura 16 - Grupo C (xerostdmico-imunossuprimido) com 14
dias de exposicdo pulpar, maior aumento da figura 15. Nota-se um

aumento do numero de células na regido periapical. H.E. (130X).
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figura 17 - Grupo A (controle) com 21 dias de exposigcéo
pulpar. O tecido pulpar esta completamente destruido. Notamos um

avango na destrui¢éo perirradicular devido a lise 6ssea. H.E. (60X).
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u

figura 18 - Grupo A (controle) com 21 dias de exposi¢éo

pulpar, maior aumento da figura anterior. Notamos uma intensa
concentragdo de células inflamatdrias com predominio de
polimorfonucleares. Existe também a presenga de areas de
destruicdo tecidual com formacéo de microabscessos apicais. H.E.

(130X).
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figura 19 - Grupo B (xerostdmico) com 21 dias de exposi¢céo
pulpar. Observamos, como no grupo controle, a completa destruigdo

do tecido pulpar. H.E. (60X).
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figura 20 - Grupo B (xerostdmico) com 21 dias de exposicéo
pulpar, maior aumento da figura anterior. Na regido periapical
podemos observar a presenga de um microabscesso com um

acumulo intenso de células por toda a regido. H.E. (130X).
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figura 21 - Grupo C (xerostdmico-imunossuprimido) com 21
dias de exposicdo pulpar. A polpa esta completamente destruida.

H.E. (60X).
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figura 22 - Grupo C (xerostdmico-imunossuprimido) com 21
dias de exposigdo pulpar, maior aumento da figura 21. Podemos
observar a presenca de destruigdo tecidual apical, como tambem

reabsorcé@o de cemento e dentina na regido periapical. H.E. (130X).
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figura 23 - Grupo A (controle) com 28 dias de exposi¢ao
pulpar. Nesse grupo podemos notar com maior constancia a
presenca de microabscessos apicais caracterizado pelo acumulo de
células inflamatérias e destruic@o pulpar em toda sua extensao. H.E.

(60X).
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figura 24 - Grupo A (controle) com 28 dias de exposi¢cdo
pulpar, maior aumento da figura anterior. Observa-se uma intensa
concentracédo de células, reabsor¢éo cementaria e dentinaria apical.

H.E. (130X).
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figura 25 - Grupo B (xerostdmico) com 28 dias de exposi¢éo
pulpar. Notamos, como no grupo controle, a polpa inteiramente
necrosada. Observamos também com maior freqiéncia a presenca

de microabscesso apical. H.E. (60X).
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figura 26 - Grupo B (xerostdmico) com 28 dias de exposicao
pulpar, maior aumento da figura 25. Observa-se um microabscesso

instalado no ligamento periodontal. H.E. (130X).
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figura 27 - Grupo C (xerostdmico-imunossuprimido) com 28
dias de exposigdo pulpar. Notamos, como nos demais grupos, a
polpa inteiramente necrosada e a presenca de microabscesso

apical. H.E. (60X).
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figura 28 - Grupo C (xerostdmico-imunossuprimido) com 28
dias de exposicdo pulpar, maior aumento da figura anterior.
Constata-se a presenca de microabscesso apical e atividade

osteolitica. H.E. (130X).
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5.2. CARACTERISTICAS RADIOGRAFICAS

Os dados obtidos com a mensuragcdo das lesbes periapicais
transferidas para o computador e calculadas atraveés do programa “Global lab”,
foram submetidos a um estudo de analise estatistica em relagéo a area total
resultante. (Tabela 1)

Foi efetuado o teste “F”, ndo havendo evidéncias estatisticas de
alteragcdes nas dimensdes das lesdes periapicais independente do grupo
estudado. No entanto notou-se uma forte evidéncia que as areas totais
dependem do numero de dias decorridos apdés o inicio da aplicacdo dos
tratamentos. O fator tempo foi determinante no aumento da area total das
lesdes em relagdo ao transcorrer do periodo e estatisticamente ndo houve
diferencga significante entre os periodos de 14 e 21 dias de exposig¢ao pulpar.

A evolugéo das lesGes radiograficamente, como mostrado no grafico

1, comportou-se de forma crescente em relacdo ao numero de dias.
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Grafico 1. Grafico representado o desenvolvimento das lesdes periapicais em
relacdo as areas totais mensuradas radiograficamente.
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Figura 29 - GRUPO CONTROLE 7 DIAS DE EXPOSIGCAO PULPAR.

figura 30 - GRUPO CONTROLE 14 DIAS DE EXPOSICAO PULPAR.
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figura 31 - GRUPO CONTROLE 21 DIAS DE EXPOSICAO PULPAR.

figura 32 - GRUPO CONTROLE 28 DIAS DE EXPOSIGCAO PULPAR.
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figura 33- GRUPO XEROSTOMICO 7 DIAS DE EXPOSIGAO PULPAR.

figura 34 - GRUPO XEROSTOMICO 14 DIAS DE EXPOSIGAO PULPAR.
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figura 35 - GRUPO XEROSTOMICO 21 DIAS DE EXPOSICAO PULPAR.

figura 36- GRUPO XEROSTOMICO 28 DIAS DE EXPOSICAO PULPAR.
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figura 37 - GRUPO XEROSTOMICO-IMUNOSSUPRIMIDO 7 DIAS DE
EXPOSICAO PULPAR.

figura 38 - GRUPO XEROSTOMICO-IMUNOSSUPRIMIDO 14 DIAS DE
EXPOSICAO PULPAR.
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figura 39 - GRUPO XEROSTOMICO-IMUNOSSUPRIMIDO 21 DIAS DE
EXPOSICAO PULPAR.

figura 40 - GRUPO XEROSTOMICO-IMUNOSSUPRIMIDO 28 DIAS DE
EXPOSICAO PULPAR.
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5.3, ANALISE ESTATISTICA

Comportamento da Area total

Os dados obtidos com a mensuragdo das lesfes periapicais
transferidas das radiografias para o computador e calculadas através do
programa “Global 1ab”, foram submetidos a um estudo de analise estatistica

em relac@o a area total resultante. (Tabela 1)
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Tabela 1. Medidas da &drea total das lesbes periapicais observadas nas
imagens radiograficas.

Lol i e

* ':ener ponto de definigdo de uma tela do computador, que esta relacionado com o grau
de resolucio desta tela.
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Estatisticamente ndo observou-se evidéncias de que os
fratamentos foram capazes de alterar as dimensbes da drea total das
lesbes. O fator nimero de dias, por sua vez, mosirou uma forte evidéncia
estatistica que as areas totais dependem do numerc de dias decorridos
apds o inicio da aplicacdo dos tratamentos. Utilizou-se também o teste de
“Tukey’, determinando que houve um aumento na area total das lesdes em
relacdo ao transcorrer do periodo. Nao houve diferenga entre todos os

grupos estudados em relagdo ao fator tratamento.
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RESULTADOS

5.3. ANALISE ESTATISTICA

Referentes as dimensdes verticais ¢ horizontais

Os dados das mensuragbes realizadas através do software
“GlLobal lab”, foram devidamente separados e agrupadoes. Estes foram

submetidos a uma analise estatistica. Abaixo sdo listados todas as medidas

das lesbes periapicais no sentido de area total expressa em pixels *(Tab. 2}.

Tabela 2. Listagem dos dados observados no experimento em relacio as
dimensbes verticais e horizontais das lesdes periapicais.

* Menor ponto de definicdo de uma tela do computador, que esta relacionado com o
grau de resolugao desta tela.
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continuacao. ..

86



AMALISE COMPARATIVA DO DESENVOLVIMENTO DE LESOES PERIAPICAIS EM RATOS NORMAIS,
XEROSTOMICOS E XEROSTOMICOS-IMUNOSSUPRIMIDOS,

RESULTADOS

Comportamento da dimenséao vertical

Estatisticamente podemos dizer que houve uma forte evidéncia
de que as dimensbes verticais foram influenciadas somente pelo fator tempo
decorrido apos o inicio da aplicacdo dos tratamentos. Os tratamentos ndo
demonstraram nenhuma diferenga enfre 0s grupos estudados. Abaixo,
através do teste Tukey, demonstra-se que ndo ocorreu diferenga
estatisticamente os grupos experimentais dos periodos de 21 e 28 dias de

exposican pulpar.

Foi possivel delimitar um grafico {Graf.1} mostrando as evolucdes
das lesfes periapicais durante todo o periodo de tempo. O desenvolvimento
das lesdes tornou-se crescente por todo o periodo e se estabilizando no

periodo proximo aos 28 dias de exposicéo pulpar.
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. Gréaficoe 2 -Comportamento da Dimens&o Vertical medidas histometricamente de
acordo com 0 passar do tempo.
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Comportamento da dimensao horizontal

A partir dos valores obtidos podemos dizer gue houve uma forte
gviddncia estatistica que as dimensGes horizontais dependem
exclusivamente do numero de dias decorridos apds o inicio da aplicacio
dos tratamentos, N&o detectou-se diferenca entre os grupos estudados em

relacdc aos fratamentos aplicados.

Podemos através do gréfico (Graf.2}, demonstrar todo a situacéo

do desenvolvimento das lesfes durante todos os periodos de tratamento. O
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desenvolvimento das lesdes tornou-se crescente ficando constante aos 28

dias.

Grafico 3 - Comportamento das dimensdes horizontais das lesdes medidas
histometricamente em refacdo ao tempo.
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DISCUSSAO

A xerostomia € uma condi¢dc clinica, na qual ocorre uma
diminuicdo da producdo salivar. Pode estar associada a tratamentos de
neoplasias por irradiacdo e quimioterapia, como também estar associada a
condicBes sistémicas como a Sindrome de Sjdgren, Anemia perniciosa,
diabetes mellitus, deficiéncia de vitamina A e horménios { CONNER et al
1970). Podendo estar associada também, a alteragbes transitorias com a
utilizacBo de medicamentos, anormalidades no desenvolvimenio das
giandulas salivares, obstrucdes fisicas (sialolitos), infecgles e certas
doengas que afetam as porgbes eferentes e aferenies no reflexo de
transmissdo neural (CHISHOLM et al *°, 1978). A saliva tem importantes
fungBes como. protegdo da mucosa bucal, controle da microbiota e
neutralizacdio de alguns 4cidos na cavidade oral {(GLASS ef a/ ¥ 1984;
BOWEN et af 7, 1988; CARL W', 1993; PAPAS et al %%, 1993; O’'CONNEL
et al®, 1993; ATKINSON J & WU A%, 1994).

Em nosso estudo realizamos a sialoadenectomia bilateral das
glandulas salivares maiores, visando mudangas na flora da cavidade bucal
dos animais experimentais, que pudessem causar alteragbes no
desenvolvimento das alteraches das lesdes periapicais. Apesar da

xerostomia estar relacionada com intensa modificacdo da flora bucal
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acarretando um aumento significativo das lesdes cariosas (BOWEN et af 7,
1988; PAPAS ef al * 1993), no desenvolvimento de lesdes periapicais,
onde as bactérias s&o os principais agentes etioldgicos, a xerostomia néo
influenciou. Entretanto, nao foi possivel analisar se a flora que coloniza os
canais radiculares durante ¢ processo degenerativo da polpa sofreu
alteracdo na xerostomia,

A ciclosporina € um polipeptideo ciclico produzido pelo
metabolismo de dois fungos, Frichoderma polysporum e Cylindrocas
pumlucidum. Sendo comumente usada no tratamento imunossupressor em
casos de transplantes de 6rgdos, principalmente rins ( MARIANI et al *,
1993). Segundo THOMAS & GORDON™ (1986), a ciclosporina atua nos
linfocios inibindo a expresséo de -2 a nivel de transmissio do RNA
mensageiro. Inferfere também no metabolismo de outras linfocinas, bem
como nas celulas B, macrdfagos, fibroblastos e células do tecido conjuntivo.
0 uso prolongado da ciclosporina acarreta diversos efeitos colaterais, sendo
o mais severo, as alteracGes observadas nos rins (MARIANI et af ¥ 1993;
DONGAR! ef al ', 1993; COHEN et al **, 1984), Na cavidade bucal, pode
ocorrer hiperplasia gengival apos a utilizagao desta droga (MARIANI et af ®
1993; DONGARI et al V', 1993).

NOBUHARA ef al ® (1993} relataram a presenca de poucos

polimorfonucieares (PMN) em tecidos perirradiculares de dentes com a
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polpa vital ou parcialmente necrosada, quando sofreram instrumentacéo
excessiva seguldo da administracéo de dexametasona.

InflamacBes mediadas por células T podem ser parciaimente
bloqueadas pela ciclosporina A. SPOLIDORIO®™ (1991), utilizando-se de
reacOes de hipersensibilidade provocadas pelo DNCB*, constatou que em
ratos a ciclosporina usada na dosagem de 5mgfKg inibe as células T.

JONTEL ef al * (1987)verificaram através da utilizagio de
marcadores de membrana celular que, linfécitos T “helper” e citotdxico, e
macréfagos sdo encontrados no tecido pulpar em seu estado normal,

Varigveis vias de administracéo de ciclosporina tém sido estudadas.
WASSEF et al *® (1985), estudaram a influéncia de diferentes vias de
administracdo bem como variaveis doses de ciclosporina em ratos e
relataram gue a melhor maneira seria através da via subcuténea, por ser de
facii execuc8o, bem toleravel pelo animal que ndo necessita ser
anestesiado, requer pouco tempo gasto e reproduz niveis adequados de
ciclosporina no organismo. Portanto esta {0l a via de administracdo adotada
neste estudo. Em relacio a dose de ciclosporina administrada, utilizamos
10mg/Kg de peso corporal {SPOLIDORIO®, 1981), sendo esta dose
suportavel pelo animal em relacdo a toxicidade. WASSEF et al *°(1985),

utilizaram doses entre § e 10 mg/Kg/dia em seu estudo, onde procuraram

* DNCB - Dinitroclorobenzeno

93



ANALISE COMPARATIVA DO DESENVOLVIMENTO DE LESGES PERIAPICAIS EM RATOS NORMAIS,
}{ERCSYQMCGS E XEROSTOMICOS-IMUNDSSUPRIMIDGS.
DISCUSSAC

determinar uma farmacocinética de ciclosporing em ratos usando diferentes
vias de administragBo e doses da droga, obtendo dentro desta
concentragdo, resultados satisfatorios. Os animais experimentais que se
submeteram a utilizac@o desta droga, sofreram uma perda de peso, come
citado no estudo de FARTING & CLARK® (1881) devido a perda de apstite
causado por gsta droga, observande-se também gue em ratos a toxicidade &
minima.

O desenvolvimenio de lesbes periapicais em ratos estd bem
descrito na literatura, sendo este animal rotineiramente utilizado no estudo
de alteracbes pulpares e periapicais.

Muitos investigadores (KAKEASHI ef a/ ¥, 1965; EURASQUIN &
MURUZABAL %% % %1967 a, b, c, 1968; STAHL et al ®*, 1969; KORZEN
ef af®, 1974: TAGGER & MASSLER'™, 1975; WATTS & PATERSON™,
1981; ARAUJO et al ', 1983; YAMASAKI et al *, 1992; BANDO &
NAGAYAMA®, 1993; STASHEMKO®™, 1994; YAMASAKI et al *, 1994)
tém demonstrade histologicamente o desenvolvimento de lesbes
periapicals em ratos, mas ndo tem observado mudangas histométricas dos
tecidos perirradiculares e a correlagdo entre 0s tamanhos das lesbes e 08
achados histolégicos. YAMASAKI et al ™ (1994) analisando ©
desenvolvimento de lesbes em ratos normais, mostraram em seus
achados que primeiro a lesfo se desenvolvia no sentido horizontal e

depois no sentido vertical. Histometricamente em 14 dias, o crescimento
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horizontal e a drea da lesfo periapical estavam significantemente
aumentadas. Em nosso estudo, as lesdes periapicais se comportavam com
um processo evolutivo durante todo o periodo de tempo. Primeiramente,
ocorria um crescimento no sentido horizontal, ¢ qual se manteve superior ac
crescimento vertical em todo os periodos estudados.

WATTS & PATERSON™ (1990), demonstraram com a utilizagéo
de diferentes tipos de materiais, que as reacdes pulpares em molares de
rato resultaram em respostas similares as reacbes pulpares no homem. Em
caes estas respostas reacionais ocorreram de forma diferente. Portanto a
gscolha deste animal experimental é pertinente, visto que poderiamos levar
adiante as consideracdes oblidas neste estudo em relagio as respostas
periapicais.

Apesar de possuirem uma certa semelhanga, até o presente
momento ndo foi relatado a formagdo de cistos em ratos, sendo uma
caracteristica comum em seres humanos. Contudo, BANDO & NAGAYAMA®
{1993), estudaram a formacgio de um cisto odontogénico induzido em ratos
e suportaram a hipdtese que um estimulo inflamatéric dos &pices
radiculares pode causar mudancas cisticas no epitelic do esmalte que
recobre 08 dentes incisivos destes animais. O cisto induzido neste estudo,
era semelhante ao ceratocisto odontogénico observado no homem.

As analises histologicas realizadas neste ftrabalho, nao

mostraram nenhuma formacgdo cistica radicular apical provenientes de um
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H

processo degenerativo pulpar, mesmo constatando a presenca de restos
epiteliais de Malassez em diversos cortes estudados. As lesdes periapicais
resultam de uma infecgdo bacteriana originada via canal radicular. No
momento da realizac8o da exposicdo pulpar a cavidade bucal, a polpa é
contaminada por bactérias e consequentemente com a evolugdo do
processo sofrerd necrose, com a formag@io de alteragbes periapicais
(KAKEASH! et af ¥, 1965). Endoloxicinas e bactérias gram-negativas tém
um  importante papel na formagdo das lesSes periapicais em
ratos{YAMASAKI et al *, 1992). Analisando 58 lestes periapicais de
humanos, WAYMAN et al ¥, 1992, obtiveram cultura positiva para a
presenca de bactérias em 51 casos estudados mesmo identificando em
axarmne histopatologico somente oito. TROSNTAD®, 1992 examinando a
guantidade e tipos de bactérias no interior de um mesmo canal
contaminado, relatou ser imitado, em torno de 3 a 6 espécies.

Alguns investigadores {STAHL et al ®, 1968; WALLSTROM et
al ®, 1993; STASHENKO et af *, 1984; YAMASAKI ef al ™, 1994;
KOSHAKA ef al ®*, 1996), relataram que ao sétimo dia de exposigéo pulpar,
a necrose se estendia por todo canal radicular até o apice. Através da
andlise radiografica, realizada sm nosso estudo, a presenca de lesdes
periapicais foram observadas a partir da segunda semana de exposigio
pulpar, enquanto que histologicamente foi possivel detectar alteragtes na

por¢io apical da raiz entre 0 7° e 0 14° dia de exposigéo pulpar, em todos
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0% grupos estudadoes, porém necrose de toda extenséo do canal radicular foi
observado entre 0 14° e 21° dias.

TAGGER & MASSLER™ (1975), observaram que a formaggo
destas [esCes periapicais eram histologicamente evidentes entre 3 a 4
semanas de exposicao pulpar, Neste estudo histoldgico a necrose puipar
estendia-se gradualmente da porgéo corondria até a porgdo apical do canal
radicular ap0s a exposicdc pulpar e as alteracbes periapicais ja podiam ser
observadas em 7 dias. Resultados semelhantes foram descrifos por
YAMASAKI et af ®, 1992, e relataram em seus achados uma concentrag3o
de endotoxinas nos tecidos periapicais suficiente para a formacao de lesbes
periapicais neste periodo.

A exposiclo pulpar fol realizada através da utilizagdo de brocas
esféricas =%, como citado em trabathos citados anteriorments (KAKEHASHI
et al ¥, 1965; TAGGER & MASSLER™, 1975; ARAUJO et al *, 1983;
YAMASAKI ot al *°, 1992; BANDO & NAGAYAMA®, 1993; WALLSTROM et
al™ | 1993; YAMASAK! ®, 1994; STASNHENKO et al ®, 1994; KOSHAKA
of al **, 1998}, podendo-se variar com g utilizaco de broca cone invertida
33 * (WATTS & PATERSONY, 1990, LOPES et a/ ©°, 1997).

A exposicio realizada na fdssula mesial do primeiro molar inferior
foi capaz de produzir um processo continuo de necrose gue se estendeu por
todo tecido pulpar. No periodo de 7 dias de exposicao puipar, ocorreu uma

desorganizacéo e necrose de toda a polpa corondria, tergo cervical @ médio
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da raiz. Abaixo deste tecido ocorria um acumulo de células inflamatérias
polimorfonucleares. Neste mesmo periodo ndo ocorria, radiograficamente,
svidéncias de uma formacdo de lesio, somente ligeiro espessamento do
espaco correspondente ao ligamento periodontal.

Apbs 14 dias a necrose se estendia por todo o canal radicular da
raiz. Na regido perirradicular geralmente havia acumulo de neutrofilos.
Radiograficamente j& era possivel notar a presenga de lesdes periapicais.
No periodo de 21 dias apds a exposicdo, as polpas se encontravam
necrosadas em todos os casos, com formacdo de microabscessos na regido
apical de alguns casos. Radiograficamente as lesBes eram facilmente
identificadas.

Apos 28 dias de exposi¢go pulpar, ja@ se tornava mais constante a
presenca de acumulo de polimorfonucleares prdximos ac forame apical,
caracterizando microabscesso,

Tanio nos animais do grupe controle quanto nos grupos de ratos
xerostdmicos e xerostdmicos-imunossuprimides, ocorria predominantemente
a formagao de microabscesso.

Em poucos casos pode-se notar a drenagem dos abscessos através
do ligamente periodontal, devido este ser a via mais fragil para tal. Nao foi
observado em nenhum casc a presenca de cistos, apesar de serem

freqilentes em seres humanos.

98



ANALISE COMPARATIVA DO DESENVOLVIMENTO DE LESOES PERIAPICAIS EM RATOS NORMAIS
¥EROSTOMICOS E XEROSTOMICOSIMUNOSSUPRIMIDOS.
DSCUSSAD

LOPES ef al ® (1997) demonstraram que a imunossupressdo
causada pela ciclosporina em ratos, ndo foi capaz de produzir alteracdes no
desenvolvimento de lesbes periapicais em relacdo ao grupo controle.
Mesmo com a associagdo entre a xerostomia e a imunossupressao, quando
o animal apresentava alteragBo tanto no agente etioldgico como no
processo de defesa do organismo o desenvolvimento da les&o periapical foi
semelhante ac grupo de animais normais. WALLSTROM et af ™ (1993),
relataram que as lestes periapicais produzidas experimentaimente em ratos
ndo séo totalmente dependentes da presenca dos linfocitos T, sendo estas
lesbes um fendmeno multifatorial,

KOSHAKA et al”® (1996), encontraram uma diferenca significante
am um estudo do desenvolvimento de lesbes periapicais em ratos normais e
em ratos diabéticos. Neste estudo, os autores concluiram gue as lesdes
periapicais em ratos diabéticos apresentaram-se mais desenvolvidas em
retacdo aos animais normais.

Em nossc estudo 08 resultados indicaram que tanto a
imunossupressaoc quanto a xerostomia nao foram capazes de alierar as
respostas de defesa ou a evolugdo das lesdes periapicais. Uma possivel
diminuicdo da resposta inflamatéria mediada pela ciclosporina poderia
favorecer a presenca destas lesdes, bem como uma alteragio da flora
bacteriana causada pela xerostomia, 0 que ndo ocorreu no desenvolvimento

das lesdes periapicais.
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A auséncia de modificagdo no desenvolvimenio de lesdes
periapicais frente a alteracbes sistémicas como a imunNossupresséo e
fatores locais como a xerostomia, sugere que estes fatores nédo sdo capazes

de alterar a evolugdo dessas lesdes em ratos.
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CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos podemos concluir gue:

1. Analisando radiograficamente o desenvolvimento das lesbes periapicais,
constatou-se que a drea total da lise 0ssea, ndo apresentou diferenca entre

08 grupos estudados.

2. Histometricamente n&o se observou diferencas no desenvolvimento das
jesbes periapicais em ratos normais, xerostdmicos e xerostomicos-

imunossuprimidos.

3. Estatisticamente, a Unica varidve! que influenciou o desenvolvimento das

lesGes periapicais foi o fator tempo.

4. A xerostomia provocada pela extirpagdo cindrgica das glandulas
salivares, associada ou ndo a imunossupressdo pela ciclosporina, nao foi
capaz de alterar o desenvolvimento das lesbes periapicais das raizes dos
primeiros molares inferiores direitos de ratos, apds a exposi¢ée pulpar 20

meio bucal.

102






ANALISE COMPARATIVA DO DESENVOLVIMENTO DE LESOES PERIAPICAIS EM RATOS NORMAIS,
XEROSTOMICOS E XEROSTOMICOS-IMUNOSSUPRIMIDOS.
SUMMARY

SUMMARY

The purpose of this study was to investigate and to compare
radiographically and histologically the development of periapical lesions in
the left lower first molar of normal, sialoadenectomized and
sialoadenectomized-immunossupressived rats.

Sixty Wistar rats, male, weighing from 170 to 200 gr were utilized.
The animais were divided equally in thres groups: group A - 20 control,
group B - 20 sialoadenectomized;and groupC-20 sialoadenectomized-
immunossupressived. The groups B and C were sialoadenectomized
according to modified CHEYNE technique (1939). After two weeks, the
group C was submited to a immunossupression regimen by daily
subcutaneous ciclosporine A injection (SANDIMUN. 10 mg/Kg body weight).
After a week of the immunossupresion of this group, the pulps of all the
animals {group A, B and C) were exposed to the oral cavity.

Five animals of each group were killed at 7, 14 21 and 28 days
after the exposure. Their mandibles were removed surgically and a
radiographic analisys was made. The measurement of the lesions was made
by Giobal lab software.

After this analisys, the specimens were descalcificed in EDTA

and sectionad sagitally at a thickness of 7 um and stained with hematoxylin
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and eosin. The measurement of the lesions was made by Gilobal lab
software {00.

The results showed an enhanced growth of the lesions during the
petiod, however none significant difference was observed between the
groups. It was conclued that the changes in the oral flora due the
xerostomia, associated or not to the immunossupresion, didn't disrupt the

development of the periapical lesions in rats.

KEY - WORDS : - Xerostomia
~ Immunosuppression
- Periapical lesions

- Rats
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