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RESUMO

A administragdo intermitente de hormonio paratiredideo (PTH) ¢ capaz de
promover anabolismo Osseo, favorecendo a neoformacdo odssea em condigdes como
osteoporose e reparo de fraturas. Sabendo-se que tanto os tecidos 6sseos mandibulares e
alveolares como os tecidos periodontais podem responder a administragao de PTH de forma
intermitente, o objetivo deste estudo foi avaliar histomorfometricamente o efeito da
administracao de PTH (1-34) em um modelo de defeito periodontal, do tipo fenestrado, na
mandibula de ratos. Foram utilizados neste estudo 32 ratos Wistar machos, com o objetivo
de expor a regido vestibular da raiz distal do primeiro molar inferior direito. A criagdo do
defeito possibilitou a remogdo parcial de ligamento periodontal e do cemento dentario.
ApOs a cirurgia os animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos (n=8): Grupo C14:
administracdo intermitente (3 vezes por semana) do veiculo de diluicdo do PTH por 14
dias; Grupo P14: administragdo intermitente de PTH (1-34) por 14 dias; Grupo C21:
injecdes intermitentes do veiculo de diluicdo do PTH por 21 dias; Grupo P21: injecdes
intermitentes de PTH por 21 dias. Os animais foram mortos e preparados para avaliagao
histomorfométrica dos seguintes parametros: I - extensao inicial do defeito, II - extensao do
defeito remanescente, III — area do defeito 6sseo remanescente, IV — densidade do osso
neoformado, V — area do calo formado e marcagao para TRAP, VI — area do cemento
neoformado, VII — andlise do retardo oOptico (birrefringéncia) do ligamento periodontal
reinserido sobre a raiz operada. A andlise intergrupo demonstrou que os defeitos tinham
tamanhos similares inicialmente e que a administracdo de PTH reduziu significativamente
(p<0,05) a extensdao e a area do defeito remanescente. Além disso, o PTH aumentou
significativamente (p<0,05) a densidade do osso neoformado, a area do calo, o nimero de
osteoclastos presentes no calo formado, a drea de cemento neoformado e a birrefringéncia
do ligamento periodontal reinserido.

Conclui-se que a administragdo intermitente de PTH (1-34), em modelo experimental de
reparo em de ratos, pode influenciar positivamente o processo de reparagdo Ossea €
periodontal.

Palavras chaves: osso, PTH, cemento, ligamento periodontal, cementoblasto e

osteoblasto.
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ABSTRACT

The intermittent PTH administration is known to contribute to bone formation in
cases of osteoporosis and bone fractures. Also, it has been reported to reduce periodontitis-
related bone loss. The aim of this study was to evaluate the effect of anabolic PTH on
periodontal repair and mandibular bone defect in rats. Fenestration defects were created
unilaterally at the buccal surface of distal roots of lower first molars in Wistar rats (n=32),
and both periodontal ligament and cementum were removed. Animals were then assigned
to 4 groups (n=8): 1) Cl14 - placebo administration for 14 days; 2) P14 - PTH
administration for 14 days; 3) C21 - placebo administration for 21 days; and 4) P21 - PTH
administration for 21 days. All groups were treated intermittently (3 times a week). All
animals were killed and prepared to histomorphometric analysis considering the following
parameters: I - extension of the initial defect; II - extension of the remaining defect; III -
area of the remaining defect; IV - density of neoformed bone; V - total callus area and
staining for tartrate-resistant acidic phosphatase (TRAP); VI - area of the neoformed
cementum; VII - polarized light microscopic analysis of root periodontal ligament
reattachment. Intergroup analysis showed that the bone defects were initially similar in size
(p>0.05). The intermittent PTH administration decreased (p<0.05) both extension and area
of the remaining defect, and increased (p<0.05) the neoformed bone density and the total
callus area. An increase in TRAP-positive cells was observed in the PTH treated groups
(p<0.05). The area of the neoformed cementum and reattachment of the periodontal
ligament were also observed to increase concerning PTH-treated groups (p<0.05). Data
analysis suggests that the intermittent PTH administration might contribute to bone and

periodontal repair in rats.

Key Words: bone, PTH, cement, periodontal ligament, cementoblast and

osteoblast.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BMP = proteina morfogenética 6ssea

BSP = Sialoproteina 6ssea

cAMP = adenosina ciclica monofosfatada

COL = colageno

DNA = 4cido desoxirribonucleico

EDTA = écido etileno diamina tetra acético

FDA = Food and Drugs administration

TGF-b = fator transformador de crescimento beta
TNF = fator de necrose tumoral

HE = Hematoxilina e Eosina

IL = interleucina

IM = intramuscular

LP = ligamento periodontal

MCSF = fator estimulador de colonia de macrofago
mRNA = RNA mensageiro (RNA=4cido riboxinucleico)
nm = nandmetros

OPG = osteoprotegerina

OPN = osteopontina

PGE; = prostaglandina E,

PTH = hormonio paratire6ideo, paratormonio;
PTHrP = peptideo relacionado ao PTH

PTHRI = receptor do PTH e PTHrP tipo 1

RANK = receptor ativador nuclear kappa beta
RANKL = ligante do receptor ativador nuclear kappa beta
RE = reticulo endoplasmatico

RO = retardo 6ptico

RTG = regeneragao tecidual guiada

TC = Tricomio de Mallory

TRAP = Fosfatase 4cida tartarato resistente

pum = micrémetro

ug = micrograma
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1. INTRODUCAO

A reparagdo ¢ um assunto de grande importancia, e vem sendo amplamente
estudado em diversos tecidos (Cortellini & Bowers, 1995; Heijl, 1997; Melloning, 1997).
Avancos no entendimento da reparagdo tecidual ocorrem devido a estudos experimentais
em animais. A utiliza¢do destes ¢ recomendada para melhoria do entendimento do processo
biologico, desenvolvimento de técnica cirtirgica e teste de materiais para enxertos, como
também uso de drogas e hormonios que possam influenciar a biologia de tais tecidos (Lane
& Sandhu, 1987, Aaboe et al., 1995, Barros et al., 2003; Benatti, 2005; Marques et al.,
2005).

O organismo ¢ capaz de substituir cé¢lulas lesadas ou mortas, promovendo reparo
dos tecidos apds a inflamacdo por meio de dois mecanismos distintos: regeneragdo e
cicatrizagdo. Ambos o0s eventos estdo relacionados com migragdo, proliferacdo e
diferenciacdo celulares. Estes processos sdo controlados, em grande parte, por mediadores
quimicos, hormonios, que inibem ou estimulam a proliferagdo celular através do
recrutamento de células em repouso para o ciclo celular(Benatti, 2005; Bosshardt, 2008).

No processo de reparo, componentes da matriz extracelular, proteinas,
glicoproteinas e proteoglicanas exercem um papel fundamental (Vernon & Sage, 1995).
Tais estruturas podem modular o processo de reparo por possuirem capacidade de se ligar a
receptores de superficie celular que interagem nesse processo complexo. Nao
diferentemente do que ocorre no restante do nosso organismo, os tecidos periodontais, 0sso
alveolar, cemento e ligamento periodontal, podem ser reparados parcialmente (Benatti,
2005; Bosshardt, 2008; Sculean et al., 2008).

O tecido neoformado dependerd, em grande parte, do tipo celular que povoara a
lesao (Melcher, 1976). Por exemplo, células do ligamento periodontal sdo as responsaveis
pela sintese das fibras (McCulloch & Melcher, 1983; Pitaru et al, 1994).

Tem sido demonstrado que alguns fatores podem interferir na qualidade e
velocidade do reparo tecidual como: infecgdes, localizagdo da ferida (King er al 1997,
Kornman & Robertson, 2000), consumo de cigarros, hormoénios como o hormodnio

paratiredideo (PTH) (Shapiro, 2008).



O PTH regula o metabolismo 6sseo, podendo aumentar ou diminuir a massa
Ossea. A infusdo continua aumenta a concentragdo sérica do PTH e provoca reabsorcao
Ossea, enquanto a administragdo intermitente provoca apenas um aumento temporario da
concentragdo de PTH no soro e resulta no aumento da massa dssea (Tam et al., 1982;
Podbesk et al., 1983 e Hock & Gera, 1992). O tratamento com doses intermitentes de PTH
¢ reconhecido por promover aumento da massa e da resisténcia dssea em camundongos,
ratos, coelhos, macacos e humanos (Hodsman et al., 2000; Dempster et al., 2001; Burr et
al., 2001; Zhou et al., 2003; Seebach et al., 2004; Andreassen et al., 2004). Por esta
capacidade de promover anabolismo 6sseo, ¢ a Unica droga anabolica liberada pelo FDA
para auxilio no tratamento da osteoporose (Dempster et al., 2001; Neer et al., 2001;
Horwitz et al., 2003).

A ac¢do do PTH intermitente sobre estruturas na cavidade oral vem sendo estudada
nos ultimos anos. Doses intermitentes de PTH promovem anabolismo ésseo mandibular
(Silva, 2002) tanto inibem a perda Ossea alveolar decorrente da periodontite induzida ratos
(Barros et al., 2003) quanto em ratas ovarectomizadas (Marques et al., 2005).

Foi reportado que células do ligamento periodontal (LP) podem responder ao
estimulo do PTH (Nohutcu et al, 1995; Ouyang ef al, 2000). A administracdo intermitente
de PTH aumenta a diferenciacdo de células do ligamento periodontal (Lossdorfer et at.,
2005), atua na diferenciacdo e sobrevivéncia das células do ligamento periodontal
(Lossdorfer et at., 2006) e ainda se sabe que cementoblastos possuem receptores para o
PTH (Tenorio & Hughes, 1996). Portanto, ¢ de interesse cientifico o entendimento do papel
biologico dos efeitos do PTH sobre o tecido 6sseo e os tecidos periodontais, ja que,
potencialmente, este hormdnio pode interagir diretamente com células do periodonto,

quando administrado de maneira intermitente.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hormonio Paratireoideo

Pesquisas sobre PTH tiveram seu inicio no século XX. Debates sobre o
funcionamento das glandulas paratiredides comecaram a chegar em consenso em 1925,
quando se compreendeu a fungdo do PTH em relagdo a fisiologia do célcio. As glandulas
foram descobertas no século XIX, durante esse periodo a ciéncia funcionava de forma
empirica, entdo alguns desses dados sao pouco controversos. Opinides controversas sobre a
remog¢ao de paratiredides de gatos e caes, como também roedores, estavam associadas a
morte por tetania (Gley, 1891). Dessa forma comegaram a perceber as fungdes da tiredide e
paratiredide, que entre elas existia apenas uma relagdo anatdmica e ndo funcional.

Uma década apos, o patologista Jacob Erdheim corroborando com os achados de
Gley, pesquisando de maneira meticulosa o exame dos tecidos do pescogo de animais que
haviam tido suas paratiredides removidas desenvolviam tetania (Erdheim, 1904). Ele
mostrou em pacientes que haviam morrido ap6s a remocao da glandula tiredide, ndo tinham
nenhum remanescente da glandula paratiredide (Erdheim, 1906). A verdadeira causa das
mortes sO foi esclarecida em 1921 (Boothby et al., 1921) que era a hipocalcemia, mas foi
comprovado por meio da infusdo de célcio e que tal tratamento prevenia a tetania em
animais sem a glandula (MacCallum & Voegtlin 1908, MacCallum 1911, MacCallum &
Vogel 1913).

Finalmente, uma série de experimentos resolveu a controversa questdo e foi
estabelecida a principal funcdo da glandula paratiredide que era a regulagdao dos niveis de
calcio. Collip (1925) preparou um extrato da glandula paratiredide, entdo administrou o
preparado sendo que os animais passaram pela remocdo da glandula paratiredide, esse
experimento mostrou que alguma secrecdo presente na glandula evitava a tetania, assim
provou que a glandula paratire6ide produzia o horménio batizado de PTH. Hanson (1924)
tentou por anos purificar e saber quais eram realmente as por¢des ativas, mas apenas 35
anos mais tarde depois de inumeras tentativas foi caracterizado o principio ativo da
glandula (Aurbach, 1959). Assim o progresso foi lento, pois como se sabe hoje o hormonio

¢ processado, clivado, mas na €poca parecia impossivel purifica-lo e subdividi-lo em suas



fragdes. Os primeiros achados foram de Handler ef al. em 1954, mas a caracterizacao foi
confirmada por Aurbach em 1959, seguindo os estudos iniciais de Collip.

No inicio da década de 1970, com novas técnicas, tornou possivel a descoberta da
sequéncia de nucleotideos do gene que era responsavel pela sintese do PTH. Dessa forma
foi possivel deduzir a sequéncia de aminodcidos do hormoénio e o peptideo pode ser
sintetizado. Dois grupos independentes determinaram a estrutura do PTH humano e do
bovino, apds obtencao do material removido de tumores das glandulas de humanos (Brewer
& Ronan 1970, Niall et al. 1970, Niall et al. 1974, Brewer et al. 1972, Sauer et al. 1974,
Keutmann et al. 1978). Baseando-se na dedug¢do da sequéncia dos aminoacidos € no
conhecimento que a extragao produzia fragmentos, ficou deduzido que os primeiros 34
aminodcidos do hormdnio que eram suficientes para ter atividade bioldgica. O fragmento
do PTH (1-34) foi entdo sintetizado primeiro o de bovino e depois o de humano (Potts et al.
1971, Tregear et al. 1973,1974).

Este fragmento ¢ analogo ao peptideo natural da preparacdo de Collip e tanto o
peptideo natural purificado como o sintético (1-34) mostrou ter a¢do similar in vitro e in
Vivo.

Além disso, foi relatado que as moléculas de PTH dos mamiferos consistem de
uma cadeia polipeptidica com 84 aminoacidos e peso molecular aproximado de 9400
daltons. No entanto, o PTH de galinha mostra diferencas significativas, como duas delegdes
na por¢do hidrofébica da sequéncia e uma inser¢do de 22 aminodcidos, proximo a por¢ao
carboxilaterminal, a qual substitui uma sequéncia de 9 aminoacidos (Kanaori et al., 1997).
A regido aminoterminal do PTH ¢ a sequéncia minima e suficiente para a regulagdo da
homeostase mineral, pois tal por¢do mostra a preservacdo da sequéncia em todas as
espécies de vertebrados, como também semelhante a PTHrP (peptideo relacionado ao
PTH). O grau de preservacao da molécula do PTH ¢ menor na regido carboxilaterminal do
que na regido aminoterminal que a sequéncia ¢ altamente conservada.

Um grande avango no entendimento da fisiologia do PTH deu-se quando o
receptor do PTH foi descoberto em 1991 (Jippner et al. 1991, Abou-Samra et al. 1992).
Por causa das diversas agdes que o PTH exercia sobre diversos tecidos, descobriu-se que o
PTH agia por meio de um mensageiro secundario. Tal sinalizagdo ocorre pela ligacao do

PTH ou PTHrP com seu receptor, o PTHRI.



O PTHRI1 ¢ o receptor que ativa as diversas fungdes do PTH e da PTHrP sobre o
tecido Osseo, renal e intestinal. O PTHR1 pertence a familia de receptores da proteina G.

A estimulagdo da expressao celular mediada pelo PTHR1 com sua interagdo com
o PTH ou com a PTHrP pode ativar dois outros mensageiros secundarios: a adenil ciclase
(cAMP)/proteina quinase A e a fosfolipase C/proteina quinase C (Potts & Jiippner, 1997),
mas a forma com que tais processos bioquimicos ocorrem ainda ndo sao claros (Gardella &
Juppner, 2001)

Da mesma forma que o PTH atua sobre o PTHR1, a PTHrP também tem a
capacidade de se ligar com o receptor (PTHR1), devido a sua grande similaridade com a
estrutura do PTH (Kronenberg et al. 1979, Hendy et al. 1981). Existem evidéncias claras de
se originarem (PTH/PTHrP) dos mesmos ancestrais, visto a similaridade em suas regides
terminais, homologa a0 PTH em sua regido aminoterminal, onde 8 dos 13 primeiros
aminoacidos sdo idénticos (Suva et al., 1987).

Apesar dessa similaridade aminoterminal com a PTHrP, o PTH ¢ um polipeptideo
que € primeiramente encontrado como um pré-hormonio (pré-pr6-PTH), constituido de 115
aminoacidos (aa) com peso molecular de 9400 daltons. Apos duas clivagens, encontra-se
com 90 aa, e ¢ transportado para o complexo de Golgi, onde é mais uma vez clivado,
adquirindo sua forma final de 84 aa (Strewler et al., 1987; Spiegel & Marx 1983; Genuth,
1998; Martin & Gonzalez, 2001; Swarthout et al., 2002; Silva, 2005).

Essa sequéncia de aminoacidos do PTH produz, como efeito fisioldgico, um
aumento da concentracdo de calcio i6nico no soro, significa que a entrada de calcio no
sangue esta aumentada em relagdo a saida. Tal controle se d& principalmente no intestino,

rim e tecidos mineralizados (Habener et al., 1984; Swarthout et al., 2002).

No intestino o PTH n3ao modifica substancialmente a transferéncia de calcio na
célula da mucosa, como faz a vitamina D, mas indiretamente, interferindo no controle de
formagao de 1,25-dihidroxicolecalciferol no rim (Habener et al., 1984; Swarthout et al.,
2002). Enquanto no rim, o PTH acelera a reabsorcio de Ca™ no rim, mecanismo mais

rapido no aumento da calcemia (Habener et al., 1984; Swarthout et al., 2002).



Estudos demonstram que o fragmento do PTH compreende os primeiros 34
aminoacidos do hormdnio sdo os que produzem seus principais efeitos biologicos (Neer et
al., 2001), apresentando-se como o mais efetivo no aumento da densidade 6ssea, da forca
mecanica e diminui¢do da circunferéncia endosteal (Morley et al., 1997, Mohan et al.,
2000).

Por outro lado, a por¢do carboxiloterminal da molécula do PTH nao tem a mesma
capacidade de induzir a proliferagdo celular como o fragmento 1-34 (Aarts et al., 1999).
Assim a interagdo PTH/PTHRI1 ativa um gene, o da proteina Bcl-2 (Amling et al., 1997),
tal proteina pode prevenir a apoptose celular dos precursores dos osteoblastos (Bellido et
al., 2003). Esses precursores sobre o efeito do PTH intermitente produzem PTHrP, o
mesmo pode estimular a proliferacdo de precursores de osteoblastos (fetais) (Cormish et al.,

1999) e inibir a ativacdo dos osteoclastos (Whitfield ez al., 1996 e 2002).

Essa a¢ao do PTH pode ser decorrente da interacdo com as células da linhagem
osteoblastica que afetam o processo de remodelacdo. O PTH modula a morfologia,
proliferacdo, expressdo protéica e génica destas células (Canalis et al., 1989). Esses efeitos
do PTH no metabolismo acontecem por ele se ligar ao seu receptor, que esta presente nas

células osteoblasticas e seus precursores (Swarthout et al., 2000; Swarthout et al., 2002).

Sabe-se que o PTH pode atuar estimulando a formacdo de osteoclastos pela
ligacdo com seu receptor tipo I, no osteoblasto o qual promove um aumento na producdo do
RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa beta), que tem a capacidade de
se ligar a0 RANK (receptor ativador do fator nuclear kappa beta) induzindo a diferencia¢ao
dos osteoclastos. A OPG (osteoprotegerina) ¢ um receptor soluvel, produzido por
osteoblastos e esta apta a bloquear a intereacio RANK/RANKL por competicdo com
RANKL (Rodan & Martin, 1981; Liu et al., 1998; Lee & Lorenzo, 1999; Suda et al., 1999;
Huang et al., 2004).

O PTH administrado de forma intermitente tem sido utilizado para promover
anabolismo 6sseo (Morkey et al., 1997, Mohan et al., 2000; Morley et al., 2001; Moriyama
et al., 2002; Turner, 2002) podendo prevenir, suspender ou reverter parcialmente o
processo de reabsor¢do 6ssea (Tam et al., 1982; Pobdesk et al., 1983 e Hock & Gera, 1992;
Dempster et al., 1993; Miller et al., 1997; Morley et al., 1997; Skripitz et al., 2000; Bikle et



al., 2002; Demiralp et al., 2002; Oxlund et al., 2002; Silva, 2005). Além do mais, o
fragmento do PTH (1-34) quando administrado em humanos ndo aumenta a incidéncia de
tumores e ndo apresenta efeitos mutagénicos ou toxicos (Morley et al., 1997; Mohan et al.,
2000; Neer et al., 2001) ou qualquer outro efeito colateral, dados estes confirmados por
estudos envolvendo aproximadamente 1000 pacientes (com alto risco de fratura dssea),

tratados com PTH (1-34) por trés anos (Horwitz et al., 2003, Silva, 2007).



2.2 Tecido Osseo

O tecido 6sseo ¢ um tipo de tecido conjuntivo especializado mineralizado
constituido de uma porcdo organica e uma por¢do inorgdnica. A por¢do organica
corresponde a 65% deste tecido, sendo representada por colageno tipo I, osteonectina,
osteocalcina, proteina dssea morfogenética, proteoglicanas Osseas e sialoproteina dssea,
glicosaminoglicanas associadas a dgua de solvatagdo e células. J& a por¢do inorganica ¢
constituida principalmente por cristais de hidroxiapatita, que perfazem 50% do osso
(Junqueira & Carneiro, 1999; Galliera et al., 2008).

Os cristais de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),] possui dimensdes aproximadas de
30 a 45nm de comprimento e 5Snm de largura, depositando-se ao longo das fibrilas
colagenas de forma paralela. Existem, em menor quantidades, fases ndo apatiticas com o
carbonato de calcio, dolomita, bruxita, fosfato de calcio amorfo e fosfato octacalcico
(Junqueira & Carneiro, 1999; LeGeros, 2002; Galliera et al., 2008).

Uma caracteristica marcante deste tecido conjuntivo especializado ¢ o fato de
estar constantemente passando por remodelagdo (Ten Cate, 2001; Galliera et al., 2008),
sem que haja formacdo de cicatriz (Taga et al., 1997; Tong & Buchman, 2000). Dentre as
suas fungdes, destaca-se o suporte estrutural, a protecao de estruturas nobres e a reserva de
minerais (Junqueira & Carneiro, 2004). Os processos de formacao, reabsor¢ao, reparagdo e
remodelacdo do tecido 6sseo sdo conduzidos pelos osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos
(Junqueira & Carneiro, 2004).

O evento de formacdo Ossea pode ser representado pela mineralizagdo de
proteinas da matriz extracelular produzida pelos osteoblastos. Durante a sintese da matriz e
a mineraliza¢do algumas células podem ser acondicionadas no interior dessa matriz, estas
células ficam no interior de lacunas e passam a ser chamadas de ostedcitos. Estes se
comunicam com células adjacentes e com o meio extracelular por meio de projecdes
citoplasmaticas localizadas em canaliculos dispostos no interior da matriz mineralizada. Ja
os osteoclastos apresentam-se como células multinucleadas presentes na periferia das
trabéculas. Estas células contém substancias que levam a um processo de ostedlise,
participando de maneira ativa nos processos de remodelacdo 0ssea e regulacao dos niveis

plasmaticos de célcio (Junqueira & Carneiro, 1999; Galliera et al., 2008).



Outras cé¢lulas importantes sdo os osteoblastos, células especializadas e
mononucleares que derivam de células mesenquimais (Karsenty, 2003, Stains & Civitelli,
2003). Os osteoblastos tém uma importante fun¢do na producdo e manuten¢do do tecido
0sseo, sendo responsavel pela regulagao dos osteoclastos e deposi¢ao da matriz (Galliera et
al., 2008). Para que a deposicao da matriz ocorra os osteoblastos devem estar ativos, com
complexo de golgi e reticulo endoplasmatico rugoso abundante, apresentando jun¢des
comunicantes entres osteoblastos adjacentes (Mackie, 2003).

A reabsorcdo ou a reparacao Ossea resulta de uma complexa cascata de
ocorréncias que envolvem a proliferagdo de células mesenquimais indiferenciadas em
células precursoras de osteoblastos, maturacao dos osteoblastos (Galliera et al., 2008).

Mundy et al., (1982) demonstrou que a atragdo quimiotdtica inicial dos
precursores dos osteoblastos ¢ mediada por fatores locais produzidos durante o processo de
remodelagdo. Sempre que haja algum evento que altere a homeostasia Ossea, ocorre a
liberacao de mediadores quimicos importantes que irdo ativar a reparagao ossea local pela
acdo dos osteoblastos e células mesenquimais indiferenciadas. Inumeros fatores
influenciam tais intera¢des, como por exemplo, polimorfismos genéticos (Vasconcelos,
2005), a vascularizagdo local, o estado dos tecidos moles adjacentes, a presenca de
infeccdo, a associacao de doencas sistémicas e hormonios calcitotroficos (Pereira, 2006).

Dentre os mediadores bioquimicos, podemos citar alguns que t€ém um importante
papel na regulagdo da reabsor¢do dOssea. O TGF-B (fator de crescimento transformador
beta), uma vez ativo, ¢ liberado pelas culturas 6sseas em reabsor¢do (Pefeilschifter et al.,
1990), a interleucina-1p (IL-1B), o TNF-a, -B (fator de necrose tumoral alfa e beta) e a IL-
6, sdo consideradas citocinas capazes de promover reabsor¢do 6ssea (Lorenzo, 1991; Puzas
et al., 1994; Marques, 2007).

A IL-8 secretada por macréfagos ndo promove reabsor¢do diretamente, mas €
quimiotatica para neutrofilos e induz a secrecdo de citocinas como IL-1p e TNF-a
(Lorenzo, 1991). A IL-3, RANKL e interferon gama, quando secretados pelos linfocitos T,
também podem trabalhar como indutores de reabsor¢ao (Baker, 2000; Marques, 2007).

Outros fatores ligados a reabsor¢do Ossea, que podem ser observados apds o
estimulo de macréfagos, por exemplo, incluem a prostaglandina E, (PGE,) e o 6xido nitrico

(Zubery et al., 1998). Os efeitos destas citocinas inflamatorias dependem diretamente da



sua concentracdo, sendo que a concentracao destas no tecido pode afetar diretamente sua
fung¢do. Como exemplo pode-se citar o papel da IL-1 em induzir reabsor¢do 6ssea quando
em altas concentragdes, enquanto que em baixas concentragdes, IL-1 induz a formacao
ossea (Lorenzo, 1991; Marques, 2004).

A regulacdo da osteoclastogénese e conseqiiente reabsor¢do oOssea sao
determinadas principalmente pelos seguintes fatores: RANKL, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-11,
MCSF, e PGE; (Rodan & Martin, 2000). Algumas interleucinas como a IL-1, TNF-a e
outras citocinas induzem formagdo de osteoclastos via osteoblasto (Bertolini et al., 1986;
Thomson et al., 1986; Thomson et al., 1987), j4 que quando estimulados por estas
citocinas, os osteoblastos ativam sua producdo de IL-6, que promove diferenciagdo

osteoclastica culminando com reabsor¢ao 6ssea (Gowen et al., 1983; Marques, 2007).
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2.3 Cemento

O cemento ¢ um tecido avascular e mineralizado que recobre toda a superficie
radicular. Devido a sua posicdo intermediaria, formando a interface entre a dentina e o
ligamento periodontal, o cemento ¢ um componente do dente, mas pertence funcionalmente
ao aparato de inser¢do, ou seja, ao periodonto. Uma das principais fungdes do cemento ¢
ancorar as fibras colagenas do ligamento periodontal a superficie radicular, mas ainda
apresenta uma importante funcao reparativa e adaptativa, exercendo um papel crucial na
manuten¢do da relacdo oclusal e protegendo a integridade da superficie radicular
(Bosshardt & Selvig, 1997, Gongalves, 2006).

Anteriormente, o conhecimento sobre o desenvolvimento e a estrutura geral do
periodonto estava limitado a informag¢des morfoldgicas. Entretanto, na ultima década,
houve um grande progresso no campo da biologia molecular e celular, o que veio a fornecer
um melhor entendimento dos eventos que ocorrem durante o desenvolvimento e
regeneracao dos tecidos periodontais, incluindo o cemento dental. O cemento dental ¢ um
tecido Unico em varios aspectos: ¢ avascular e ndo inervado, ndo sofre remodelacao
continua como o 0sso, mas continua a crescer em espessura ao longo do tempo (Bosshardt
& Selvig, 1997).

O cemento parece ter seu desenvolvimento controlado por varios fatores
reguladores em comuns ao osso alveolar (McNeil et al, 1998, Saygin et al, 2000). Existem
evidéncias histologicas de que o cemento € essencial para a matura¢do do periodonto, tanto
durante o desenvolvimento quanto na regeneragdo periodontal (Saygin et al, 2000). Estudos
recentes t€m contribuido para o entendimento dos fatores moleculares envolvidos na
regeneragdo do cemento dental (MacNeil & Somerman, 1993), mas a cementogénese
continua sendo pouco entendida em sua base bioldgica e celular.

O cemento ¢ produzido pelos cementoblastos sobre a superficie da raiz (dentina).
A deposi¢do de cemento incia-se apoOs a transposi¢do da bainha epitelial de Hertwig
(Paynter & Pudy, 1958), pelas células ectomesenquimais do foliculo dental, tais células
penetram entre por¢cdes da bainha e comecam imediatamente a depositar matriz de
cemento, enquanto restos epiteliais adjacentes sdo separados da superficie radicular pela

lamina basal, o que inibe a produgdo de cemento em tal regido. Em contraste aos roedores,

11



em humanos, a deposi¢ao do cemento inicia-se apos a desintegracao da bainha epitelial de
Hertwig (Schroeder, 1986).

As fibras coldgenas, durante a cementogénese, aderem-se ao cemento, mas nao
diretamente sobre as fibras da dentina, hd uma camada pobre em fibras. Tal unido deve
ocorrer pela adesdo intermediada pelas proteoglicanas, que ¢ necessaria para a
cementogénese tanto do cemento celular como do acelular de molares de ratos (Yamamoto
etal.,2001).

Além das proteoglicanas, possivelmente diferentes tipos moleculares constituem a
matriz do cemento como: proteinas relacionadas ao esmalte (Hammarstrom 1997), BMPs
(proteina morfogenética oOssea) (Bosshardt et al., 2008), proteinas nao colagenosas
(osteopontina e sialoproteina dssea), as quais parecem exercer um papel importante na
diferenciagdo de células progenitoras em cementoblastos (Saygin et al, 2001) além de
glicoproteinas que fazem parte dessa camada de adesdo dentina-cemento (Cho & Garant
1989).

A jungdo cemento-dentina parece desenvolver-se sobre as fibras principais
(extrinsecas) do ligamento periodontal sobre o osso alveolar (Islam et al., 2000). As fibras
principais aderem-se a essa camada nao diretamente sobre a matriz de osso pré-existente,
mas sobre uma nova camada de tecido 6sseo que se formara posteriormente, sugerindo a
dependéncia de uma camada comum de adesdo das fibras do ligamento periodontal sobre a
nova matriz de tecido mineralizado (Yamamoto et al., 2001).

Tradicionalmente, o cemento pode ser classificado em celular e acelular,
dependendo da presenca ou nao de células (cementdcitos) em sua estrutura. Outra
classificacdo diz respeito a presenca ou auséncia de fibras coldgenas intrinsecas ou
extrinsecas (também chamadas de fibras principais) em seu interior formadas por
cementoblastos ou fibroblastos, respectivamente. Em relagdo a estes aspectos, trés tipos
principais de cemento t€m sido descritos em humanos (Jones, 1981; Schroeder, 1986).

O cemento acelular afibrilar cobre pequenas por¢des do esmalte dental, se
estendendo sobre a jun¢do cemento-esmalte. A localizagdo deste tipo de cemento varia de
dente para dente e ao longo da juncdo cemento-esmalte do mesmo dente (Schroeder &
Scherle, 1988). Seus principais componentes estruturais sao as glicosaminoglicanas

(Schroeder, 1986) e sua significAncia funcional é desconhecida. A auséncia de fibras
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colagenas indica que esta variedade de cemento ndo tem fun¢do de inser¢ao (Schroeder &
Scherle, 1988).

O cemento celular de fibras intrinsecas contém cementocitos embebidos em uma
matriz coldgena rica em fibras. Estas fibras intrinsecas estdo orientadas paralelamente a
superficie radicular e tém um curso circular ao redor da raiz (Schroeder, 1986). Uma répida
deposicdo de matriz pelos cementoblastos, que ocorre no espago entre as células derivadas
da bainha epitelial de Hertwig e a superficie dentiniria parece ser responsavel pela
incorporacdo de alguns cementoblastos, que se tornam os cementdcitos aprisionados na
matriz mineralizada (Bosshardt & Schroeder, 1991).

O cemento celular de fibras intrinsecas ¢ encontrado na regido de bifurcagao, na
porcdo apical das raizes, em lacunas de reabsor¢do, em irregularidades e fendas de fratura
radicular, o que evidencia uma importante funcdo adaptativa, embora nido tenha funcao
direta de insercdo. Somente este tipo de cemento é capaz de reparar areas de reabsor¢do da
superficie radicular num tempo razodvel, devido a sua capacidade de deposi¢do muito mais
rapida que qualquer outro tipo de cemento (Bosshardt & Schroeder, 1991).

O cemento acelular de fibras extrinsecas ¢ encontrado nas porcdes cervical e
média da raiz, cobrindo cerca de 40 a 70% da superficie radicular. Em dentes anteriores,
pode cobrir também parte da porcao apical, ja que sua extensdo em direcao apical aumenta
de dentes posteriores para anteriores. Sua func¢do ¢ de insercdo, ancorando as fibras do
ligamento periodontal a raiz (Gongalves, 2006).

Sua estrutura consiste de uma densa rede de fibras colagenas curtas implantadas
na matriz dentindria (glicosaminoglicanas) e orientadas perpendicularmente a superficie
radicular (Schroeder, 1986). Quando estas fibras se tornam alongadas e continuas com as
fibras principais do ligamento periodontal, sdo denominadas de fibras de Sharpey
(Schroeder, 1986). O cemento acelular de fibras extrinsecas seja um tecido em crescimento
constante, linhas aposicionais de crescimento podem ser identificadas, em associacdo com
uma mudanga abrupta na dire¢do das fibras de Sharpey (Cho & Garant, 2000). Este tipo de
cemento apresenta um nivel de crescimento mais rapido nas superficies distais (4,3um/ano)
que nas mesiais (1,4um/ano) das raizes (Dastmalchi et al, 1990), o que sugere seu potencial
de adaptacdo as demandas funcionais, como a resultante oclusal anterior e inclinagao

mesial (Gongalves, 2006).
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Em humanos, as fibras extrinsecas transpassam e se mesclam as fibras intrinsecas
do cemento celular, formando uma rede densa de fibras extrinsecas e intrinsecas; este tipo
de cemento ¢ referido como cemento celular estratificado misto (Schroeder, 1986).

Ainda n3o existem dados consistentes sobre o papel das fibras do ligamento
peridontal e do cemento na regeneracdo dos tecidos periodontais. Embora a extensao da
injaria e a quantidade de tecido perdido sejam fatores determinantes importantes, um tecido
danificado ira cicatrizar ou regenerar dependendo de dois fatores cruciais: a disponibilidade
dos tipos celulares adequados e a presenga ou auséncia de fatores sinalizadores necessarios
para o recrutamento e estimulacdo destas células (Gottlow et al., 1986; Gongalves et al.,
2001).

No caso da regeneracdo do cemento dental, as células do ligamento periodontal
requeridas sdo os cementoblastos, entretanto, a origem dos cementoblastos e os fatores que
regulam seu recrutamento e diferenciacdo ainda ndo estdo completamente entendidos.
Modelos in vivo para avaliar o padrao de expressdo de moléculas especificas durante a
cementogénese e estudos in vitro sobre os efeitos de componentes do cemento em
diferentes tipos celulares periodontais tem sido desenvolvidos para melhor investigar como
os componentes do cemento poderiam regular a regeneragdo deste tecido (Saygin et al,
2000). Estes estudos podem gerar informacdes uteis para o desenvolvimento de novas
técnicas e abordagens na terapia periodontal regenerativa (Gongalves, 2006; Gongalves et
al., 2008).

Muito se tem pesquisado sobre o mecanismo de regeneracao e reparagdo tecidual.
Uma das estratégias tem sido a identificagdo de fatores que interferem nesse processo € na
modulacdo da resposta tecidual seja por meio da adi¢do de células, materiais, fatores de
crescimento ¢ PTHrP (Giannobile, 1996, McCauley & Somerman, 1998; Ouyang et al.,
2000c, Gongalves, 2006).

Tais fatores sdo proteinas sinalizadoras sintetizadas com o objetivo de modular a
repara¢do de uma forma ordenada, estimulando e regulando o processo de reconstrucdo
tecidual. S3o produzidos por uma grande variedade de células e podem estimular a

quimiotaxia, proliferacdo e funcao secretora (McCauley & Somerman, 1998).
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As diferentes técnicas utilizadas na tentativa de reparar os tecidos periodontais
evidenciam a dificuldade em manipular populacdes celulares diversas, de maneira

coordenada, de modo previsivel.
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2.4 Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal ¢ um tecido conjuntivo altamente vascularizado e celular

(Freeman 1994; Katchburiam & Arana 2004).

O ligamento periodontal ¢ constituido de células e fibras (Yamamoto & Wakita,
1992), das quais mais de 90% seria representado por colageno, principalmente tipo I com
cerca de 70% e tipo III com cerca de 20%, os demais tipos de colageno encontrados em

pequena quantidade (Berkovitz et al., 1990; Berkovitz & Moxham, 1990).

Estudos mostram que a molécula de coldgeno ¢ composta por uma familia de 28
tipos diferentes de coldgeno, mas de uma maneira geral encontram-se dispostas em forma
de fibrila, a qual apresenta uma periodicidade de 67nm, podendo atingir de 30nm até
500nm, dependendo do estagio de desenvolvimento do tecido (Fleischmajer et al., 1988)
em tecidos maduros as fibrilas podem ser maiores em extensao que os proprios fibroblastos
(Craig et al., 1989).

As fibrilas de colageno podem organizar-se em uma estrutura tridimensional, que
formam feixes de fibrilas paralelas. As fibrilas sdo sintetizadas no ligamento periodontal
pelos fibroblastos. O colageno ¢ composto por: 35% em glicina, 11% em alanina, 21% em
prolina e hidroxiprolina. A sequéncia de aminodcido do coldgeno de maneira geral ¢ uma
unidade tripeptidica, glicina-X-prolina ou glicina-X-hidroxiprolina, onde X pode ser
qualquer um dos 20 aminoacidos padrdo (van der Rest & Garrone, 1991). Essa associag@o
em trincas resulta numa estrutura de tripla hélice, que pode ser homotrimérica ou
heterotrimérica dependendo do tipo de colageno (Boot-Handford et al., 2003).

O colageno ¢ produzido no reticulo endoplasmatico rugoso (RE), a formagdo e
secre¢cdo da molécula de colageno leva em torno de 35 a 60 minutos, apds a molécula ser
translocada para a luz do reticulo, grande numero de chaperonas e enzimas se associam
(Hendershot & Bulleid, 2000). A porcao carboxila do propeptideo exerce uma funcao
importante na clivagem em procoldgeno e pode determinar a seletividade da cadeia (Lees et
al., 1997). O alongamento da tripla hélice requer modificagdes na cadeia polipeptidica,
como a conversdo de residuos de prolina na sua forma trans (Davis et al., 1989) e a

conversao de residuos de prolina em hidroxiprolina (Myllyharju, 2003). A hidroxilagao
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estabiliza a estrutura de tripla hélice do colageno. A hidroxiprolina tem uma funcao de
coordenar as reacdes de formagdo das pontes de hidrogénio entre as cadeias (Bella et al.,
1995).

Posteriormente, a molécula de procolageno ¢ transportada como granulos de
secrecdo a porgao cis do complexo de golgi com o auxilio dos microtubulos (Presley et al.,
1997; Scales et al., 1997). No complexo de golgi, diversas enzimas (assunto ainda bastante
controverso), podem acrescentam moléculas que sinalizam o destino do procoldgeno. Essas
vesiculas organizadas como pilhas de procolageno seguem uma rota intracelular a direcdo
trans do complexo de golgi até a membrana plasmatica (Orci et al., 1987), transporte esse
que ocorre na dependéncia dos microtibulos.

Tais vesiculas de transporte e secrecdo podem adquirir diferentes tamanhos e
formas (Hirschberg et al., 1998), expelem o colageno por meio da fusdo das membranas
das vesiculas com a membrana plasmatica. O procoldgeno sob a¢cdo do meio extracelular
sofre a clivagem e perde as suas duas por¢des carboxila e aminoterminal, originando a
molécula do tropocolageno (Holmes et al., 1992; Holmes et al., 1998).

Dessa forma, o tropocolageno no meio extracelular pode sofrer tanto o
crescimento em didmetro como em extensdo. Como o alongamento em extensdo da fibrila
de pode ocorrer em dois sentidos (de amino para carboxilo como de carboxilo para
aminoterminal) propdem-se que essas por¢des da molécula de coldgeno, como se repetem
subsequentemente durante a formacdo da fibrila (Birk et al., 1989, 1997), cria uma
estrutura bastante organizada, permitindo a sua analise sob microscopia de luz polarizada
(Vilarta & Vidahl, 1989).

O crescimento das fibrilas em espessura ¢ dependende de outras proteoglicanas
como as decorinas ou fibromodulinas. Em camundongos que ndo produziam tais
proteoglicanas as fibrilas de coldgeno tinham seu crescimento didmetro comprometido
(Keene et al., 2000; Ameye & Young, 2002). O diamétro das fibrilas coldgenas em ratos
variaram em torno de 45nm em trés regides diferentes, no primeiro molar, por¢ao vestibular
e lingual do incisivo de erupcdo continua, apesar de que relatos que a fibrila colagena tenha
diametros com multiplos de 8, tal relagdo ndo pode ser descrita para as fibrilas do ligamento

periodontal (Berkovitz et al., 1981, Ramalho, 1994).
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Além das proteoglicanas, outro fator modulador de tal crescimento pode ser o
estresse sofrido pelo tecido em sua funcdo normal (oclusdo), na medida em que se alcanca a
maturidade esquelética (Frank er al., 1989). Tal estresse pode ser da ordem de até dez mil
vezes 0 seu proprio peso ¢ as fibras sdo ditas possuir resisténcia a tensdo maior que a de um
fio de ago de igual area de sec¢ao (Lehninger et al., 1995).

Nao estdo presentes apenas fibras coldgenas, também encontramos, dependendo
da espécie (Bosshardt & Schroeder, 1996), fibras oxitaldnicas ou fibras elésticas no
ligamento periodontal (Bowling & Rygh, 1988).

Outro componente importante no ligamento periodontal é a presenca de
substancia fundamental composta principalmente de glicosaminoglicanas. As
glicosaminoglicanas formam uma substincia gelatinosa, altamente hidratada, na qual as
proteinas fibrosas estdo embutidas; o gel de polissacarideo resiste a for¢a compressora
exercida sobre a matriz, e as fibras de coldgeno fornecem a forga tensora. A fase aquosa do
gel de polissacarideo permite a rapida difusdo de nutrientes, metabolitos € hormdnios entre
o sangue e as células do tecido (Alberts et al., 1997). Como o material extracelular ¢ um gel
viscoso, representa uma barreira a penetragdo de bactérias e particulas inertes (Lepert et al.,
1995). Os nutrientes € o oxigénio trazidos pelo sangue precisam atravessar a parede dos

vasos e o tecido conjuntivo para chegar as células que vao nutrir (Lukes et al., 1999).

As glicosaminoglicanas sdo polimeros lineares de alto peso molecular, formado
por unidades dissacaridicas constituidas por um acido urbénico € uma hexoamina
(glicosamina ou galactosamina). As principais glicosaminoglicanas sdo o acido hialurdnico,
o dermatansulfato, o queratansulfato, o condroitinsulfato e o heparansulfato. Sdo pouco
flexiveis para dobrar em estruturas globulares compactas, caracteristicas de cadeias
polipeptidicas. Sao bastante hidrofilicas, tendendo a adotar uma conformagdo que ocupa
um grande volume comparado as suas massas, ¢ formam géis mesmo em baixas
concentragdes (Minor, 1988).

Ainda presente no ligamento periodontal, as proteoglicanas e glicoproteinas
permitem que o mesmo exer¢a a fun¢do de absor¢do de choques e pequenos impactos

mastigatorios (Yamamoto ef al., 1991 e 1992; Lekic & McCulloch, 1996).
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Em relagdo a por¢do celular do ligamento periodontal, s3o encontradas células,
representadas principalmente por fibroblastos (Lekic & McCulloch, 1996). Os fibroblastos
sintetizam as fibras coldgenas e elasticas, as glicoproteinas e as proteoglicanas da matriz
extracelular, sendo a célula mais ativa denominada de fibroblasto, enquanto a quiescente &
conhecida como fibrocito (Minor, 1988).

Num estudo utilizando-se de ratos com idade de 12 a 18 meses de idade,
analisando aspectos ultraestruturais e citoquimicos de fibroblastos no ligamento periodontal
de molares, verificaram que os fibroblastos multinucleados distribuem-se aleatoriamente no
ligamento peridontal. Sdo ricos em organelas envolvidas na biosintese do colageno como:
reticulo endoplasmatico rugoso € o complexo de golgi. Tais fibroblastos incorporavam e
secretavam produtos marcados com prolina H’, estes também possuiam muitos fagossomos
contendo fibrilas coldgenas intactas. Sugere-se nesse trabalho que os fibroblastos
multinucleados apresentam uma mudanca de atividade celular, podendo perder algumas
glicoproteinas da membrana o que poderia explicar a ocorréncia da multinucleacdo nessas
células (Ramalho, 1994).

Outras células encontradas (Berkovitz et al., 2003) s3o os cementoblastos,
osteoblastos ambos com fungdes formativas e os odontoclastos e osteoclastos ambos com
fungdes de reabsor¢cdo e oriundos da linhagem de mondcitos do sangue, células
mesenquimais indiferenciadas, células de defesa e células epiteliais (restos de Malassez),
contudo (Junqueira & Carneiro, 1995) apontam ainda a presenca celular do fibrocito.

Tanto os componentes celulares como a matriz sdo os responsaveis em promover
a regeneracdo, ¢ foi estabelecido ao longo de uma série de estudos que avaliaram a
participagdo destes tecidos no processo de cura (Nyman et al, 1980; Karring et al, 1980).
Sua base racional surgiu dos postulados de Melcher (1976), o qual estabeleceu que as
células capazes de neoformar as estruturas de sustentagdo dental eram as células do

ligamento periodontal.
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2.5 Regeneracao Periodontal

A regeneracdo periodontal pressupde a reconstru¢do do ligamento periodontal
com fibras de colagéno, orientadas perpendicularmente de forma a estarem inseridas em
novo cemento e novo 0sso (Cortellini & Bowers, 1995; Heijl, 1997; Melloning, 1997).

O objetivo da reparagdo Ossea ¢ restaurar a continuidade e funcionalidade do
tecido, permitindo que o tecido volte a ter suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas
normais. Agem nesse processo células progenitoras indiferenciadas que podem conter ou
reparar os danos, além de prepararem outras células a se diferenciar (Martins, 2001;
Galliera et al., 2008).

A primeira etapa (inflamatdria) para a reparacdo do osso consiste na formacao do
coagulo, de origem da ruptura de microvasos sanguineos (Ham et al., 1971). Tal coagulo
tem um papel passivo no processo, mas sem a formacao do mesmo ou diante de sua necrose
causara atraso no reparo (Shafer et al., 1987).

Inicialmente, ocorre uma vasoconstricdo, formagdo do coagulo, e minutos apds
mediadores quimicos como a histamina e as prostaglandinas causam vasodilatacao,
permitindo maior aporte sanguineo com leucocitos e nutrientes para o reparo. Fibrina
proveniente de extravasamento plasmatico causa certa obstrug¢do linfatica, acumulando-se
na area da lesdo, diluindo os contaminantes e provocando edema (Junqueira & Carneiro,
2004).

Segundo Hupp (1996) nesse momento ndo ocorre deposi¢ao de colageno, sendo o
principal material contido na ferida nessa fase inflamatoéria a fibrina, que possui pequena
resisténcia a tensdo. Apos a hemostasia e a formagdo do coagulo, hd uma prioridade na
descontaminagdo da ferida (Siqueira Jr & Dantas, 2000; Martins, 2001).

Com a ferida descontaminada, pode haver a acdo dos osteoclastos, que removem
tecido necrdtico e tecido 6sseo que necessita de remodelagdo. Células osteogénicas iniciam
sua diferenciagdo em osteoblastos. Estudos demonstram que os osteoblastos podem derivar
de trés fontes: peridsteo, endodsteo e células mesenquimais indiferenciadas, que depositardo
matriz ostedide. Tal matriz associada com a matriz fibrosa pode ocorrer em excesso

gerando a formacao do calo 6sseo (Guimaraes, 1982; Andreassen et al., 2001).
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Ainda nessa fase, o entrelacamento dos fios de fibrina possibilita a precipitagao de
substancia fundamental e colageno pelos fibroblastos. Como também a producdo de
tropocoldgeno entre o terceiro e quarto dia. Além disso, os fibroblastos secretam
fibronectina, que ajudam a estabilizar a fibrina. Essa rede de fibrina acumulada forma um
gel higroscopico. Dessa forma, estimula a migragdo e a proliferagdo de mais fibroblastos e
células endoteliais para a ferida, o que permite o repovoamento celular da lesdo (Martins,
2001; Galliera et al., 2008).

J4 na fase de remodelacdo a estrutura 6ssea final correspondera as necessidades
biomecanicas (Pritchard, 1963). Durante tal estdgio o osso produzido desordenadamente
pode ser reabsorvido por osteoclastos (Hupp, 1996). E os osteoblastos depositam novo
0sso, orientado para o menor grau de tensdo (Galliera et al., 2008). Pode-se distinguir uma
fase inicial de maxima neoformagdo Ossea seguida por uma fase de predominancia de
reabsorcdo (Schilling et al., 1998). Inicialmente, ha uma neoformagdo de osso imaturo
preenchendo nao apenas o defeito, como também estabilizando o peridsteo e as paredes
laterais, formando o calo 6sseo. Posteriormente, tal calo sofre reabsor¢do e gradativamente
¢ substituido por osso lamelar (Parfitt, 2005).

Todo esse processo pode ocorrer ou por cicatrizagdo por primeira intengao ou por
segunda inten¢do. Na cicatrizagdo por primeira intencdo, o defeito ou o espago entre os
fragmentos ¢ pequeno (Schenk & Willeneger, 1967), geralmente ocorre entre espacos onde
a fissura ¢ menor que Imm. Pois quando a fissura ¢ menor que 0,3mm, ha deposi¢do de
osso lamelar diretamente neste espaco. Se a fissuraestiver entre 0,4 — 1mm, esta se fara por
uma trama Ossea e posteriormente osso secundario (Feinberg & Larsen, 1991).

De outra forma, quando as extremidades da regido a ser reparada forem maiores
do que Imm o mesmo tecido se reparara por cicatrizagdo por segunda inten¢do (Hupp,
1996; Gongalves et al., 2001).

Tal tipo de reparo tecidual pode acontecer em situacdes que as células nao
conseguem reconstituir a morfologia original do tecido, devido a perda extensa de células e
tecido (Kummar et al., 1994), para que o mesmo ocorra hd um preenchimento por tecido de
granulagdo, que cresce a partir das bordas da lesdo, associado a uma intensa formacgao de

tecido cicatricial (Hupp, 1996; Martins, 2001).
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Diferentemente do tecido d6sseo o cemento ndo tem a mesma habilidade de
remodelacdo, tendo sua capacidade de regeneracdo espontanea bastante limitada (Benatti et
al., 2006). Dessa forma, diversas técnicas t€ém sido utilizadas na tentativa de entender e
possibilitar uma melhor restituicdo dos tecidos periodontais. O primeiro procedimento que
teve como finalidade a regeneracdo do periodonto destruido foi o uso de enxertos 6sseos
que, pelas suas propriedades, sdo capazes de levar a regeneragdo Ossea com certas
limitacdes (Reynolds et al., 2003) e seu efeito limitado em relacdo aos demais constituintes
do periodonto, levaram ao desenvolvimento de outras técnicas como, por exemplo, a
regeneragado tecidual guiada (RTG) (Karring et al., 1982; Gottlow ef al. 1986).

Outras tentativas estdo sendo testadas além da regeneragao tecidual guiada como:
matrizes extracelulares (King et al., 1997), proteinas de matriz de esmalte (Kalpidis et al.,
2002; Giannobile & Somerman, 2003). Segundo Pinho et al. (2005) em uma revisdo de
literatura concluiu que qualquer um dos tratamentos acima citados ou suas associagdes
auxilia no processo regenerativo do periodonto, mas nao ¢ capaz de restituir de forma
completa o tecido periodontal, muito menos explicar de que maneira tais interagdes
acontecem em niveis celulares e moleculares.

O processo de reparo na mandibula de ratos do defeito do tipo fenestrado
(4x3x1mm), ¢ modelo em que € possivel analisar a neoformagao de cemento (King et al.,
1997), e de reparagdo Ossea (Benatti et al., 2000) na raiz distal do primeiro molar inferior.
Nota-se que o reparo da fenestracdo ocorre de maneira gradativa com a substituicdo do
tecido de granulagdo por osso, o qual desenvolvem-se no sentido de se tornar mais
organizado (0sso secundario), com uma densidade maior com um trabeculado 6sseo mais
espesso, em relacdo ao cemento nota-se a presenga de um tecido bastante delicado
sugestivo de cemento a partir do 10° dia, mas que ndo se desenvolve de maneira
distinguivel até o 32°dia, periodo maximo estudado (Melman et al., 2008). Corroborando
com os achados de Benatti et al. 2007, demonstrando a capacidade limitada de regeneragao
do cemento.

Dessa forma, a regeneragdo do cemento requer cementoblastos e a origem de tais
células e moléculas que regulam seu recrutamento ainda sdo pobremente entendidos
(Grzesik & Narayanan, 2002; Ohta et al., 2008). Muitos estudos tém sido realizados na fase

de cementogénese tentando analisar como os componentes do cemento podem regular tal
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processo (MacNeil and Somerman, 1999; Saygin et al., 2000). Num estudo durante o
desenvolvimento do dente, células do foliculo dental de origem ectomesenquimal parecem
ser responsaveis pela formagdo do cemento, em camundongos adultos acredita-se que os
cementoblastos tem origem de células progenitoras localizadas perivascularmente no
ligamento periodontal e nos espagos medulares do osso alveolar (MCulloch, 1993; Pitaru et
al., 1994). Embora a cementogénese de roedores seja diferente de mamiferos (Bosshardt &
Schroeder, 1996), a observagdo de Liu et al., (1997) indica que o ligamento periodontal
possa ser uma fonte de precursores dos cementoblastos. Tais achados demonstram que
algumas células do ligamento periodontal de humanos em cultura podem funcionar como
cementoblastos, formando nodulos e proteinas expressas em cementoblastos (Bar-Kana et
al., 1998).

Os cementoblastos podem também ser derivados de células tronco presentes no
interior do ligamento periodontal, gengiva ou até osso alveolar (Grzesik & Narayanan,
2002). No entanto, diferentes mediadores bioquimicos segundo Grzesik & Narayanan
(2002) regulam tais processos como, por exemplo: IGF-1 (fator de crescimento insulinico)
estimula a proliferacdo, diferenciagdo e sintese de matriz extracelular; FGF (fator de
crescimento de fibroblasto) estimula a proliferagdo, diferenciagdo, sintese de matriz
extracelular e a angiogénese; PDGF (fator de crescimento plaquetario) estimula a
proliferacdo, diferenciacdo e sintese de matriz extracelular; TGF-B (fator transformador de
crescimento) excita a sintese de matriz, a angiogénese e a quimiotaxia celular; BMPs
estimulam a sintese de matriz extracelular e a neoformacdo oOssea; EGF (fator de
crescimento epidermal) e CGF (fator de crescimento de Chlorella) estimulam a
proliferacdo, diferenciagdo das células. Além desses fatores, componentes da matriz podem
estar envolvidos na reparagao periodontal como: colageno facilita a adesdo, diferenciacdo e
regula a proliferacdo celular; BSP controla a adesao e a diferenciagdo celular como também
a mineralizagdo; OPN regula a diferenciacdo e sobrevivéncia celular; fibronectina facilita a
adesdo, diferenciacdo e proliferacdo das células; Osteonectina regula a angiogénese e a
proliferacdo celular; proteina de adesdo celular facilita a adesdo e a diferenciacdo celular
(Grzesik & Narayanan, 2002).

Embora o cemento ndo tenha a mesma capacidade de regeneragdo e remodelagao

espontdnea que o tecido Osseo, parece ter seu desenvolvimento controlado por varios
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fatores reguladores em comum com os do osso alveolar (McNeil et al, 1998, Saygin et al,
2000). Além disso, cementoblastos expressam muitas proteinas similares aos osteoblastos
(Takano-Yamamoto et al., 1994; Kagayama et al., 1997; McNeil et al, 1998, Saygin et al,
2000ab). Sabe-se que o tecido 6sseo responde com anabolismo diante do tratamento com
PTH administrado de forma intermitente (Morkey et al., 1997, Mohan et al., 2000; Morley
et al., 2001; Moriyama et al., 2002; Turner, 2002). Sabe-se ainda que cementoblastos
possuem receptores para o PTH (Tenorio & Hughes, 1996), como também foi reportado
que células do ligamento periodontal podem responder ao estimulo do PTH (Nohutcu et al,
1995; Ouyang et al, 2000) interferindo com a diferencia¢do e sobrevivéncia de células do
ligamento periodontal (Lossdorfer et at., 2005; Lossdorfer et at., 2006).

Portanto, ¢ de interesse cientifico o entendimento do papel biologico dos efeitos
do PTH sobre o tecido 6sseo e os tecidos periodontais, ja que, potencialmente, este
hormonio pode interagir diretamente com células do periodonto, quando administrado de

maneira intermitente.
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3. PROPOSICAO

1) Avaliar a influéncia da administracdo intermitente do PTH (1-34) sobre a

reparacgao do tecido 6sseo em defeitos do tipo fenestragdo na mandibula de ratos;

2) Avaliar a influéncia da administragdo intermitente do PTH (1-34) sobre as
fibras do ligamento periodontal neoformadas sobre a raiz na qual o cemento foi

previamente removido;

3) Avaliar os efeitos do PTH (1-34) administrado de forma intermitente sobre a
neoformacao de cemento na raiz distal do primeiro molar inferior na qual o cemento foi

previamente removido.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1) Caracteristica da amostra

Foram utilizados 32 ratos, machos, (Rattus Norvegicus, Albinus, Wistar), pesando
entre 150 e 200g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com acesso a comida e
agua ad libitum. Antes do inicio do experimento, os animais passaram por um periodo de 7
dias para aclimatacdo ao ambiente do laboratorio. Durante todo o periodo do estudo os
animais permaneceram sob as mesmas condi¢des ambientais com ciclos diarios de 12 horas
de claro e 12 horas de escuro. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa

animal da UNICAMP (protocolo 1338-1).

4.2) Procedimento Cirtrgico

Os animais foram pesados, antes da cirurgia, e de acordo com seu peso corporeo
anestesiados com solucdo de ketamina na dose de 80mg/kg-IM (Francotar®) e cloridrato de
xylasina na dose de 8mg/kg-IM (Virbaxil®). Uma solucdo de alcool iodado foi utilizada
para a antissepsia do campo operatério (Figura 2), a hemimandibula direita. Apos
tricotomia na regido mandibular, foi feita uma incisdo superficial de aproximadamente 2cm
na altura da comissura labial, no sentido anteroposterior.

A fascia superficial foi separada, expondo o musculo masseter. As inser¢des
musculares foram incisadas, e tanto o musculo quanto o peridsteo, elevados para exposicao
do tecido 6sseo mandibular (Figura 3). Com o auxilio de um microscépio cirtrgico, o
tecido 0sseo que reveste a regido vestibular da raiz distal dos primeiros molares foi
removido com o auxilio de uma broca esférica, modelo FG 33 1/2 (Carbide - Fava®), em
baixa rotagdo, sob irrigagdo com solugao fisiologica, criando um defeito (Figura 1) de cerca
de 4mm de comprimento, 2mm de altura e Imm de profundidade medidas realizadas com
auxilio de um paquimetro (Kuo-Kuang Huang et al, 2005) foi criado (Figura 5).

A margem superior do defeito estava localizada logo abaixo da linha
mucogengival, e acima da regido apical das raizes assegurando que os dentes ndo percam
vitalidade. Em seguida, com o auxilio de curetas, a superficie radicular foi cuidadosamente
raspada e alisada com o objetivo de remover cemento dental (Figura 4), ligamento

periodontal e dentina superficial. Os defeitos foram irrigados constantemente com solu¢ao
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salina fisioldgica (0,9%) para a remo¢do de fragmentos que poderiam interferir com o
processo de reparagdo. A cirurgia seguiu os parametros de King et al., 1997, Kuo-Kuang
Huang et al, 2005 e Benatti et al, 2006. Os procedimentos cirurgicos foram realizados pela

equipe composta por mim, Dr. Marcelo Rocha Marques e Dr. Bruno Braga Benatti.

Figura 1. Ilustracdo esquematica do defeito tipo fenestracdo (abaixo). Imagens

(Figuras 1, 2, 3, 4 e 5) gentilmente cedidas pelo Dr. Bruno Braga Benatti.
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Figuras ilustrativas (figuras 2, 3,4 e¢ 5) da cirurgia de criacao do defeito do tipo
fenestrado. Seta em preto aponta para a raiz distal do 1° molar instrumentada

cirurgicamente.
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4.3) Delineamento experimental

Apos a criagdo do defeito, os ratos foram separados, aleatoriamente, em 8 animais
por grupo:
C14: recebeu injegdes subcutaneas de forma intermitente (trés vezes por semana, sendo nas
segundas, quartas e sextas-feiras, semelhante aos demais grupos) do veiculo de dilui¢do do
hPTH (4cido acético 0,01%) e passou por um periodo de reparo dos tecidos de 14 dias;
P14: recebeu injecdes subcutaneas de hPTH (fragmento 1-34, Sigma®, na dose de 40
ug/Kg na freqiiéncia de 3 vezes por semana) e passou por um periodo de reparo del4 dias;
C21: recebeu injegdes subcutaneas do veiculo de diluicdo do hPTH (4cido acético 0,01%) e
passou por um periodo de reparo dos tecidos de 21 dias;
P21: recebeu injecdes subcutaneas de hPTH (fragmento 1-34, Sigma®, na dose de 40
ng/Kg na freqiiéncia de 3 vezes por semana) e passou por um periodo de reparo de 21 dias
(Barros et al, 2003 e Marques et al., 2005).
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4.4) Processamento do material

Os animais foram mortos por deslocamento cervical, suas mandibulas foram
removidas, fixadas em solu¢ao de paraformaldeido 4%, glutaraldeido 0,5% e acido picrico
0,2% (Karnovsky modificado), por um periodo de 12 horas, o material foi lavado em
tampao Tris/HCI e descalcificadas em EDTA (Merck®) 4,13% tamponado com Tris/HCl
por aproximadamente 75 dias.

Posteriormente, as pecas foram novamente lavadas em tampao, seguida pela
desidratacdo crescentes em etanol (Reagentes Analiticos Dindmica®) até atingir a
concentragdo de 100%. Por meio de banhos de xilol (Reagentes Analiticos Dinamica®), o
material foi diafanizado, e infiltrado em parafina (Paraplast Plus — McCormick Cientific®),
e montado para processamento dos cortes histologicos. Os mesmos foram feitos com 3pum
de espessura, no sentido transversal em relacdo aos dentes como ilustrado no diagrama 1
(esquema em corte longitudinal do primeiro molar inferior). Para desparafinar utilizaram-se
dois banhos de xilol, por um periodo de 10 minutos cada um, seguindo para a hidratacao
em solucdo decrescente em alcool etilico (Reagentes Analiticos Dindmica®) até a agua
destilada.

Duas coloracdes foram utilizadas: Hematoxilina e Eosina (HE) (Reagentes
Analiticos Dindmica®) e Tricromio de Mallory. Para a coloragdo com HE, as laminas
foram coradas com Hematoxilina por um tempo de Sminutos, em seguida lavadas em agua
corrente e posteriormente coradas com Eosina por um periodo de 2minutos e também
lavadas em agua corrente, desidratadas em estufa a 37°C e montagem em Bélsamo do
Canadéd (Labsynth®). Para a coloracdo de Tricromio de Mallory (TM), os cortes foram
corados por 3minutos pela solucdo de fucsina acida 1%, lavados em agua acética (cinco
imersdes), diferenciados pela solugdo de acido fosfomolibdico 1% (Fisher Cientific
Company®) durante 1minuto, lavados novamente em agua acética, corados por um periodo
de Sminutos na mistura de azul de metileno (0,5%) (Merck®), orange G. (2%) (Synth®),
acido oxalico 2% (Synth®) preparados em agua destilada (q.s.p. 100ml), lavados em agua

acética e montados também em Balsamo do Canada.
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4.5) Analise Histomorfométrica

Em todas as andlises histomorfométricas apenas um examinador mensurou as
laminas e o mesmo foi previamente calibrado. Para analise das medidas lineares e de area
utilizou-se o Image Tool3.0® e para a andlise de densidade e contagem utilizou-se o
KS400®, além do microscopio optico (Leica DMLP®).

Toda a extensdo do defeito criado foi examinada, utilizando-se de dez cortes por
animal, com uma distancia entre os cortes de aproximadamente 200pum, conforme diagrama
um.

Foram avaliados sete parametros: I - extensao inicial do defeito, II - extensdao do
defeito remanescente, III — area do defeito 6sseo remanescente, IV — densidade do osso
neoformado, V — 4rea do calo formado e marcagdo para TRAP, VI — area do cemento
neoformado, VII — andlise do retardo Optico (birrefringéncia) do ligamento periodontal
reinserido (King et al., 1997, Gerstenfeld et al., 2005, Benatti et al., 2006).

Diagrama 1. Representa o defeito do tipo fenestracao, em corte longitudinal do
primeiro molar inferior, defeito com altura de 2mm e profundidade de Imm; O= tecido

0sseo alveolar, C= cemento, D= dentina, P= polpa (abaixo).

@4 ~Altura 2Zmm

—] _1_ Regisio coronal
10 cortes por animal, ——
com distincia i Regisio medial
aproximada de 200pum |
entre cles ——
——  Regido apical
B — —'—

—i{
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4.51 Extensao do defeito inicial
A medida foi realizada de bordo a bordo do defeito (representada pela seta na
figura 6) (Benatti et al, 2006), em uma medida linear (mm) corada com HE, utilizando um

aumento de 25 vezes.

4.52 Extensao do defeito remanescente

A medida da extensdao do defeito remanescente foi feita na regido superficial,
supostamente onde deveria ter havido o total preenchimento por novo tecido 6sseo (Benatti
et al, 2006), medida essa realizada linearmente (mm), utilizando um aumento de 25 vezes

corada com HE, como representado na figura 7.

4.53 Area do defeito 6sseo remanescente (drea de 0sso que faltou

para preencher o defeito)
Semelhante ao realizado no item II, ao invés de ser realizada uma medida linear,
mensurou-se a area (mm?”) de osso que ndo foi totalmente reparada, utilizando um aumento

de 25 vezes corada com HE, segundo o esquema da figura 8.

4.54 Densidade do osso neoformado (proporcao de tecido

mineralizado)

Trés regides diferentes dentro da area do defeito foram analisadas (Benatti et al,
2006 modificado), utilizando uma malha (grade 10 x 10) com cem pontos (%), em aumento
de 100 vezes, auxiliado por um microscopio Optico e um analisador de imagem o KS400®
com coloracdo de HE. Todos os pontos (intersec¢do da grade) que coincidissem com 0 0sso
neoformado foram contados, isentando as regides medulares (espagos entre os trabeculados

0sseos), como mostrado nas figuras 9.
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Prancha 1: Corte transversal em relagao aos molares inferiores, as figuras 6, 7, §,

9, 10,11, 12 e 13 representam como a andlise histomorfométrica foi realizada. D = dentina,

O = oss0, seta preta representa a borda do defeito inicial.

Areadﬂdefah ranales::ﬂ'lh: rmmladu pe[n
trigngulo em preto, barra = 800pm , 25x, HE.

Regides analizadas do cemento, barra =
200pm, 100x%, Tricdmio de Mallory.

Emdndefmnrmmmlzrmladn
pela linha em preto, barra = 800 pm, 25x, HE.

Rj:giﬁesmi:{i represen tadas pelos
quadros em preto, barra = 800um, 25x, HE.

Esguema de medida da area do calo dsseo
Ennadn,hma = 800pm 50x, HE.

pdigono em amarelo, aumento de S00x, tricomic
de Mallory:
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4.55 Area do calo e marcacio com TRAP (Fosfatase Acida

Tartarato Resistente)

O tamanho do calo foi medido a partir da superficie 6ssea formada além do
tamanho normal da mandibula na regido onde a cirurgia foi realizada, mais precisamente no
limite do defeito em sua regido mais posterior em dire¢do a raiz mesial do segundo molar
inferior, usou-se um aumento de 50 vezes corada com HE, como representado na figura 11,
obtendo um valor de drea em mm”.

A marcagdo para TRAP (Histoquimica para Fosfatase Acida Tartarato Resistente),
utilizou o material emblocado em parafina (Paraplast Plus — McCormick Cientific®) e
cortado com 3pum de espessura na regido de primeiro molar inferior. Os cortes foram
encubados por 2h a 37°C em camara imida com uma solugdo para deteccdo de Fosfatase
Acida Tartarato Resistente-(Sigma®), contendo: Naftol AS-BI fosfato, acetato de sodio,
Fast Red Garnet GBC, Solucdo de tartarato, Nitrato de S6dio. Apds a encubagdo os cortes
foram lavados em 4gua corrente por 30 minutos, e contracorados com hematoxilina por 50
segundos (Marques, 2007). Foi feita entdo uma analise histologica qualitativa e
quantitativa. Na andlise quantitativa contou-se o nimero de osteoclastos presentes na regiao
do calo formado, utilizando 4 cortes por animal na regido mediana do defeito, sendo
medida duas 4reas na regido do calo de 0,25 mm® cada uma (figura 10), somando uma area
total de 0,5mm” por corte com um aumento de 200x, ¢ comparou-se posteriormente com

outros dados da analise histomorfométrica.

4.56 Area de cemento neoformado

O cemento foi previamente removido com microcinzéis até o aplainamento da
superficie radicular. Para melhor visualizagdo do cemento novo e suas fibras a coloragado de
Tricomio de Mallory foi a de escolha para a mensuracdo. A area de cemento neoformado
no primeiro molar inferior raiz distal (Kuo-Kuang Huang et al, 2005) foi medida em duas
regides diferentes, em um campo com extensdo de 310um a partir da borda mesial e outro a
partir da borda distal da superficie radicular com extensdo de 310um também, obtendo uma
soma de 620um por animal. Semelhantes as analises anteriores, usaram-se 8 animais por
grupo com 10 cortes por animal, com uma distancia aproximada entre os cortes de 200um,
dessa forma analisando toda extensdo da area operada. Foi utilizado um microscopio optico
com um aumento de 500 vezes (King et al., 1997; modificado). Como demonstrado nas

figuras 12 e 13.
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4.57 Andlise do retardo optico (birrefringéncia) do ligamento

periodontal reinserido

A utilizacdo da microscopia de polarizacdo teve como principal objetivo
confirmar a neoformagdo de cemento, por meio da andlise de birrefringéncia das fibras do
ligamento periodontal, as quais se apresentam reinseridas perpendicularmente sobre o
cemento neoformado (Cortellini & Bowers, 1995; Heijl, 1997; Melloning, 1997).

Assim como nas andlises anteriores, foram utilizados 8 animais por grupo, ¢ 10
cortes por animal (com uma distdncia aproximada entre eles de 200um), varrendo toda a
extensdo da regido operada, na raiz distal do primeiro molar inferior, o cemento foi
removido tornando a superficie radicular aplainada (Figura 12). Analisou-se a reinsercao
das fibras do ligamento periodontal na superficie do cemento instrumentado e a
organizagdo das fibras neoformadas (como ilustrada na figura 15 - regido ndo
instrumentada, representando a birrefringéncia das fibras do ligamento periodontal
organizadas), com o auxilio de um microscopio Leica DMLP®, equipado com filtro
polarizador (Brace-Kohler compensator — Wild Leitz GMBH Inc., Wetzlar, Germany) e luz
policromatica (546nm), em um aumento de 200 vezes, as laminas foram apenas montada
em agua destilada sem nenhum corante especifico (Figuras 16 e 17).

Ap0s determinar a area de maior birrefringéncia (brilho mais intenso), os cortes de
3um de espessura foram montados em uma laminula com agua destilada e 30 minutos
depois mensurados.

Para a medi¢do seguimos Bennett (1961), a 4rea a ser medida foi girada até¢ a
posi¢ao de menor brilho (ponto de extingdo) e entdo orientada diagonalmente em 45°,
regido de maior brilho. Girou-se o analisador até o ponto de extingdo, os valores do retardo

optico foram coletados em nm e analisados estatisticamente.
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Prancha 2 — Cortes transversais da mandibula na regido dos molares, area do
ligamento periodontal, D = dentina, LP = ligamento periodontal e O = tecido 6sseo. Figura
14 representa uma regido nao instrumentada da raiz do molar com suas fibras coldgenas em
destaque pela coloragdo de Tricomio de Mallory (fibras em azul). Figura 15 representa a
mesma regido da figura 14, visualizada com luz polarizada, as regides brilhantes (mais
claras) representam as areas mais birrefringentes. Figura 16, nota-se a birrefringéncia
(regides mais brilhantes) do ligamento periodontal. Figura 17, mesma regido da figura 16
com a diferenca que as fibras do LP aparecem escuras (chamado de ponto de extingdo),

mostrando a possibilidade de mensuragao da birrefringéncia do ligamento periodontal.

Fibs ligamento periodontal 200x
Tricomio de Mallory.

£

mesma regido da fipura ao lado 2003,
Luz Polarizada, Tricromio de Mallory.

Area instrumentada, angulagio de Mesma regiio da figura ao lado, to de
brilho intenso, 200x, Luz Polarizada. extingo (retardo optico de 3,2nm), 200x,
Luz Polarizada.

4.6 Analise Estatistica

Uma vez obtidos os dados, as médias representativas de cada animal foram comparadas
estatisticamente entre os grupos (analise intergrupos) com o auxilio do teste de Analise de

Variancia Dois Critérios, seguido pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

Analises histomorfométricas:

5.1 Extensao inicial do defeito
A medida linear realizada de bordo a bordo do defeito, como esquematizado na
figura 6, demonstrou que a extensao do defeito inicial ndo variou significativamente, de

forma que alterasse as andlises posteriores, hipdtese confirmada pelo teste estatistico
(p=0,3536; 4,56:0,16mm, 4,65+0,17mm, 4,69£0,35mm, 4,65+0,07mm, grupos C14,

P14, C21 e P21, respectivamente) como apresentado no grafico abaixo (Figura 18).

Extensdo Inicial do Defeito

il

C14 P14 Cc21 P21

Grupos

Figura 18. Grafico representativo das médias e &+ desvios padrdes da extensao do
defeito inicial nos diferentes grupos experimentais, mostrando que ndo houve diferenga

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,3536; n=8 animais por grupo).

Com o intuito de evitar termos repetitivos nas legendas dos grdficos dos resultados nos
proximos pardmetros que se seguem, fica estabelecido que: em cada grupo mostrado nos grdficos,
as letras iguais demonstram que ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre si
(p>0,05). Por outro lado, quando as letras forem distintas umas das outra, significa que houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos correspondentes as diferentes letras

(p<0,05).
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5.2 Extensao do defeito remanescente

A medida da extensdo do defeito remanescente foi feita na regido superficial
(figura 7) e a analise intergrupo demonstrou que o tratamento intermitente com PTH (1-34)
reduziu significativamente (p=0,001) a extensdo do defeito remanescente (Figuras 21 e 23).

Os dois grupos controles, Cl14 e C21, obtiveram os maiores valores médios
b b
(31,72i0,37mm; 0,87+0,13mm; a1,17ﬂ:0,18mm; 0,33+0,21mm; grupos C14, P14, C21 e

P21, respectivamente) no tamanho do defeito remanescente (Figuras 20 e 22). Os grupos
que receberam a administragdo do PTH (1-34) ndo diferiram estatisticamente entre si

(p>0,05), como também os dois grupos controles. Dados representados pela Figura 19.

Extensdo do Defeito Remanescente

C14

Figura 19. Grafico representativo das médias e + desvio padrao da extensdo do defeito
remanescente nos diferentes grupos experimentais, mostrando a diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos controles e tratados com PTH (1-34) (p=0,001; n=8 animais

por grupo).
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Prancha 3: Cortes transversais da mandibula, regido dos molares, figuras 20, 21,

22 e 23 sdo representativas da extensdo (linear) e area do defeito remanescente de cada

grupo experimental; D= dentina, ON= tecido 6sseo neoformado, seta em preto aponta para

defeito remanescente, barra=200um, microscopia de luz em aumento de 50x, coloragdo HE.

Grupo Cl14, defeito remanescente,
barra=200um, 100x, HE.

Grupo C21, defeito remanescente,
barra= 200um, 100x, HE.

L

Grupo Pl4, defeito remanescente,
barra= 200um, 100x, HE.

Grupo P21, auséncia do defeito
remanescente, barra= 200pm, 100x,
HE.
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5.3 Area do defeito sseo remanescente

Mensurou-se a area de osso que ndo foi totalmente reparada, utilizando um
aumento de 25 vezes, segundo o esquema da figura 8.

Todos os grupos diferiram entre si quando comparados estatisticamente, sendo a
area do defeito 6sseo ndo reparado maior nos grupos que nao receberam o PTH (1-34),
Cl14> C21>P14>P21, grupos C14 e C21 (Figuras 20 e 22), enquanto os grupo P21 e P14

apresentaram os menores valores médios (como ilustrada nas Figuras 21 e 23), (p=0,001;
b d
%1,08+0,09mm?; 0,76:£0,12mm?%; ~1,22+0,18mm?; 0,34+0,06mm?; grupos C14, P14, C21

e P21, respectivamente), como ilustrado na Figura 24.

Area do Defeito Osseo Remanescente

[ ]
N

m_ 15 b
E N
E 1 %
=
ID I % I
Cl4 P14 C21 PI1
Grupos

Figura 24. Grafico representativo das médias e + desvio padrao da area do defeito
0sseo remanescente nos diferentes grupos experimentais, mostrando a diferenga

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,001; n=8 animais por grupo).
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5.4 Densidade do osso neoformado

Trés regides diferentes dentro da area do defeito foram analisadas (Benatti et al,
2006, modificado), como mostrado nas figuras 9.

A andlise intergrupo demonstrou que a administragdo de PTH (1-34) intermitente
aumentou significativamente a densidade do osso neoformado (ilustrada pelas Figuras 27 e

29 grupos que receberam PTH e pelas Figuras 26 e 28 que sdo os grupos controles),
d b
(p=0,001; “42,5043,50%; ~59,6246,09%; 51,87+5,71%; 72,125,38%; grupos C14, P14,

C21 e P21, respectivamente) quando comparados com os grupos de mesmo tempo cirtrgico

(P14 x C14 e P21 x C21), ilustracdo na figura 25.

Densidade do Osso Neoformado

o0
a0 —a
70
60
50 /'I'C
~ 40 /
id /
10
Cl4 P14 Cc21 P21

Grupos

Figura 25. Grafico representativo das médias e + desvio padrao da densidade do
osso neoformado nos diferentes grupos experimentais, mostrando a diferenga

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,001; n=8 animais por grupo).
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Prancha 4: Cortes transversais da mandibula, regido instrumentada
cirurgicamente, figuras 26, 27, 28 e 29 sdo representativas da densidade d6ssea de cada
grupo experimental, ON= tecido 6sseo neoformado, OS= tecido Osseo secundario,

barra=100pm, microscopia de luz em aumento de 100x, coloragdo HE.

MO Gy R i ST,
Grupo Cl4, densidade do osso
neoformado e regites medulares.

T N LT 3] by T e - 1 A LT '.'ﬁ L
Grupo C21, densidade do osso Grupo P21, densidade do osso
neoformado e regides medulares. neoformado e regides medulares.
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5.5 Area do calo formado e marcacao para TRAP

O tamanho do calo foi medido a partir da superficie 6ssea formada além do
tamanho normal da mandibula, como representado na figura 11.

Em relagdo ao tamanho do calo formado, os grupos que receberam o PTH (1-34)

de forma intermitente foram os que apresentaram maiores médias de area do calo, ficando o

d
grupo P14 com o maior tamanho de calo (p=0,001; 0,51+0,10mm?; a3,2110,31mm2;

b )
CO,96ﬂ:0,15mm2; 2,20i0,24mm2; grupos Cl14, P14, C21 e P21, respectivamente), enquanto

os grupos controles apresentaram os menores tamanhos de calo, como representado na
figura 30 (grafico abaixo) e figuras da prancha 5 (figuras 31, 32, 33 e 34), imagens

representativas de cada grupo experimental.

Area do Calo
b
[, |
[ |
[ | c
77
1 % 1
CH P14 C21 P21

Figura 30. Grafico representativo da média e desvio padrao da area do calo nos
diferentes grupos experimentais, mostrando a diferenga estatisticamente significativa entre

os grupos (p=0,001; n=8 animais por grupo).
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Prancha 5: Cortes transversais da mandibula, regido vestibular dos molares,
figuras 31, 32, 33 e 34 sdo representativas do calo; ON= tecido 6sseo neoformado, OS=

tecido 0sseo secundario, * = regido central do calo.

| Ly
Grupo C14, bama=300um,
auséncia de calo, 50x, HE.

Grupo €21, bamra=300um, Grupo P21, barra=300um, regido
auséncia de calo, 50x, HE. do calo, 50x, HE.
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Quanto a marcagdo para TRAP, os grupos que receberam a administragao de PTH
(1-34) de forma intermitente (Figuras 37, 39 e 41) apresentaram maior nimero de células

marcadas com TRAP (osteoclastos e pré-osteoclastos) quando comparados com os grupos

b

controles (Figuras 38 e 40) (p<0,01; 17,62+2,38¢células/0,5mm> de calo,
b

08,6242,7738células/0,5mm?  de  calo, 15,7542,37células/0,5mm>  de calo,

a25,50i3,92células/0,5mm2 de calo; grupos C14, P14, C21 e P21, respectivamente), figura

abaixo 1lustra os dados.

Numero de células TRAP positivas
(osteoclastos e pré-osteoclastos)

E o 40
5 § 30 .
3
8§ ¥ s
8 3 10- /
-
3% o /2
C14 P14 c21 P21

Grupos

Figura 35. Grafico representativo das médias e desvios padroes do numero de
células TRAP positivas nos diferentes grupos experimentais, mostrando a diferenga

estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,01; n=8 animais por grupo).
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Prancha 6: Cortes transversais da mandibula, regido vestibular dos molares,
figuras 36, 37, 38, 39, 40 e 41 sdo representativas da marcag¢do para TRAP; ON= tecido
6sseo neoformado, OS= tecido 6sseo secundario, * = regido central do calo, seta em preto

aponta para células TRAP positivas (marcagdo em vermelho).

Grupo Cl4 {:éluhs mmdas, Grupo P14 bana—l{}[]pm {:éluhs
I::-m‘r:al—l{ZI-[]p.l:l:l1 2{]-[1&, TRAP marcadas, 200x, TRAP
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5.6 Area de cemento neoformado

O local mensurado foi previamente instrumentado cirurgicamente e
posteriormente medido em duas regides diferentes, somando uma extensao de 620pum por
animal, como demonstrado nas figuras 12 e 13.

A administragcdo de PTH (1-34) favoreceu a formagdo de cemento de forma
significativa (p=0,0029; €5.564,10+293,42um?/620pum de raiz;
°11.884,304973,43um*/620um  de  raiz;  °6.421,84+446,87um*/620um de  raiz;
“15.259,42+1.879,78um?/620um de raiz; grupos C14, P14, C21 e P21, respectivamente), os
grupos C14 e C21 ndo apresentaram diferenga estatistica entre si, mas os grupos P14 e P21,
ambos tratados com PTH (1-34) de maneira intermitente, apresentaram diferenca
estatisticamente significativa, como visto na figura 42 (grafico abaixo) e na prancha 7
figuras representativas de cada grupo experimental.

Area de Cemento Neoformado

M
5 20000
a
& 15000
£
3 10000
= C
27}
& 5000 -
“& 0 . /A ;
1 cu P14 c21 P21

Grupos

Figura 42. Grafico representativo das médias e desvios padroes da area de cemento
neoformado nos diferentes grupos experimentais, mostrando a diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, exceto grupos C14 e C21 (p=0,0029; n=8 animais por grupo).

O grupo P21, o qual recebeu a administragdo intermitente de PTH (1-34) 3 vezes
por semana, apresentou maior neoformacao de cemento e demonstrou a reinser¢ao de fibras
do ligamento periodontal (figura 44, 48 e 55). O grupo P14, que recebeu a administracao
intermitente de PTH (1-34), também apresentou a formagdo de uma nova camada de
cemento e as fibras do ligamento periodontal reinseridas no mesmo (Figura 46, 52 ¢ 53).

As fibras coldgenas do ligamento periodontal do grupo C14, de maneira geral, se
apresentaram inseridas, mas ndo sobre toda a superficie instrumentada e menos organizadas
(Figura 45).
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Prancha 7: Cortes transversais da mandibula, regido da superficie da raiz

instrumentada, corado por tricrdmio de Mallory; LP= ligamento periodontal, D= dentina,

barra em preto=50um, barra em branco=200pum seta branca demonstra a camada de

cemento neoformado, seta em preto aponta para as fibras do ligamento periodontal

neoformadas e reinseridas no cemento neoformado.

Rajz do mu’-lar regiio aplamada Raiz do molar, fibras em detalhe
cirurgicamente, 100x. da ﬁg 48, aumaltude 1.000x.

Grupo P14, remsergio das hbras

Grupo C14, pequena quantidade
de {:\ementu ﬂenﬁ:rrmado 500x. e cemento neoformado, 500x.

Grupo C21, delgada camada de Grupo P21, fibras e camada de
cemento neoformado, 500x. cemento neoformado, 500x.
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5.7 Analise do retardo optico (birrefringéncia) do ligamento
periodontal reinserido

Foi analisado se houve a reinsercao das fibras do ligamento periodontal na regido
raspada cirurgicamente e a organizagao de tais fibras neoformadas (Figuras 16 ¢ 17).
A analise do retardo Optico (birrefringéncia) demonstrou que ambos grupos que

receberam a administracdo do PTH (1-34) de forma intermitente apresentaram um retardo
. . b
optico maior em relacdo aos grupos controles Cl4 e C21 (p<0,05; 1,97+0,22nm;

b
a2,67ﬂ:0,44nm; 2,19+0,17nm; a3,03i0,24nm; grupos Cl4, P14, C21 e P21,

respectivamente). Tanto nos grupos controles como nos que receberam o PTH (1-34) de
forma intermitente ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre eles (C14 x C21

e P14 x P21), como representado na figura 49 (grafico abaixo).

Retardo Optico do Ligamento Periodontal
Neoformado

f—t
L

L Lh e LA

\\y

Cl4

]
(]
o
1

Grupos

Figura 49. Grafico representativo das médias e + desvios padrdes do retardo
optico do ligamento periodontal neoformado nos diferentes grupos experimentais,
mostrando a diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controles e tratados
com PTH (1-34) (p<0,05; n=8 animais por grupo).

As fibras do ligamento periodontal neoformadas apresentaram-se mais

organizadas (maior birrefringéncia) nos grupos P21 (Figura 55) e P14 (Figura 52 e 53)
quando comparados com os grupos C14 (Figura 51) e C21 (Figura 54).
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Prancha 8: cortes transversais da mandibula observados sob luz polarizada,
representam a regido da superficie do cemento que foi instrumentada cirurgicamente; O=
tecido 6sseo, LP= ligamento periodontal, D= dentina, P= polpa; seta branca demonstra a

orientacao (birrefringéncia) das fibras neoformadas do ligamento periodontal.

Grupo C14, regido de neoformacio de
celulas do LP, barra = 100pum, 200x.

Gmupo C21, regiio de neoformacio de Gmpo P21, birefiingéncia do LP
células do LP, barra = 100pm , 200x neoformado, barra = 100pm , 200

L 2
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6. Discussao

O fato de que a periodontite ¢ uma das principais doengas que acometem a
cavidade oral e também por ser uma doenca que, em vdrios paises do mundo, ¢ um
problema de saude publica (Opan, 2008), explica o crescente nimero de pesquisas
cientificas relacionadas aos tecidos periodontais. Tais pesquisas envolvem buscas por um
melhor conhecimento das caracteristicas bioldgicas dos elementos do periodonto, por um
entendimento dos mecanismos responsaveis pelo inicio e desenvolvimento da doenga
periodontal, e por melhores formas de recompor parte do tecido periodontal perdido.

No sentido de tentar restabelecer os tecidos periodontais diversas técnicas t€ém
sido utilizadas como: enxertos 0sseos (Reynolds ef al., 2003), regeneracdo tecidual guiada
(Gottlow et al., 1986) e o uso de matrizes protéicas de diferentes tecidos (King et al., 1997,
Kalpidis & Ruben, 2002; Giannobile & Somerman, 2003). Na tentativa de padronizar um
modelo para o estudo de reparo periodontal, King et al. (1997) verificou que defeito do tipo
fenestracdo na mandibula de ratos pode ser um modelo previsivel e confidvel para a
realizacdo de testes de efeito de drogas, durante a cicatrizacdo da ferida (King & Hughes
2001; Zhao et at., 2004). Este tipo de modelo de defeito fenestrado tem sido utilizado tanto
para a analise do comportamento do cemento (King & Hughes 2001, Zhao et al, 2004;
Benatti et al., 2006) como também no processo de reparo do tecido dsseo (Benatti et al.,
2006), diante disso nos propusemos a investigar o efeito do tratamento intermitente do PTH
(1-34) em tal modelo.

O presente estudo demonstrou que o tamanho inicial do defeito fenestrado
produzido cirurgicamente na mandibula de ratos apresentou dimensdes que variaram de
forma estatisticamente ndo significativa, dessa forma partindo de condi¢des iniciais
semelhantes quanto ao tamanho dos defeitos entre os grupos. Este fato ¢ de particular
importancia, ja que o tamanho do defeito pode influenciar na avaliacdo dos dados
histomorfométricos realizados posteriormente sob influencia do PTH.

Estudos em humanos e animais indicam que o PTH age de maneira fisiologica
aumentado a concentragdo de célcio no sangue, por meio da reabsor¢ao 6ssea (Murrills et
al., 1990; Bellido et al., 2003 O’Brien et at., 2005), enquanto pacientes com

hipoparatireoidismo, exibem redugdo na taxa de reabsor¢ao 6ssea. Esse achado pode estar
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vinculado ao fato do PTH estimular a formacao de osteoclastos pela ligagdo com seu
receptor tipo I, no osteoblasto o qual promove um aumento na produ¢do do RANKL que se
liga a0 RANK na superficie de pré-osteoclastos estimulando sua diferenciacdo. (Rodan &
Martin, 1981; Liu et al., 1998; Lee & Lorenzo, 1999; Suda et al., 1999; Huang et al.,
2004). A delegao distal do gene RANKL ¢ suficiente para reduzir as taxas de reabsor¢ao do
0sso, mimetizando os efeitos do hipopatireoidismo, diminuindo a quantidade de pré-
osteoclastos que sdo ativados a se diferenciar em osteoclastos (Galli et al., 2007).

O PTH administrado de forma intermitente ¢ conhecido por promover anabolismo
0sseo (Morkey et al., 1997, Mohan et al., 2000; Morley et al., 2001; Moriyama et al., 2002;
Turner, 2002) e por sua capacidade de prevenir, suspender ou reverter parcialmente os
efeitos do processo de reabsorcao 6ssea (Tam et al., 1982; Pobdesk et al., 1983 e Hock &
Gera, 1992; Dempster et al., 1993; Miller et al., 1997; Morley et al., 1997; Skripitz et al.,
2000; Bikle et al., 2002; Demiralp et al., 2002; Oxlund et al., 2002; Rubin et al., 2002).

A administracdo intermitente de PTH (1-34) foi capaz de acelerar o processo de
reparo 6sseo na mandibula de ratos, tanto em relagdo a extensdo do defeito remanescente
(medida linear), como em relagdo a area do defeito remanescente. Uma das razdes pode ser
atribuida a agdo do PTH no aumento do numero de jungdes comunicantes do tipo GAP
entre os osteoblastos (Civitelli et al., 1998; Donahue er al.,1995) facilitando a interagao
entre diversos mediadores quimicos. Além disso, o PTH pode estimular a diferenciagdo
(Schiller et al., 2001) e diminuir a taxa apoptose de osteoblastos (Jilka et al., 1999; Neer et
al.,2001; Horwitz et al., 2003), o que pode favorecer a neoformagao dsseo.

Sabe-se que o PTH aumenta a taxa de remodelacao Ossea, entdo a massa Ossea
dependera do equilibrio entre reabsor¢do e neoformagao do osso (Parfitt, 2005). Marques et
al. em 2006 verificaram que ratas ovariectomizadas, ao receberem de maneira intermitente
o PTH apresentaram um aumento da densidade 6ssea mandibular.

Outros estudos demonstraram o aumento da densidade 6ssea quando os animais
eram tratados com o PTH de forma intermitente (Neer ef al., 2001 e Horwitz et al., 2003),
tal aumento pode ocorrer por meio da combinacdo no aumento da taxa de remodelacdo
associado ao aumento na quantidade de ostedide neoformado, resultando num osso mais

denso, com um trabeculado 6sseo mais espesso (Hock et al., 2001; Hock 2001b), além
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disso, o fragmento utilizado em nosso estudo foi o (1-34) do PTH o qual se acredita ser a
porc¢do mais efetiva no acréscimo de massa 6ssea (Morley et al., 1997, Mohan et al., 2000).

O fragmento PTH (1-34), utilizado em nosso estudo, promoveu um aumento da
area do calo formado, apods o ato cirtrgico da criagdo da fenestragdo, possivelmente por
meio da estimulacdo precoce de células progenitoras e aumento da osteoblastogénese na
fase de remodelagdo do calo (Nakajima et al., 2002). Como o calo formado ocorreu tanto
por ossificagdo intramembranosa como endocondral, possivelmente o PTH atuou
facilitando o recrutamento de condroblastos e condrdcitos, além de promover a maturagdo
dessas células (Kakar et al., 2007).

Tem sido demonstrado que o tratamento intermitente com o PTH fragmento (1-
34), estudo realizado em tibias de ratos adultos, foi capaz de aumentar o volume do calo em
75% (doses de 60pg/Kg de PTH) e em 99% (doses de 200ng/Kg de PTH) com 20 dias apos
a fratura, e num prazo de 40 dias aumentou o volume em 175% (doses de 60ug/Kg de
PTH) e 72% (doses de 200ug/Kg de PTH) (Andreassen et al., 1999). Em outro estudo,
Holzer et al., 1999, confirmaram os dados de Andreassen, com uma dose de 80ug/Kg de
PTH (1-34) diérios, obtiveram um aumento de volume do calo semelhantemente ao
encontrado por Nakajima et al., 2002; Alkhiary et al., 2005 e Komatsubara et al., 2005.
Nossos dados corroboram com os demais, confirmando que o tratamento com o PTH pode
aumentar o tamanho do calo durante o processo de reparo, apesar de utilizarmos uma dose
menor, 40pg/Kg, administrados trés vezes por semana e ndo diariamente como nos demais
estudos.

As doses entre 40 e 200ug/Kg sdo as mais utilizadas nos trabalhos em animais,
mas a administracdo do PTH na dose de 5 a 10ug/Kg é capaz de provocar um aumento na
densidade 6ssea e no tamanho do calo quando comparado com animais do grupo controle
(Nakajima et al., 2002). A resposta ao tratamento com o PTH de forma intermitente ocorre
de maneira semelhante com ratos velhos em relagdo a ratos novos, 21 dias ap6s a fratura os
animais apresentaram um aumento da resisténcia mecanica na regido fraturada e um
aumento no tamanho do calo (Andreassen et al., 2001), demonstrando que a idade dos
animais ndo interferiu com a capacidade do PTH em estimular essa complexa interagdo

celular.
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Nossos dados sugerem que o processo de reparagdo ossea foi acelerado (Fig. 30),
quando comparado ao grupo que ndo recebeu o PTH, tanto em relacdo a formagdo do calo
como em relagdo a reabsor¢do do mesmo (remodelacdo), demonstrada pela tendéncia na
diminui¢do da area do calo mais rapidamente nos animais que foram tratados com o PTH
quando comparados com os que animais que nao receberam o PTH, os quais apresentavam
uma tendéncia de aumento no tamanho do calo inversamente ao que ocorreu com 0s grupos
tratados com o PTH.

A administracdo intermitente de PTH pode diminuir a expressdo do gene da
osteoprotegerina em osteoblastos recém diferenciados e elevar a expressiao de RANKL em
osteoblastos maduros acelerando a osteoclastogénese (Huang et al., 2004). Nossos achados
comprovam a diferenga notada no trabalho de Huang er al., 2004 em relagdo a
osteoclastogenese, pois encontramos um aumento no numero de osteoclastos na regido do
calo durante o processo de remodelagdo. Com a utilizagdo da técnica de histoquimica para
TRAP, que marca osteoclastos e seus precursores, notou-se a presenca aumentada de
osteoclastos quando utilizado o PTH de forma intermitente, o que ja havia sido
documentado tanto no fémur como na regido central da terceira vértebra lombar de
camundongos (Reis et al., 2008).

Outro fator que pode estar contribuindo com a aceleracdo do processo de reparo
do osso ocorre durante o periodo de anabolismo 6sseo, pelo processo de mineralizacao
cartilagenosa que se da mais rapidamente sob a administra¢ao intermitente do PTH (Barnes
et al., 2008), proporcionando maior estabilidade na area fraturada e um reparo mais rapido.

No modelo de estudo utilizado, o defeito do tipo fenestracdo, além de permitir
analisar o reparo 6sseo mandibular, permitiu estudar a neoformacdo do cemento, visto que
o mesmo foi totalmente removido na superficie exposta pela cirurgia, na raiz distal do
primeiro molar inferior, facilitando a visualizacdo do cemento neoformado a partir daquela
raiz que se encontrava aplainada.

O cemento ¢ um tecido avascular e mineralizado que recobre toda a superficie
radicular. Uma das principais fun¢des do cemento ¢ ancorar as fibras coldgenas do
ligamento periodontal a superficie radicular, exercendo um papel crucial na manutengdo da

oclusal e protegendo a integridade da superficie radicular (Bosshardt & Selvig, 1997).
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A pré-existéncia do cemento ¢ importante para que ocorra sua regeneracgao,
considerando que o cemento ¢ a superficie onde a inser¢do das fibras do ligamento
periodontal devera ocorrer, e considerando ainda que o cemento superficial ¢ altamente
quimiotatico para cementoblastos (Nishimura ez al, 1989) e que a matriz do cemento ¢ uma
rica fonte de fatores de crescimento, que influenciam varios tipos celulares periodontais
(Grzesik & Narayanan, 2002).

A existéncia do cemento sobre a superficie radicular pode favorecer a formagao
de novo cemento. Gongalves et al., 2008 induziram lesdo de furca em caes e posteriormente
trataram tais lesdes de duas formas: primeiro grupo passou por raspagem e alisamento
radicular com a remocao de tecido de granulacdo, célculo e cemento, o segundo grupo
sofreu polimento com ponta e taga de borracha preservando ao méaximo cemento pré-
existente e ambos finalmente foram submetidos a técnica de regeneragdo tecidual guiada.
Notou-se que a preservagdo do cemento possibilitou melhor regeneracdo em espessura do

mesmo, quando comparado com o grupo que sofreu sua remogao.

Sabe-se que a capacidade de regeneracdo espontdnea do cemento ¢ bastante
limitada (Benatti et al., 2006), e a neoformagdo de cemento pode ser conseguida com o
uso de alguma técnica regenerativa especifica (King et al., 1997; King & Hughes, 2001;
Zhao et al., 2004; Laurell et al., 2006).

O tratamento com o PTH (1-34) de maneira intermitente, sem a utilizacdo de
nenhuma técnica regenerativa especifica e com a remocao total do cemento pré-existente,
foi capaz de promover a neoformacdo de uma fina camada de cemento sobre a superficie

previamente instrumentada da raiz distal do primeiro molar inferior.

Diferentes tipos celulares atuam nesse processo de regeneragdo periodontal e
sabe-se que osteoblastos sdo fenotipicamente semelhantes a cementoblastos. Osteoblastos
expressam proteinas como: osteopontina (OPN), sialoproteina dssea (BSP) e colageno tipo
I (COL 1) e sua expressao se apresenta de maneira precocemente quando tais células sao
tratadas com PTH (Kondo et al., 1997). Cementoblastos também expressam tais proteinas
(BSP, OPN e COL 1) (D’Errico et al., 2000) além de expressarem o receptor tipo 1 do
PTH/PTHrP (Tenorio & Hughes, 1996; D’Errico et al., 2000).
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Células do ligamento periodontal e cementoblastos podem responder ao
tratamento com o PTH, exercendo uma fun¢@o na regulacdo na mineralizacdo do cemento
(Ouyang et al., 2000). Trabalhos mostram que a PTHrP, peptideo relacionado ao hormonio
da paratiredide, o qual ¢ homoélogo ao PTH em sua regido amino-terminal, em que 8 dos 13
primeiros aminodcidos sdo idénticos e t€ém capacidade de se ligar ao receptor do PTH,
influencia no balango entre a producdo de OPG e RANKL pelos cementoblastos, podendo
interferir no processo de cementogénese e osteoclastogénese (Boabaid et al., 2004).

Cementoblastos em cultura expressaram niveis elevados de cAMP quando
estimulados pela PTHrP, além de expressarem quantidades menores de BSP e OCN, e
ainda impedem a mineralizagdo mediada por cementoblastos (Ouyang et al., 2000A).

A quantidade de neoformag¢do de cemento observada em nosso experimento foi
semelhante em espessura ao trabalho de Huang et al., 2005 quando comparamos o grupo
que recebeu PTH por 21 dias com o grupo que passou pelo processo de regeneracao
tecidual guiada associado a uma esponja com BMP-6 por 28 dias, onde utilizou o mesmo
modelo em ratos.

O cemento ¢ o tecido que une o dente ao 0sso, por meio das fibras do ligamento
periodontal, essas fibras s3o compostas principalmente por coldgeno do tipo I (Yamauchi et
al., 1986; Sodek & Ferrier, 1988). Tais fibras sdo compostas por fibrilas menores com
extensdo de aproximadamente 67nm e apresentam uma periodicidade de 500nm
dependendo do estdgio de desenvolvimento e maturagdo, tais fibrilas se encontram
organizadas tridimensionalmente (Canty & Kadler, 2005). Essa organizag¢ao possibilita seu
estudo por meio da birrefringéncia. A birrefringéncia ¢ um fendmeno que ocorre quando a
luz passa através de certas substdncias como cristais ou estruturas orientadas como o
colageno do ligamento periodontal (Vilarta & Vidahl, 1989) fazendo com que a luz seja
dividida, de modo que saem dois raios luminosos derivados de apenas um raio (essas
substancias tém dois indices de refracao, ou seja, sdo birrefringentes).

Analises de birrefringéncia tém sido realizadas como um método eficiente para o
estudo da orientacdo macromolecular e a organizacdo do coldgeno (Wolman & Kasten,
1986; Whittaker et al., 1988; Vilarta & Vidahl, 1989). Utilizou-se a microscopia de luz
polarizada para verificar a reinser¢cdo de novas fibras de ligamento periodontal sobre a

regido de cemento previamente removida. A demonstragdo de reinser¢do destas fibras
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permite a afirmagdo da existéncia de novo cemento formado. Semelhante ao que Laurell et
al., 2006 haviam encontrado também sob microscopia de luz polarizada, mas com o
tratamento utilizando a técnica de regeneracao tecidual guiada e em macacos.

Nossos dados sugerem que fibras do ligamento se apresentaram reinseridas sobre
0 novo cemento, além de estarem mais organizadas nessa regido analisada, pois se
encontrou maior valor de retardo Optico em relagdo ao grupo que ndo havia recebido o
tratamento com o PTH.

Sabe-se que o PTH tem a capacidade de aumentar a proliferacdo de células do
ligamento periodontal, que sintetizam parte das fibras coldgenas, além de inibir a apoptose
de tais células in vitro (Lossdorfer et al., 2006).

Em rela¢do ao ligamento periodontal reinserido na regido instrumentada ndo se
tém informagdes sobre a influéncia do PTH sobre tal superficie, restringindo-se aos nossos
dados, que sugerem que o PTH influencia positivamente a neoformagdo de cemento,
facilitando a reinser¢do e uma maior organizacdo das mesmas sobre o cemento
neoformado.

Os resultados desse estudo contribuem para melhorar o entendimento sobre o
efeito do PTH administrado de forma intermitente sobre o tecido 6sseo e os tecidos
periodontais, e abrem portas para outros, no qual o tratamento com o PTH pode
potencialmente vir a ser utilizado no processo de regeneracao periodontal ou tratamento de

distarbios mandibulares do tecido dsseo.
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7. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que os animais que receberam o tratamento intermitente
com PTH (1-34) favoreceram:

1) Maior formacao de calo, maior densidade do osso neoformado e aceleragao do
processo de reparo 6sseo mandibular;

2) Maior organizagdo das fibras do ligamento periodontal reinseridas sobre o
cemento neoformado;

3) Maior neoformag¢do de cemento sobre a raiz distal do primeiro molar inferior na

qual o cemento foi previamente removido.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1338-1, sobre "Efeito da administragao

intermitente _de Pth1-34 em defeito na mandibula de ratos, analise

histolégica e imuno-histoquimica", sob a responsabilidade de Prof. Dr. Fausto

Berzin / Daniel Fernando Pereira Vasconcelos, esta de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica

na Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 26 de setembro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1338-1, entitled "Effect of intermittent Pth1-34

administration in _the fenestration defect of rats. Histologic and

immunohistochemical study”, is in agreement with the Ethical Principles for

Animal Research established by the Brazilian College for Animal Experimentation
(COBEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in

Animal Research (State University of Campinas - Unicamp) on September 26,
2007,
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