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RESUMO

O hialuronato de so6dio (HNa) € um componente da matriz extracelular que
desempenha importantes propriedades biolégicas nos processos de morfogénese
e cicatrizacao tecidual, por facilitar migragcao, adeséo, proliferagédo e diferenciagcéao
celular. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do HNa na cicatrizacao de
alvéolos de ratos, apdés exodontia dos primeiros molares superiores. Ratos
Holtzman machos foram submetidos a exodontia dos primeiros molares
superiores direitos (tratados com HNa 1%) e esquerdos (controles-coagulo). O
HNa (~0,1ml) foi injetado dentro dos alvéolos imediatamente apds a extragdo. Os
animais foram sacrificados com 02, 07, 14 e 21 dias apds a exodontia, € os
alvéolos foram processados para analise histolégica e morfométrica dos tercos
apicais e médios usando a técnica de coloragdo com o tricrémico de Masson.
Para avaliar o efeito fisico da injegcdo de um gel no alvéolo, um grupo adicional de
ratos foi tratado com carbopol e sacrificado 07 dias apds o tratamento. A
expressao de proteina morfogenética do osso-2 (BMP-2) e osteopontina (OPN) foi
analisada por imunohistoquimica aos 01, 02, 03, 04, 05 e 07 dias de cicatrizacao.
Clinicamente, os resultados demonstraram que os alvéolos tratados com HNa
apresentaram cicatrizacdo mais avancada aos 21 dias apdés o tratamento. A
analise morfométrica revelou que o tratamento com HNa induziu um aumento
significativo na formagao de trabéculas 6sseas apds 07, 14 (terco médio) e 21
dias, um menor numero de células e um aumento no numero de vasos apoés sete
dias. A expressao de BMP-2 e de OPN nos alvéolos tratados com HNa foi mais
precoce e pronunciada que nos alvéolos controles. Estes dados sugerem que o

HNa acelera o processo de cicatrizagao de alvéolos de ratos.



ABSTRACT

The sodium hyaluronate (HNa) is a component of extracellular matrix that plays
important role in the morphogenesis process and tissue healing. Its actions involve
stimulation of migration, adhesion, proliferation and cell differentiation. The aim of
this study was to evaluate the effect of HNa in sockets healing of rats after upper
first molars extraction. Male Holtzman rats were submitted to extraction of right
(treated with 1% HNa) and left upper first molars (control-coagulum). HNa (~ 0.1
ml) was injected into the sockets immediately after the extraction. The animals
were sacrificed at 02, 07, 14 and 21 days after tooth extraction and the sockets
were processed to histological and morphometric analysis of the apical and middle
thirds using Masson’s trichrome staining. To evaluate the mechanical effect of gel
injection into sockets, an additional group of rats was treated with carbopol and
sacrificed 07 days after tooth extraction. Expression of bone morphogenetic
protein-2 (BMP-2) and osteopontin (OPN) was determined by
immunohistochemistry at 01, 02, 03, 04, 05 and 07 days after tooth extraction.
Clinically, the results demonstrated that HNa-treated sockets presented a more
pronounced healing process after 21 days of treatment. Morphometric analyses
showed that HNa treatment induced a significantly increase in the trabecular bone
formation after 07, 14 (middle third) and 21 days, a decrease in cells counting and
an increase in vessels counting after 07 days. BMP-2 and OPN expression was
earlier and more pronounced in HNa-treated sockets compared with control
sockets. These data suggest that HNa treatment stimulates the healing process in

rat sockets.
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I. INTRODUGAO

A populacéao brasileira com faixa etaria entre 35 e 44 anos apresenta
em meédia, 13,2 dentes perdidos, enquanto a populagdo entre 65 e 74 anos
apresenta cerca de 25,8 dentes perdidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). A
perda precoce dos dentes tem como causas principais traumas (ANDREASEN &
ANDREASEN, 1991), a doenca cérie e a doenca periodontal (DP) (FRAZAO et
al., 2003). Medidas preventivas como a fluoretagdo da agua e o melhor acesso da
populacdo as informacdes em relagao a carie dentaria tém propiciado a reducao
da prevaléncia desta doenca na populagdo brasileira (MINISTERIO DA SAUDE,
2005). Entretanto, em virtude do declinio da ocorréncia de caries, aumenta a
perspectiva da manutencdao de um maior numero de dentes na cavidade bucal,
bem como do aumento da prevaléncia da DP (MENEGHIM et al., 2002). Doenga
periodontal € uma condigao inflamatdria de origem bacteriana caracterizada pela
destruicdo progressiva dos tecidos periodontais: gengiva, ligamento periodontal
(LP), cemento e osso alveolar. A evolugdo do processo inflamatério afeta os
tecidos de suporte do dente, levando a perda dssea, com formagao de bolsa
periodontal e possibilidade de perda do elemento dentario (LINDHE, 1999).
Nestes casos, a utilizacdo de implantes tem se tornado uma alternativa de
sucesso para reabilitar as areas edéntulas. Entretanto, DP e auséncia de dentes
por um periodo prolongado acarretam em um processo de reabsorgao 0ssea dos
maxilares extremamente prejudicial a reconstituigdo da funcdo dentaria por meio
dos implantes (BODIC et al.,, 2005). Métodos de reconstrucdo Ossea sao pré-
requisitos essenciais para a reabilitagdo funcional do sistema estomatognatico,
especialmente na corregcdao de perdas traumaticas ou mudancgas atroficas do

processo alveolar da maxila ou mandibula (WILTFANG et al., 2004). A



recuperagao da estrutura éssea perdida pode demandar a realizagdo de cirurgias
de enxerto 6sseo ou insergdo de biomateriais (AROSARENA & COLLINS, 2005;
IZUKA et al., 2005), processos lentos e onerosos para os pacientes. A busca por
um material ideal para enxertia 0ssea permanece como um grande desafio
(WONG & RABIE, 2005). Refinamentos nas técnicas de engenharia tecidual ao
longo da década passada possibilitaram a regeneragao éssea in vivo, em muitos
modelos animais e a transmissao destas técnicas para aplicagcbes ortopédicas.
Enquanto esses avangos sdo promissores para uma eventual regeneragcao 6ssea
guiada nos maxilares, muito ainda precisa ser aprendido sobre a interagado de
biomoléculas envolvidas na cicatrizacido Ossea, e sobre o melhor método de
administracao destes fatores (AROSARENA & COLLINS, 2005). A compreenséao
dos mecanismos bioldgicos envolvidos no processo de reparo 6sseo € essencial
para subsidiar os protocolos de tratamento, tanto da DP como de outros

procedimentos que envolvam a regeneragao éssea.

1. Processos de cicatrizagao alveolar

O tecido 6sseo pode ser formado através de dois processos de
ossificagao distintos. A diferenciacdo de células precursoras mesenquimais
diretamente em osteoblastos, como observado no desenvolvimento dos ossos
faciais, representa o processo de ossificagdo intramembranosa, enquanto o
processo de ossificagdo sobre um modelo de cartilagem intermediaria, presente
no desenvolvimento de ossos longos, caracteriza o processo de ossificagao
endocondral (RENGACHARY, 2002; STREET et al., 2002; KANYAMA et al.,

2003). No alvéolo dentario, cavidade 6ssea deixada apds exodontias, observa-se



apenas ossificagao intramembranosa (KANYAMA et al., 2003), sem formacao de
cartilagem ou presenca de condrdcitos (SHYNG et al., 1999).

A cicatrizacdo normal do 0sso, apos injurias, € caracterizada por agdes
integradas de diferentes células e pode ser dividida em fases sequienciais de
inflamacao, migracado, diferenciacdo e proliferacdo de células osteogénicas
(SASAKI & WATANABE, 1995; SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000), sintese de
matriz extracelular (MEC), mineralizacdo do ostedide, maturacdo e remodelagao
O0ssea (LALANI et al.,, 2005). O reparo tecidual inicia-se com a hemostasia,
responsavel por bloquear a perda de sangue através de vasos rompidos
(SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).

ApoOs a extracdo de um dente, a formagao de um coagulo sanguineo no
alvéolo dentario € um passo fundamental para as fases subsequentes do reparo
(YUGOSHI et al., 2002). A formacado da rede de fibrina auxilia inicialmente o
influxo de neutréfilos, macrofagos e linfécitos, caracteristicos da resposta
inflamatoria aguda (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000), bem como possibilita a
invasdo de fibroblastos e células endoteliais, presentes no LP remanescente
(YUGOSHI et al.,, 2002). O LP contém uma mistura de populagdes celulares
incluindo progenitores para osteoblastos (DEVLIN & SLOAN, 2002),
cementoblastos e fibroblastos, essenciais para remodelacdo e formacao 6ssea
inicial em processos de cicatrizagdo alveolar (LEKIC et al., 1997). Células
osteoprogenitoras podem ser derivadas também da medula éssea (SHYNG et al.,
1999; DEVLIN & SLOAN, 2002) e periosteo (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000;
RASUBALA et al., 2004).

Macrofagos e fibroblastos imaturos parecem ser atraidos para areas

com baixa concentragado de oxigénio e altos niveis de lactato, presentes na ferida



alveolar em consequéncia do metabolismo das células inflamatérias (LALANI et
al., 2005). Macrofagos liberam um fator de crescimento chamado fator
angiogénico dependente de macrofago, quimiotaxico para células endoteliais.
Estas secretam o fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) que
apresenta importantes funcdes na angiogénese e vasculogénese (LALANI et al.,
2005), essenciais nos processos de cicatrizagao de feridas (SAVANI et al., 2001).
Novos fibroblastos, produzidos por diferenciacdo de células mesenquimais e
mitoses de fibroblastos pré-existentes, sintetizam uma delicada matriz de
colageno que, junto com os capilares neoformados, caracteriza o tecido de
granulacao (YUGOSHI et al., 2002). O coagulo é progressivamente reabsorvido
quando é invadido por fibroblastos derivados do LP, que proliferam ativamente e
migram em direcéo a ele, formando um tecido conjuntivo imaturo. Posteriormente,
diferenciam-se em osteoblastos responsaveis por produzir novo tecido ésseo
durante a cicatrizacdo alveolar (TEOFILO et al., 2001). As fibras colagenas
inicialmente depositadas formam uma trama preliminar na qual ocorre a
deposigado de osso neoformado (SHYNG et al., 1999). Osteoclastos atuam na
remodelacdo Ossea das margens do alvéolo e dos septos inter-radiculares
remanescentes, presentes apos a extragao de dentes multiradiculares (LINDHE,
1999). Por fim, os eventos de cicatrizagado alveolar culminam no preenchimento
do alvéolo com tecido 6sseo trabecular (DEVLIN & SLOAN, 2002).

Analises histolégicas do processo de cicatrizagdo alveolar em ratos,
dois dias apds a extracdo dentaria, demonstraram o alvéolo completamente
preenchido com coagulo sanguineo, além de remanescentes do LP (KANYAMA et
al., 2003). Vinte e quatro horas apds, observaram-se numerosos macréfagos,

capilares neoformados e fibroblastos, estes, claramente visiveis no LP



remanescente (PINTO et al., 2001). Iniciou-se a reabsor¢ao do septo 6sseo inter-
radicular por osteoclastos, um passo importante no processo de cicatrizagao
alveolar (SHYNG et al., 1999; KURIHASHI et al., 2002), e proliferacdo do epitélio
da mucosa oral nas bordas da ferida cirurgica, com invaginagdo em diregao ao
interior do alvéolo (ZIED et al., 2005). Apds quatro dias de cicatrizagao, observou-
se a migragao de células endoteliais e fibroblastos para o tecido de granulagéo e
a presenga de numerosas células como osteoclastos e pré-osteoblastos na
superficie do osso trabecular adjacente ao alvéolo (KANYAMA et al., 2003).
Outros autores relataram a presenca de pequenas espiculas 6sseas apos quatro
dias de reparo, bem como aos sete dias (BOECK et al.,, 1999). Ao final da
primeira semana de cicatrizagdo, ainda se observou a presenga de coagulo
sanguineo. O alvéolo estava preenchido com tecido conjuntivo imaturo, rico em
fibroblastos (YUGOSHI et al., 2002; KANYAMA et al., 2003) e exibindo
pronunciada rede vascular (PINTO et al., 2001). A formagao de matriz 6ssea com
numerosos osteoblastos nas bordas bem como a presenca de pequenas
espiculas 6sseas concentrou-se, aos sete dias, no terco apical do alvéolo. O
epitélio da mucosa gengival apresentou solugdo de continuidade com a presenca
de linfécitos e macréfagos no conjuntivo subjacente (YUGOSHI et al.,, 2002;
KANYAMA et al., 2003). Outros autores observaram a migragao epitelial quase
recobrindo o alvéolo (PINTO et al., 2001) ou obliterando-o completamente (ZIED
et al., 2005). Houve menor quantidade de infiltrado inflamatério do que em
periodos iniciais de cicatrizagdo (KURIHASHI et al., 2002). Dez dias apés a
exodontia, o alvéolo exibiu grande quantidade de trabéculas Osseas e apods
quatorze dias de cicatrizagao, apresentou-se quase completamente preenchido

por tecido 6sseo que sofreu remodelagdo (KANYAMA et al., 2003) e maturagao



quase idéntica ao tecido 6sseo pré-existente (KURIHASHI et al., 2002). Outros
autores relataram que o alvéolo encontra-se, neste periodo, igualmente ocupado
por tecido conjuntivo e trabécula dssea (TEOFILO et al., 2001). Apdés quinze dias
de reparo, a ferida estava recoberta com epitélio da mucosa gengival (BOECK et
al., 1999; PINTO et al., 2001) e a crista 6ssea encontrava-se completamente
remodelada (ZIED et al., 2005). Ao final da terceira semana de cicatrizagao, o
alvéolo estava preenchido por uma rede de trabéculas o&sseas espessas,
circundando espacos medulares contendo tecido conjuntivo frouxo (TEOFILO et
al., 2001). O preenchimento do alvéolo com trabéculas ésseas espessas e bem
definidas, vinte e quatro dias apds a extragao, praticamente definiu o estagio final
do processo de cicatrizacado (ZIED et al., 2005). Apesar de estar completamente
preenchido por trabéculas Osseas, a densidade dssea alveolar maxima foi
alcangada aparentemente no trigésimo dia pés-operatério (LAMANO CARVALHO

etal., 1997).

2. Indicadores do reparo 6sseo

Fatores de crescimento sdo proteinas que servem como agentes de
sinalizagao para as células e influenciam fungdes como divisdo celular, sintese de
matriz e diferenciacao tecidual. Podem, portanto, desempenhar importante papel
na formacéo 6ssea e de cartilagem, cicatrizagdo de fraturas e reparo de tecidos
musculo-esqueléticos (LIEBERMAN et al., 2002). Alguns fatores de crescimento,
tais como fator de crescimento e transformacéo B (TGF-R), fator de crescimento
de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
VEGF sao expressos de modo temporal nos processos de cicatrizacdo tecidual e,

provavelmente, devem estar envolvidos na sinalizacdo, controle e inducao



durante o processo de reparo 6sseo (STREET et al., 2002). O PDGF pode
estimular a proliferacdo de fibroblastos periodontais e sua migracdo em diregcao
ao coagulo em estagios iniciais da cicatrizacdo alveolar (TEOFILO et al., 2001),
enquanto TGF- parece ter um papel importante na diferenciagao dos fibroblastos
em osteoblastos (SASAKI & WATANABE, 1995). Além dos fatores de
crescimento, a expressao de algumas macromoléculas da MEC como colageno,
fibronectina, osteopontina (OPN), dentre outras, tem sido referenciada como
aspecto indicativo do processo de reparo 6sseo (SIQUEIRA JR. & DANTAS,

2000).

Colageno

A producao de componentes da MEC tem sido amplamente investigada
durante a cicatrizacdo de fraturas e desenvolvimento de ossos longos. Os
colagenos sao seus principais componentes e parecem desempenhar papel
critico durante a cicatrizacdo 6ssea por facilitar a formacao de espiculas 6sseas
iniciais (BOULETREAU et al., 2002). Os colagenos tipo I, II, IV, IX e X sao
expressos na fase de proliferagdo como componentes essenciais da matriz éssea
(SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005). Durante os processos de cicatrizagcao,
fibroblastos secretam uma matriz rica em colageno tipo |, que juntamente com
outras proteinas como OPN, osteocalcina, osteonectina e fibronectina compdem a

matriz orgénica do tecido 6sseo (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).

Osteopontina
Proteinas da matriz ndo-colagenosas representam a segunda principal

classe de componentes da MEC do tecido 6sseo e incluem osteonectina,



osteocalcina e OPN (BOULETREAU et al., 2002). Ap6s a extragao dentaria,
células progenitoras presentes no alvéolo, passam por varios estagios de
maturagcao expressando sequencialmente osteonectina, OPN e osteocalcina
(DEVLIN & SLOAN, 2002). Tais proteinas compdem a matriz organica do tecido
0sseo (SHYNG et al., 1999) e parecem induzir a maturagdo dos componentes da
MEC, por meio da mineralizagao da matriz 6éssea (SCHULTZE-MOSGAU et al.,
2005). Osteopontina é observada em fibroblastos, pré-osteoblastos, osteoblastos,
ostedcitos (PERRIEN et al.,, 2002) e osteoclastos (SIQUEIRA JR. & DANTAS,
2000). Apos o inicio da formagao da matriz 6ssea, € produzida e secretada por
osteoblastos, portanto, sua expressao coincide com a proliferacado e diferenciacao
de células osteoblasticas durante a formagdo 6ssea (PERRIEN et al., 2002),
sendo considerada um marcador de maturagdo de células tronco osteogénicas
(SHYNG et al., 1999). Acredita-se que promova adesdo e quimiotaxia para
osteoblastos (BOULETREAU et al., 2002) e osteoclastos (SIQUEIRA JR. &
DANTAS, 2000; PERRIEN et al., 2002). Sua expressdo no processo de
cicatrizacdo alveolar em ratos foi demonstrada aos trés dias de cicatrizacao, e
com forte evidenciagao apods quatro e cinco dias de reparo, simultaneamente com
a neoformacéo 6ssea, o que pode indicar um papel regulatério na mineralizacéo.
O modelo de marcacéao foi similar em seis e sete dias, mas observou-se pouca
marcagao no oitavo dia e quase nenhuma apds dez dias de cicatrizagao (SHYNG

et al., 1999).

Proteinas morfogenéticas do 0sso
Proteinas morfogenéticas do osso (BMPs) sdao membros da

superfamilia de TGF-3, tendo sido descritos, até o momento, trinta subtipos desta



molécula (LIEBERMAN et al., 2002), altamente conservada entre as espécies
(AROSARENA & COLLINS, 2005). Sao os mais potentes fatores de crescimento
0sseo conhecidos (AROSARENA & COLLINS, 2005) e apresentam propriedades
mitogénicas e morfogenéticas (LIEBERMAN et al., 2002). Este efeito, em
fibroblastos e osteoblastos, induz a sintese de componentes da MEC como
colageno e fibras elasticas, além de proteinas da matriz éssea (SCHULTZE-
MOSGAU et al., 2005). A expressao inicial de BMP-2 estimula a diferenciagao de
células mesenquimais progenitoras em células osteoprogenitoras que, mais
adiante, diferenciam-se em pré-osteoblastos e osteoblastos maduros (WONG &
RABIE, 2005; SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005). A utilizagdo de BMP-2 parece
acelerar o reparo 6sseo em modelos de cicatrizagado de fraturas (LIEBERMAN et
al., 2002; RASUBALA et al., 2004) e de defeitos 6sseos em mandibula
(AROSARENA & COLLINS, 2005), enquanto a auséncia de sua expressao causa
transducao insuficiente de sinal e menor sintese de proteinas da matriz éssea
(SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005). Pode ser utilizado como marcador do
processo de cicatrizagao, correlacionado com diferentes estagios de diferenciagao
de células mesenquimais em osteoblastos (RASUBALA et al., 2004; WILTFANG

et al., 2004).

Fator de crescimento endotelial vascular

Angiogénese ou formacdo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos pré-existentes é um processo essencial para regeneragao tecidual (KUMAR
et al., 2004) e formacao 6ssea (KANYAMA et al., 2003; WONG & RABIE, 2005).
Para formar novos vasos, as células endoteliais tém que quebrar suas jungdes

com as células adjacentes, migrar, proliferar e finalmente restabelecer suas
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juncdes intercelulares, levando a formagao de novos capilares (TAKAHASHI et
al., 2005). O VEGF induz um aumento na permeabilidade vascular e atua como
um potente fator angiogénico in vivo, ao estimular a diferenciagdo e proliferagao
de células endoteliais e a vasculogénese (BOULETREAU et al., 2002; LALANI et
al., 2005). A familia dos VEGFs é constituida dos seguintes fatores: VEGF,
VEGF-B, VEGF-C, além do fator de crescimento placentario (SIQUEIRA JR. &
DANTAS, 2000). Uma vez que o suporte sanguineo € restabelecido, a
diferenciagcdo endotelial é interrompida e o processo osteogénico iniciado
(PACICCA et al., 2003). A neoformacgao vascular acarreta em um aumento da
populagao de células mesenquimais (WONG & RABIE, 2005) e de precursores de
osteoblastos e osteoclastos para a regido de injuria (GIAVARESI et al., 2005).
Osteoblastos sdo células com alta demanda metabdlica e requerem um
suprimento vascular adequado (GIAVARESI et al., 2005), portanto, o VEGF
influencia diretamente a neoformacdo dssea em processos de cicatrizagao
(PACICCA et al., 2003). Areas de neoformacdo 6ssea apresentam expressio
ativa de VEGF em células mesenquimais precursoras, sugerindo uma
coordenacgao espacial intima entre as areas de revascularizagdo e de formacéao
o0ssea (PACICCA et al., 2003). Estudos de vasculogénese indicam sua
importancia em angiogénese inicial, enquanto sua inibigao interrompe o reparo de

fraturas femorais e defeitos ésseos corticais experimentais (STREET et al., 2002).

3. Hialuronana
Por um longo periodo, acreditava-se que a MEC, produzida por quase
todos os organismos multicelulares, servia apenas como uma estrutura inerte

para estabilizar a estrutura fisica dos tecidos (ALBERTS et al., 2004). Entretanto,
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sabe-se hoje que ela influencia a migragao, proliferagao, adeséao, forma e fungéo
das células com as quais faz contato (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000). Duas
classes principais de macromoléculas extracelulares compdéem a matriz: as
glicosaminoglicanas (GAGs) e as proteinas fibrosas, incluindo o colageno, a
elastina, a fibronectina e a laminina. Glicosaminoglicanas sao cadeias
polissacaridicas nao-ramificadas compostas de unidades dissacaridicas, nas
quais um dos dois agucares € sempre um amino agucar (N-acetilglucosamina ou
N-acetilgalactosamina), enquanto o segundo agucar é, normalmente, um acido
urénico (glucorénico ou idurdnico). Sao classificadas de acordo com seus
agucares, o tipo de ligacao entre eles e o numero e localizagdo dos grupos sulfato
em quatro grupos principais: sulfato de condroitina e dermatana, sulfato de
heparan, sulfato de queratana e hialuronana (ALBERTS et al., 2004).

A hialuronana (HYA), também chamada de hialuronato ou acido
hialurébnico (ASLAN et al., 2006), foi isolada inicialmente em 1934 (MEYER &
PALMER, 1934) e teve sua estrutura primaria descrita em 1955 (LINKER et al.,
1955). E uma GAG de alto peso molecular (10*-10’Da), consistindo de repetidas
unidades dissacaridicas n&o-sulfatadas de N-acetilglicosamina e acido D-
glucorénico (MOSELEY et al., 2002, PRINCE, 2004) (Fig. 1). Difere das demais
GAGs as quais apresentam unidades sulfatadas e cadeias relativamente curtas
(ALBERTS et al., 2004) com cerca de 15-20 KDa (FRASER et al., 1997). E
sintetizada dentro da célula e liberada diretamente na superficie celular por um
complexo enzimatico embebido na membrana plasmatica (ALBERTS et al., 2004).
Possui um sitio para a ligacao de proteoglicanas, permitindo a formagao de
malhas moleculares complexas. Deste modo, € capaz de funcionar como um

esqueleto central da MEC (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).
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A HYA é amplamente distribuida em tecidos como pele (JUHLIN,
1997), fluidos das jungdes sinoviais, revestimentos dos tendées (ENGSTROM-
LAURENT, 1997; FRASER et al., 1997), olhos e na maioria dos liquidos
corpéreos (MOSELEY et al., 2002; PRINCE, 2004), além de estar presente em
todas as MECs. Possui a mesma estrutura em todas as espécies (LAURENT &
FRASER, 1992). A viscosidade da solugao de HYA 1% com peso molecular de
3-4 x 10°Da é cerca de 500.000 vezes maior que a agua (FRASER et al., 1997),

sugerindo que possa ser um lubrificante biolégico ideal (MOSELEY et al., 2002).

Unidades Dissacaridicas Repetidas
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Figura 1: Hialuronana contendo repetidas unidades dissacaridicas de N-

acetilglicosamina e acido D-glucorénico (ALBERTS et al., 2004).

Papel da HYA nos processos de cicatrizagdo e reparo 6sseo

Hialuronana é um dos componentes da MEC que atuam na
morfogénese tecidual, migragdo, adeséo e diferenciagdo celular (ASLAN et al.,
2006; DECHERT et al., 2006). Células em migracdo e proliferacdo no
desenvolvimento de embrides e em processos de regeneragdo encontram-se
frequentemente envolvidas por uma matriz rica em HYA (TOOLE, 1997;

SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000). A auséncia de formacéao de cicatrizes em fetos,
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apos injurias, pode ser decorrente da grande concentracdo de HYA (JUHLIN,
1997). Tem sido sugerido que em processos de cicatrizacdo e morfogénese, uma
vez que a formacao esteja completa, sua concentracéo é reduzida (TOOLE, 1997;
PILLONI & BERNARD, 1998; DECHERT et al., 2006), sendo substituida por
GAGs sulfatadas (GERDIN & HALLGREN, 1997). Hialuronana exerce influéncia
no comportamento celular pela interacdo direta com receptores de superficie
celular (TURLEY et al.,, 1991; DECHERT et al., 2006), especialmente CD44
(LESLEY et al., 2000; SUGAHARA et al., 2003; LESLEY et al., 2004) e receptores
para mobilidade mediada por HYA (RHAMM) (TOOLE, 1997; SAVANI et al., 2001;
TURLEY et al.,, 2002; NEDVETZKI et al., 2004; GHATAK et al., 2005), via
ativagdo de proteinas quinases (ZHANG et al., 1998; BOURGUIGNON et al.,
2002; SLEVIN et al., 2002; GHATAK et al., 2005). RHAMM, descrito inicialmente
em 1992 (HARDWICK et al., 1992), é expresso em superficie celular, citoplasma,
nucleo e citoesqueleto (NEDVETZKI et al., 2004). A transdugado do sinal, apds
ligacdo a HYA, acarreta rearranjos estruturais do citoesqueleto (TOOLE et al.,
2002; BOURGUIGNON et al., 2002). O bloqueio especifico destes receptores
indica que RHAMM regula a migracao de células endoteliais, enquanto CD44 é o
principal determinante de sua proliferacdo (SAVANI et al., 2001), fornecendo
evidéncias de seu envolvimento na angiogénese (SAVANI et al., 2001; SLEVIN et
al., 2002; GIAVARESI et al., 2005). A interacao entre CD44 e HYA é implicada na
adesao primaria de leucécitos ao endotélio, em sitios de inflamacédo (LESLEY et
al., 2004). CD44 e RHAMM desempenham também, papel critico na migracao e
proliferagdo de células normais e tumorais (ANNABI et al., 2004; NEDVETZKI et
al., 2004; GHATAK et al., 2005). Tem-se observado o aumento na produgao de

HYA em numerosas situagdes patofisioldgicas (TAKAHASHI et al., 2005) como
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artrites (ENGSTROM-LAURENT, 1997; YINGSUNG et al., 2003; NEDVETZKI et
al., 2004) e tumores (TOOLE et al., 2002; SIMPSON et al., 2002).

As propriedades biologicas da HYA sugerem que ela seja importante
nos processos de cicatrizagcao de feridas (DECHERT et al.,, 2006). Em feridas
cronicas, observa-se a liberacado excessiva de radicais superoxidos (O3’), peréxido
de hidrogénio (H»O;) e radicais hidroxil (OH’), a partir de leucdcitos
polimorfonucleares. A despeito do papel benéfico que estes radicais
desempenham em matar patdgenos microbianos, podem ser prejudiciais aos
tecidos do hospedeiro por inativar antioxidantes enzimaticos e causar danos
indiscriminados aos constituintes celulares, tais como DNA, lipideos e proteinas, e
a componentes da MEC, alterando o metabolismo celular. O alto peso molecular
da HYA é um fator chave em sua habilidade de atuar como antioxidante, por
competir diretamente com sitios de ligacado celulares e moleculares para fixagéao
de radicais livres (MOSELEY et al., 2002). A aplicacao tépica de HYA em feridas
dérmicas, além da remocao de radicais livres, tem como beneficios a hidratacao
da ferida e o bloqueio do excesso de hialuronidase que possa estar presente
(DECHERT et al., 2006). Como resultado da ag¢ao de hialuronidases e radicais
livres, a HYA ¢é seccionada em fragmentos menores (LIU et al., 1999;
TAKAHASHI et al., 2005). O tamanho da cadeia de HYA influencia sua ligagéo
aos receptores celulares, alterando a proliferagdo e migragao celular (LESLEY et
al., 2000; SLEVIN et al., 2002; SUGAHARA et al., 2003).

Durante os processos de reparo 6sseo, a HYA pode atuar na retencéo
de fatores de crescimento osteoindutores dentro do ambiente local, em virtude de
suas propriedades fisico-quimicas (SASAKI & WATANABE, 1995), além de

mediar a adesao de osteoclastos a superficie 6ssea (PRINCE, 2004), acelerar a
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revascularizacdo (GIAVARESI et al., 2005) e a formagao 6ssea in vitro (PILLONI
& BERNARD, 1998) e in vivo (SASAKI & WATANABE, 1995). Sua habilidade de
ocupar grandes volumes da MEC faz com que atue como preenchedor de espaco
(PILLONI & BERNARD, 1998). Em um modelo de formacédo Ossea
intramembranosa in vitro, utilizando culturas com células mesenquimais de
calvaria de ratos, a HYA preveniu inicialmente a agregacao celular, e sob estas
condigdes, ocorreram intensa migracao e divisao celular (PILLONI & BERNARD,
1998). Apds 48 horas, os primeiros fibroblastos formados e as células
mesenquimais indiferenciadas ainda presentes, secretaram hialuronidase,
responsavel pela remoc¢ao natural da HYA. Os elementos celulares apresentaram,
neste momento, a quantidade necessaria de HYA para a formacéo de pontes de
ligacdo entre a HYA e seus receptores celulares, um mecanismo importante na
agregacao celular (PILLONI & BERNARD, 1998).

Géis a base de HYA tém sido utilizados em modelos de defeitos
0sseos, isoladamente, ou como carreadores para BMP-2 (ITOH et al., 2001;
AROSARENA & COLLINS, 2005), matriz 6ssea desmineralizada (COLNOT et al.,
2005), compdositos de hidroxiapatita (BAKOS et al.,, 1999) e enxertos Osseos
(GIAVARESI et al., 2005; ASLAN et al., 2006), além do tratamento de
osteoartrites (BARBUCCI et al., 2002). Quando introduzidos no defeito ésseo,
aumentam consideravelmente a eficacia de terapias celulares por facilitarem a
migracao e diferenciagao celular (GRIGOLO et al., 2001; LISIGNOLI et al., 2002;
AROSARENA & COLLINS, 2005). A HYA exibe grande potencial osteocondutor
(LIU et al., 1999), entretanto, ndo sdo observadas propriedades osteoindutoras, ja
que o implante ectépico deste polimero ndo resulta em neoformacdo dssea

(AROSARENA & COLLINS, 2005). Sua utlizagdo apresenta boa
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biocompatibilidade (BAKOS et al., 1999; LIU et al., 1999), ndo tendo apresentado
qualquer evidéncia de reacao tecidual ou inflamagao (BARBUCCI et al., 2002).
Um dos objetivos finais de terapias cirurgicas ortopédicas € obter
menor periodo de cicatrizagdo e maturagao 6sseas (GIAVARESI et al., 2005).
Nos processos pos-cirurgicos na area de odontologia, busca-se também, a
utilizacdo de procedimentos que minimizem o processo de cicatrizagcdo. Os
eventos de cicatrizacdo apods extracdo dentaria podem servir como modelo
experimental para estudar a cascata de reparo 0sseo, nas fases de inflamacéo,
revascularizagdo, deposicdo de MEC, osteoinducdo, osteocondugdo e
remodelacdo 6ssea (KURIHASHI et al., 2002; KANYAMA et al., 2003; TEOFILO
et al., 2004). Entender o mecanismo molecular de cada fase pode resultar em
novas estratégias para reconstrugcao 6ssea alveolar e aceleragdo do processo de
osteointegragado ao redor de implantes dentarios, além de otimizar a cicatrizagéo
o0ssea (KANYAMA et al., 2003). Varios trabalhos tém avaliado o reparo ésseo
frente a insercdo de diferentes drogas e biomateriais nos alvéolos dentarios,
imediatamente apds a remogao dos dentes (BOECK et al., 1999; SHYNG et al.,
1999; WILTFANG et al., 2004). Biocompatibilidade e capacidade de absorgéo
pelo organismo sdo aspectos essenciais a serem considerados na selegao dos
materiais potencialmente condutores e indutores de osteogénese. Atendendo a
estes critérios e baseado no sucesso de terapias anteriores em outras
especialidades médicas, & possivel que a HYA possa atuar como agente
osteocondutor nos alvéolos dentarios. Diminuir o tempo de cicatrizagao alveolar
ou maturacado de enxertos 0sseos poderia auxiliar no restabelecimento da funcao

mastigatoria de forma mais confortavel e menos dispendiosa para os pacientes.
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Il. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do hialuronato de sédio (HNa) no reparo de alvéolos

de ratos, apds exodontia dos primeiros molares superiores.

2. Objetivos especificos

1. Avaliar clinicamente o grau de cicatrizagdo da area operada, 21 dias apds a

exodontia.

2. Avaliar histologicamente, por meio de andlises qualitativas e morfométricas, o

reparo alveolar nos periodos de 02, 07, 14 e 21 dias.

3. Correlacionar o grau de cicatrizagdo (avaliagdo macroscépica) com as

analises histoldgicas.

4. Analisar, por meio de imunohistoquimica, a expressao temporal de BMP-2 e
OPN, durante o processo de cicatrizagao alveolar, nos periodos de 01, 02, 03, 04,

05 e 07 dias.
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lll. METODOLOGIA

1. Procedimento cirurgico

Foram utilizados ratos Holtzman machos, com idade média de 04
meses e peso variando entre 300 e 360g, provenientes do Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em
biotério apropriado, acondicionados em gaiolas plasticas contendo um numero
maximo de 04 animais, sob temperatura ambiente e controle de luz automatica
(07h-19h). Os animais receberam ragao para animais de laboratério e agua ad
libitum. O projeto de pesquisa foi previamente submetido ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG onde foi aprovado sob o numero
142/04 (ANEXO 01).

Para a realizagao das cirurgias, os animais foram anestesiados através
de injecdo intramuscular de uma combinacdo de cloridrato de xilazina 2%
(0,1ml/100g), utilizado como relaxante muscular, e cloridrato de Ketamina 10%
(0,1ml/100g), anestésico geral. Utilizando-se um instrumento de Hollemback para
sindesmotomia e uma pinga dente de rato para luxagdo, foram extraidos os
dentes primeiros molares superiores direitos e esquerdos. Apds confirmacao da
integridade dos dentes removidos e dos alvéolos, foi injetado aproximadamente
0,1ml de gel de HNa 1% nos alvéolos direitos, de modo que todo o alvéolo fosse
preenchido com o gel. Nenhuma solugao foi injetada nos alvéolos esquerdos, ou
seja, foram naturalmente preenchidos com coagulo (alvéolo controle). Nao foi
realizado nenhum procedimento de sutura apds a exodontia. Em seguida, os

animais foram identificados e posicionados nas gaiolas plasticas deitados sobre o
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lado direito para evitar que o gel escorresse e pudesse ter contato com o alvéolo
esquerdo. A anestesia geral teve duragcao de 05 horas em média, evitando assim,
uma eventual remocao do gel pela alimentacao durante este periodo. Os animais
receberam racgao triturada e umedecida, além de agua ad libitum nas primeiras 48
horas apds a cirurgia e, apds este periodo, dieta normal até a data do sacrificio.
Os animais foram sacrificados por decapitacdo e as maxilas foram imediatamente
fixadas por imersdo em formalina neutra tamponada (FNT) 10%, a temperatura

ambiente.

2. Hialuronato de sédio

O HNa foi obtido junto a farmacia universitaria da Faculdade de
Farmacia da UFMG. Comercialmente, apresenta-se em sua férmula soluvel como
gel (C14H20NNaO+11)n.Na. A anadlise do produto (fabricante NIKKOL - lote galena
7041201510), fornecida pelo distribuidor Galena, descreve-o como um liquido
viscoso incolor, com pH 6,1, presenca de metais pesados e arsénio menor que
2ppm, conteudo de proteina 0,0%, acido glucorénico 5,2mg/ml e acido hialurénico
1,1%. O HNa é um polimero, por isso verifica-se a letra "n" na férmula molecular e

nao ha peso molecular definido.

3. Carbopol

O carbopol também foi obtido junto a farmacia universitaria da
Faculdade de Farmacia da UFMG. A solucéo estoque consistiu de gel de carbopol
1%, composto de: carbopol 1% (espessante anibnico); propilenoglicol 5%
(umectante); nipagin 0,2% (conservante antifungico); acido

etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1% (quelante); AMP 95 0,6% (corretor de pH-
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base); solugao imidazolinidil uréia 40% - 0,3% (conservante antibacteriano); agua
destilada gsp (veiculo). A solugao estoque foi diluida em agua destilada de forma

a se obter uma solugéo final de gel de carbopol 0,5%.

4. Analise macroscépica

Apods fixagdo por um periodo de 48 horas, foi realizado o registro
fotografico dos alvéolos tratados (n=6) e controles (n=6) dos animais sacrificados
vinte e um dias apdés a exodontia, com auxilio de uma camera digital Sony
(Cybershot DSC-P93). As imagens foram recortadas com auxilio do programa
Corel Photo-Paint 12 e examinadas por 04 cirurgides-dentistas, calibrados para a
analise. Nenhum examinador recebeu qualquer informacédo sobre o tratamento
dos alvéolos e o periodo de cicatrizacdo. Foi solicitado que os profissionais
indicassem em cada imagem, dispostas aleatoriamente, o grau de cicatrizagdo do
alvéolo, definido como: tecido de granulagdo, pouco cicatrizado, cicatrizagéo
moderada e cicatrizado. Foram conferidos, respectivamente, os escores 0, 1, 5 e

7 (Tab. I).

Tabela I: Parametros e escores utilizados para analise macroscépica do grau de

cicatrizacio dos alvéolos de ratos.

Grau de Cicatrizagao Escore

Tecido de granulagao 0
Pouco cicatrizado
Cicatrizacao moderada

N O -~

Cicatrizado
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5. Processamento histolégico

Apos a fixacdo, as maxilas foram imersas em agua corrente para
remocao do excesso de fixador e neutralizagdo do acido férmico através de
quatro banhos de 15 minutos. Em seguida, foram desmineralizadas em solugao
de EDTA 10% (pH entre 7,2 e 7,4), por um periodo de aproximadamente 40 dias,
sendo renovada duas vezes por semana. Apos a desmineralizacdo, as maxilas
foram divididas ao longo do plano sagital mediano para separar os alvéolos
esquerdos dos direitos e tiveram os excessos de tecido removidos. As amostras
foram imersas em agua corrente para remocgao do excesso de EDTA, em quatro
banhos de 15 minutos, mais um periodo de 12 horas, previamente as seguintes
etapas de inclusao:

a) Fase de desidratagdo: imersdo das amostras em séries crescentes de alcool
etilico (70% 1 e Il, 80% | e 11, 90%, 95%, absoluto I, Il e Ill) por um periodo de
30 minutos em cada banho.

b) Fase de diafanizagao: imersao das amostras em trés banhos de xilol por um
periodo de 20 minutos cada.

c) Fase de infiltracdo: imersdo das amostras em trés banhos de parafina a 58°C,
sendo o primeiro de 30 minutos e os demais de 40 minutos cada.

d) Fase de inclusdo: as amostras foram incluidas em parafina fluidificada contida
em moldes pré-definidos e posicionadas de modo que os alvéolos pudessem
ser cortados longitudinalmente.

Foram obtidos de cada amostra, cerca de cento e vinte cortes semi-
seriados de 6um de espessura, montados em laminas histolégicas previamente
tratadas com silano 3%. As laminas foram armazenadas para processamento em

tricromico de Masson ou imunohistoquimica.
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Coloragcdo com Tricrémico de Masson
Cinco laminas de cada amostra, contendo a area de interesse, foram
processadas para coloragdo com tricrbmico de Masson, segundo as seguintes
etapas:
- imersao em xilol (I) por 30 minutos
- imersao em xilol (lI) por 15 minutos
- imersao em xilol (lll) por 15 minutos
- imersao em alcool etilico absoluto (1) por 2 minutos
- imersao em alcool etilico absoluto (Il) por 2 minutos
- imersao em alcool etilico absoluto (l1l) por 2 minutos
- imersao em alcool etilico a 90% por 2 minutos
- imersao em alcool etilico a 80% por 2 minutos
- imersao em alcool etilico a 70% por 2 minutos
- lavagem em agua corrente por 20 minutos
- imersao em solugao de hematoxilina de Harris por 1 minuto
- lavagem em agua corrente por 20 minutos
- imersao em solugao de tricrémico de Masson por 8 minutos
- 03 mergulhos rapidos em agua corrente
- imersao em alcool etilico a 90% por 1 minuto
- imersao em alcool etilico a 95% por 1 minuto
- imersao em alcool etilico absoluto (1) por 1 minuto
- imersao em alcool etilico absoluto (1) por 1 minuto
- imersao em alcool etilico absoluto (Ill) por 1 minuto
- imersao em xilol (I) por 2 minutos

- imersao em xilol (lI) por 2 minutos
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- imersao em xilol (lll) por 10 minutos
Apos a coloracao, laminulas de 24x50mm foram montadas sobre os

cortes, utilizando-se balsamo do Canada como agente de uniao.

6. Analise histolégica e morfométrica

Para andlise histolégica e morfométrica, os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais. Os animais do grupo | foram
sacrificados 02 dias apos o tratamento e os animais dos grupos I, Il e IV,
sacrificados respectivamente com 07, 14 e 21 dias apdés o tratamento. Para
verificar o efeito fisico da injegdo do HNa no alvéolo, foi constituido um quinto
grupo (grupo V), tratado com gel de carbopol 0,5% e sacrificado 07 dias apos o

tratamento (Tab. II).

Tabela Il: Distribuicdo dos animais em grupos experimentais, para analise

histolégica e morfométrica.

Grupo Tratamento Die’z do sacrifici-o
Alvéolo Esquerdo Alvéolo Direito (ap6s a exodontia)
| Nenhum (n=5) HNa (n=5) 02
Il Nenhum (n=6) HNa (n=6) 07
]} Nenhum (n=6) HNa (n=3) 14
v Nenhum (n=3) HNa (n=3) 21
\") Nenhum (n=>5) Carbopol (n=5) 07

Foram selecionados quatro cortes alternados de cada amostra,
corados com Tricrdbmico de Masson e que apresentavam alvéolo bem delineado.

Os dentes primeiros molares superiores de ratos apresentam geralmente quatro
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ou cinco raizes, sendo duas distais, uma ou duas mediais e uma mesial (Fig. 2).
Foram estudados os alvéolos correspondentes a uma das raizes distais, divididos
anatomicamente em trés tercos: apical, médio e cervical. O terco apical
compreende a metade inferior da regido entre a base do alvéolo (osso basal) e a
crista 6ssea. O terco médio compreende a metade superior da mesma regiao,
enquanto o tergo cervical se localiza na porgéo superior a crista 6ssea (Fig. 3).

Foram obtidas, de cada alvéolo, doze imagens aleatérias do tergo
apical e doze do terco médio, visualizadas através da objetiva de 40X e
digitalizadas através da microcamera JVC TK-1270/ RGB, perfazendo um total
aproximado de 6,4x10° pm? de tecido analisado, por terco. A metodologia
empregada para o imageamento microscopico, segmentagcdo de imagens e
definicdo das condicdes de morfometria foi previamente descrita na literatura
(CALIARI, 1997).

Para analise morfométrica, foram considerados o0s seguintes
parametros: percentual de trabéculas &sseas presentes, em relacdo a area
analisada; numero de nucleos celulares e de vasos sanguineos. A area ocupada
pelas trabéculas d6sseas foi obtida através do programa KS300 (Carl Zeiss). Os
pixels das trabéculas 6sseas foram selecionados através da imagem real com
subseqiiente criagdo de uma imagem binaria e obtencdo da area em pm?. Os
nucleos de todos os tipos celulares presentes foram contados através da selecao
dos pixels e da criacdo de outra imagem binaria (MALTOS et al., 2004). O numero

de vasos sanguineos foi quantificado manualmente.
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Figura 2: Imagem anatbmica do primeiro molar superior. (Barra = 3mm).

Figura 3: Divisdo anatdmica do alvéolo em tercos apical, médio e cervical. (A:
terco apical; M: terco médio; C: terco cervical; 2°M: segundo molar superior; OB:

0sso basal; SO - septo 6sseo; CO: crista 6ssea). (Barra = 400um) Tricrébmico de
Masson.
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Os dados finais dos alvéolos controles aos 07 dias foram constituidos
pela combinacao de dados provenientes de alvéolos controles dos animais dos
grupos Il e V, perfazendo um total de 11 animais. Esta conduta foi realizada tendo
em vista que os valores obtidos para todos os parametros estudados nestes
subgrupos eram bastante similares, sem qualquer diferenga estatistica, em
decorréncia de ambos terem sido preenchidos apenas com coagulo.

Foram excluidas as amostras que apresentavam restos radiculares,
inclusdo e coloragdo inadequadas, auséncia de integridade dos cortes

histolégicos ou alvéolos mal delineados.

7. Anadlise estatistica

Os dados obtidos na analise macroscéopica e na morfometria foram
expressos como média + EPM e analisados pelo teste T de Student ou pelo Two-
way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, quando apropriado, e com o auxilio
do programa GraphPad Prism 4. Foram considerados significantes valores com

p<0,05.

8. Analise imunohistoquimica
Para analise imunohistoquimica, os animais foram divididos
aleatoriamente em seis grupos experimentais tratados com HNa, e sacrificados

com 01, 02, 03, 04, 05 e 07 dias ap6s o tratamento (Tab. IlI).
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Tabela lll: Distribuicdo dos animais em grupos experimentais, para analise

imunohistoquimica.

Grupo Tratamento Di? do sacrificif)
Alvéolo Esquerdo Alvéolo Direito (ap6s a exodontia)
Vi Nenhum (n=1) HNa (n=1) 01
Vil Nenhum (n=2) HNa (n=2) 02
VIl Nenhum (n=2) HNa (n=2) 03
IX Nenhum (n=2) HNa (n=2) 04
X Nenhum (n=2) HNa (n=2) 05
Xl Nenhum (n=2) HNa (n=2) 07

Foram selecionados cerca de dois cortes por alvéolo, controles e
tratados, dos periodos de 01, 02, 03, 04, 05 e 07 dias, para processamento com
cada anticorpo estudado. Os cortes selecionados foram desparafinizados em trés
banhos de xilol, sendo o primeiro por 30 minutos a 58°C, o segundo por 15 a
temperatura ambiente e o terceiro por 05 minutos. Em seguida, foram hidratados
através de imersao em sequéncias decrescentes de alcool etilico (absoluto |, Il e
I, 95%, 80%) por um periodo de 05 minutos em cada banho. Para remocgao do
pigmento formdlico, utilizou-se imersao por 10 minutos em solugdo de hidroxido
de amodnio 10% em etanol a 95% e lavagem em seis banhos de 05 minutos em
agua destilada.

Para neutralizagdo da peroxidase endogena, os cortes passaram por
dois banhos de 05 minutos em peroxido de hidrogénio 10 volumes e por um
banho de 15 minutos em peréxido de hidrogénio 30 volumes 10% em metanol,
sendo posteriormente lavados em trés banhos de 05 minutos em agua destilada,
seguidos por trés banhos de 05 minutos em solugao tampéo fosfato (PBS). Foram

incubados em camara umida com PBS contendo BSA 2% e Tween 20 0,1%, por
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01 hora a temperatura ambiente, para bloqueio dos sitios de ligagdo nao-
especificos.

Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpos primarios
policlonais (cabra anti-rato) anti-BMP-2 (sc-6895 - Santa Cruz Biotecnologia) ou
anti-OPN (sc-10593 - Santa Cruz Biotecnologia), ambos na diluicdo de 1:50. Foi
utilizada solugdo de PBS contendo BSA 0,2% e Tween 20 0,01%, para diluicao
dos anticorpos.

Apods 21 horas de incubacdo em camara umida a 4°C, os cortes foram
imersos em trés banhos de 10 minutos em PBS. Em seguida, foram incubados
por 30 minutos em camara umida, a temperatura ambiente, com anticorpo
secundario anti-cabra conjugado com biotina (K0690 - LSAB / DAKO®). Os cortes
foram novamente imersos em trés banhos de 10 minutos em PBS e, em seguida,
foram incubados com conjugado streptoavidina/peroxidase por 30 minutos. Apos
imersao em trés banhos de PBS por 10 minutos, a reacao foi revelada através de
imersdo por 02 minutos e meio em solugdo cromégena contendo 14mg de
diaminobenzidina (DAB) (D-5637 -Sigma®), diluida em 110ml de PBS, a qual foi
adicionado 1,2ml de peréxido de hidrogénio 10 volumes. O bloqueio da reagao de
revelacao foi realizado com PBS por 05 minutos, seguido de agua corrente por
mais 05 minutos. A contra-coloracgao foi realizada com solucdo de hematoxilina de
Mayer por 01 minuto. Os cortes foram imersos rapidamente em agua corrente e
em solugdo de hidroxido de aménio 10%, e lavadas em agua destilada por 05
minutos.

Posteriormente, os cortes foram desidratados em séries crescentes de

alcool etilico (70%, 90%, absoluto I, Il e Ill) e imersos em trés banhos de 05
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minutos em xilol. Laminulas foram montadas sobre os cortes, utilizando-se
balsamo do Canada como agente de uniao.

Controles negativos foram realizados através da aplicagcdo de PBS no
lugar dos anticorpos primarios. Secgdes de cabegas de gamba, no periodo pos-
natal de 05 dias foram utilizadas como controle positivo para o BMP-2.

A intensidade de marcagao imunohistoquimica foi analisada
qualitativamente e conferido os escores zero (reagdo negativa), um (reagéo

positiva) e dois (reacao fortemente positiva).
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IV. RESULTADOS

1. Analise macroscoépica

A avaliagao do grau de cicatrizagdo macroscopica vinte e um dias apos
a exodontia demonstrou que os alvéolos tratados apresentaram cicatrizagao
estatisticamente maior que os controles (6,25 + 0,36 vs 4,83 = 0,60 unidades
arbitrarias nos alvéolos controles, Fig. 4), e que ambos ainda nao atingiram o

parametro clinico de término de cicatrizacao.

= Controle (n=6)
Il HNa / 21 dias (n=6)

Unidades Arbitrarias
e

Figura 4: Grau de cicatrizagdo macroscopica nos alvéolos controles e tratados,

21 dias apds a exodontia. * p<0,05 (teste t de Student).
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2. Histoquimica e analise morfométrica

02 dias

Nao houve diferenga histolégica entre os alvéolos controles e tratados,
neste periodo de cicatrizacdo. Os tercos apicais e médios apresentaram-se
preenchidos por coagulo sanguineo, entremeado pela rede de fibrina. Restos do
LP foram observados aderidos as superficies 6sseas das paredes laterais dos
alvéolos (Fig. 5A-F). Células inflamatdrias estavam presentes em todo o alvéolo,
com maior frequéncia nos tercos médio e cervical. Neste periodo, ja foi possivel a
visualizagdo de fibroblastos recém-migrados para a area de cicatrizagdo, mais
evidentes no terco apical, além da presenga de poucos vasos sanguineos
neoformados (Fig. 6A-B).

A avaliacdo morfométrica do numero de nucleos celulares demonstrou
nao haver diferenga significativa nos alvéolos tratados em relagado aos controles,
tanto no tergo apical (12690 + 1163 vs 12590 + 563 nucleos celulares nos
alvéolos controles, Fig. 7A) quanto no ter¢co médio (11310 + 1390 vs 10440 *
1020 nucleos celulares nos alvéolos controles, Fig. 7B). O numero de vasos
sanguineos neoformados foi maior no ter¢o apical dos alvéolos tratados (3,00 +
1,41 vs 0,40 £ 0,40 vasos nos alvéolos controles, Fig. 8), entretanto, sem
diferenca significativa. Nao foi observado nenhum vaso sanguineo nos tergcos

meédios tanto nos alvéolos tratados quanto nos controles.
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Figura 5: Aspecto histologico da cicatrizagao alveolar, 02 dias apos a exodontia.
As imagens panoramicas em (A) controle e (B) tratado, revelam o aspecto similar
da cicatrizagao neste periodo. Em maior aumento, observa-se no 1/3 médio dos
alvéolos (C) controles e (D) tratados, a presenga de coagulo sanguineo (*) e
remanescentes do ligamento periodontal (setas). O mesmo aspecto pode ser
observado no 1/3 apical dos alvéolos (E) controles e (F) tratados. (2°M: segundo
molar superior; SO: septo 6sseo; OA: osso alveolar) (Barras A-B = 400um; C-F =
200um) Tricrébmico de Masson.
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Figura 6: Aspecto histoldgico da cicatrizagao alveolar, 02 dias apos a exodontia,
em alvéolos controles e tratados com HNa. Notar a presenga de células
inflamatdrias (setas brancas) e de fibroblastos (setas pretas) no (A) tergco médio e
(B) terco apical. (Detalhe: vaso sanguineo). (Barras A-B = 50um) Tricrémico de
Masson.
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Figura 7: Numero de nucleos celulares presentes nos alvéolos controles e

tratados, 02 dias ap6s a exodontia, nos tergos (A) apical e (B) médio.
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Figura 8: Numero de vasos sanguineos presentes no tergco apical dos alvéolos

controles e tratados, 02 dias apds a exodontia.

07 dias

Os alvéolos controles e tratados encontraram-se preenchidos por
tecido conjuntivo bastante celular, em toda a extenséo da cavidade. Verificou-se a
migracdo do epitélio da mucosa oral em direcdo a ferida cirurgica. Péde-se
observar a presencga de células inflamatérias, abundantes no terco cervical e a
proliferagdo de vasos sanguineos ao longo do alvéolo (Fig. 9A-F). A formacéao de
estreitas trabéculas Osseas, envoltas por osteoblastos, concentrou-se
principalmente na porcao central do tergco apical e em maior quantidade nos
alvéolos tratados (Fig. 9A-F e 11A-B). No terco médio dos alvéolos controles
verificou-se a presencga de aglomerados de células, possivelmente da linhagem

osteogénica, proximos a vasos sanguineos em proliferagdo, enquanto que nos
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alvéolos tratados observou-se o inicio de deposi¢cao de matriz 6ssea (Fig. 10A-B).
Tanto nos alvéolos controles como nos tratados visualizou-se osteoclastos
reabsorvendo os septos 6sseos inter-radiculares (Fig. 11C).

A analise morfométrica demonstrou que o percentual de trabéculas
Osseas, em relagao a area total, foi significantemente maior nos alvéolos tratados,
tanto no terco apical (13,21 £ 4,66 vs 2,58 + 1,36% de trabéculas nos alvéolos
controles, Fig. 12A) quanto no terco médio (4,14 + 1,36 vs 0,95 + 0,58% de
trabéculas nos alvéolos controles, Fig. 12B). Quanto ao numero de nucleos
celulares, os alvéolos tratados apresentaram quantidade significativamente menor
nos tergos apical (6930 £ 624 vs 8623 £ 510 nucleos nos alvéolos controles, Fig.
13A) e médio (6555 + 529 vs 8169 + 545 nucleos nos alvéolos controles, Fig.
13B). O numero de vasos sanguineos presentes nos alvéolos tratados, foi maior
no terco apical (35,7 + 4,1 vs 30,4 = 2,5 vasos nos alvéolos controles, Fig. 14A),
assim como no tergo médio (42,7 £ 5,0 vs 30,6 + 3,2 vasos nos alvéolos
controles, Fig. 14B), entretanto, demonstrou diferenga significativa apenas no

terco médio.
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Figura 9: Aspecto histoldgico da cicatrizagao alveolar, 07 dias apds a exodontia,
em alvéolos controles e tratados com HNa. Notar nas imagens panoramicas, do
alvéolo (A) controle e (B) tratado a presenga de tecido conjuntivo em toda a
extensdo da cavidade. Em maior aumento, nos tergos (C) médio e (E) apical dos
alvéolos controles e dos alvéolos tratados (D e F) pode-se observar a presenca
de vasos sanguineos em proliferagao (setas). As trabéculas 6sseas (*) foram mais
evidentes no 1/3 apical dos alvéolos tratados (F). (Cl: células inflamatdrias; SO:
restos de septo 6sseo) (Barras A-B = 400um; C-F = 200um) Tricrémico de
Masson.
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Figura 10: Aspecto histologico da cicatrizagéo alveolar, 07 dias apds a exodontia,
nos tercos médios dos alvéolos controles e tratados com HNa. Notar a presenca
de aglomerados de células (setas), possivelmente da linhagem osteogénica
(setas), nos alvéolos (A) controles e inicio de deposi¢cao de matriz 6ssea (*) nos
(B) tratados. (V: vasos sanguineos) (Barras A-B = 50um) Tricrdbmico de Masson.
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Figura 11: Aspecto histologico da cicatrizag&o alveolar, 07 dias apds a exodontia,
em alvéolos controles e tratados com HNa. As trabéculas ésseas (*) apresentam-
se menos evidentes no 1/3 apical dos alvéolos (A) controles em comparagao com
os (B) tratados. O processo de reabsorcdo dos septos ésseos (SO) pelos
osteoclastos (setas), foi observado tanto nos controles como nos tratados (C).
(Barras A-C = 50um) Tricrobmico de Masson.
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Figura 12: Percentual de trabéculas ésseas nos alvéolos controles e tratados, 07
dias apds a exodontia, nos tergos (A) apical e (B) médio. * p<0,05 (teste t de

Student).



41

>

10.0+
=1 Controle (n=11)

* Il HNa (n=6)

7.5

2.54

N° de nucleos (x103)
[$,]
o
[

0.0

5.0

N° de nucleos (x10%)

2.5

0.0

Figura 13: Numero de nucleos celulares presentes nos alvéolos controles e
tratados, 07 dias apdés a exodontia, nos tercos (A) apical e (B) médio. * p<0,05

(teste t de Student).
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Figura 14: Numero de vasos sanguineos presentes nos alvéolos controles e

tratados, 07 dias apdés a exodontia, nos tercos (A) apical e (B) médio. * p<0,05

(teste t de Student).
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14 dias

Os tercos apical e médio dos alvéolos controles e tratados estavam
preenchidos por trabéculas 6sseas, em sua maioria, imaturas, sendo que os
tercos médios apresentaram espagos medulares maiores que os apicais. Os
alvéolos tratados mostraram trabéculas com nivel de organizagcdo mais avancado
que os controles, com ostedcitos mais alinhados (Fig. 15A-D).

A analise morfométrica demonstrou que o percentual de trabéculas
Osseas nos alvéolos tratados, foi semelhante aos controles no tergco apical (59,64
+ 5,05 vs 57,84 £ 2,18% de trabéculas nos alvéolos controles, Fig. 16A) e
significativamente maior no terco médio (57,89 + 4,44 vs 50,34 + 1,74% de
trabéculas nos alvéolos controles, Fig. 16B). Os alvéolos tratados apresentaram
menor quantidade de nucleos celulares tanto no tergo apical (3899 + 498 vs 4103
* 242 nucleos nos alvéolos controles, Fig. 17A) quanto no médio (4381 + 382 vs
4920 + 387 nucleos nos alvéolos controles, Fig. 17B), mas sem diferenga

estatistica.
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Figura 15: Aspecto histologico da cicatrizagéo alveolar, 14 dias apds a exodontia,
em alvéolos controles e tratados com HNa. Notar a presenca de espacgos
medulares maiores nos tercos médios dos alvéolos (A) controles e (B) tratados,
um pouco menores nos tergos apicais tanto dos (C) controles quanto dos (D)
tratados. (Barras A-D = 50um) Tricrémico de Masson.
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Figura 16: Percentual de trabéculas ésseas nos alvéolos controles e tratados, 14
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Student).



46

>

10.0+
=1 Controle (n=6)

Il HNa (n=3)
7.5

5.04

N° de ndcleos (x10°)

0.0

W

10.01

7.5+

2.5

Ne de ndcleos (x10°)
[4,]
o
[

0.0
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21 dias

Pbéde-se verificar o preenchimento dos tercos médio e apical dos
alvéolos com trabéculas Osseas espessas contendo espagos medulares
reduzidos, enquanto os tergcos cervicais estavam preenchidos por tecido
conjuntivo. Observou-se também, o remanescente do septo 6sseo remodelado e
integrado as trabéculas 6sseas, além do epitélio oral queratinizado recobrindo a
area de cicatrizacado. As trabéculas presentes nos alvéolos tratados mostraram-se
mais bem delineadas e com menor numero de ostedcitos que nos controles (Fig.
18A-F).

A analise morfométrica demonstrou que o percentual de trabéculas
Osseas nos alvéolos tratados foi significativamente maior que nos controles, tanto
no terco apical (75,56 + 3,69 vs 61,79 £ 2,73% de trabéculas nos alvéolos
controles, Fig. 19A) como no médio (72,05 + 4,23 vs 60,02 £ 3,06% de trabéculas
nos alvéolos controles, Fig. 19B). Os alvéolos tratados apresentaram menor
quantidade de nucleos celulares no tergco apical (2998 + 210 vs 3309 + 358
nucleos nos alvéolos controles, Fig. 20A), sem diferenca estatistica, e quantidade
semelhante no tergco no médio (3550 + 317 vs 3599 + 674 nucleos nos alvéolos

controles, Fig. 20B).
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Figura 18: Aspecto histologico da cicatrizag&o alveolar, 21 dias apds a exodontia.
As imagens panoramicas em (A) controle e (B) tratado, revelam o preenchimento
do alvéolo com tecido ésseo trabecular. Em maior aumento, observa-se no 1/3
médio dos alvéolos (C) controles e (D) tratados, a presenga de trabéculas ésseas
espessas e com espagos medulares reduzidos. O mesmo aspecto pode ser
observado no 1/3 apical dos alvéolos (E) controles e (F) tratados. (SO:
remanescente do septo 6sseo; EO: epitélio oral) (Barras A-B = 400um; C-F =
50um) Tricrébmico de Masson.
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Figura 19: Percentual de trabéculas ésseas nos alvéolos controles e tratados, 21

dias apds a exodontia, nos tergcos (A) apical e (B) médio. * p<0,05 (teste t de

Student).
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Formacgéo de trabéculas e numero de nucleos celulares em fungéo do tempo

Ao analisar a cicatrizacdo dos alvéolos controles e tratados no periodo
entre dois e vinte e um dias, observou-se que ambos apresentaram uma curva
ascendente de formacdo de trabéculas Osseas, mais acelerada entre sete e
quatorze dias, e desacelerada entre quatorze e vinte e um dias. A formacgao de
trabéculas foi significativamente maior nos alvéolos tratados, em relagdo aos
controles, tanto no tergo apical como no médio (Fig. 21A-B).

Quanto ao numero de nucleos celulares, os alvéolos controles e
tratados apresentaram uma curva descendente a medida que foram cicatrizando.
A curva apresentou-se mais acentuada entre dois e quatorze dias, e desacelerada
entre quatorze e vinte e um dias, sem diferenga estatistica entre os alvéolos

controles e tratados (Fig. 22A-B).
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(Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 22: Numero de nucleos celulares nos alvéolos controles e tratados em
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Carbopol

Nao houve diferenca histoléogica entre os alvéolos tratados com
carbopol e os controles, apds sete dias de cicatrizagao.

A analise morfométrica demonstrou ndo haver diferenca estatistica em
nenhum dos parametros avaliados. O percentual de trabéculas ésseas no tergo
apical dos alvéolos tratados foi de 3,67 £ 1,94 vs 2,58 + 1,36% de trabéculas nos
alvéolos controles (Fig. 23A), e no tergco médio, de 1,03 + 0,83 vs 0,95 £ 0,58% de
trabéculas nos alvéolos controles (Fig. 23B). O numero de nucleos celulares no
terco apical dos alvéolos tratados foi de 9422 + 513 vs 8623 + 510 nucleos nos
alvéolos controles (Fig. 24A), e no terco médio, de 8151 £ 622 vs 8169 + 545
nucleos nos alvéolos controles (Fig. 24B). O numero de vasos sanguineos
presentes no terco apical dos alvéolos tratados foi de 25,8 + 4,3 vs 304 = 2,5
vasos nos alvéolos controles (Fig. 25A), e no tergo médio, de 34,8 + 3,7 vs 30,6

3,2 vasos nos alvéolos controles (Fig. 25B).
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Figura 23: Percentual de trabéculas 6sseas nos alvéolos controles e tratados com

carbopol, 07 dias apds a exodontia, nos tergos (A) apical e (B) médio.
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3. Imunohistoquimica

BMP-2

A analise da imunoexpressao de BMP-2 entre um e sete dias de
cicatrizacdo demonstrou que os alvéolos controles e tratados apresentaram dois
picos de expressdo. Ambos apresentaram inicio de expressao a partir de dois
dias de cicatrizacdo, sendo que a intensidade foi mais acentuada nos tratados. O
segundo pico de expressdo dos alvéolos tratados foi aos cinco dias de
cicatrizagdo, mais intenso e precoce em relagdo aos controles, cujo pico foi aos

sete dias (Fig. 26A-B e 27A-B).

OPN

A analise da imunoexpressdao de OPN entre um e sete dias de
cicatrizacdo demonstrou, no tergo apical, que os alvéolos tratados e controles
apresentaram inicio de expressao a partir de trés dias de cicatrizac&o. Verificou-
se que a intensidade da imunomarcacao, neste terco, foi mais acentuada nos
alvéolos tratados. No terco médio, o pico de expressdo também foi evidente aos
trés dias de cicatrizacdo nos alvéolos tratados, mas com intensidade semelhante

aos controles (Fig. 28 A-B e 29A-B).
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-
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Figura 26: Expressdo de BMP-2 (setas) em alvéolos de ratos (A) e em secgdes
de cabega de gamba (C), com seus respectivos controles negativos (B, alvéolo de
rato e D, cabega de gambad). (Barras A-D = 50um).
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Figura 27: Expressdo de BMP-2 nos alvéolos controles e tratados, apos 01, 02,

03, 04, 05 e 07 dias de cicatrizagao, nos tergos (A) apical e (B) médio.
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Figura 28: Expressdo de OPN (setas) em alvéolos de ratos (A) e seu respectivo
controle negativo (B). (Barras A-B = 50um).
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Figura 29: Expressao de OPN nos alvéolos controles e tratados, apos 01, 02, 03,

04, 05 e 07 dias de cicatrizacao, nos tergos (A) apical e (B) médio.
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V. DISCUSSAO

Reconhecidamente, o alvéolo de extragao dentaria tem sido um modelo
de estudo bastante utilizado em pesquisas para a avaliacdo de possiveis fatores
que possam interferir no processo de reparo, acelerando-o ou retardando-o
(BOECK et al., 1999; PINTO et al., 2001; KURIHASHI et al., 2002; YUGOSHI et
al., 2002; KANYAMA et al., 2003; TEOFILO, et al., 2004; ZIED et al., 2005). No
presente trabalho, analisou-se o efeito do HNa na cicatrizacdo de alvéolos de
ratos, apds exodontia dos primeiros molares superiores, através de analises
histolégicas, morfométricas e imunohistoquimicas. Apesar de varios estudos
demonstrarem que a HYA facilita a revascularizagcdo (SAVANI et al., 2001;
GIAVARESI et al., 2005) e cicatrizagdo em modelos de reparo 6sseo (SASAKI &
WATANABE, 1995; LIU et al., 1999; LISIGNOLI et al., 2002; ASLAN et al., 2006),
pouco tem sido descrito em relacdo aos seus efeitos na cicatrizagao de alvéolos e
em odontologia. Diminuir o tempo de cicatrizagao alveolar poderia proporcionar o
restabelecimento da fungdo mastigatdéria por meio de implantes dentarios de
forma mais confortavel para os pacientes.

As cadeias de HYA formam géis a concentragées muito baixas. As
altas densidades de cargas negativas atraem cations, principalmente Na*
(ALBERTS et al., 2004). Portanto, apresentam-se comercialmente principalmente
na forma de gel de hialuronato de sédio.

Varios trabalhos tém associado os efeitos da HYA ao tamanho de sua
cadeia (LESLEY et al, 2000; SLEVIN et al., 2002; SUGAHARA et al., 2003;
TAKAHASHI et al., 2005). Neste estudo, foi utilizado HNa de alto peso molecular,
no intuito de avaliar os efeitos de um produto de baixo custo, acessivel ao publico

em geral. Entretanto, vale lembrar que em processos inflamatérios verifica-se a
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presenca de hialuronidases (DECHERT et al., 2006), que seccionam sua cadeia
em fragmentos menores (LIU et al., 1999; MOSELEY et al., 2002; TAKAHASHI et
al., 2005). Assim, mesmo tendo utilizado HNa de alto peso molecular, o processo
inflamatorio presente nas fases iniciais da cicatrizagao alveolar provavelmente
acarretou sua segmentacao.

O efeito prolongado do periodo de anestesia alcangado em nossos
experimentos, de cerca de cinco horas, possibilitou a permanéncia do gel de HNa
na cavidade com minimas interferéncias de fatores fisicos, durante este periodo.
Alguns autores relataram que a HYA acelera a cicatrizagdo por facilitar a
migracao, diferenciacao e proliferagdo celular nos periodos iniciais do processo
de reparo (SASAKI & WATANABE, 1995; PILLONI & BERNARD, 1998; LIU et al.,
1999; ASLAN et al., 2006). Por este motivo, o HNa foi aplicado em dose unica e
logo apds a exodontia.

Os eventos de cicatrizacdo alveolar, descritos neste trabalho, foram
semelhantes ao relatado na literatura. Verifica-se inicialmente, a formacao do
coagulo sanguineo que vai sendo substituido por um tecido conjuntivo altamente
vascularizado. A deposi¢cao de uma matriz éssea pelos osteoblastos culmina na
formagao de espessas trabéculas 6sseas que preenchem o alvéolo (PINTO et al.,
2001; TEOFILO et al, 2001; DEVLIN & SLOAN, 2002). As células
osteoprogenitoras podem ser derivadas do LP (DEVLIN & SLOAN, 2002) e
periésteo (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000; RASUBALA et al., 2004). Porém, a
presenca de aglomerados celulares, possivelmente de linhagens osteoblastica,
verificadas no terco médio dos alvéolos controles, préximos aos vasos
sanguineos, indica que também possam ser derivadas dos vasos (SHYNG et al.,

1999; DEVLIN & SLOAN, 2002). Os osteoclastos visualizados nos septos 6sseos
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atuam na remodelagdo 6ssea tanto dos septos quanto das margens do alvéolo
(LINDHE, 1999; SHYNG et al., 1999; KURIHASHI et al., 2002).

Nossos resultados demonstraram que os alvéolos tratados com HNa
apresentaram maior formacao de trabéculas ésseas apods sete, quatorze (terco
médio) e vinte e um dias. Verificou-se também a presenga de um maior numero
de vasos sanguineos e menor numero de nucleos celulares apds sete dias de
cicatrizacao.

Apds as exodontias, os animais apresentaram interrupcéo espontanea
do sangramento, o que justificou a nao realizagcdo de sutura, procedimento
semelhante ao adotado por outros autores (KURIHASHI et al., 2002). O coagulo
presente no inicio do processo de cicatrizagdo (LINDHE, 1999; YUGOSHI et al.,
2002), é formado pela ruptura de vasos sanguineos do LP e forame apical
(BRANDAO et al., 2002). A rede de fibrina auxilia o influxo de células inflamatdrias
(SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000), presentes principalmente nos tercos médio e
cervical, bem como facilita a migracao de fibroblastos (YUGOSHI et al., 2002),
visualizados com maior freqliéncia no terco apical dos alvéolos. O LP contém uma
mistura de populag¢des celulares incluindo células osteoprogenitoras (DEVLIN &
SLOAN, 2002), fibroblastos (LEKIC et al., 1997; YUGOSHI et al., 2002) e células
endoteliais (YUGOSHI et al., 2002). A presenca de fibroblastos recém-migrados
para a area de cicatrizacdo, além da presengca de poucos vasos sanguineos
neoformados, caracteriza a fase proliferativa da cicatrizagao (SIQUEIRA JR. &
DANTAS, 2000). Os fibroblastos sintetizam grande quantidade de fibras
colagenas e substancia fundamental amorfa (BRANDAO et al., 2002), que
formam uma trama preliminar na qual ocorre a deposicdo de matriz éssea

(SHYNG et al., 1999; BOULETREAU et al., 2002). O tecido conjuntivo péde ser
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visualizado através da coloragao por tricromico de Masson (FILHO, 1981), tanto
nos alvéolos controles como nos tratados.

A diferenca entre a quantidade de trabéculas presentes nos tercos
meédio e apical, descrita neste trabalho, corrobora com os achados de outros
autores que verificaram uma maior deposi¢cao nos tercos apicais, aos sete dias de
cicatrizagdo (YUGOSHI et al., 2002; KANYAMA et al., 2003). A presenga de maior
quantidade de fibroblastos e vasos sanguineos nos tergos apicais, observado no
inicio do processo de cicatrizagao (dois dias de reparo), justifica uma cicatrizagao
mais avancgada desta regiao do alvéolo. O intimo contato do tergo cervical com o
meio bucal, através da solucdo de continuidade epitelial presente nos periodos
iniciais da cicatrizagao, pode resultar em sua contaminacdo e contribuir para
discrepancias nos resultados obtidos nesta regido (BRANDAO et al., 2002). Por
isso, foram analisados morfometricamente apenas os tergos apicais e médios.

O percentual de trabéculas dsseas aferido nos alvéolos controles,
difere dos dados obtidos por outros autores que relataram um volume de 9,5% na
porcdo mediana do tergo apical; 17,4% na por¢ao mediana do terco médio; e
12,4% na porgao mediana do terco cervical (YUGOSHI et al.,, 2002). Tais
resultados divergem provavelmente devido a diferencas metodoldgicas. No
presente estudo, além de dividir a regido entre o osso basal e a crista 6ssea em
apenas dois tercos, conforme descrito por outros autores (TEOFILO et al., 2004),
foram analisados apenas os cortes que apresentavam o alvéolo bem delineado.
Este critério foi adotado tanto para os alvéolos controles como para os tratados, a
fim de facilitar a distincdo entre as trabéculas neoformadas e as presentes na

base do septo dsseo.
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Aos sete dias, observou-se tanto nos alvéolos tratados como nos
controles, pronunciada rede vascular. A formagdo dos vasos sanguineos € um
processo essencial para o inicio de deposigcao 6ssea (KANYAMA et al., 2003;
GIAVARESI et al.,, 2005; WONG & RABIE, 2005). Uma vez que o suporte
sanguineo é restabelecido, inicia-se o processo osteogénico (PACICCA et al.,
2003; LALANI et al., 2005). A presenca de maior quantidade de vasos sanguineos
nos tercos médios dos alvéolos tratados indica que possam estar num processo
de cicatrizacdo mais avancada que os controles. Apds a deposigcao inicial de
matriz organica pelos osteoblastos, observa-se uma grande diminuigdo do
numero de fibroblastos e vasos sanguineos (BRANDAO et al., 2002). Portanto, o
menor numero de vasos nos tercos apicais dos alvéolos tratados, comparados
aos tercos médios dos mesmos, confirma mais uma vez, uma cicatrizacdo mais
avangada desta regido do alvéolo.

A analise do numero de nucleos celulares em fungdo do tempo de
cicatrizacao, entre dois e vinte e um dias, demonstrou uma diminuicdo tempo-
dependente do numero de nucleos. Neste sentido, o0 menor numero de nucleos
observados nos alvéolos tratados, sete dias apds a exodontia também indica um
processo de cicatrizagdo mais avancado. Com quatorze e vinte e um dias, nao
foram observadas diferencas estatisticas em relagdo ao numero de nucleos
celulares, uma vez que os alvéolos destes grupos encontravam-se preenchidos
predominantemente por trabéculas dsseas.

Aos quatorze dias de cicatrizagdao, os alvéolos controles e tratados
estavam preenchidos por trabéculas 6sseas imaturas, semelhante ao descrito por
outros autores (KANYAMA et al., 2003). As imagens histologicas sugerindo a

presenca de trabéculas com nivel de organizagdo mais avangado nos alvéolos
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tratados foram confirmadas pelos dados da morfometria que demonstraram maior
percentual de trabéculas nos tratados (terco médio). O percentual de trabéculas
Osseas aferido nos alvéolos controles, novamente difere dos dados obtidos por
outros autores que relataram um volume de 24,2% na porgao mediana do tergo
apical; 36,2% na porgao mediana do terco médio; e 32,4% na por¢ao mediana do
terco cervical (YUGOSHI et al., 2002).

Varios autores relataram que aos vinte e um dias de cicatrizagao, o
processo de reparo alveolar estd quase completo (BRANDAO et al., 2002; ZIED
et al., 2005), justificando a escolha dos periodos de dois, sete, quatorze e vinte e
um dias para avaliagdo histolégica e morfométrica. O maior percentual de
trabéculas nos alvéolos tratados, aos vinte e um dias, indica que a cicatrizagao
ainda nao esta completa, apesar da diminuicdo na inclinagdo da curva de
cicatrizagao sugerir que possa estar préximo do periodo final do reparo.

A avaliagao do grau de cicatrizagdo macroscopica vinte e um dias apés
a exodontia demonstrou que os alvéolos tratados apresentaram cicatrizacao
estatisticamente maior que os controles, em concordancia com a formacgao de
maior quantidade de trabéculas, sugerindo que o HNa apresenta um potencial
terapéutico na clinica odontoldégica naqueles casos que se pretende um reparo
6sseo mais acelerado. Entretanto, outros estudos sdo necessarios para avaliar a
qualidade deste osso formado sob o efeito condutor do HNa.

Varios trabalhos utilizando insercdo de biomateriais em modelos de
alvéolos de ratos langam mao dos alvéolos homodlogos como controles,
preenchidos apenas por coagulo (BOECK et al., 1999; BRANDAO et al., 2002). O
presente trabalho comparou os alvéolos tratados com os homadlogos (controles),

preenchidos apenas com coagulo, em todos os periodos analisados. Para avaliar
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o efeito fisico da injecdo do gel de HNa no alvéolo, uma vez que o gel poderia
resultar na remogao coagulo, importante para o processo de reparo (LINDHE,
1999), utilizou-se um de gel de carbopol. Para isto, o periodo de sete dias de
cicatrizacdo foi escolhido por apresentar diferencas mais nitidas entre os
controles e tratados. Os resultados demonstraram n&o haver diferenga estatistica
entre os alvéolos controles, preenchidos com coagulo, e aqueles tratados com
carbopol, sugerindo que o efeito fisico da inje¢ao de um gel na cavidade alveolar,
nao resulta em retardo ou aceleracao, apos sete dias de cicatrizacao.

A literatura sugere que os eventos celulares envolvidos no processo de
cicatrizagdo alveolar sao regulados por fatores de crescimento (SHYNG et al.,
1999; TEOFILO et al., 2001; LALANI et al., 2005). Neste estudo correlacionou-se
a intensidade e expressao temporal de BMP-2 e OPN, nos tergos apical e médio
dos alvéolos controles e tratados com HNa.

A analise da imunoexpressao de BMP-2 entre um e sete dias de
cicatrizacdo demonstrou que os alvéolos controles e tratados apresentaram dois
picos de expressdo. BMP-2 estimula a diferenciagcao de células mesenquimais em
osteoprogenitoras que, mais adiante, diferenciam-se em pré-osteoblastos e
osteoblastos maduros (LIEBERMAN et al, 2002; WONG & RABIE, 2005;
SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005), além de induzir a sintese de colageno em
fibroblastos, e a sintese de proteinas da matriz 6ssea em osteoblastos
(SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005). A maior intensidade observada no tergo
apical dos alvéolos tratados, pode ter resultado numa deposicdo mais rapida e
precoce das fibras colagenas. Da mesma forma, verificou-se que o segundo pico
de expressao foi mais intenso e precoce nos alvéolos tratados em relagdo aos

controles (cinco dias vs sete dias, nos controles). A auséncia de expressao de
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BMP-2 no terco apical dos alvéolos tratados aos sete dias, indica que
provavelmente ja houve diferenciagdo dos osteoblastos, com subsequente
deposicdo de matriz dssea, enquanto nos controles, ainda se observa
diferenciacdo. Estes dados sugerem uma cicatrizagdo mais acelerada nos
alvéolos tratados, ja que BMP-2 acelera o reparo 6sseo (RASUBALA et al., 2004;
AROSARENA & COLLINS, 2005; LIEBERMAN et al., 2002). Os dados da
morfometria corroboram esta hipotese.

A analise da imunoexpressdao de OPN entre um e sete dias de
cicatrizacdo demonstrou, no tergo apical, que os alvéolos tratados e controles
apresentaram inicio de expressao aos trés dias de cicatrizagcdo, semelhante ao
relatado por outros autores (SHYNG et al., 1999), e posterior a expressao de
BMP-2. Sua expressado corresponde a proliferacdo e diferenciacdo de células
osteoblasticas durante a formacdo o6ssea (PERRIEN et al., 2002). OPN é
observada em fibroblastos, pré-osteoblastos, osteoblastos, ostedcitos (PERRIEN
et al., 2002) e osteoclastos (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000), e induz a
mineralizagao da matriz 6ssea (SHYNG et al., 1999; SCHULTZE-MOSGAU et al.,
2005). A intensidade da imunomarcagao, mais acentuada no tergo apical dos
alvéolos tratados pode ter contribuido para a formacdo de maior quantidade de
trabéculas ésseas, dados confirmados pela morfometria. Estes achados sugerem
um processo de reparo mais acelerado nos alvéolos tratados.

A regeneragcdo da perda ou dano tecidual requer que células
reparativas sofram migracao, adesao, proliferacao e diferenciagao de maneira que
resultem na sintese de um novo tecido (LIU et al., 1999). As propriedades fisico-
quimicas da HYA permitem que ela facilite o processo de reparo (SASAKI &

WATANABE, 1995; PILLONI & BERNARD, 1998; LIU et al., 1999; ASLAN et al.,
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2006), acarretando num menor periodo de cicatrizagcdo, o que foi verificado nos
alvéolos tratados. Assim, nossos dados estdo de acordo com estudos prévios
sobre os efeitos osteocondutores da HYA em diversos modelos experimentais de
defeitos dsseos (SASAKI & WATANABE, 1995; LIU et al., 1999; LISIGNOLI et al.,

2002; AROSARENA & COLLINS, 2005, ASLAN et al., 2006).
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VI. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho, sugerem que o HNa acelera o
processo de cicatrizagdo de alvéolos de ratos, apds exodontia dos primeiros

molares superiores.
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