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Ele é o rei invencivel que permanece para sempre.

Quem serad capaz de relatar suas obras?

Quem poderd compreender suas maravilhas?
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Cursino NM. Avaliacao do efeito do atenolol no processo de reparo alveolar em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) [dissertacdo]. Aracatuba: Unesp -

Universidade Estadual Paulista; 2010.

RESUMO

A hipertensao arterial representa um fator de risco sistémico e condig&o
desfavoravel para tratamentos dentarios, especialmente aqueles que necessitam de
reparacdo o0ssea. O objetivo deste estudo foi avaliar o reparo alveolar em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) e o efeito do atenolol sobre este processo.
Wistar e SHR tratados ou ndo com 100mg/kg/dia (atenolol), foram submetidos a
extracdo do dente incisivo superior direito e sacrificados aos 7, 14, 21, 28 e 42 dias
apos a cirurgia. As hemi-maxilas foram removidas e as imagens radiograficas foram
realizadas. A analise radiografica foi obtida por meio do sistema digital Digora.
Andlises histoldgicas, histomorfométricas e reacdes imunoistoquimicas foram feitas
em cortes histologicos de 5um de espessura, os quais foram corados com
hematoxilina-eosina ou submetidos a imunomarcacédo para RANK, RANKL, OPG e
proteinas MMP-9. A analise histoldgica foi realizada por microscopia Optica e a
andlise histomorfométrica pelo software RGB / Leica Qwin Color. Os resultados
densitométricos e histomorfométricos foram analisados pela Anova two-way. Na
analise imunoistoquimica, utilizando um microscopio 6ptico, foram atribuidos scores
as imagens. Os resultados foram analisados pelos testes estatisticos Kruskal-Wallis
e Mann Whitney. As diferengas entre os resultados foram consideradas significativas
quando p<0,05. Reducado da densidade mineral 6ssea (DMO), menor porcentagem
de osso e menor espessura do trabeculado 6sseo foram observadas nos periodos
finais do reparo alveolar em SHR. Aumento da imunomarcacao para RANKL, RANK
e MMP-9 foi observado em 28 dias apés a cirurgia no alvéolo em SHR. Consistente
efeito do atenolol foi observado no reparo alveolar de ratos hipertensos. O atenolol
aumentou a DMO observada na maioria dos periodos analisados e aumentou a
espessura do trabeculado 6sseo nos 28° e 42° dias em alvéolos de SHR. Aumento
na marcacao para OPG aos 7° e 42° dias do reparo foram observados em SHR
tratados. Aumento na expressao de RANKL e MMP-9, aos 21° e 42° dias, e também

aumento da expressao de RANK ao 21° dia foram observados em alvéolos de SHR
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tratados com atenolol. Nossos dados sugerem que o atraso no reparo alveolar
observado em SHR estaria associado ao aumento do tdnus simpatico periférico
descrito nestes animais. Neste atraso, alteracdes na formacao e remodelacdo 6ssea
alveolar estariam associadas a expresséo diferencial de proteinas do metabolismo
0sseo OPG, RANKL, RANK e MMP-9, a qual é modulada pelo efeito do atenolol.

Palavras-chave: Processo alveolar. Ratos endogamicos SHR. Atenolol. Hipertenséo.

Imunoistoquimica. Densidade Ossea.
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Cursino NM. Evaluation of atenolol effect in alveolar healing process in
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ABSTRACT

Hypertension represents a systemic risk factor and unfavorable condition for dental
treatments, especially treatments that require bone healing. The purpose of this
study was to evaluate the alveolar wound healing in spontaneously hypertensive rats
(SHR) and the atenolol effect on this process. Normotensive Wistar rats and SHR,
untreated or treated with atenolol (100mg/kg/day), were submitted to the extraction of
the upper right incisive tooth and sacrificed at 7, 14, 21, 28 and 42 days after
surgery. The hemi-jaws were extracted and the radiographic images were obtained.
Radiographic analysis was performed by using the digital system Digora.
Histological, histomorphometric and immunohistochemical reactions were done in
histological sections, 5 um thick, stained with hematoxylin and eosin or subjected to
immunolabeling to RANK, RANKL, OPG and MMP-9 proteins. Histological analysis
was performed by light microscopy and histomorphometric analysis by Leica Qwin
Color/RGB software. The densitometric and histomorphometric results were also
analyzed by two-way ANOVA. In immunohistochemical analysis, using an optical
microscopy, scores were assigned to the images. Results were analyzed by Kruskal-
Wallis and Mann Whitney statistical tests. Differences between results were
considered significant when p <0.05. Reduced bone mineral density (BMD), lower
bone percentage and less thickness of trabecular bone was observed in the final
periods of alveolar bone healing in SHR. Increased RANKL, RANK and MMP-9
immunolabeling were observed at 28 days after surgery in SHR alveolus. Consistent
atenolol effect was observed on alveolar bone healing of hypertensive rats. Atenolol
increased the BMD observed in most of the periods analyzed and increased
trabecular bone thickness at 28 and 42 days in SHR alveolus. Increased OPG
immunolabeling at 7 and 42 days of alveolar healing were observed in treated SHR.
Increased expression of RANKL and MMP-9 at 21 and 42 days, and increased
RANK expression at 21 day was also observed in alveolus of SHR treated with

atenolol. Our results suggested that the delay in alveolar healing observed in SHR
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was associated with increased peripheral sympathetic tone described in these
animals. This delay, changes in alveolar bone formation and remodeling would be
associated with differential expression of proteins in bone metabolism OPG, RANKL,
RANK and MMP-9, which is modulated by the effect of atenolol.

Key-words: Alveolar process. Rats, inbread SHR. Atenolol. Hypertension.
Immunohistochemistry. Bone Density.
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1 INTRODUCAO

Reparo Alveolar

Embora a odontologia preventiva tenha adquirido elevada importancia nos
altimos anos, em algumas situacgdes clinicas especificas, como nos casos de céries e
doencas periodontais graves, fraturas, razées ortodonticas, dentes em ma ocluséo,
entre outras, ha a necessidade de se remover alguns dentes (PETERSON, 2000). A
partir do momento que o diagndstico é realizado e o plano de tratamento instituido é
a exodontia, varios fatores devem ser considerados, uma vez que eles podem
determinar alteracfes no processo de reparo aveolar. Com a remocéo de um dente,
a ferida cirargica devera ser necessariamente reparada com tecido 6sseo capaz de
suportar as pressoes exercidas pelo sistema mastigatério, que preenchera todo o
espaco anteriormente ocupado pelo dente e tecidos de sustentacdo. Um conjunto de
reacoes serd desencadeado no interior do o0sso alveolar, através da mesma
sequéncia de resposta de cicatrizacdo do organismo, salvas algumas
particularidades.

O estudo do processo de reparo do alvéolo dental tem sido realizado em céaes
(CLAFLIN, 1936; HUEBSCH; HANSEN, 1969), em ratos (ASTRAND; CARLSSON,
1969; JOHANSEN, 1970; PIETROKOVSKI; MASSLER 1967; TODO, 1968) em
porcos (JOHANSEN; GILHUUS-MOE, 1969), macacos (PIETROKOVSKI; MASSLER,
1971; SIMPSON, 1969) e no homem (AMLER, 1977; AMLER ET AL., 1960) levando
0s pesquisadores a definir, cronologicamente, as reacdes teciduais desencadeadas
no interior do alvéolo apds a extracdo dental, desde o seu completo preenchimento
por sangue até a sua reparacgao 0ssea total.

O processo de reparo do alvéolo dental se inicia imediatamente apés a
extracdo dental. A hemorragia, resultante do rompimento do feixe vascular do apice
dental e de vasos do ligamento periodontal, forma o coagulo sanguineo. Este é
gradualmente invadido por fibroblastos, originados em sua maioria por mitose e/ou
por diferenciacdo de células indiferenciadas presentes no ligamento periodontal e
também por capilares neoformados. O tecido conjuntivo formado mostra-se rico em
células e vasos e apresenta intensa sintese de fibras e substancia fundamental
amorfa pelos fibroblastos. Numa etapa seguinte, o tecido conjuntivo apresenta

evidéncias de maturacdo, com gradual diminuicdo do numero de células e vasos
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sanguineos, aumentando progressivamente a quantidade de fibras colagenas
(CARVALHO; OKAMOTO, 1978).

Todo (1968), em seu estudo sobre a resposta proliferativa inicial do processo
de reparo alveolar em rato, observou que os fibroblastos e as células endoteliais
migravam do periodonto gengival para as margens da ferida de extracédo dental e que
essas ceélulas também estavam presentes nos remanescentes do ligamento
periodontal. Ao observar a proliferacdo periostal proxima as margens do alvéolo,
verificou células labeis um dia apds a extracdo, assemelhando-se, essas células, aos
osteoblastos e células progenitoras responsaveis pela neoformacéo éssea da regido.

Astrand e Carlsson (1969) observaram em alvéolos de ratos que ao segundo
dia havia um preenchimento central por codgulo sanguineo e perifericamente, por um
novo tecido conjuntivo em organizacédo. Johansen (1970) sugeriu que a proliferacao
de células endoteliais, adventicias e sanguineas mononucleares pudesse fazer parte
da formacdo do tecido de granulacdo no alvéolo e que tais células poderiam ser
provenientes dos remanescentes da membrana periodontal. Segundo Okamoto e
Russo (1973), ao quarto dia pds-operatério, o tecido conjuntivo pode ser observado.
Ao sétimo dia pds-operatério, a neoformacao 6ssea estaria presente em grande parte
do alvéolo de rato, estando este totalmente preenchido por osso ao 16° dia
(ASTRAND; CARLSSON, 1969). Ao 22° dia, os autores nao conseguiram distinguir o
limite entre 0 0sso neoformado e a parede alveolar.

A fase de diferenciacdo 6ssea ou mineralizacdo € iniciada posteriormente a
fase de maturacdo do tecido conjuntivo, por volta do sétimo dia pds-operatério. Os
osteoblastos depositam matrizes organicas a partir do fundus alveolar formando um
tecido ostedide. A seguir, com a calcificacdo do tecido ostedide, sdo construidas as
trabéculas 6sseas. Considera-se completa a reparacdo do alvéolo quando este se
encontra totalmente preenchido pelo tecido 6sseo neoformado e a crista alveolar
remodelada, processo observado a partir do 21° dia pés-exoddntico em rato
(HADDAD et al., 1965), ao 48° dia no cdo e ao 64° dia na espécie humana
(CARVALHO et al., 1983). Qualquer fator que altere a sequiéncia morfolégica descrita
acima podera alterar a cronologia ou a qualidade do tecido 6sseo a ser formado.

Assim, a proliferagdo celular, o desenvolvimento do tecido conjuntivo, a
maturacdo desse tecido conjuntivo e a diferenciacdo 0ssea ou mineralizacdo séo
guatro fases fundamentais identificadas morfologicamente durante o reparo alveolar
(SIMPSON, 1960). Outros pesquisadores (PIETROKOVSKI; MASSLER, 1967)
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dividem o reparo alveolar em ratos em trés fases principais: fase inicial (1 a 5 dias),
na qual a organizacdo do coagulo seria completada e o alvéolo seria parcialmente
coberto por epitélio; fase de formacdo 6ssea (5 a 20 dias) e fase de remodelacao
0ssea (20 a 60 dias), na qual o osso jovem sofre maturacdo e a crista alveolar é

remodelada.

Alteracdes no reparo alveolar

O processo de reparo alveolar apds extracdo dental tem sido bastante
estudado por meio de métodos histologicos e radiograficos em humanos (AMLER et
al., 1960; BOYNE, 1966; CRESPI et al., 2009; DEVLIN; SLOAN, 2002; SALDANHA
et al., 2006; VAN DER WEIJDEN et al., 2009) e em animais (GORUSTOVICH et al.,
2008; MENDES et al., 2008).

Ocorrendo na cavidade bucal, o processo de reparo pode sofrer alteracdes
devido a fatores locais e sistémicos. Tem sido sugerido que fatores como o
procedimento cirdrgico empregado, o anestésico local, diferentes medicamentos e
materiais aloplasticos utilizados e as complicacdes pds-operatdrias, como a alveolite,
atrasam a cronologia do reparo alveolar (CARVALHO; OKAMOTO, 1978;
CARVALHO et al.,, 1983, SAAD NETO et al.,, 1982). Condicdes fisiolégicas e
patolégicas como gravidez (SANCHES, 1983), desidratacdo (CABRERA, 1982),
estresse (RESENDE; OKAMOTO, 1989), anemia (GIGLIO et al., 2000), diabetes
(GRANDINI, 1978; GRANDINI et al., 1970), nicotina (PINTO et al., 2002), hipofuncéo
da glandula salivar (DAYAN et al., 1992) apresentaram efeitos diretos na cavidade
oral e também alteraram o processo de reparo alveolar em humanos ou em animais.
Outros fatores que interferem no processo de reparo alveolar sdo a idade (AMLER,
1977), o uso de corticoides (SMALES, 1978), anticoncepcionais (CARVALHO;
OKAMOTO, 1981) e deficiéncias nutricionais (SMITH, 1975).

Entre os fatores listados acima, poderia ser incluida a hipertensao arterial,
uma vez que sua ocorréncia determina uma série de alteracdes fisioldégicas que sao
lesivas ao organismo quanto maior sua intensidade e duracdo (TARAZI; GRIFFORD,
1983).

Na literatura sdo encontrados dois estudos que avaliaram o efeito da
hipertensdo sobre o reparo alveolar apés exodontia em animais experimentais.
Murata et al., (1967 apud CARVALHO et al., 1983) estudaram o processo de reparo

alveolar apOs extracdo de pré-molares em caes com hipertensdao induzida por
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alteracao da atividade renal e sugeriram que, neste modelo experimental, o atraso na
cronologia do processo, seria diretamente proporcional & intensidade do efeito
pressor. Carvalho et al. (1983), sugeriram que a hipertensdo estaria associada a um
avanco na reparacao tecidual observada até o sexto dia apés a extracdo dos dentes
incisivos superiores de ratos hipertensos 1 Rim-1 Clip, nos quais a hipertenséo
também ¢é induzida por reducdo de perfusdo renal. No entanto, estes autores
descreveram que a qualidade de osso formado até o 21° dia pés-exodontico néo foi
semelhante ao observado em animais normotensos, ou seja, neste periodo o alvéolo
estava preenchido por tecido 6sseo imaturo. Em ambos os estudos, os resultados
obtidos apontam para uma alteragdo do processo de reparo alveolar associada a
hipertenséao.

No entanto, esses resultados ndo forneceram dados sobre 0s possiveis
mecanismos envolvidos no efeito da hipertensdo sobre o processo de reparo

alveolar.

Hipertensao e alteracdes em tecidos mineralizados

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) as doencgas
cardiovasculares sdo responsaveis por 16,7 milhdes de mortes por ano e a
hipertensdo arterial € responsavel por aproximadamente 7,1 milh6es de mortes
prematuras por ano, o que representa 13% do total geral de ébitos (WHITWORTH et
al., 2003). A hipertensdo arterial também € apontada como causa de 25% da
etiologia multifatorial da cardiopatia isquémica e 40% dos acidentes vasculares
cerebrais, e no Brasil, as doencas cardiovasculares sdo responséaveis por 33% dos
Obitos com causas conhecidas (PASSOS et al., 2006). Varios estudos tém indicado
gue tanto no Brasil como no mundo, as doencas cardiovasculares sdo as principais
causas de morte (LOUTZENHISER et al., 2002; MANCIA; GRASSI, 1998;
MUNTNER et al., 2002). Uma pesquisa do Ministério da Saude (MS) feita com 54 mil
adultos revela que a prevaléncia da hipertensdo aumentou, de 21,5%, em 2006, para
24,4%, em 2009 (BRASIL, 2010).

Diversas séo as causas envolvidas na fisiopatologia da hipertensao arterial,
entretanto, a grande maioria dos pacientes (90%) sdo ainda considerados
hipertensos primarios ou essenciais, enquanto que os demais dez por cento
apresentam hipertensdo secundaria, resultante de doencas do parénquima renal,

doencas vasculares e de lesdes de glandulas adrenais. A patogénese da hipertenséo
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arterial essencial €, em grande parte, indefinida, multifatorial e altamente complexa
(YE et al., 2000). H& indicacdes de que a hipertensdo essencial do adulto teria sua
origem na crianca. Abaixo dos dez anos de idade, a hipertensao arterial geralmente
(90% dos casos) é secundaria, sendo na maioria das vezes devido a doenca renal. A
hipertensao arterial essencial predomina acima dos dez anos, com niveis pressoricos
nao muito elevados, no percentil 95 ou discretamente acima dele. A prevaléncia da
hipertenséo arterial na crianca/adolescente situa-se entre 0,8% a 9%, média de 5%,

com significativa elevacéo na populacdo obesa (SANTOS et al., 2003).

Diferentes estudos clinicos e experimentais tém mostrado que a hipertensao
estaria associada a efeitos prejudiciais na qualidade e densidade de tecidos 6sseos
(AFGHANI; GORAN, 2007; IZAWA et al., 1985; VESTERGAARD et al., 2009). Entre
eles, muitos tém mostrado que ratos espontaneamente hipertensos apresentam
alteracdes importantes de metabolismo 6sseo, como aumento no turnover 4sseo e
reducdo na massa 0ssea cortical e trabecular (IZAWA et al., 1985; BARBAGALLO et
al., 1991; WANG et al., 1993).

O rato espontaneamente hipertenso (Spontaneously Hipertensive Rats, SHR),
€ um dos modelos mais usados para o estudo da hipertenséo arterial. Estes animais
nascem normotensos e a partir da 8% semana de nascimento desenvolvem
espontaneamente ou sem uma causa pré-determinante, um aumento de pressao
arterial, acima de 150mmHg, que se mantém por toda a vida do animal (OKAMOTO;
AOKI, 1963). Lucas et al. (1986) demonstraram que ratos SHR com idade de 23
semanas apresentam alteracdo 6ssea caracterizada por menor densidade 6ssea do
fémur (expressa pela média do contetdo mineral por espessura do fémur). Naito et
al. (1993) demonstraram que a densidade mineral 6éssea (DMO) do fémur esta
diminuida em SHR-SP (6 a 36 semanas). Pereira et al. (2007) também observaram
menor DMO do fémur de SHR. Estas alteracdes ndo seriam especificas ao fémur,
uma vez que Inoue et al. (1995) demonstraram que SHR, machos, fémeas, jovens e
velhos apresentam menor DMO na regido proximal da tibia (rica em 0sso trabecular)
gue ratos normotensos.

Considerando a alta prevaléncia de pacientes hipertensos e a importancia do
0sso alveolar para areas da clinica odontolégica como implantodontia e periodontia,
foram feitos estudos do osso alveolar em ratos SHR. Leite et al. (2005)

demonstraram que a perda 6ssea devido a doenca periodontal € maior em SHR do
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que nos ratos normotensos Wistar, condicdo associada ao maior numero de
neutrofilos e de osteoclastos presentes no local. Corroborando este resultado,
recentemente Bastos et al. (2010) demonstraram que a maior perda Ossea e
diminuida densidade d6ssea decorrente da doenca periodontal em SHR se deve a
maior expressdo da proteina RANKL em relagéo a expressédo de OPG, e ao elevado
namero de células TRAP positivas no 0sso alveolar destes animais. Como RANKL e
OPG séao importantes proteinas envolvidas no metabolismo 6sseo, e a TRAP, um
marcador de osteoclastos (reabsorcdo Ossea), 0s autores sugeriram gue a maior
perda Ossea observada em SHR estaria associada a alteracbes no turnover ou
remodelacao 6ssea.

As proteinas OPG, osteoprotegerina ou fator inibitério da osteoclastogénese,
RANK, receptor ativador do fator nuclear-kB e seu ligante RANKL sdo mediadoras de
varios processos celulares, incluindo o metabolismo 6sseo. No 0sso, osteoblastos
regulam a formacdo de osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea ao produzirem OPG e
RANKL. Possiveis modificacBes na integracdo entre as proteinas OPG, RANK e
RANKL levariam a alteracao na qualidade do tecido mineralizado formado (SIMONET
et al., 1997). Na membrana de células da linhagem de osteoclastos e em células
dendriticas estd presente a RANK (SUDA et al., 1999), proteina receptora
responsavel pelo controle da osteoclastogénese (KENEDA et al., 2000) e
metabolismo do caélcio. Recentemente, a presenca de RANK foi demonstrada
também em osteoblastos (SOUZA et al., 2010). O ligante da RANK, RANKL, é uma
proteina produzida pelos osteoblastos, células do estroma ésseo e pelos linfoécitos T
ativados e pode promover a reabsorcdo 6ssea ao ligar-se a RANK na superficie de
pré-osteoclastos, estimulando sua diferenciacdo e ativacdo em osteoclastos. A OPG
(SHALHOUB et al., 1999; SUDA et al., 1999), uma proteina também produzida por
osteoblastos e células do estroma 0sseo, é capaz de se ligar a RANKL impedindo
sua ligacdo a RANK. Ligando-se a RANKL, a OPG inibe a maturacdo dos
osteoclastos, contendo assim a osteoclastogénese e o desenvolvimento de linfocitos.

A polpa dental e culturas celulares de odontoblastos também expressam OPG,
RANKL e M-CSF (fator estimulador de col6nia de macrofagos). In vivo, RANKL e
OPG foram localizadas em odontoblastos, ameloblastos e células de polpa de dentes
em desenvolvimento de camundongos (RANI; MACDOUGALL, 2000), assim como

no botdo epitelial, nos epitélios internos e externos e no mesénquima da papila dental
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(OHAZAMA et al.,, 2004), sugerindo a participacdo destas proteinas no
desenvolvimento dental.

Coutinho (2005) estudou e demonstrou a expressdo de OPG, RANKL, RANK
em células e no tecido conjuntivo presente nos diferentes periodos de reparo em
alvéolos de ratos Wistar. Recentemente, Luvizuto et al. (2010) sugeriram que 0
atraso do reparo alveolar observado em ratas wistar ovarectomizadas estava
associado a alteracdo na expressdo de OPG e RANKL nos diferentes periodos do
reparo.

Modificacbes na integracdo das proteinas OPG/RANK/RANKL com
consequente alteracdo na formacdo e remodelagdo Ossea, tém sido também
associadas ao uso de medicamentos anti-hipertensivos, como 0s antagonistas de
receptores B-adrenérgicos (ELEFTERIOU et al., 2005; SATO et al., 2010; TAKEDA et
al., 2002). As primeiras evidéncias experimentais do efeito destes medicamentos
foram obtidas a partir de estudos em modelos experimentais de defeitos 6sseos
criados no terco médio da diafise femoral e subsequentemente preenchidos com
matriz éssea desmineralizada, nos quais o tratamento com baixas doses de
propranolol por 19 dias consecutivos aumentou o indice de aposicdo mineral do
tecido esponjoso ou trabecular, aumentou o calo 6sseo e unido 6ssea (MINKOWITZ
et al., 1991). Também foi observado que, em modelo experimental de perda 6ssea
induzida por auséncia de carga mecanica (tail-suspension), o tratamento por 30 dias
consecutivos com propranolol (5g/L, diluido em &gua) preveniu a perda éssea
associada a falta de carga mecéanica (ASSEUR et al., 2003). Estudos clinicos
epidemiologicos também demonstraram que o uso de p-bloqueadores, como anti-
hipertensivos, estava associado com uma reducdo de 23-30% no risco de fraturas
vertebrais ou ndo vertebrais (méo, antebraco, pé) em mulheres menopausadas
(PASCO et al., 2004; SCHLIENGER et al., 2004). Juntos, estes estudos sugerem que
0 tratamento com antagonistas [B-adrenérgicos estaria diretamente envolvido com
ganho de massa 6ssea, aumento de densidade 6ssea e formacdo 6ssea em animais

e em humanos.

A partir destas observagoes, tem sido sugerido que o turnover ou remodelacao
0ssea seria controlado pelo sistema nervoso central, com participagdo do sistema
nervoso autbnomo simpético (SNS) como componente periférico (ELMQUIST;
STREWLER, 2005; TOGARI; ARAI, 2008; TOGARI et al., 2005; CHENU;
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MARENZANA, 2005) e da leptina como regulador das vias nervosas centrais
envolvidas (ELEFTERIOU et al.,, 2005; TAKEDA et al., 2002). A ativacdo de
receptores B-adrenérgicos em osteoblastos pela noradrenalina, levaria a producdo da
proteina RANKL que estimularia a formacdo de osteoclastos. Assim, o efeito dos
antagonistas p-adrenérgicos sobre os tecidos mineralizados estaria correlacionado
com a reducdo da formacdo de osteoclastos, inibindo, desta forma, a reabsorcéo

Ossea.

Recentemente, Sato et al. (2010) demonstraram que o tratamento de SHR
com baixas doses de propranolol previne a perda 0ssea e a fragilidade biomecénica
naturalmente desenvolvida por estes animais. Este resultado corrobora a sugestao
de que os indices reduzidos de formacdo Ossea e aumento da atividade
osteoclastogénica observados em SHR, que contribuem para que este modelo
experimental de hipertensdo seja considerado também um modelo de osteoporose
(BARBAGALLO et al.,, 1991; IZAWA et al., 1985; WANG et al., 1993), estariam
associados a uma maior atividade do ténus do SNS (sistema nervoso simpatico)
periférico (KLEMORA et al.,, 1999; NAGATSU et al., 1971,1974) descrito

anteriormente nestes animais.

Outros mecanismos, nao controlados diretamente pelo SNS, poderiam
contribuir para as alteracfes associadas ao metabolismo de tecidos mineralizados
em SHR. As metaloproteinases de matriz (MMPSs) representam a maior classe de
enzimas responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular, e
participam diretamente de diferentes processos fisioldgicos, entre eles a cicatrizacao
de feridas (SOUZA; LINE, 2002).

Foi sugerido que a inibicdo da MMP-2 e MMP-9 por sais de zinco interfere na
remodelacdo Ossea alveolar (Souza et al., 2000), mas a inibicdo dessas enzimas por
minociclina ndo altera o crescimento dental em ratos (Gerlach et al.,, 2002). Estas
enzimas participam da fase de remodelacdo apds a extracdo dental promovendo
digestdo da matriz extracelular provisoria para substituicdo por osso neoformado, e
também da fase inicial de formagcdo Ossea alveolar, com aumento progressivo da
expressdo e da atividade de MMP-2 e MMP-9 no periodo de 3 a 5 dias apos a
extragdo dental em ratos (SILVA et al., 2001). Redugé&o na expressao e na atividade

de MMP-2 e MMP-9 foram associadas aos efeitos prejudiciais da ciclosporina A
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(SILVA et. al, 2001) e da deficiéncia estrogénica (ZECCHIN et. al, 2005) sobre as
fases inicias do reparo alveolar em ratos machos e fémeas respectivamente.

N&o encontramos na literatura estudos que avaliassem possiveis alteracfes
na expressao das proteinas OPG, RANKL, RANK e MMP-9 nas fases de formacao e
remodelacdo dssea do processo de reparo alveolar em animais hipertensos.
Também néo foram encontrados estudos que avaliassem o efeito de antagonistas [3-

adrenérgicos sobre o processo de reparo alveolar.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito da hipertensdo e do atenolol
no processo de reparo alveolar e a participagcdo de proteinas relacionadas ao
metabolismo 6sseo neste processo.

Os experimentos foram realizados com o objetivo de responder as

seguintes perguntas:

1- O processo de reparo alveolar est alterado em ratos espontaneamente

hipertensos?

2- As proteinas OPG, RANK, RANKL e MMP-9 participam das possiveis

alteracdes encontradas?

3- O tratamento com o anti-hipertensivo atenolol modula as possiveis

alteracdes encontradas?



Materiais e
Metodos
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3 MATERIAIS E METODOS

Os protocolos experimentais desenvolvidos neste estudo foram previamente
aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da Faculdade
de Odontologia, Campus de Aracatuba, Unesp, de acordo com o protocolo n° 2008-
001397. Certificado em anexo (Anexo A).

Animais

Neste estudo foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
pesando entre 180 e 230g, com idade entre 2 e 3 meses, de uma cepa mantida no
Biotério do Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba (FOA) — Unesp. Como controle experimental, foram utilizados ratos Wistar
com peso e idade semelhantes aos animais SHR. Os ratos Wistar foram fornecidos
pelo Biotério Central da FOA - Unesp. Os animais foram mantidos em condi¢des
controladas de temperatura (22-24° C) com ciclo de luz (12h/luz e 12h/escuro) no
Biotério do Departamento de Ciéncias Bésicas e foram alimentados com &gua
potavel e racao ad libitum.

Somente SHR com presséo arterial sistdlica maior ou igual a 150 mmHg e
ratos normotensos Wistar com pressdo arterial sistélica em torno de 112 mmHg

foram utilizados nos experimentos.

Medida de pressao arterial

O registro da pressao arterial sistolica (PAS) foi realizado pelo método indireto
de pletismografia de cauda, com a utilizacdo de pletismégrafo adaptado para
medidas em ratos. A PAS foi aferida nos periodos pré-operatério e pos-operatorio em

dias determinados nos diferentes grupos experimentais.
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Grupos experimentais

Os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais: 1) Wistar sem
tratamento 2) Wistar tratado com atenolol 3) SHR sem tratamento 4) SHR tratado
com atenolol. Para cada grupo, foram avaliados cinco (5) animais em 5 diferentes

tempos apds a exodontia: 7, 14, 21, 28 e 42 dias.

Tratamento

Ratos Wistar e SHR foram tratados com o anti-hipertensivo atenolol na dose
de 100mg/kg/dia por via oral. O tratamento foi iniciado sete (7) dias antes de ser
realizada a exodontia e foi mantido apds a cirurgia até os periodos determinados
para o sacrificio (7, 14, 21, 28 e 42 dias). O atenolol foi diluido em volume de agua
pré-determinado (50 a 60ml de agua/dia) a ser ingerido durante 24 horas (um dia)
por rato. Os ratos controles (ndo tratados) receberam o mesmo volume de agua sem

a adicao de atenolol.

Cirurgia e Eutanasia

Os animais foram anestesiados com administracdo intramuscular da
associacdo de 50mg/kg cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal
Ltda., Campinas Sao Paulo, Brasil) e 10mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser —
Laboratério Calier do Brasil Ltda. — Osasco, Sédo Paulo, Brasil) e submetidos a
cirurgia para exodontia do dente incisivo superior direito seguindo a técnica
padronizada por Okamoto e Russo (1973). As bordas das feridas cirargicas foram
suturadas com fio cirrgico estéril e absorvivel Vycril 5-0 (poliglactina 910) Ethicon® .
As etapas da cirurgia foram apresentadas em sequéncia de imagens na figura 1.
Todos os animais receberam 0,2 mL de Pentabi6tico Veterinario Pequeno Porte

(1,79/3mL Fort DODGE®) administrado por via intramuscular.
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Figura 1- Sequéncia das etapas da exodontia: A- anti-sepsia, B- posicionamento do
instrumento, C -luxacéo, D e E- exodontia, F- ferida cirdrgica j& suturada.

59
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Os ratos foram sacrificados em camara saturada com halotano nos diferentes
dias pos-cirurgicos. Em seguida, a hemi-maxila direita foi separada da esquerda, por
meio da incisdo sagital mediana que acompanha a sutura inter-maxilar. Foram
obtidas as pecas dos alvéolos apds cortes com tesoura reta tangenciando a face
distal dos molares. As pecas foram colocadas em solucdo de formalina tamponada
10%, pH=7, por 24 horas. Apos este periodo, as pecas foram limpas para remoc¢éo

de tecidos moles e radiografadas.

Imagens radiograficas e Anélise densitométrica

Para obtencdo das imagens radiograficas foi utilizado aparelho de raios-X GE-
100 (General Eletric, Milwaukee, EUA), operando com 50 kvp, 10 mA, 10 impulsos
(ou 0.166s). A distancia foco-filme foi de 40 cm, com incidéncia perpendicular ao
plano filme-objeto. A imagem digital direta foi obtida com a placa Optica do sistema
digital Digora (Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). Sobre cada placa
Optica foi colocada uma das pecas anatdomicas e uma identificacdo com letras de
chumbo. Foi obtida uma imagem de cada peca anatdmica dos animais dos diferentes
grupos experimentais (Wistar, Wistar tratado, SHR e SHR tratado). As leituras das
placas Opticas sensibilizadas foram efetuadas em scanner a laser do equipamento
Digora e as imagens foram analisadas no software Digora for Windows 1.51 (Fig.2).
Este software possibilita, entre outros recursos, a determinacdo da densidade
radiografica (andlise densitométrica), ou seja, a radiopacidade de um determinado

objeto, através de seus niveis de cinza.

Para analise, foram selecionadas areas de tamanho padronizado (medida em
pixel — pi) para leitura no terco médio do alvéolo (18X46 pi). O valor de densidade
média foi utilizado para os calculos necessarios. Para o teste estatistico foi utilizada a
analise de variancia com dois fatores (Anova two-way) seguido do teste de

comparacao multipla de Tukey.
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FIGURA 2- Imagem radiogréfica do alvéolo dentéario indicando a area onde foi analisada
a DMO (densidade mineral 6ssea) no terco médio do alvéolo pelo software

Digora.
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Processamento histoldgico

Imediatamente apoOs a radiografia, as pecas anatdbmicas foram novamente
imersas em formalina tamponada 10% por mais 24 horas para a fixacdo dos tecidos.
Apos este periodo, foram lavadas em agua corrente por 24 horas e entéo foi iniciada

a descalcificagdo seguindo técnica previamente padronizada.

Para a descalcificacdo das pecas foi utilizada solucdo de EDTA 4,13%
(Preparo da solucdo de EDTA: em um litro de tampéo fosfato, pH 7,2, diluir os
solutos EDTA (41,3 g) e NaOH (4,4 g)). As pecas foram colocadas individualmente
em frascos plasticos com solucdo de EDTA e mantidos sob refrigeragcdo em
geladeira a 4°C. A solugdo de EDTA foi trocada semanalmente durante todo o
periodo de descalcificacdo (aproximadamente sete semanas) até que fosse
identificada a descalcificacdo necessaria. Esta identificacdo foi feita por método
mecéanico simples (penetracdo, sem resisténcia, de uma agulha anestésica

odontoldgica na peca anatémica).

Em seguida, as pecas descalcificadas passaram pelo processo de
diafanizacao, realizado seguindo a sequéncia de alcoois e xilol descrita a seguir:
alcool 70% - 1 hora, &lcool 80% - 1 hora, alcool 90% - 13 horas, alcool 95% - 1 hora,
alcool 100% (primeira etapa) — 1 hora, alcool 100% (segunda etapa) — 1 hora, alcool
100% (terceira etapa) — 1 hora; alcool associado a xilol — 20 minutos; xilol (passo ) —

20 minutos, xilol (passo Il) — 20 minutos, e na sequéncia foram incluidas em parafina.

Os cortes foram feitos com uma espessura de 5um com navalhas de aco 18
cm (Leica) e corados em hematoxilina e eosina seguindo metodologia descrita a
seguir: Inicialmente foram dissolvidos a hematoxilina (5g) em 50ml de alcool absoluto
e 100g de alumen de potassio em um litro de agua destilada quente. Ambas as
solugdes foram misturadas entre si e, posteriormente, acrescentou-se 2,5g de 6xido
vermelho de mercurio até a solucao final obter coloracdo purpura escura. Depois de
preparada, a solugcdo de hematoxilina 0,5% foi rapidamente resfriada e filtrada,
estando, assim, prépria para o uso. Para o preparo da eosina foi realizado o mesmo

procedimento substituindo-se a hematoxilina por 10g de eosina, obtendo-se, ao final,
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uma solucao de eosina a 1%. Para a coloracéo das laminas com HE (hematoxilina e
eosina) realizaram-se as seguintes etapas na sequéncia de 1- 20:

1- Xilol I por 10 minutos;

2- Xilol Il por 10 minutos;

3- Alcool 100% | por 1 minuto;

4- Alcool 100% Il por 1 minuto;

5- Alcool 100% Il por 1 minuto;

6- Alcool 95% por 1 minuto;

7- Alcool 75% por 1 minuto;

8- Agua corrente rapidamente;

9- Hematoxilina por cerca de 5 minutos;
10- Agua corrente até clarear;

11- Eosina por cerca de 30 segundos;
12- Agua corrente rapidamente;

13- Alcool 95% | rapido;

14- Alcool 95% Il rapido;

15- Alcool 100% | por 30 segundos;
16- Alcool 100% Il por 30 segundos;
17- Alcool 100% IIl por 30 segundos;
18- Xilol I por 5 minutos;

19- Xilol Il por 5 minutos;

20- Montagem da lamina (1 ou 2 gotas de balsamo “Permount” sobre a lamina

e sobreposicao da laminula).
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Anélise histomorfométrica

Foram obtidos dois cortes de cada hemi-maxila dos animais. Os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina para a analise morfométrica do tecido 6sseo em
formacdo no terco médio do alvéolo de ratos Wistar, Wistar tratado, SHR e SHR
tratado. As laminas foram codificadas e o examinador ndo conhecia a procedéncia
dos cortes histolégicos. Uma area de 897,8 x 1263,7um foi analisada em cada regiao
histolégica do terco médio e examinada por microscopia de luz com objetiva de 20X.
As imagens foram obtidas com uma camera digital (JVC TK1270 Color Video
Céamera) acoplada ao microscopio e analisadas pelo software Leica Qwin Cor / RGB
(Figs.3 e 4). O porcentual 6sseo da area e a espessuras das trabéculas foram
medidos e comparados entre os grupos. Foram feitas vinte medidas diferentes das
espessuras das trabéculas em cada lamina. Posteriormente, o valor médio destas
medidas foi analisado e comparado entre os grupos. Para o teste estatistico foi
utilizada a analise de variancia com dois fatores (Anova two-way) seguido do teste de

comparacao multipla de Tukey.

Andlise Imunoistoquimica

Para o processamento imunoistoquimico foi utilizado como anticorpo primario
a osteoprotegerina (OPG, Goat (cabra) anti-opg - Santa Cruz Biotechnology,
SC21038), a RANKL (Goat anti-rankl - Santa Cruz Biotechnology, SC7627), RANK
(Goat anti-rank - Santa Cruz Biotechnology, SC7626), MMP-9 ( Goat anti-MMP9 -
Santa Cruz Biotechnology, SC6840). Como anticorpos secundarios utilizamos o0s
anticorpos contra IgG de cabra biotinilado (anti-Goat IgG-HRP, PIERCE).

O método de deteccdo foi efetuado por imunoperoxidase e a 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada como cromégeno

seguido pela contra-coloragdo nuclear com Hematoxilina de Harri's.

Os procedimentos de controle foram feitos pela omissdo dos anticorpos

primarios (controle negativo).
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Figura 3- Imagem histol6gica do terco médio de alvéolo dentario de SHR ao 21° dia pOs-
cirurgico. Matriz 6ssea marcada em azul pelo software Leica Qwin Cor / RGB. (20X)

Figura 4. Imagem histoldgica do terco médio de alvéolo dentario de Wistar ao 14° dia pos-
cirurgico. Marcagdo da espessura das trabéculas em verde pelo software Leica Qwin Cor /
RGB. (20X)
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Seccdes longitudinais de 5um das pecas anatdomicas foram colocadas em
laminas histologicas e desparafinizadas de acordo com protocolo padrédo. O bloqueio
da atividade da peroxidase enddgena foi realizado com agua oxigenada 3%
(Perhidrol 30% H,0, - MERCK) por 45 minutos. As seccdes sofreram recuperacao
antigénica por tampao citrato (pH 6,0 — 55°C) e posteriormente foram incubadas por
18h a 4°C com anticorpos primarios especificos para as proteinas a serem
analisadas e em concentracdes previamente testadas e padronizadas. Apds 18h as
laminas foram lavadas com PBS (3 banhos) e incubados com um segundo anticorpo
biotinilado, por mais 1h a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
novamente lavadas em PBS e re-incubadas com o complexo StreptAvidina-biotina
(Strept ABComplex/HRP-Dako) por 45min.

O padrao de distribuicdo da imunocoloracéo foi analisado qualitativamente,
atribuindo-se os scores 0 (sem marcacgdo), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3
(intensa), a fim de avaliar a expressao das proteinas. A analise foi realizada em
microscopio Optico convencional e os scores foram atribuidos por um Unico
observador, previamente calibrado. As laminas foram codificadas e o examinador

desconhecia a procedéncia dos cortes histolégicos.

Os resultados foram expressos pela mediana e analisados por teste (ndo
paramétricos) de Kruskal-Wallis e teste de comparacao multipla de Dunn para avaliar
os periodos dentro de cada grupo e teste de Mann Whytney para comparacédo entre
0S grupos em cada periodo especifico, sendo consideradas as diferencas

significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS
Presséo Arterial Sistolica (PAS)

A PAS foi aferida antes da cirurgia e nos periodos de 7, 14, 21, 28 e 42 dias
pés-cirargicos. A PAS de SHR foi maior (p<0,05) que a de Wistar em todos o0s
periodos analisados. A partir do inicio do tratamento com atenolol, foi observada
importante reducdo da PAS em SHR que se manteve durante todo o periodo de
tratamento, assim SHR tratados com atenolol apresentaram PAS menor (p<0,05) que
de SHR nao tratados em todos os periodos analisados. O tratamento com atenolol

nao alterou a PAS de ratos normotensos Wistar (Fig. 5).

70 1 T T T T T
0 7 14 21 28 42

FIGURA 5- PAS de ratos Wistar (circulos abertos), Wistar tratado com atenolol
(circulos fechados), SHR (quadrados abertos) e SHR tratado com atenolol
(quadrado fechado). Os pontos representam a média + EPM dos
experimentos realizados (n=5). *p<0,05 entre SHR e outros grupos. #

p<0.05 entre SHR tratados e outros grupos (Anova).
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Estudo comparativo do processo de reparo alveolar entre ratos normotensos

Wistar e hipertensos SHR

Anélise Densitométrica

A Densidade Mineral Ossea (DMO) média foi avaliada no terco médio dos
alvéolos de ratos Wistar e SHR, nos diferentes tempos pés-cirargicos. Na tabela 1,
os valores de DMO maxima, média e minima do terco médio foram demonstrados e
comparados entre 0s grupos. Nos graficos, apresentados abaixo, apenas os valores

obtidos de DMO média no tergco médio foram comparados entre 0S grupos.

No terco médio do alvéolo de ratos Wistar (Tab.l, Fig. 6) nao foram
observadas diferencas entre os valores de DMO média e maxima entre os 7°, 14°,
21° e 42° dias de reparo alveolar, no entanto foi observado aumento da DMO média
e maxima no 28° quando comparado aos 7° e 14° dias pds-cirargicos. Ndo houve
diferenca entre os valores de DMO minima nos periodos analisados. Os dados
demonstraram que a formacdo Ossea no terco médio pode ser detectada pelo

aumento dos valores de DMO média ao 28° dia de reparo alveolar em ratos Wistar.

No tergco médio do alvéolo de SHR, nédo foram detectados aumentos entre 0s
valores de DMO média, maxima ou minima nos dias analisados, no entanto, os
menores valores de DMO média e minima foram observados ao 28° dia quando

comparados aos outros dias pos-cirdrgicos (Tab. 1, Fig. 6).

Quando comparados os grupos (Tab.1, Fig. 6), foi observado que os valores
de DMO méxima aos 14° 21° e 42° dias estariam aumentados no terco médio de
alvéolos de SHR quando comparados aos de Wistar. No entanto, estes valores
aumentados de DMO méxima ndo foram suficientes para alterarem a DMO média,
sendo que os valores de DMO média dos referidos periodos em alvéolos de SHR
ndo foram diferentes dos observados em alvéolos de Wistar. Ao comparar 0S grupos
também foi observado que ao 28° dia, os valores de DMO média e minima eram

menores no ter¢co médio de alvéolos de SHR.
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Tabela 1- Densidade mineral éssea do tergco médio de ratos Wistar e SHR.

DMO MEDIA DMO MINIMA DMO MAXIMA

DIAS WISTAR SHR WISTAR SHR WISTAR SHR

7  159,0+0,9bA  164,0+4,9abA 146,4+1,4aA 153,2+54abA 176,4+2,1bA 180,4+4,1aA
14 160,2%#4,4bA  166,1+2,5abA 146,2+4,9aA 149,6+3,7abA 175,4+29bB 182,6+1,1aA
21 164,6+1,3abA 171,2+0,8aA 151,0%1,5aA 155,0+1,2aA 180,0+1,9abB 188,2+1,2aA
28 171,3+1,5aB  159,4+1,8bA  155,6+1,5aA 142,4+2,2bB  187,0+2,6aA 181,6%1,4aA

42 163,4+1,3abA 170,6%2,7aA  148,0%1,4aA 152,2+2,8abA 181,2+1,8abB 189,6%2,4aA

Médias + EPM seguidas de letras distintas, maitsculas na linha e mindsculas na coluna,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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FIGURA 6- Densidade mineral 6ssea (DMO) média do terco médio do alvéolo dental de
Wistar (W) e SHR (S). As barras representam a média + EPM dos valores obtidos
em cinco diferentes alvéolos para cada periodo analisado. Letras distintas,
minUsculas comparacdo entre os periodos e mailsculas, comparacdo entre 0s

grupos, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Diferente do observado em alvéolos de ratos Wistar, ndo foi possivel detectar
pela analise radiografica, aumentos significativos de formacéo 6ssea nos alvéolos de
SHR, sendo observada nesse grupo menor DMO ao 28° dia quando comparada aos
periodos de 21 e 42 dias. Estes resultados demonstram que alteracfes importantes
na formagdo de tecidos mineralizados em alvéolos de SHR podem ser detectadas

por esta metodologia.
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Analise Histoldgica qualitativa
Pela analise histologica qualitativa (objetiva de 16X), as diferengas histolégicas

no terco médio dos alvéolos foram correlacionadas aos diferentes periodos avaliados

€ ao grupo experimental.

7 DIAS

Em alvéolos de ratos Wistar, foi observado que o terco médio encontrava-se
ocupado por trabéculas 6sseas neoformadas, em alguns pontos espessas e, em
outros, delgadas (Fig. 7A).

No terco médio de alvéolos de ratos SHR, foi observada a presenca de
delgadas trabéculas 0sseas neoformadas com osteoblastos em suas bordas (Fig.
7F). O tecido conjuntivo sem diferenciacdo Ossea, exibiu moderado numero de

fibroblastos e alguns macrofagos e linfocitos.

14 DIAS

Nos tercos médio dos alvéolos de ratos Wistar, foi notada presenca de
trabéculas Osseas discretamente mais organizadas, ocupando regularmente o
espaco avaliado (Fig. 7B). O tecido conjuntivo, sem diferenciacdo 0ssea, apresentou
moderado namero de fibroblastos.

Em alvéolos de SHR, foi evidenciada a presenca de trabéculas Osseas,
geralmente pouco organizadas (Fig. 7G) preenchendo o espacgo considerado (terco
médio). O tecido conjuntivo, sem diferenciacdo 0ssea, apresentou moderado niimero
de fibroblastos.

Os dados mostraram que, pela analise histologica, neste periodo ja € possivel
verificar pequenas diferengcas na organizacdo das trabéculas (pouco organizadas)
presentes no terco medio de alvéolos de SHR.

21 DIAS

No terco médio de alvéolos de ratos Wistar, foi evidenciado tecido 6sseo
neoformado bem desenvolvido, ocupando regularmente todo o espaco analisado
(Fig. 7C).

Em alvéolos de SHR, ao nivel do terco médio, as trabéculas 6sseas estavam
bem desenvolvidas, mostrando-se mais regulares (Fig. 7H). No entanto, foram
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observadas inUmeras areas ocupadas por tecido conjuntivo sem diferenciacédo 6ssea

exibindo moderado ndmero de fibroblastos.

Ao 21° dia, apesar da presenca de trabéculas dsseas bem desenvolvidas, a
presenca de muitas reas ocupadas por tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea e
fibroblastos no terco médio de SHR, sugere um atraso do reparo em relacdo aos
ratos Wistar.

28 DIAS

Em Wistar, o alvéolo dental encontra-se totalmente preenchido por trabéculas
O0sseas bem diferenciadas (Fig.7D), as quais estariam relacionadas aos valores
aumentados de DMO média, que foram observados especificamente neste periodo
na analise densitométrica.

No terco médio alveolar de SHR, foi observada a presenca de trabéculas
0sseas espessas e bem regulares (Fig. 71). Em alguns pontos, no entanto, &reas com

tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6éssea podiam ser ainda observadas.

Ao 28° dia, a persisténcia do tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6éssea em
areas do terco médio de alvéolos de SHR, estaria correlacionada com os menores
valores de DMO detectados pela analise densitométrica e corrobora a sugestao de

atraso no reparo alveolar nestes animais em relacao aos ratos Wistar.

42 DIAS

Em todos os animais do grupo Wistar, notou-se ao longo de toda extenséo do
alvéolo dental, a presenca de tecido 6sseo neoformado totalmente diferenciado (Fig.
7E), condicao tecidual muito préxima aguela observada ao 28° dia. Os valores de
DMO observados neste periodo ndo foram diferentes dos observados ao 28° dia.

Em todos os espécimes de SHR, ao longo de toda extenséo do alvéolo dental,
observou-se presenca de tecido ésseo totalmente diferenciado (Fig. 7J).

No 42° dia, ndo houve diferencas histolégicas no reparo alveolar entre SHR e

Wistar, o que também ndo foi detectado pela analise radiografica.
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Figura 7. Imagens histoldgicas do terco médio do alvéolo em ratos. (Objetiva de 16X)
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Analise histomorfométrica do terco médio do alvéolo

Percentual de tecido 6sseo em Wistar e SHR

Para avaliarmos se as possiveis diferengcas qualitativas detectadas pelas
andlises histologicas poderiam ser quantitativamente medidas, procedemos a analise
histomorfométrica do terco médio alveolar de ambos os grupos. Inicialmente,
relacionamos o porcentual 6sseo com o dia de reparo e comparamos estes valores

entre 0s grupos de animais.

Quando analisado o percentual 6sseo no terco médio de alvéolos de ratos
Wistar foi observado um aumento deste percentual aos 14°, 21°, 28° e 42° dias
guando comparado com o 7° dia pés-cirargico. Aos 28° e 42° dias foi observado um
aumento quando comparado ao 14° dia, e ainda um aumento no 42° dia quando
comparado ao 21° dia pos-cirargico. (Tab.2; Fig.8), demonstrando aumento

progressivo de formacado 6ssea até o 42° dia pds-cirargico.

O percentual 6sseo em SHR expressou aumento nos 14°, 21°, 28° e 42° dias
quando comparado ao 7° dia pds-cirlrgico, expressou aumento também nos 21°, 28°
e 42° dias quando comparado ao 14° dia pds-cirargico. (Tab.2; Fig.8). Entre os dias
21, 28 e 42 nado houve diferenca entre os valores obtidos, demonstrando que o
processo de reparo alveolar ndo apresenta a mesma progressao de formagédo 0ssea

gue observada alvéolos de ratos Wistar.

Quando comparados os valores obtidos entre os grupos Wistar e SHR, foi
observado um reduzido percentual 6sseo em SHR aos 14° 28° e 42° dias (Tab.2;
Fig.8). Os valores reduzidos de porcentual 6sseo estariam correlacionados com
menores areas de tecido 0sseo formado, uma vez que foram observadas ao 21° e
28° dias, areas com tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea em alvéolos de ratos
SHR.
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Tabela 2- Percentual de tecido 6sseo em ratos Wistar e SHR

% TECIDO OSSEO

DIAS WISTAR SHR
7 10,13£1,47dA 4,65+1,43cA
14 31,16+4,26¢cA 20,53+2,42bB
21 40,28+3,18bcA 38,88+2,70aA
28 49,34+2,08abA 35,66+3,79aB
42 57,25+2,15aA 46,10+1,36aB

Médias seguidas de letras distintas, mindsculas na coluna e mailsculas na linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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FIGURA 8- Percentual de tecido 6sseo do terco médio do alvéolo dental de Wistar (W) e
SHR (S). As barras representam média £+ EPM dos valores obtidos em cinco
diferentes alvéolos para cada periodo analisado. Letras distintas, mindsculas
comparacdo entre 0s periodos e maildsculas, comparacdo entre 0S grupos,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Espessuras das trabéculas 6sseas

Quando analisado o trabeculado ésseo em ratos Wistar foi observado
aumento da espessura das trabéculas 6sseas ao longo dos periodos analisados,
sendo constatado aumento significativo aos 14°, 21° 28° e 42° dias quando

comparado ao 7° dia pos-cirargico, observando também este aumento ao 42° dia
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pés-cirargico quando comparado aos 14°, 21° e 28° dias pos-cirurgicos. Nao houve
diferenca nas espessuras das trabéculas entre os 14°, 21° e 28° dias (Tab.3; Fig.9).
Estes dados demonstram que a espessura das trabéculas Osseas aumenta
progressivamente com a evolugdo do processo de reparo alveolar em ratos Wistar,

assim como observado no percentual de tecido 0sseo.

Em SHR, foi observado aumento do trabeculado 6sseo aos 14°, 21°, 28° e 42°
dias quando comparado ao 7° dia poés-cirirgico. Foi observado também esse
aumento nos 21°, 28° e 42° dias poOs-cirurgicos quando comparado ao 14° dia poés-
cirargico. No 42° dia pos-cirargico foi observado um aumento da espessura das
trabéculas O6sseas quando comparado aos 21° e 28° dias pos-cirtrgicos (Tab.3;
Fig.9), sugerindo progresso no aumento da espessura das trabéculas até o 42° dia

pés-cirdrgico.

Quando comparados os valores das espessuras do trabeculado 0Osseo
formado nos alvéolos de ambos os grupos, foi observado que as espessuras das
trabéculas em alvéolos de SHR aos 7° e 42° dias pés-cirargicos eram menores do
que em alvéolos de ratos Wistar (Tab.3; Fig.9), embora a mesma espessura das

trabéculas fosse observada nos outros periodos.

Tabela 3- Espessura do trabeculado 6sseo em ratos Wistar e SHR.

ESPESSURA DO TRABECULADO OSSEO (um)

DIAS WISTAR SHR
7 41,30+1,83cA 29,09+1,51dB
14 65,42+5,97bA 56,60+1,86CA
21 77,71+4,6 1bA 80,20+2,35bA
o8 72,34+4,45bA 75,22+2,46bA
42 111,87+4,49aA 99,18+3,43aB

Médias seguidas de letras distintas, minusculas na coluna e mailsculas na linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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150+

Espessura do trabeculado ésseo

FIGURA 9- Espessura do trabeculado 6sseo do terco médio do alvéolo dental de Wistar (W)
e SHR (S). As barras representam a média + EPM dos valores obtidos em cinco
diferentes alvéolos para cada periodo analisado. Letras distintas, mindsculas
comparagdo entre 0s periodos e mailsculas, comparagcdo entre 0S grupos,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados demonstraram que a progressao do processo de reparo alveolar
em SHR ndo ocorre da mesma maneira que em ratos normotensos Wistar. Em
conjunto, os dados revelaram que o processo de reparo alveolar em SHR esti
atrasado em relacdo ao observado em ratos normotensos. Pelas analises realizadas,
este atraso foi percebido ao final do processo, mais especificamente aos 28° e 42°
dias onde os menores valores de DMO média, percentual 6sseo e espessura de

trabéculas foram detectados.

Para avaliarmos um dos possiveis mecanismos envolvidos neste atraso, a
expressdo de diferentes proteinas foi estudada nos tecidos neoformados dos

alvéolos de ratos Wistar e SHR.

Avaliacdo da expressdo das proteinas OPG, RANKL, RANK e MMP-9 em

alvéolos de ratos Wistar e SHR.

Conforme descrito anteriormente, a imunomarcacdo foi analisada por um Unico
observador, previamente calibrado, a partir da atribuicdo de scores de 0 a 3 (score O:
sem marcacdo, 1: marcacao fracal/difusa, 2: marcacdo moderada e 3: marcacao

intensa). Foram realizadas reac¢des imunoistoquimicas utilizando anticorpos contra as
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proteinas OPG, RANK, RANKL e MMP9, analisadas durante o processo de reparo
alveolar aos 7°, 149, 21°, 28° e 42° dias pOs-cirurgicos. As analises foram realizadas
em areas do terco médio do alvéolo.

Na figura 10, o padrdo de marcacdo para OPG é referente a 4rea onde se
observa a coloracdo castanha. A referida proteina, por ser soluvel (UDAGAWA et al.,
2000), apresenta maior marcacao nos periodos onde h& maior nimero de células da
linhagem mesenquimal. Foi observada marcacdo em osteoblastos, localizados na
periferia das trabéculas dsseas neoformadas e em células de revestimento
(Fig.10N,R). Os ostedcitos, localizados no interior do trabeculado 6sseo, também
foram evidenciados (Fig.10F). Avaliando a atribuicAo de escores para OPG em
alvéolos de ratos Wistar, foi verificado um padrdo de marcacdo moderada que nao se
alterou entre os 7° e 21°dias pés-cirargicos. Pode ser verificado que nesses periodos
houve marcacdo no tecido conjuntivo e em células do tecido 6sseo. Ao 28° dia a
marcacao foi considerada fraca, voltando a ser moderada ao 42° dia (Tab.4; Figs
10A-E, 14). A reducdo na marcacao ao 28° dia (de moderada para fraca) estaria
correlacionada a substituicdo do tecido conjuntivo pelo tecido 6sseo e a marcacao
apenas em células de linhagem osteoblastica no tecido 6sseo neoformado.

Em alvéolos de SHR, a marcacéo fraca foi observada dos 7° ao 28° dias,
havendo marcacdo moderada para OPG somente ao 42° dia (Tab.4; Figs. 10F-J,14).

Comparando os valores de scores atribuidos, observamos que a marcacao
para OPG ndo apresentou diferenga significativa nos periodos analisados dentro do
grupo. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na expressdo de OPG entre 0s
grupos Wistar e SHR, apesar do grafico mostrar uma marcacdo mais intensa até o

21°dia do processo de reparo no grupo Wistar (Tab.4; Figs.10A-J, 14).
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FIGURA 10- Imagens histolégicas das rea¢des contra a proteina OPG no ter¢co médio
do alvéolo em ratos. (Objetiva de 20X).
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FIGURA 11- Imagens histolégicas das reacdes contra a proteina RANKL no tergo
médio do alvéolo em ratos. (Objetiva de 20X).
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FIGURA 12- Imagens histolégicas das reacdes contra a proteina RANK no terco médio

do alvéolo em ratos. (Objetiva de 20X).
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FIGURA 13- Imagens histologicas das reagfes contra a proteina MMP-9 no terco

médio do alvéolo em ratos.(Objetiva de 20X).
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Tabela 4- Expresséo da proteina OPG em ratos Wistar e SHR

OPG
DIAS WISTAR SHR
7 2 aA laA
14 2 aA laA
21 2 aA laA
28 laA laA
42 2 aA 2 aA

Medianas seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,

diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis ou Mann Whitney (p < 0,05).
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FIGURA 14- Grafico da andlise da imunomarcacao para OPG durante o processo de reparo

alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e SHR. Os pontos representam a
mediana dos escores atribuidos.

Nas reacOes realizadas para a evidenciacdo da proteina RANKL (Fig.11),
observamos marcacbes especificas em osteoblastos (Fig.11F). Células de
revestimento (Fig.11C) e ostedcitos (Fig.11E,J) também apresentaram marcacao
positiva para essa proteina.

Dentro do grupo Wistar ndo houve diferenga na expressdo de RANKL entre
os periodos analisados (Tab.5 ;Fig. 11A-E, 15). No grupo SHR, o 28° dia apresentou
maior expressao (p<0.05) de RANKL nas células de linhagem osteoblastica quando

comparado ao 21° dia pos-cirurgico (Tab.5; Fig.11H, I, 15).
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A marcacgdo para RANKL foi significativamente mais intensa ao 28° dia pos-
cirdrgico em SHR quando comparado ao Wistar (Tab.5 ;Fig.11D, I, 15).

Tabela 5- Expresséo da proteina RANKL em ratos Wistar e SHR

RANKL
DIAS WISTAR SHR
7 1aA 1 abA
14 1aA 1 abA
21 1aA 1aA
28 1aA 3 bB
42 1aA 1 abA

Medianas seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e minUsculas na coluna,
diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis ou Mann Whitney (p < 0,05).
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FIGURA 15- Gréfico da andlise da imunomarcacdo para RANKL durante o processo de

reparo alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e SHR. Os pontos representam a
mediana dos scores atribuidos. * Mann Whitney, p<0,05.

Avaliando a correlacéo entre as marcacoes especificas para OPG e RANKL
dentro dos grupos nos diferentes periodos, observamos que ao 28° dia houve maior
expressdo de RANKL do que de OPG em alvéolos de SHR (Fig.16).
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FIGURA 16- Graficos da analise da imunomarcacéo para OPG e RANKL durante o processo
de reparo alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e SHR. Os pontos
representam a mediana dos scores atribuidos.

Ao analisarmos as marcacdes contra a proteina RANK (Fig.12), os
resultados mostram a imunomarcacdo de células com morfologia semelhante a
osteoblastos (Fig.12F,l). Foi observada também, a imunomarcacédo para RANK nas
células de revestimento do tecido Osseo (Fig.12G). As células marcadas
positivamente, apresentam morfologia semelhante a osteoblastos, que pela auséncia
de atividade metabdlica, adquirem forma alongada e desempenham papel de
revestimento do tecido 6sseo. Através de andlise estatistica dos scores, pudemos
observar que ndo houve alteracdo da expressao nos diferentes periodos em alvéolos
de ratos Wistar (Tab.6; Figs.12A-E, 17), mas em SHR, no 14° dia houve maior
expressao que ao 21° dia pos-cirargico e ao 28° dia houve maior expressdo de RANK
gque ao 21° dia pos-cirargico (Tab.6; Figs.12G-I, 17).

A RANK apresentou marcacao significativamente mais intensa em alvéolos de
SHR aos 14° e 28°dias quando comparado ao Wistar (Tab.6; Figs.12B, G, D, I; 17).
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Tabela 6- Expressao da proteina RANK em ratos Wistar e SHR

RANK
DIAS WISTAR SHR
7 1aA 1 abA
14 0aA 2aB
21 1aA 1bA
28 1aA 2 aB
42 1aA 1 abA

Medianas seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,

diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis ou Mann Whitney (p < 0,05).
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FIGURA 17- Gréfico da andlise da imunomarcacao para RANK durante o processo de reparo

alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e SHR. Os pontos representam a

mediana dos escores atribuidos. * Mann Whitney, p<0,05.

Nas reacdes realizadas para a identificacdo da MMP-9 (Fig.13), observamos
marcacdes em ceélulas de linhagem mesenquimal (Figs.13l,F), sendo bastante
observada essa marcacdo na matriz extracelular (onde ha presenca de colageno)

nas trabéculas 6sseas , assim como no tecido conjuntivo ao seu redor.

Nao houve diferenca significativa na marcacdo de MMP-9 nos periodos
analisados no grupo Wistar (Tab.7; Figs.13A-E, 18), porém, em SHR ao 28° dia a
marcagdo para MMP-9 foi mais intensa do que ao 42° dia pos-cirdrgico (Tab.7;
Figs.131,J,18). Ao 28° dia, foi observada ainda, marcacdo de MMP-9
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significativamente maior em alvéolos de SHR, que em alvéolos de ratos Wistar
(Tab.7; Figs.13D,1, 18).

Tabela 7- Expresséao da proteina MMP-9 em ratos Wistar e SHR

MMP9
DIAS WISTAR SHR
7 1laA 3 abA
14 1laA 2 abA
21 1laA 1 abA
28 2aA 2aB
42 1laA 1 bA

Medianas seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,
diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis ou Mann Whitney (p < 0,05).
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FIGURA 18- Gréfico da analise da imunomarcacdo para MMP-9 durante o processo de

reparo alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e SHR. Os pontos representam

a mediana dos escores atribuidos. *Mann W hitney p<0,05.

Ao analisar o grafico, nenhuma diferenca entre as medianas relativas ao 28°
dia representadas no grafico é observada. No entanto, a aplicacdo do teste
estatistico demonstra diferenca significativa, uma vez que os escores atribuidos para
expressdo da MMP-9 ao 28° dia em alvéolos de Wistar foram 2, 2, 2, 1, 1 e em
alvéolos de SHR foram 2, 2, 2, 3, 3.
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Estudo do efeito do atenolol sobre o processo de reparo alveolar em ratos
normotensos Wistar e hipertensos SHR.

Analise densitométrica

Os valores de DMO do reparo alveolar dos ratos Wistar tratados com atenolol
foram comparados com os valores de DMO do reparo alveolar de ratos Wistar,
descritos anteriormente.

No terco médio do alvéolo de ratos Wistar tratados com atenolol (Tab.8,
Fig.19) foi observado aumento da DMO meédia e maxima aos 28° e 42° dias e DMO
minima ao 28° dia quando comparadas ao 14° dia pés-cirargico. Nenhuma diferenca
estatistica foi observada quando comparados os grupos Wistar e Wistar tratado com
atenolol, nos diferentes periodos analisados.

Tabela 8- Densidade mineral 6ssea do terco médio de ratos Wistar e Wistar + atenolol

DMO MEDIA DMO MINIMA DMO MAXIMA
DIAS WISTAR WISTAR+ WISTAR WISTAR+ WISTAR WISTAR+
ATENOLOL ATENOLOL ATENOLOL

7 159,0+0,9bA 163,4+2,2abA 146,4x1,4aA 150,8+2,6abA 176,4x2,1abA 177,4%2,7abA
14 160,2+4,4bA  155,1+3,2bA 146,2+4,9aA 141,2+3,8bA 169,6+2,9bA  170,4+2,8bA
21  164,6+1,3abA 160,7+0,9abA 151,0+1,5aA 144,8+1,2abA 180,0+1,9abA 180,0+1,5abA
28  171,3+1,5aA 167,3t4,2aA 155,6+1,5aA 153,2+4,8aA 187,0+2,6aA 186,213,7aA

42 163,4+1,3abA 166,1+1,7aA 148,0+1,4aA 149,0+1,9abA 181,2+1,8abA 184,411,6aA

Médias + EPM seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

No terco médio dos alvéolos de SHR tratados com atenolol (Tab.9, Fig.20) foi
observado aumento da DMO média e maxima ao 42° dia quando comparado ao 21°
dia poés-cirirgico e diminuicio da DMO média e minima ao 21° dia quando
comparado ao 7° dia poés-cirargico. Quando comparados os grupos SHR e SHR
tratado com atenolol, foi observado aumento da DMO média, minima e maxima aos
7°, 14° e 28° dias e da DMO média e minima ao 42° dia no grupo tratado com

atenolol.
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FIGURA 19- Densidade mineral 6ssea (DMO) média do terco médio do alvéolo dental de

Wistar (W) e Wistar tratado com atenolol (WT). As barras representam a média
+ EPM dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada periodo

analisado. Letras distintas, mindsculas, comparacdo entre 0s periodos e

maiusculas, comparagao entre os grupos, diferem entre si pelo teste de Tukey

(p < 0,05).

Tabela 9- Densidade mineral 6ssea do terco médio de SHR e SHR tratados com atenolol

DMO MEDIA DMO MINIMA DMO MAXIMA
DIAS SHR SHR+ SHR SHR+ SHR SHR +
ATENOLOL ATENOLOL ATENOLOL
7 164,0+4,9abB 179,0+3,0aA 153,2+54aB 167,4+3,4aA 180,4+4,1aB 191,8%+2,6abA
14 166,1%+2,5abB 177,7x2,7abA 149,6+3,7aB 164,6+3,0abA 182,6+1,1aB 193,2%2,2abA
21 171,2+0,8aA 167,0£2,8bA 155,0%1,2aA 151,2+2,9bA 188,2+1,2aA 184,8+3,0bA
28 159,4+1,8bB 171,1+1,0abA 142,4+2,2aB 159,6+6,1abA 181,6%1,4aB 190,2+1,5abA
42 170,6%2,7abB 179,3+3,7aA 152,2+2,8aB 163,2+4,9abA 189,6%+2,4aA 194,6%2,7aA

Médias + EPM seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,

diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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FIGURA 20- Densidade mineral 6ssea (DMO) média do terco médio do alvéolo dental de
SHR (S) e SHR tratado com atenolol (ST). As barras representam a média +
EPM dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada periodo
analisado. Letras distintas, minUsculas comparacdo entre os periodos e
mailsculas, comparag&o entre os grupos, diferem entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05).

Anadlise histomorfométrica do terco médio do alvéolo de ratos ndo-tratados e

tratados com atenolol.

Percentual de tecido 6sseo

O aumento do percentual 6sseo foi proporcional a evolugdo do processo em
alvéolos de ratos Wistar tratados com atenolol, de forma semelhante ao observado
em Wistar sem tratamento: houve aumento deste percentual aos 14°, 21°, 28° e 42°
dias, quando comparado com o 7° dia pOs-cirlrgico. Aos 28° e 42° dias foi observado
um aumento quando comparado ao 14° dia, e ainda um aumento no 42° dia quando
comparado ao 21° dia pos-cirargico (Tab.10, Fig.21). Quando comparados 0S grupos
Wistar e Wistar tratado com atenolol, ndo foi encontrada diferenca entre 0s aumentos

associados aos periodos analisados (Tab.10, Fig.21).
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Tabela 10- Percentual de tecido 6sseo em Wistar e Wistar tratado com atenolol

% TECIDO OSSEO

DIAS WISTAR WISTAR +ATENOLOL
7 10,13+1,47dA 16,94+3,62dA
14 31,16+4,26CA 30,48+1,49cA
21 40,28+3,18bcA 39,77+3,69bcA
28 49,34+2,08abA 47,40+4,47abA
42 57,25+2,15aA 56,53+2,48aA

Médias seguidas de letras distintas, minlsculas na coluna e mailsculas na linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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FIGURA 21- Percentual de tecido 6sseo do terco meédio do alvéolo dental de Wistar (W) e
Wistar tratado com atenolol (WT). As barras representam a média + EPM dos
valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada periodo analisado.
Letras distintas, minUsculas, comparacdo entre os periodos e maiusculas,

comparagao entre os grupos, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O percentual 6sseo em alvéolos de SHR tratados com atenolol comportou-se
da mesma forma que SHR sem tratamento: houve aumento aos 14°, 21°, 28° e 42°
dias quando comparado ao 7° dia pés-cirirgico, aumento também aos 21°, 28° e 42°

dias quando comparado ao 14° dia pds-cirurgico (Tab.11; Fig.22).
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Tabela 11- Percentual de tecido 6sseo em ratos SHR e SHR tratado com atenolol

% Tecido 6sseo

DIAS SHR SHR +ATENOLOL
7 4,65+1,43cA 7,05+1,78cA
14 20,53+2,42bA 24,66+3,68bA
21 38,88+2,70aA 44,0045,53aA
28 35,66+3,79aA 44,04+5,65aA
42 46,10+1,36aA 53,55+2,88aA

Médias seguidas de letras distintas, minUsculas na coluna e maiusculas na linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Quando comparados os grupos SHR e SHR tratado com atenolol ndo foi

encontrada diferenca estatistica entre os periodos (Tab.11; Fig.22).

80+

Percentual 6sseo

FIGURA 22- Percentual de tecido 6sseo do terco médio do alvéolo dental de SHR (S) e SHR
tratado com atenolol (ST). As barras representam a média + EPM dos valores
obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada periodo analisado. Letras
distintas, mindsculas, comparacdo entre o0s periodos e mailsculas,

comparagao entre os grupos, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Trabeculado 6sseo — Espessuras das trabéculas

Em Wistar tratados com atenolol foi observado aumento do trabeculado 6sseo
ao 21°, 28° e 42° dia quando comparados ao 7° dia pOs-cirdrgico e aumentos ao 21°,
28° e 42° dia quando comparados ao 14° dia pés-cirurgico. Ao 28° dia foi observado
também aumento da espessura das trabéculas 6sseas quando comparado ao 21° dia
pés-cirargico e no 42° dia observado aumento com relacdo ao 21° dia pés-cirdrgico.
(Tab.12; Fig.23).

A comparacdo da espessura do trabeculado 6sseo entre 0S grupos nao
tratados e tratados revelou diminuicdo ao 14° dia, mas aumento ao 28° dia pos-
cirirgico nos alvéolos de Wistar tratados com atenolol (Tab.12; Fig.23). A espessura
das trabéculas ao 28° dia em alvéolos de Wistar tratados foi semelhante a observada

em alvéolos de Wistar tratados ao 42° dia pés-exodontico.

Tabela 12- Espessura do trabeculado 6sseo em ratos Wistar e Wistar tratado com atenolol

ESPESSURA DO TRABECULADO OSSEO (um)

DIAS WISTAR WISTAR + ATENOLOL
7 41,30+1,83cA 39,09+1,61cA
14 65,42+5,97bA 47,75+1,46¢B
21 77,71+4,6 1bA 78,99+4,82bA
28 72,34+4,450B 102,99+6,50aA
42 111,87+4,49aA 115,72+4,87aA

Médias seguidas de letras distintas, minlsculas na coluna e mailsculas na linha,

diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).



Resultados 94

150+

100+

504

Espessura do trabeculado ésseo

FIGURA 23- Espessura do trabeculado 6sseo do terco médio do alvéolo dental de Wistar
(W) e Wistar tratado com atenolol (WT). As barras representam a média + EPM
dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada periodo analisado.
Letras distintas, minUsculas, comparacdo entre os periodos e mailsculas,
comparagao entre os grupos, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em SHR tratado com atenolol, foi observado aumento do trabeculado ésseo
no terco médio alveolar aos 14°, 21°, 28° e 42° dias quando comparados ao 7° dia
pos-cirdrgico, e aumento aos 21°, 28° e 42° dias quando comparados ao 14° dia pos-
cirrgico. Ao 28° dia foi observado aumento da espessura das trabéculas désseas
guando comparado ao 21° dia pés-cirdrgico e ao 42° dia, aumento em relacdo ao 21°
dia pos-cirdrgico (Tab.13; Fig.24).

A comparacdo da espessura do trabeculado ésseo entre os grupos, revelou
um aumento significativo aos 28° e 42° dias pés-cirirgicos em SHR tratado com
atenolol (Tab.13; Fig.24). Este aumento poderia ser associado ao aumento da DMO
média observada nos mesmos periodos em ratos SHR tratados com atenolol. Estes

aumentos poderiam abolir as diferengas observadas entre SHR e Wistar.
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Tabela 13- Espessura do trabeculado 6sseo em ratos SHR e SHR tratado com atenolol

ESPESSURA DO TRABECULADO OSSEO (um)

DIAS SHR SHR + ATENOLOL
7 29,09+1,51dA 27,31+0,30dA
14 56,60+1,86CA 58,25+3,46CA
21 80,20+2,35bA 87,49+4,03bA
28 75,22+2,46bB 103,11+2,72aA
42 99,18+3,43aB 111,75+2,068A

Médias seguidas de letras distintas, minlsculas na coluna e mailsculas na linha,

diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Espessura do trabeculado 6sseo

150+
aA aA
100 bA ap
bA bB
cA CA
50+
dA g4a
O T T T T
ST SST SST S ST ST
— — — — —
7 14 21 28 42

FIGURA 24- Espessura do trabeculado 6sseo do ter¢co médio do alvéolo dental de SHR (S) e

SHR tratado com atenolol (ST). As barras representam a média + EPM dos

valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada periodo analisado.

Letras distintas, minUsculas, comparacao entre os periodos e mailsculas,

comparagao entre os grupos, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Analise qualitativa histologica

7 DIAS

No terco médio de alvéolos de ratos Wistar tratados com atenolol, foi
evidenciada a presenca de trabéculas 6sseas neoformadas delgadas e pouco
organizadas (Fig.7K) que nao diferiram das trabéculas observadas em alvéolos de
ratos sem tratamento (Fig.7A).

Em SHR tratados com atenolol, no terco médio do alvéolo, foram notadas
pequenas espiculas 0sseas neoformadas com osteoblastos em suas bordas (Fig.
7P). Observa-se a presenca de delgadas trabéculas 6sseas neoformadas, ocupando
regularmente o espaco (Fig.7P). O amplo espaco entre o trabeculado 0sseo,
encontra-se ocupado por tecido conjuntivo com moderado nimero de fibroblasto.

Esta analise ndo diferiu da feita em alvéolos de ratos SHR sem tratamento.

14 DIAS

Nos tercos médios de ratos Wistar tratados com atenolol, as trabéculas 6sseas
neoformadas sdo espessas, permanecendo ainda discretas areas com tecido
conjuntivo sem diferenciacédo 6ssea (Fig. 7L).

Em SHR tratados com atenolol, no terco médio observa-se a presenca de
delgadas trabéculas 6sseas isoladas. Nota-se a permanéncia de extensas areas
ocupadas por tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea, exibindo moderado nimero
de fibroblastos (Fig.7Q).

21 DIAS

Em ratos Wistar tratados com atenolol, junto ao tercos médio do alvéolo,
observou-se a presenca de trabéculas ésseas espessas, permanecendo ainda
pequenas areas ocupadas por tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea (Fig.7M).

Ao nivel do terco médio em SHR tratados com atenolol, as trabéculas 6sseas
neoformadas sdo mais regulares (Fig.7R). Nos alvéolos de SHR tratados, as areas
ocupadas por tecido conjuntivo sem diferenciacdo O0ssea e exibindo moderado
namero de fibroblastos foram pequenas se comparadas as observadas no terco
médio alveolar de SHR sem tratamento (Fig.7H). No entanto, esta diferenca ndo foi
suficiente para alterar os valores de DMO média, percentual 6sseo ou de espessura

das trabéculas medidas neste dia nos alvéolos de ratos SHR tratados.
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28 DIAS

Junto ao terco médio de ratos Wistar tratados com atenolol, as trabéculas
O0sseas neoformadas sdo espessas, observando-se, no entanto, algumas areas
ocupadas por tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea (Fig. 7N).

Em SHR tratados com atenolol, o tecido 6sseo neoformado ocupa toda
extensdo dos tercos médio (Fig. 7S), apesar da permanéncia de pequenas areas
com tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea. O tamanho das areas com tecido
conjuntivo seria menor que as observadas em alvéolos de ratos SHR sem tratamento
(Fig. 7).

42 DIAS

O alvéolo dental de ratos Wistar tratados com atenolol, ao longo de toda sua
extensdo, encontra-se ocupado por trabéculas 6sseas bem desenvolvidas. Observa-
se, no entanto, discretas areas ocupadas por tecido conjuntivo sem diferenciacdo
ossea (Fig.70).

Em SHR tratados com atenolol, o alvéolo dental, ao longo de toda sua

extensdo, acha-se preenchido por trabéculas 6sseas bem desenvolvidas (Fig.7T).

Diferente do observado nas analises de DMO, percentual e espessura das
trabéculas, verificamos que a andlise qualitativa ndo demonstrou diferencas

importantes entre 0s grupos nao tratados e tratados.

Avaliacdo da expressdo das proteinas OPG, RANKL, RANK e MMP-9 em
alvéolos de ratos tratados com atenolol

Comparando os grupos, verificamos que a marcacdo para OPG foi
significativamente menor aos 14° e 21° dias pds-cirargico em alvéolos de Wistar
tratado com atenolol (Fig.10L,M).

Estes resultados foram bastante distintos dos observados em ratos
hipertensos. Em alvéolos de SHR, o tratamento com atenolol promoveu aumento
significativo da marcagdo para OPG aos 7° e 42° dias pos-cirargico (Tab.14,
Figs.10P, T e 25). Ao avaliarmos os resultados, verificamos que este aumento
ocorreria também nos periodos dos 14°, 21° e 28° dias pOs-cirlrgicos, apesar de ndo

ser estatisticamente significativo. Uma disposicdo aumentada e paralela entre os
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graficos dos scores atribuidos aos diferentes periodos avaliados, é observada entre

SHR nao tratados e tratados.

Tabela 14- Expressdo da proteina OPG em alvéolos de ratos Wistar e SHR néo

tratados e tratados com atenolol

DIAS WISTAR WISTAR T SHR SHR T
7 2aA 1 abA laA 2aB
14 2aA 0aB laA 2aA
21 2aA 0aB 1laA 2aA
28 laA 2 bA 1laA 3 aA
42 2aA 1 abA 2aA 3aB

Medianas seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,
diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis ou Mann Whitney (p < 0,05).

A B
—=— Wistar —=— SHR .
- 37 ——Wistar T 39— SHRT
5] =
£ Qe s
og 24 o % 2+
$ x 8 < ~
<3 o
A5 1 a5 L
=
0 04
T T T T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42

FIGURA 25- Graficos da analise da imunomarcagéo para OPG durante o processo de reparo
alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e Wistar tratados (A) e em SHR e SHR

tratados (B). Os pontos representam a mediana dos escores atribuidos. * Mann
Whitney p<0,05.

Nao houve alteracdo da marcacdo para RANKL, entre os periodos de reparo
alveolar no grupo de ratos Wistar tratados com atenolol (Tab.15, Figs.11K-O e 26)

conforme observado em alvéolos de Wistar controles. Comparando os grupos, foi



Resultados

99

observado que o tratamento com atenolol aumentou a marcagdo para RANKL

especificamente ao 28° dia pds-cirurgico (Tab15, Figs.11H,R,J, T, 26).

Conforme descrito anteriormente, a marcacdo para RANKL em alvéolos de

SHR foi maior no 28° dia quando comparado aos outros periodos analisados. No

grupo SHR tratado, a marcacdo para RANKL aumentou ao 21° dia quando

comparado ao 7° dia pés-cirargico (Tab.15, Figs.11P,R, 26). Aumento expressivo (1

para 3) da marcacao para RANKL foi observado aos 21° e 42° dias em alvéolos de

SHR tratados com atenolol.

Tabela 15- Expressédo da proteina RANKL em alvéolos de ratos Wistar e SHR néo

tratados e tratados com atenolol.

RANKL
DIAS WISTAR WISTAR T SHR SHR T
7 1laA 1laA 1 abA 1laA
14 1laA 1laA 1 abA 2 abA
21 1aA 1laA 1laA 3 bB
28 laA 2aB 3 bA 2 abA
42 1aA 1aA 1 abA 3 abB

Medianas seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,

diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis ou Mann Whitney (p < 0,05).
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FIGURA 26- Gréaficos da analise da imunomarcacdo para RANKL durante o processo de

reparo alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e Wistar tratados (A) e em SHR e

SHR tratados (B). Os pontos representam a mediana dos escores atribuidos.

*Mann Whitney p<0,05.
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Nos grupos Wistar tratados e SHR tratados n&o houve diferenga na marcagao
para RANK entre os periodos analisados (Tab.16, Figs.12K-T, 27) . Nao houve
diferenca da marcacéao para RANK entre os grupos Wistar e Wistar tratados (Tab.16,
Figs.12K-0O, 27). Um aumento na marcacdo da RANK foi observado ao 21° dia de

reparo alveolar em ratos SHR tratados quando comparados aos ratos SHR sem
tratamento (Tab.16, Fig.27).

Tabela 16- Expresséo da proteina RANK em alvéolos de ratos Wistar e SHR nao

tratados e tratados com atenolol

RANK
DIAS WISTAR WISTAR T SHR SHR T
7 1aA 1aA 1 abA laA
14 0 aA 0 aA 2aA laA
21 1aA 1aA 1bA 2 aB
28 laA laA 2aA 2 aA
42 1aA 0 aA 1 abA 1aA

Medianas seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,
diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis ou Mann Whitney (p < 0,05).
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FIGURA 27- Graficos da analise da imunomarcagcdo para RANK durante o processo de

reparo alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e Wistar tratados (A) e em SHR e
SHR tratados (B). Os pontos representam a mediana dos escores atribuidos.
*Mann Whitney p<0,05.

Avaliando os resultados obtidos nos alvéolos de grupos tratados, verificamos

que a MMP-9 ndo apresentou diferenca significativa em sua marcagao nos diferentes
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periodos

analisados entre alvéolos de ratos Wistar e Wistar tratados (Tab.17,

Figs.13A-E,K-0,28). Porém, em SHR tratados a marcacao foi mais intensa do que

em SHR nédo tratados ao 21° e ao 42° dia, ndo sendo alterada ao 28° dia, periodo

que ja apresentava alta marcacdo em SHR sem tratamento (Tab.17, Figs.13F-J,P-T

e 28)

Tabela 17- Expressédo da proteina MMP-9 em alvéolos de ratos Wistar e SHR nao

tratados e tratados com atenolol

MMP9
DIAS WISTAR WISTAR T SHR SHR T
7 1aA 1laA 3 abA 1laA
14 1aA 1laA 2 abA 2 abA
21 1aA 1laA 1 abA 2 bB
28 2 aA 2aA 2 aA 2 abA
42 1aA 1laA 1 bA 2 abB

Medianas seguidas de letras distintas, mailsculas na linha e mindsculas na coluna,

diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis ou Mann Whitney (p < 0,05).
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FIGURA 28- Gréficos da andlise da imunomarcagcdo para MMP-9 durante o processo de

reparo alveolar (7 a 42 dias) em ratos Wistar e Wistar tratados (A) e em SHR e
SHR tratados (B). Os pontos representam a mediana dos escores atribuidos.
*Mann Whitney p<0,05.
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DISCUSSAO

O estudo do processo de reparo alveolar tem sido considerado importante
para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na formagédo déssea e também
pode ser considerado como um indicador sensivel do efeito de diferentes condi¢cdes
experimentais sobre estes mecanismos (CARVALHO; OKAMOTO, 1987; HSIEH et
al., 1994; HSIEH et al., 1995). Em nosso estudo, todas as analises foram realizadas
no terco médio do alvéolo dental, por ser a regido onde o0 processo de reparo
ocorreria de maneira mais uniforme (CARVALHO; OKAMOTO, 1987), uma vez que
no terco apical, este processo poderia ser eventualmente modulado pela presenca
de células remanescentes do dente removido, e no tergo cervical, poderia ser
alterado por fatores externos e pelo trauma inerente ao procedimento cirargico.

Ao avaliar o terco médio, os resultados demonstraram que h4 uma importante
diferenca na formacdo Ossea observada ao final do processo de reparo alveolar em
SHR, quando comparado aos ratos Wistar.

A analise densitométrica realizada em nosso estudo ndo mostrou aumento da
DMO gradual e proporcional a seqiiéncia de dias pds-operatérios exodbdnticos, que
deveriam estar diretamente associado ao aumento da quantidade de tecido 6sseo
neoformado nos alvéolos. No entanto, foi observado um aumento significativo da
DMO ao 28° dia no terco meédio dos alvéolos de ratos normotensos em relacédo aos
periodos iniciais (dias 7 e 14). Resultados semelhantes foram apresentados por
Guglielmotti e Cabrini (1985) ao avaliarem, por métodos radiograficos, o reparo
0sseo alveolar em ratos Wistar, em uma area restrita ao terco apical. Baseados em
andlises qualitativas dos resultados obtidos, estes autores descreveram que ao 14°
dia o alvéolo estaria quase completamente preenchido por tecido radiopaco e, ao
30° dia, a imagem radiopaca sera observada em toda a extensdo da area analisada,
ndo sendo possivel distinguir as paredes do alvéolo. Ambos os estudos
demonstraram que a analise radiografica apresenta sensibilidade suficiente para
deteccdo de formacdo 6ssea mais compacta, observada ao final do processo de
reparacdo alveolar em ratos Wistar. O emprego de técnicas mais especificas, como
microtomografia, permitiria a avaliacdo da formacédo 6ssea mais delgada associadas
as fases iniciais do processo.
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Em nosso estudo, utilizando analise histomorfométrica, foi possivel também
detectar aumento de formacdo déssea associado ao final do processo de reparo
alveolar, sendo os maiores percentuais 0sseos observados aos 28° e 42° dias em
relacdo ao 7° dia poés-operatorio, sem diferencas significativas deste percentual
observada entre os periodos intermediarios. Estudos histométricos conduzidos
anteriormente ao nosso, também ndo conseguiram demonstrar diferencas na
quantidade de tecido 6sseo formado em alvéolos de ratos Wistar nas 12, 22 e 32
semanas apos a cirurgia (YUGOSH et al., 2002), mas observaram, como nés, que a
neoformacao 6ssea continua além do 21° dia pos-cirargico (CARVALHO et al., 1997)
e que, ao 42°dia, a formacdo de tecido 6sseo seria mais compacta.

Nossos resultados histomorfométricos corroboram esses achados ao mostrar
aumento significativo na espessura das trabéculas ésseas no terco médio ao 42° dia
com relacdo ao 28° dia pos-cirlrgico e porcentagem éssea aumentada nesses dois
momentos quando comparada aos periodos iniciais do reparo alveolar. Diferente das
andlises quantitativas (radiograficas e histomorfométricas), a andlise qualitativa
histoldgica do processo permitiu a observacdo sequencial da formacdo 6ssea no
alvéolo dental de ratos. Conforme descrito, pode ser determinado um aumento
progressivo de formagao 0ssea desde os periodos iniciais culminando em aumento
da quantidade e qualidade do tecido 6sseo neoformado nos periodos finais, 28° e
42° dias pos-operatérios. Juntos, os resultados das diferentes andlises realizados no
presente estudo, demonstram que ha significante formacdo éssea ao final do
processo de reparo alveolar (28° e 42° dias pOs-operatdrios) em ratos normotensos
Wistar. Esses resultados corroboram a sugestdo que este processo € finalizado
entre 21-60 dias, sendo encontrada maior densidade mineral 6ssea ao 28° dia pos-
cirirgico (PIETROKOVISK et al., 1967).

Em alvéolos de SHR, a reducdo da DMO meédia ao 28° dia em relacdo ao 21°
com subsequente aumento dos valores no 42° dia, sugere primeiramente que o
processo de reparo em ratos hipertensos ndo segue o mesmo padrdao de evolugao
observado em alvéolos de ratos normotensos. A associacado destes resultados a
menor DMO ao 28° dia, ao menor percentual 6sseo observado aos 14°, 28° e 42°
dias e menor espessura das trabéculas aos 7° e 42° dias em alvéolos de SHR, além
da presenca de areas com tecido conjuntivo sem diferenciacdo Ossea ainda
presentes no 28° dia, sustentam a sugestao de que o reparo alveolar esta atrasado
em ratos hipertensos SHR.
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O atraso do processo de reparo alveolar, caracterizado por tecido 6sseo
imaturo formado entre 9 e 21 dias pOs-operatdrios, também foi detectado em alvéolos
de ratos hipertensos renais (modelo Goldblatt, 1 rim-1clip) (CARVALHO et al., 1983).

Varios estudos, experimentais e clinicos, tém sugerido que a hipertenséo
apresenta efeitos prejudiciais na qualidade e densidade de tecidos 0sseos
(AFGHANI; GORAN, 2007; IZAWA et al., 1985; VESTERGAARD et al., 2009), uma
vez que a diminuicdo do volume ésseo trabecular e aumento do turnover 6sseo tém
sido observados em SHR (BARBAGALLO etal.,1991; WANG et al., 1993).

Os resultados de nosso estudo sugerem que o atraso observado em SHR
seria consequente de uma alteracdo na fase de remodelacdo ou na reabsorcao
0ssea uma vez que as diferencas foram observadas principalmente ao final do

processo de reparo alveolar.

Para avaliarmos se proteinas associadas ao metabolismo/ turnover ésseo
estariam envolvidas no efeito da hipertensdo sobre o processo de reparacao
alveolar, investigamos a expressdao de OPG, RANK, RANKL nos alvéolos de ratos
SHR. O padrdo de expresséo destas proteinas foi demonstrado primeiramente em
alvéolos de ratos Wistar por Coutinho (2005). Nessa dissertacdo, foi demonstrado
gque a expressdo dessas proteinas ocorre em todos os periodos de reparo alveolar
em ratos com maior expressdo da OPG e RANKL ao 28°dia e da RANK aos 14°e
21°dias pés-operatorios.

Em nosso estudo, nado identificamos diferengas no padrao de expresséo da
OPG, RANKL e RANK nos diferentes periodos analisados em alvéolos de Wistar. No
entanto, apesar de nenhuma alteracdo para OPG ser observada em alvéolos de
SHR a marcacdo contra RANKL foi maior ao 28° dia em relacdo ao 21° pds-
operatorio, e em comparagdo a marcacdo ao 28° dia em alvéolos de ratos wistar.
Associado ao aumento para RANKL, maior expressao de RANK foi observada em
alvéolos de SHR aos 14° e 28° dias quando comparada aos alvéolos de ratos
Wistar.

A formacéo e ativacdo de osteoclastos sdo coordenadas pela interagdo do
receptor RANK com seu ligante, RANKL, os quais sdo conhecidos por induzir
reabsorcdo Ossea fisioldgica e patoldgica. Nossos resultados sugerem que,
especificamente ao 28° dia, uma maior osteoclastogénese ou atividade osteoclastica

estaria diretamente associada com a menor DMO, menor percentagem éssea e
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persisténcia de areas com tecido conjuntivo sem diferenciacdo éssea no terco médio

alveolar em ratos hipertensos.

Esta sugestao é corroborada pelos resultados de expressao da proteina MMP -
9. Devido a MMP-9 ser a metaloproteinase mais abundantemente expressa em
osteoclastos e a principal MMP responsavel pela atividade invasiva do osteoclasto
(AIMES et al., 1995; HILL et al., 1994; LAUER-FIELDS et al., 2000, 2003; ZHAO et
al., 1997), a marcacdo aumentada dessa proteina ao 28° dia em alvéolos de SHR
poderia ser devido aos aumentos na densidade de populacdo e quantidade de
osteoclastos presentes no terco médio ou de uma intensa atividade de
remodelacdo/reabsorcédo tecidual. Para reforcar ainda mais a sugestdo de que a
atividade osteoclastogénica pode estar aumentada em alvéolos de SHR, poderiamos
considerar o estudo que mostrou haver maior concentracdo plasmatica de TRAP
(marcador de osteoclastos) e intensa marcacdo de TRAP na superficie do 0sso
trabecular de vértebras lombares em SHR (SATO et al., 2010).

A partir destes resultados, levantamos a hipotese de que o tbnus simpatico
periférico seria a causa determinante das alteragcdes encontradas no reparo alveolar
em SHR. Para testarmos esta hipotese, avaliamos o efeito do atenolol sobre o
processo de reparo alveolar. O atenolol, um medicamento com acao anti-
hipertensiva, antagoniza receptores B-adrenérgicos e modula o ténus simpatico

periférico.

Em ratos SHR, o tratamento com atenolol reduziu significativamente e
manteve reduzida a pressdo arterial sistélica (PAS) durante todos os periodos de
reparo alveolar analisados. Como demonstrado anteriormente (ELIAS et al., 2008), o
tratamento com atenolol ndo altera a PAS em ratos normotensos.

Se o atenolol na dose utilizada, reduz a ativacdo simpatica cardiovascular,
promovendo acdo anti-hipertensiva eficaz em SHR, provavelmente este
medicamento seria também eficaz em reverter as alteragbes observadas no
processo de reparo alveolar caso estas estivessem associadas a hiperatividade do
tbnus simpatico periférico (IZAWA et.al,1985; WANG etal.,, 1993). Evidéncias
clinicas e experimentais sugerem que antagonistas de receptores [-adrenérgicos
teriam efeito direto sobre o metabolismo 6sseo (BONNET et al., 2006, 2008a, 2008b;
PASCO etal., 2004; SATO etal., 2010).
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Como observado em nosso estudo, o tratamento de ratos Wistar com atenolol
ndo alterou a quantidade de tecido radiopaco presente nos alvéolos nos diferentes
periodos analisados, ndo alterou o percentual ésseo nestes periodos, apesar de
reduzir a espessura do trabeculado 6sseo especificamente ao 14° dia e aumentar a
espessura deste trabeculado ao 28° dia pos-cirurgico. Comparando os resultados
entre 0s grupos ndo-tratados e tratados, verificamos que o tratamento com atenolol
ndo modificou a quantidade ou qualidade de tecido 6sseo neoformado nos alvéolos
de ratos Wistar. Entretanto, o efeito do atenolol sobre o reparo alveolar em SHR foi
bastante expressivo, podendo ser observado aumento significativo da DMO média
em praticamente todos os periodos analisados de reparacéo alveolar se comparada
0s valores observados antes do tratamento. Houve também um aumento
significativo da espessura das trabéculas 6sseas formadas nos periodos finais do
reparo alveolar em SHR tratados.

Os resultados demonstraram que o atenolol promove efeitos distintos sobre o
reparo alveolar apés exodontia em ratos normotensos e hipertensos, da mesma
forma que promove efeitos distintos sobre a presséo arterial nestes animais,
sugerindo que a hiperatividade simpatica periférica seria condicdo fisioldgica
necessaria para se evidenciar os efeitos farmacologicos do atenolol.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram ainda que o tratamento
com atenolol promoveu alteragbes muito mais expressivas na marcacao das
proteinas OPG, RANKL, RANK e MMP-9 em alvéolos de ratos SHR do que em
alvéolos de ratos Wistar.

Em alvéolos de SHR tratados, um aumento da marcagdo contra OPG foi
observado no inicio (7° dia) e no final (42° dia) do processo de reparo alveolar,
estando intensamente marcada ao 42° dia, em relacdo aos SHR nao-tratados.
Apesar do aumento ndo ter sido estatisticamente significativo nos periodos poés-
operatorios intermediérios, em alvéolos de SHR, houve uniformidade na marcagéo
de OPG ap0s o tratamento com atenolol, estando moderadamente marcada nos
periodos associados a fase de formacgdo (7-21 dias) e intensamente marcada nos
periodos associados a remodelacdo 6ssea. Pelo fato da OPG ser considerada um
fator modulador da osteoclastogénese, o0 aumento da imunomarcacdo para OPG
observada em alvéolos de SHR tratados com atenolol poderia levar a reducédo da
atividade osteoclastogénica, se admitirmos que esta atividade estivesse aumentada

em alvéolos de ratos SHR sem tratamento, e assim contribuir para formacao de
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maior quantidade de tecido ésseo e maior espessura das trabéculas 6sseas durante
0 processo de reparo alveolar em SHR tratados. Esta sugestdo é reforcada pelos
resultados obtidos em Wistar tratados com atenolol. Em alguns periodos do reparo
(14° e 21° dia), nenhuma marcacao para OPG foi observada e em outros, as
marcacdes foram fracas e moderadas, como observadas anteriormente nos alvéolos
de ratos Wistar sem tratamento. Como a atividade osteoclastogénica ndo estaria
alterada em alvéolos de ratos Wistar sem tratamento, as altera¢cdes na marcacao de
OPG observadas ap0s tratamento com atenolol, ndo teriam sido suficientes para
alterar a neoformacao 0ssea.

Em alvéolos de SHR, o tratamento com atenolol aumentou também a
marcacdo de RANKL aos 21° e 42° dias, sem alterar a marcacdo desta proteina ao
28° dia. Marcagbes moderadas e intensas de RANKL foram observadas do 21° dia
até o final do processo de reparo alveolar em SHR tratados com atenolol, o0 que ndo
era observado em alvéolos de SHR ndo-tratados. Estes dados demonstraram que 0
tratamento com atenolol ndo reduz a formacdo de RANKL. Este resultado poderia
ser considerado controverso ao consideramos que o0 propranolol e outros
antagonistas B2-seletivos reduzem a formagdo de osteoclastos estimulada por
agonistas adrenérgicos (AITKEN et al., 2009). Porém, ndo foi demonstrado que
estes antagonistas interferem diretamente na formacdo de RANKL. Diferente do
observado para RANKL, o tratamento com atenolol aumentou a marcacao de RANK
em alvéolos de SHR de maneira menos expressiva e especificamente no 21° dia,

mantendo-se entre fraca e moderada nos diferentes periodos avaliados.

A aumentada marcacdo contra RANKL em alvéolos de SHR tratados néo
invalida a sugestdo anterior de que o atenolol reduziria a atividade osteoclastogénica
levando ao aumento da formacdo Ossea alveolar nestes animais, uma vez que,
marcacdo aumentada contra OPG também foi observada em alvéolos de SHR
tratados. Tem sido descrito que OPG modula negativamente a ligagdo de RANKL ao
seu receptor RANK (SIMONET et al., 1997).

Nenhuma alteracéo foi evidenciada sobre a marcacdo de MMP-9 em alvéolos
de ratos Wistar tratados, no entanto, o atenolol promoveu aumento na marcacao de
MMP-9 aos 21° e 42° dias, sem alterar a moderada marcacdo ao 28° dia, em
alvéolos de ratos SHR. Assim como observado para OPG e RANKL, marcagdes

mais uniformes para MMP-9 foram observadas a partir do 14° dia de reparo alveolar
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em alvéolos de ratos SHR tratados com atenolol, indicando metabolismo associado
a maior formacao éssea alveolar.

A partir destas observacoes, poderiamos sugerir que o aumento da formacao
de tecido 6sseo e das espessuras de trabéculas 6sseas em alvéolos de SHR
tratados com atenolol seria consequente da reducdo de osteoclastogénese ou da
atividade osteoclastogénica, ou do aumento de osteogénese, mediados pelo
expressivo aumento de OP G nas fases de formacéo e remodelacao 0ssea.

A partir deste estudo demonstramos pela primeira vez que o tratamento com
100mg/Kg/dia de atenolol, um antagonista seletivo de receptores pl-adrenérgico,
reduz a pressado arterial e aumenta a formacdo 0ssea em alvéolos dentais de ratos
SHR.

O efeito anti-osteoporotico de drogas antagonistas de receptores f-
adrenérgicos, como o propranolol, tem sido associado a utilizacdo de baixas doses
(0,1- 5 mg/Kg/dia) enquanto que o efeito anti-hipertensivo em SHR, tem sido
observado com altas doses deste medicamento (30-100 mg/kg/dia). Antonaccio et
al. (1986), Bonnet et al. (2006, 2008a), Takeda e Bufag (1980) e Sato et al. (2010)
demonstraram que o tratamento, por via oral, de SHR com 1 e 5 mg/Kg/dia de
propranolol durante 12 semanas aumentava a massa 6ssea da vértebra lombar e da
tibia, sem alterar a pressao arterial, e que 50 e 100 mg/Kg/dia, ndo promovia o
mesmo efeito sobre os 0ssos mas reduzia a pressao arterial de SHR. Baixas doses
de propranolol promoveriam acdo antagbnica mais seletiva sobre receptores
adrenérgicos do tipo 2, expressos também em osteoblastos e osteoclastos (ARAI et
al., 2003; BONNET et al., 2008b; MOORE et al., 1993; TOGARI et al., 2002,
TOGARI, 1997). Estes resultados sugeriram que o efeito destes medicamentos
sobre o0s o0ssos seria causado pelo bloqueio de receptores [(2-adrenérgicos.
Entretanto, estudos experimentais com camundongos deficientes (knockout) de
receptores Bl e B2 mostraram uma marcante inibicdo dos indices de formagéo
O0ssea (PIERROZ et al, 2005 apud BONNET et al., 2008a), sugerindo que o0s
maiores indices de formacdo 6ssea observados em camundongos deficientes de 2
dependem da funcionalidade de receptores 1.

Apesar de ndo ser bem compreendido o papel de receptores B1l-adrenérgicos
no metabolismo 6sseo, sua presenca foi demonstrada em osteoblastos, osteoclastos

e macréfagos (AITKEN et al., 2009), embora com expresséo significativamente
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menor que 0s receptores 2. Além disto, o uso de antagonistas 1l-adrenérgicos,
como medicamentos anti-hipertensivos, também foi associado a menores indices de
fraturas decorrentes de osteoporose em mulheres menopausadas (REID et al.,
2005).

Em nosso estudo mostramos que o atenolol promove aumento da formacao
O0ssea em alvéolos de SHR. O aumento da expressdo de OPG, RANK, RANKL e
também de MMP-9 em alvéolos de ratos SHR tratados com atenolol, sugere que

receptores Bl-adrenérgicos participam dos mecanismos envolvidos no metabolismo

6sseo alveolar de SHR.



Conclusao



Concluséo 112

6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que:

O reparo alveolar esta atrasado em SHR,

e As proteinas OPG, RANKL, RANK e MMP-9 participam dos
mecanismos associados ao atraso do processo de reparo alveolar em
SHR,

e O tratamento com atenolol reduz a pressao arterial e normaliza a
formacao 6ssea em alvéolos de SHR,

e O tratamento com atenolol aumenta a marcagéo contra OPG, RANKL,
RANK e MMP-9 em SHR.

Nossos dados sugerem que 0 atraso no reparo alveolar observado em SHR
estaria associado ao aumento do ténus simpatico periférico descrito nestes animais.
Neste atraso, alteragcdes na formacdo e remodelacdo Ossea alveolar estariam
associadas a expressdo diferencial de proteinas do metabolismo 6sseo OPG,
RANKL, RANK e MMP-9, a qual € modulada pelo efeito do atenolol.
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ANEXO A - Certificado da Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal.
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ANEXO B - Artigo enviado para publicagédo (Revista JAOS — protocolo 1727).

ALVEOLAR BONE HEALING PROCESS IN SPONTANEOUSLY HYPERTENSIVE RATS
(SHR). ARADIOGRAPHIC DENSITOMETRY STUDY.

ABSTRACT

Hypertension is one of the most important public health issues in the world. When it is
undiagnosed or untreated, this pathology represents a systemic risk factor and unfavorable
conditions for dental treatments, especially treatments that require bone healing. Objectives:
the purpose of this study was to demonstrate, by analysis of bone mineral density (BMD),
that the alveolar bone healing process is altered in spontaneously hypertensive rats (SHRS).
Materials and Methods: wistar rats and SHRs were submitted to extraction of the upper right
incisive and sacrificed at 7, 14, 21, 28 and 42 days after surgery. Right maxillae were
collected, radiographed and analyzed using Digora software. BMD was expressed as
medium, low or high in the medium (MT) and apical (AT) thirds of the dental alveolus.
Results: The results were compared across days and groups. Wistar showed difference in
medium and low BMD in the MT between 7 and 28 and also between 14 and 28 days. The
AT exhibited significant difference in medium and low BMD between 7 and 28 days, besides
low BMD between 28 and 42 days. SHRs showed low BMD in the MT between 21 and 28
and between 28 and 42 days. Differences were observed across groups in medium and low
BMD at day 28 in the MT and AT; and in high BMD at 14, 21 and 42 days in the MT.
Conclusions: These results suggest that the alveolar bone healing process is delayed in
SHRs comparing with Wistar rats.

Key words: Tooth Socket; Bone Density; Hypertension; SHR.
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INTRODUCTION

The high prevalence of hypertension in the population and its implications make this disease
a public health issue worldwide. Approximately fifty to sixty percent of the hypertensive
patients are unaware of their condition and only ten percent of the dentist surgeons keep
record of patients’ blood pressure. Undiagnosed or untreated hypertension impairs some
dental procedures, mainly those related to bone healing.

Local or systemic factors may contribute to alterations in the bone healing process. Systemic
hypertension causes a series of damaging physiological alterations, depending on its
intensity and duration® ; for instance, alteration in the calcium metabolism inducing bone
loss. It is also known that medication taken by hypertensive patients may interfere in the
alveolar bone healing process. Some authors demonstrated that amlodipine, a calcium
channel antagonist, reduces bone formation in the dental alveolus of rats®. Therefore,
previous hypertension diagnosis and treatment are fundamental to obtain better results in
oral rehabilitation with implant-supported prostheses that require substantial bone healing™.
The bone healing process following dental extraction has been extensively studied by

82227 a5 well as in animals'®*®, Radiography

histological and radiographic methods in humans
is the most commonly used method in clinical evaluation for being fast, non-invasive and
inexpensive, permitting longitudinal analysis. The bone healing process is easily interpreted
by a radiopacity increase, which can be measured by optical density analysis®.

Clinical protocols recommend that preventive maintenance visits be carried out every three
months in hypertensive patients for a couple of years following osseointegrated implant
placement, in order to reduce risks of long-term complications™. Early identification of
defects during the osseointegration process may avoid or minimize peri-implant alveolar
bone loss, increasing predictability and favoring treatment aesthetics*. According to van
Steenberghe, et al.?® high percentages of implant failures occur mainly in bone type 1V, which
presents discrete cortical component associated with trabecular bone exhibiting less
mineralization and large medullary spaces. The specific characteristics of this bone type are
similar to those found in bones of spontaneously hypertensive rats (SHRs)'*?**. The SHR is
the closest experimental animal model to human essential hypertension. These animals are
born normotensive and develop an increase in the blood pressure from the eighth week-old,
reaching values close to 200 mmHg at twelve weeks old*.

The purpose of this study was to demonstrate, by analysis of bone mineral density (BMD),
that the alveolar bone healing process is altered in SHRs.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

All experiments were approved by the Animal Research Ethics Committee (CEEA) at the
School of Dentistry of Aracatuba (process number 2008-001397). Male SHRs and
normotensive Wistar rats weighing between 180 and 230g were used. The animals were
kept in an artificially controlled environment with temperature ranging from 22 to 24° C, on a
12:12 hr light/dark cycle and were fed food and water “ad libitum”.

Experimental groups
Animals were divided into two experimental groups: 1) normotensive Wistar rats 2) SHRs.
Each group was evaluated at five different times: 7, 14, 21, 28 and 42 days following tooth

extraction. For each reading time we used five animals.

Blood pressure monitoring

The systolic arterial blood pressure (SBP) monitoring was performed by indirect tail cuff
plethysmography, using a plethysmography device adapted for measurement in rats. Wistar
rats and SHRs with SBP close or similar to 112 mmHg and similar or above 150 mmHg were
used, respectively. The SBP was taken at preoperative and postoperative time periods (7,
14, 21, 28, 42 days).

Surgery

Animals were anesthetized by administration of a solution of ketamine chloride (50 mg/kg
i.m., Dopalen®, Vetbrands/10mL, Jacarei - SP, Brazil) and xylazine chloride (10mg/kg, i.m.,
Coopazine®, Coopers Brasil LTDA/10 mL, S&o Paulo - SP, Brazil). Antisepsis of the anterior
portion of the maxilla was performed using iodized polivinilpirrolidone and extraction of the
upper right incisive was done using specially adapted tools, according to the technique
described by Okamoto and de Russo®. The tooth luxation was carried out using a
Hollemback instrument adapted to insert its active end between the tooth and the medial
cortical border where lateral movements were performed following tooth extraction using
adapted orthodontic pliers. The margins of the surgical wounds were sutured with sterile
surgical wires (Vicryl® 5-0 — Ethycon, S&o Paulo - SP, Brazil). After surgery each animal
received a single 0.2 ml intramuscular dose of antibiotic (1.7g/3mL Veterinary Pentabiotic,
Fort DODGE, Campinas - SP, Brazil). During two postoperative days, animals were fed
ground rat chow to facilitate feeding (minimize both trauma at surgical site and healing

process delay). After this period, standard lab block food was reintroduced.
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Sample collection

Animals were euthanized at 7, 14, 21, 28 and 42 days after surgery in chamber saturated
with halothane vapor. Next, the upper right maxilla was separated from the left part by means
of median sagital incision following the intermaxillary suture. Alveolar bone samples were
obtained through tangential cuts to the molar distal faces using surgical scissors.
Immediately after collection, the samples were immersed in 10% buffered formalin solution
(pH 7.0) for 48 h for tissue structure preservation. All soft tissue around the samples as well

as the zygomatic arch was removed to avoid possible interference in the radiography.

Densitometric analysis of the dental alveolus

Radiographs were taken 24 hours after sample collection. To obtain radiographic images, an
X GE-100 (General Electric, WI, USA), operating at 50kvp, 10mA, 0.166 s was used. The
distance focus-film was 40cm, with perpendicular incidence to the film-object plane.

Direct digital image was obtained with optical plate from the digital system Digora (Soredex,
Orion Corporation, Helsinki, Finland). Over each optical plate, one sample was placed and
identified with lead letters and numbers. One image was obtained for each sample per
animal of each experimental group at the different postoperative periods.

The sensitized optical plates were scanned and analyzed using Digora for Windows 1.51
software. This software provides, among other resources, the analysis of radiographic
density (bone mineral density, BMD) by means of its gray levels.

Areas of specific sizes, visible in all digitalized images, were selected for densitometric
analysis. In the medium third, the area analyzed was 46x18 pi (pixels) and in the apical third
20x20 pi. Low, high and medium densities were expressed as grey level values. One
measurement in each area per image was done corresponding to the BMD of the area.

Statistical analysis
The data were expressed as means + standard error of the mean (SEM) and analyzed by
two-way ANOVA and Tukey post test. Significance level among postoperative days and

between groups was set at p<0.05.

RESULTS

Systolic Blood Pressure (SBP)

The SBP was taken before surgery and at 7, 14, 21, 28 and 42 days after surgery. The SBP
of SHRs was higher (p<0.05) than of Wistar rats in all analyzed periods (Figure 1).
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BMD analysis of the alveolar bone healing

Wistar rats showed significant increase in medium and high BMD in the medium third of the
dental alveolus on day 28 when compared with days 7 and 14 postoperatively; while low
BMD values showed no significant difference (Table 1). The apical third of the dental
alveolus exhibited significant increase in medium and low BMD on day 28 when compared
with day 7, as well as significant reduction in low BMD on day 42 when compared with day
28 (Table 2).

SHRs exhibited significant decrease in medium and low BMD in the medium third of the
alveolus on day 28 when compared with day 21 post surgery (Table 1). On the other hand, a
significant increase in medium and low BMD was noted at 42 days when compared with 28
days; while no difference in high BMD values was noted. The apical third exhibited no
significant alteration.

Intergroup comparison revealed a significant decrease in medium and low BMD at 28 days in
both thirds of the alveolus of SHRs. In addition, high BMD values increased in the medium
third in the alveolus of SHRs at 14, 21 and 42 days. However, these increased high BMD
values did not alter the medium BMD measurements, since the medium BMD values of the

periods mentioned in SHRs were not different from those observed in Wistar rats.

DISCUSSION

To the best of our knowledge, the present study demonstrated for the first time that the
alveolar dental healing is altered in SHRs, when compared with normotensive Wistar rats.
The results suggest that hypertension delays alveolar bone healing.

It has been widely accepted that the most appropriate control strain to SHR studies is the
Wistar-Kyoto (WKY) rat, to which SHRs are genetically related. Concerns have been raised
about genetic differences’ and biological variability'* between SHRs and WKY rats.
Moreover, evidences suggest that the WKY strain is not the most suitable for backcross
studies because of the incidence of spontaneous hypertension and the somewhat higher
levels of blood pressure in these rats“**"?*. According to several studies®*****, SHRs were
compared to Wistar rats, which are safely normotensive and with no genetic alteration that
could modulate arterial pressure.

Densitometric analysis showed that an expected gradual BMD increase was not observed in
relation to the sequence of postoperative days in normotensive rats; however a significant
BMD increase at 28 days was observed in the medium and apical thirds of the dental
alveolus. These results suggest that there is significant bone formation at 28 days of the
healing process. Guglielmotti and Cabrini'* also analyzed the alveolar bone healing in Wistar
rats, based on histometric parameters including volume density of bone; however, in a
restricted area of the apical third. Although no statistical analysis was performed in the study
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mentioned, high radiographic density was observed all over the healing extension, leaving
the alveolus walls undistinguishable around day 30 post surgery.

The present data can be corroborated by histometric studies that observed no difference in
the quantity of bone tissue formed in the dental alveolus of Wistar rats one, two and three
weeks after surgery ** and continuous osseous neoformation was also observed over 21
days after surgery®. In our study, a reduction in low BMD was observed at 42 days in relation
to 28 days in the apical third of the alveolus of Wistar rats, with no alteration of high BMD
values. These data suggest that the reduction of medullary spaces between the trabeculae
can be associated with the formation of a more compact bone tissue, as demonstrated in a
previous histological study that evaluated the alveolar healing process at 42 days after tooth
extraction in Wistar rats®.

In the alveolus of SHRs, the reduction in medium and low BMD in the dental alveolus at 28
days in relation to 21 days, with subsequent increase at 42 days, demonstrated that the
healing process did not follow the same pattern observed in Wistar rats. The decrease in
medium BMD at 28 days in SHRs revealed a reduced quantity of bone tissue or a less
mineralized bone tissue. Alveolar healing process alteration, characterized by immature bone
tissue, was also noted between 9 and 21 days after upper incisive tooth extraction using a
renal hypertensive (Goldblatt rats 1-kidney, 1-clip) animal model°. Histological evaluations of
the healing process in femur defects induced in SHRs showed a prevalence of flattened
osteoblasts in the periphery of bone trabeculae, characterizing their quiescent aspect®. Our
results concerning alveolar bone healing are in agreement with previous studies that showed
alveolar bone disorders in SHRs during ligature-induced periodontal disease, when
compared to normotensive Wistar rats. It was demonstrated an exacerbated response to
periodontal disease'® with an increased bone resorption and decreased bone density in
SHRs®.

CONCLUSION

Our results demonstrate that BMD in the dental alveolus of spontaneously hypertensive rats
is significantly decreased at 28 days after tooth extraction, strongly suggesting a delay of the
alveolar healing under this pathological condition. Further investigations should be carried
out in order to determine the mechanisms involved in the alveolar healing process in this

spontaneously hypertensive animal model.
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LEGEND FOR FIGURE

Figure 1. Systolic Arterial Blood Pressure (SBP) of Wistar rats (closed circles, n=5)
and SHRs (open circles, n=5). Symbols represent means + SEM of the

experiments performed.
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Table 1. Bone Mineral Density (BMD) values (mean + SEM) of the medium third of Wistar rats

and SHR.

Medium BMD Low BMD High BMD
Day WISTAR SHR WISTAR SHR WISTAR SHR
7 159+0.9bA 164+4.9abA  146.4+1.4aA 153.2+5.4abA 176.4+2.1bA 180.4+4.1aA
14 160.2+4.4bA 166.1+2.5abA 146.2+4.9aA 149.6+3.7abA 175.4+2.9bB 182.6+1.1aA
21 164.6+1.3abA 171.2+0.8aA 151+1.5aA 155+1.2aA 180+1.9abB  188.2+1.2aA
28 171.3#1.5aB 159.4+1.8bA 155.6+1.5aA 142.4+2.2bB 187+2.6aA 181.6+1.4aA
42 163.4+1.3abA 170.612.7aA 148.0+1.4aA 152.2+2.8abA 181.2+1.8abB 189.6+2.4aA

Mean values followed by distinct letters, lowercase for columns and capitals for lines, showing

significant differences by Tukey test (p < 0.05).

Table 2. Bone Mineral Density (BMD) values (mean + SEM) of the apical third of Wistar rats and

SHR.
Medium BMD Low BMD High BMD

Day WISTAR SHR WISTAR SHR WISTAR SHR

7 165+1.8bA 166x4.7aA 150.6+3.3bA  151.4+5.1aA 182.4+3.8aA 181+4.5aA
14 166.4+5.2abA 165.6+3.9aA 151.6+7.2abA 149.6+4.7aA 179.6+5aA 182.6x4.1aA
21 172.8+2.3abA 172.9+0.8aA 160+2.8abA  156+1.8aA  186.4+2.2aA 192.2+1.8aA
28 178.4+2.3aA 161%2.2aB 166.8+1.8aA 145.8+2.8aB 189.2t2.7aA 178+3.2aA
42 168.7+2abA  173+4.2aA  149.842.6bA  159+4.6aA  189.2+2.7aA 188+4.8aA

Mean values followed by distinct letters, lowercase for columns and capitals for lines, showing

significant differences by Tukey test (p < 0.05).
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