UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM B10QUIMICA E IMUNOLOGIA

CARACTERIZACAO DAS LESOES PERIAPICAIS
INDUZIDAS EM ANIMAIS DEFICIENTES DAS ENZIMAS
INOS E DA SUBUNIDADE GP91 DA
NADPH OXIDASE

MARCELO JOSE BARBOSA SILVA

BELO HORIZONTE
2009



MARCELO JOSE BARBOSA SILVA

CARACTERIZACAO DAS LESOES PERIAPICAIS
INDUZIDAS EM ANIMAIS DEFICIENTES DAS ENZIMAS
INOS E DA SUBUNIDADE GP91 DA
NADPH OXIDASE

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Bioquimica e Imunologia
como requisito parcial para obtencao do
titulo de Doutor em Ciéncias Biologicas.
Area de concentracio: Imunologia
Orientadora: Prof2 Leda Quercia Vieira
Co-orientador: Prof. Antonio Paulino
Ribeiro Sobrinho

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
BELO HORIZONTE 2009



Dedicatoria

DEDICATORIA

A toda a minha familia, em especial ao meu pai, sdo as pessoas mais importante para mim.

II1



Agradecimentos

AGRADECIMENTOS

A Paulinha, minha esposa e super companheira.

A Profa. Leda Quercia Vieira por ter disponibilizado recursos para a realizacdo deste
trabalho, pela compreensao, estimulos e conselhos profissionais e cientificos.

Ao Prof. Anténio Paulino Ribeiro Sobrinho pelo entusiasmo constante.

Ao Dr. Toshihisa Kawai por todo o apoio e experiéncia transmitida durante o periodo em

que tive o prazer de trabalhar com ele.

A Profa. Rosa Arantes, pelo entusiasmo e contribui¢do na publicacdao que foi fundamental

para a realizacao deste trabalho.

A Profa. Gerluza pela ajuda durante o processamento histolégico das laminas e pelas

orientagdes sempre bem vindas.

Ao Prof. Anténio Helvécio Totola pelas orientacdes nas analises dos resultados do Real

Time PCR.

Ao Prof. Oscar por ter cedido o espaco e equipamento para realizagdo dos experimentos

finais.

Ao Prof. Marcelo Calliari pela contribui¢cdo na analise morfométrica das laminas.

A Maria Rosa e Fernanda que ajudaram muito na obteng¢do dos resultados do Real Time

PCR.

Aos meus colegas de laboratdrio, grandes companheiros do dia-a-dia cujas sugestoes
foram fundamentais para resolucdo dos problemas que ocorrem durante os

experimentos. Pelos momentos de descontragdo, afinal, nem tudo é s6 trabalho.

IV



Agradecimentos

Aos meus companheiros do Forsyth, principalmente, Kazu, Mickey, Hany, Cristina e

Luciana. Adorei trabalhar com todos vocés!

Aos amigos de Boston que tornaram a nossa vida ainda mais agradavel.

A todos os técnicos e funcionarios da UFMG.



Epigrafe

EPIGRAFE

“Nada lhe posso dar que ja ndo exista em vocé mesmo.

Nio possa abrir-lhe um mundo de imagens, além daquele que ha em sua prépria alma.
Nada lhe posso dar a ndo ser a oportunidade, o impulso e a chave.

Eu o ajudarei a tornar visivel o seu préprio mundo, e isso é tudo.”

Hermann Hesse

VI



Resumo

RESUMO

As lesdes periapicais desenvolvem-se como uma resposta do hospedeiro frente
as infeccdes endodonticas. A 6xido nitrico sintase (NOS) e a NADPH oxidase sdao enzimas
responsaveis por gerarem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio cuja principal acgao,
entre muitas, relaciona-se a resisténcia contra patégenos. Essas enzimas sao produzidas
por fagocitos e outros tipos celulares. Nesse estudo, avaliaram-se os aspectos
imunolégicos e histolégicos da lesdo periapical induzida em camundongos C57BL/6
selvagem, iNOS~/- e PHOX/~. Os resultados mostraram que os animais deficientes da iNOS
expressam elevados niveis IL-1B, TNF-o, RANK, RANKL e MCP-1 comparado aqueles
deficientes da PHOX e o selvagem. A reabsorg¢do éssea apical foi maior nos camundongos
iNOS-/- comparados aos outros grupos estudados. Observou-se discreto infiltrado
inflamatério nos camundongos selvagens e PHOX/-, enquanto os camundongos iNOS-/-
apresentaram intenso infiltrado mononuclear e polimorfonuclear. Avaliou-se também, a
presenca de linfécitos T na lesdo periapical e na medula 6ssea adjacente em trés tempos
operatorios diferentes: 3, 7 e 14 dias ap6s a indugdo da lesdo periapical. Comprovou-se a
presenca de linfocitos T expressando mRANKL, 3 e 7 dias apdés o procedimentos
operatorios, mas ndo no 142 dia. Por sua vez, na medula 6ssea, linfé6citos T mRANKL*
foram encontradas em todos os tempos operatérios. Detectaram-se, também,
fibroblastos e osteoblastos expressando mRANKL 3 dias ap6s a inducdo da lesdo
periapical. Os resultados sugerem que os linfocitos T, fibroblastos e osteoblastos
parecem ser as células responsaveis pela expressdo de mRANKL e, conseqlientemente,
pela diferenciacao dos osteoclastos nos primeiros momentos do desenvolvimento da
lesdo periapical. Ademais, os microrganismos e seus subprodutos presentes nas

infeccoes radiculares dos animais C57BL/6 selvagens e PHOX~/- podem interagir com

VII



Resumo

receptores da resposta imune inata, induzindo a expressao da iNOS e a produgdo de NO,
que podem controlar o processo infeccioso nos tecidos perirradiculares. As espécies
reativas de oxigénio ndo parecem cumprir um papel importante na resisténcia contra
infeccdes bacterianas nesse modelo de estudo ja que as caracteristicas imunolégicas e
histoldgicas da lesdo periapical nos animais deficientes da PHOX sdo semelhantes ao

camundongo C57BL/6.
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Abstract

ABSTRACT

The development of periapical lesions is a consequence of host response against
an endodontic infection. The nitric oxide synthase and the NADPH oxidase are
responsible for generating reactive oxygen and nitrogen intermediates whose main
action, amongst many others, is the resistance against pathogens. Phagocytes and other
cellular types can produce these enzymes. The aim of this study was to investigate the
immunologic and histological aspects of periapical lesion in C57BL/6 wild-type mice,
iNOS-/- and PHOX/-. The results showed that the iNOS-/- mice expressed high levels of IL-
1B, TNF-a, RANK, RANKL and MCP-1 when compared to those with a deficiency in
NADPH oxidase and to the wild-type one. The apical thickening of the periodontal
ligament was greater in the iNOS-/- mice when compared with the other groups under
study, indicating a greater bone resorption. A mild inflammatory infiltrate was noticed
in the wild-type mice, as well as in the PHOX”/- ones, whereas the iNOS/- mice had an
intense mononuclear and polymorphonuclear infiltrate. We also evaluated the presence
of T cells in the periapical lesion and in the adjacent bone marrow in three different
post-operative stages: 3, 7, and 14 days after the induction of periapical lesion. There
were T cells expressing mRANKL on day 3 and 7 after the operative procedures, but not
on the 14th day. In turn, mRANKL* T cells were found in the bone marrow in all pos-
operative times. Fibroblasts and osteoblast expressing mRANKL were also detected 3
days after the periapical lesion induction. These findings suggest that the T cells,
osteoblasts and the fibroblasts seem to be the cells responsible for the expression of
mRANKL and, therefore, for the mediation of osteoclast differentiation in the earlier
stages of the periapical lesion development. Furthermore, the microorganisms and their

products present in the root canal infections of the C57BL/6 wild-type mice as well as in
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Abstract

the PHOX-/- animals may interact with receptors of the innate immune response,
inducing the expression of iNOS and the production of NO, which may control the
infectious process in the periradicular tissues. The reactive oxygen intermediates seem
not to play an important role in the resistance against bacterial infections in this model
of study since the immunological and histological characteristics of the periapical lesion

in PHOX-deficient animals are similar to those found in the C57BL/6 mice.

Keywords: iNOS, NADPH oxidase, periapical lesion, nitric oxide, reactive oxygen

intermediates, reactive nitrogen intermediates.
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1 INTRODUCAO

O tecido pulpar é circunscrito por uma cavidade rigida e inextensivel de dentina
que, em condi¢cdes normais, ndo possui uma microbiota residente. No entanto, os
microorganismos da cavidade oral podem infectar o tecido pulpar por diferentes vias:
através da exposicao dos tubulos dentinarios causada pela carie e/ou por restauracdes
mal-adaptadas, e através da circulacao sanguinea (via anacorética) (TAKAHASHI 1998).
No momento em que os patégenos conseguem se instalar e agredir esse tecido,
alteracdes imuno-inflamatérias ocorrerdo, causando a formacdo de um edema
intrapulpar. Como as paredes de dentina sdo inextensiveis e o tecido pulpar nao
apresenta circulacdo colateral (a origem do suprimento de sangue vem basicamente do
forame apical), o edema ird comprimir os vasos sanguineos da polpa dentaria,
dificultando a circulacao e reduzindo o aporte de oxigénio.

Diante desse cendrio, os processos metabdlicos pulpares cessam juntamente com
a perda da sua estrutura, culminando em necrose. O tecido pulpar necrosado fornecerj,
entdo, livre acesso aos microrganismos da cavidade oral, oferecendo as condi¢oes ideais
para a formacgdo de coldnias bacterianas e de biofilmes microbianos dentro do canal
radicular. As endotoxinas bacterianas (lipolissacarideos, proteoglicanos, enzimas e os
produtos metabdlicos) e derivados da desintegracdao pulpar atravessam o forame apical
e passam a induzir alteracdes nos tecidos adjacentes periodontais (NAIR et al. 1996). E
importante ressaltar que a presenca desses microrganismos na lesao periapical é uma
excecao, e ndao uma regra (BLOCK et al. 1976). Assim sendo, o desenvolvimento das
alteragoes perirradiculares é consequéncia do efeito indireto de uma infec¢ao instalada

nos sistemas de canais radiculares.
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A persisténcia da microbiota intra-canal induz a formag¢do do granuloma apical.
Essa lesdo estad localizada ao redor do apice radicular e é formada em resposta aos
estimulos nocivos, de baixa intensidade, provenientes do canal radicular (NAIR
2004,NAIR et al. 1996). A lesao se inicia por hiperemia e edema no pericemento apical
com a infiltragdo de células inflamatorias cronicas, com muitos macréfagos, plasmacitos,
linfocitos B e T, além da presenca de células nao-inflamatérias como fibroblastos,
osteoblastos e células endoteliais (NAIR 2004,NAIR et al. 1996,RODINI e LARA 2001). A
inflamacdo e o aumento da vascularizagdo do tecido induzem a reabsorcdo éssea
proximo a area apical, tornando-a radiograficamente visivel (MARTON e KISS 1992). O
granuloma apical tipico é, quase sempre, circundado por uma cdpsula fibrosa, com feixes
condensados de colageno adjacente ao osso. A lesdo possui um excelente potencial de
reparo e se converte em tecido periapical normal ou tecido de cicatrizagdo quando o

irritante é removido (DE DEUS 1992).

1.1 Reabsorgdo ossea periapical

A reabsorc¢ao 6ssea observada nas lesdes periapicais ocorre por um desequilibrio
entre a atividade de osteoclastos e osteoblastos. Em modelos animais, particularmente
em camundongos e ratos, as lesGes periapicais desenvolvem-se rapidamente entre a
primeira e a segunda semana (fase aguda), com um predominio de citocinas pro-
inflamatérias (IL-10, IL-1B, e TNF-a) e intensa reabsorcdo 0ssea periapical, seguida de
uma fase crénica, com mudancas no perfil das citocinas ali liberadas (IL-4, IL-10 e IL-13)
(STASHENKO et al. 1987,STASHENKO et al. 1994,STASHENKO et al. 1998, DINARELLO

1996).



Introdugdo 16

A IL-1pB é, possivelmente, o mais importante destes mediadores, sendo ativa em
concentragdes menores que 1 ng/mL (STASHENKO e WANG 1992,LIM et al
1994,SHIMAUCHI et al. 1998). Inicialmente, pdde-se observar que esse mediador tem
atividade de reabsorc¢ao 6ssea em ossos longos de feto de ratos (DEWHIRST et al. 1985).
Em seguida, Stashenko et al. (1987) demonstraram que a IL-1f foi capaz de inibir a
formacao 6ssea in vitro em culturas de osteoblastos. Segundo os autores, essa acdo
estaria relacionada aos multiplos efeitos inibitérios provocados pela IL-1B nos
osteoblastos, especificamente devido a inibicao da sintese de colageno, da expressdo da
fosfatase alcalina e da replicagdo dessas células.

Alguns anos depois, Shimauchi et al. (1992) constataram que a IL-1B estava
presente em lesOes periapicais humanas. Nessa pesquisa, analisaram-se exudatos de 29
amostras de lesdes periapicais com reabsor¢do éssea diagnosticada radiograficamente,
onde, em 25 casos, foram constatados niveis elevados da IL-1B. Lim et al. (1994)
realizaram um trabalho semelhante e observaram que as lesdes periapicais sintomaticas
apresentavam niveis mais elevados da IL-1p do que as lesdes assintomaticas. Sendo
assim, a IL-1p favorece a reabsor¢ao dssea nas lesdes periapicais, inibindo a formacao
6ssea pelos osteoblastos e induzindo a reabsorc¢ao dssea pelos osteoclastos.

Verificou-se que ha uma correlagdo positiva entre a producdo de IL-1 e os
mediadores proé-inflamatérios IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y (STASHENKO et al. 1998).
Conforme dito anteriormente, algumas dessas citocinas sdo encontradas,
principalmente, na fase aguda da lesdo, momento em que acontece grande reabsorgao
0ssea periapical (KAWASHIMA et al. 1996,STASHENKO e YU 1989). Em contrapartida, a
produgdo das citocinas Th2 (IL-4, IL-6 IL-10 e IL-13) coincide com a fase cronica da
lesdo (STASHENKO et al. 1998). Durante essa fase, a atividade reabsortiva é menor

devido a acdo dessas citocinas. Por exemplo, as lesdes periapicais em camundongos IL-
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10/~ se desenvolvem com maior reabsor¢do dssea quando comparada com o
camundongo selvagem. Além disso, nos animais knockout, a producdo de IL-1f na lesdo
periapical foi 10 vezes maior do que no animal selvagem. Isso indica que a IL-10 reduz a
reabsor¢ao 6ssea, inibindo a produgdo da IL-1f na lesdo periapical (SASAKI et al. 2000).
Ja as citocinas IL-4 e IL-13 sdo capazes de inibir a reabsor¢do 6ssea interferindo na
osteoclastogénese, bem como na reducdo da producao das citocinas Th1l (STASHENKO
etal 1998).

Sabe-se que existe uma inter-relacio entre a resposta imunolégica e o
metabolismo dsseo, o que insere a investigacdo dessa doenca dentro do campo da
osteoimunologia (KAWASHIMA et al. 2007,VERNAL et al. 2006b). Esse termo surgiu ha
aproximadamente uma década e os estudos dedicados a esta ciéncia tém fornecido mais
conhecimento sobre a patogénese da lesdo periapical.

O principal mecanismo regulador da atividade de osteoblastos e osteoclastos é
mediado pelo Receptor do Fator Nuclear Kappa B (RANK) e o seu ligante (RANKL), que
pertencem a superfamilia do receptor do Fator de Necrose Tumoral (TNF). O RANKL é
expresso por diferentes tipos celulares, tais como fibroblastos, linfécitos, macréfagos e
células dendriticas (ANDERSON et al. 1997,COCHRAN 2008,JOSIEN et al. 2000). Ele pode
ser expresso na membrana celular, sendo chamado de RANKL de membrana (mRANKL),
que pode ser clivado, tornando-se o RANKL soluvel (sRANKL) (MIZUNO et al
2002,NAKASHIMA et al. 2000). Sendo um membro da superfamilia dos receptores do
TNF, RANK ndo possui atividade de cinase. Deste modo, para que ocorra a cascata de
sinalizacdo causada pela interacao de RANKL com o seu receptor RANK, este tem de
recrutar fatores associados ao receptor TNF ou TRAFs, sendo o TRAF6 o mais
importante deles (INOUE et al. 2000,WONG et al. 1999). Por sua vez, TRAF6 ativa uma

série de mediadores intracelulares que causara a ativagdo do Fator Nuclear Kappa B
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(NF-xB) e do Fator Nuclear da Ativacao de Linfécitos T (NFATc1) (TAKAYANAGI et al.
2002). Quando essa via ¢ ativada, pré-osteoclastos se unem, formando osteoclastos.

A osteoprotegerina (OPG) foi descoberta por causa da sua capacidade de inibir a
diferenciacdo dos osteoclastos, in vivo e in vitro. Por ser um homologo de RANK, OPG
interage com RANKL, impedindo a ligagdo RANKL-RANK (BOYLE et al. 2003). A OPG é
um membro da superfamilia do receptor do TNF, mas diferentemente dos membros
dessa familia, ndo apresenta um dominio transmembrana, indicando que a OPG é
secretada como uma proteina soltvel. Ela pode ser sintetizada por células do ligamento
periodontal, fibroblastos e osteoblastos (BOYLE et al. 2003,LEIBBRANDT e PENNINGER
2008).

O entendimento do sistema OPG/RANKL/RANK tem elucidado questdes sobre o
metabolismo dsseo, principalmente em relacgdo aos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento dos osteoclastos e, consequentemente, na remodelacdo O&ssea
(KHOSLA 2001). Sabe-se que a fase inicial da remodelacio 6ssea come¢a com o
recrutamento de precursores dos osteoclastos para o tecido 6sseo, seguida pela
diferenciacdo dessas células em osteoclastos que serdo ativados pelo contato de célula
com célula e por fatores liberados pelos osteoblastos (FULLER et al. 1991). Assim, o ciclo
de reabsor¢do comega com a ativacdo dos osteoclastos pelos fatores hormonais
(calcitriol e paratormonio) e mediadores ali liberadas (RANKL, IL-1, IL-6 e IL-11). Apés a
ativacao, essas células liberam enzimas acidas e hidroliticas que causam a degradacao
tanto de componentes minerais quanto de componentes organicos. O elevado nivel de
calcio extracelular causado pela reabsorcao da matriz 6ssea e por substancias ali
liberadas encerra esse ciclo de reabsor¢do (HILL 1998). Nesse momento, os osteoclastos
sofrem apoptose induzida pelo Fator de Crescimento Transformante Beta (TGF-f)

(HUGHES et al. 1996).
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A préxima etapa é denominada fase de reversdao, momento em que células
mononucleares da linhagem dos mondcitos e macréfagos preparam a superficie para
novos osteoblastos iniciarem a formagao 6ssea, produzindo uma glicoproteina na qual
os osteoblastos podem se aderir (KHOSLA 2001,FULLER et al. 1991). Durante a fase
inicial da remodelacdo dssea, a formagdo dos osteoclastos é controlada pelo sistema
OPG/RANKL/RANK. Isso assegura que os ciclos ocorram de forma sincronizada: um
ciclo de reabsorc¢ao seguido de um ciclo de formagdo 6ssea, mantendo a integridade do
sistema esquelético (KHOSLA 2001). Em certas doengas inflamatérias que envolvem o
tecido 6sseo ndo existe equilibrio entre formacao e destruicdo 6ssea. Sendo assim, pode
ocorrer excessiva formagao 6ssea, como na osteopetrose, ou excessiva reabsorc¢ao dssea,
como ocorre na doenca reumatdide, doenca periodontal e na lesdo periapical

(KAWASHIMA et al. 2007,LERNER 2006).

1.2 As quimiocinas na lesdo periapical

As lesOes periapicais sdao caracterizadas pela migracdo constante de
polimorfonucleares, leucocitos, mondcitos, linfocitos, plasmébcitos e mastocitos
(LIAPATAS et al. 2003,NAIR 1997,RODINI e LARA 2001). O recrutamento dessas células
durante o processo inflamatério é essencial para controlar a infeccdo periapical. Tal
tarefa € resultado da expressdao de moléculas de adesao na superficie vascular de células
endoteliais, que foram induzidas por citocinas (IL-1a, IL-13, TNF-a) e por quimiocinas
(MOUGHAL et al. 1992).

As quimiocinas sdo pequenos peptideos de 8-12 kDa que possuem quatro
residuos de cisteina em posi¢cdes altamente conservadas. Dependendo da posicao das

duas primeiras cisteinas proximas ao dominio amino-terminal, elas sdo enquadradas
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dentro de quatro subfamilias: CXC ou alfa, CX3C ou delta, CC ou beta e C ou gama, sendo
que o X representa o aminoacido presente na por¢dao amino-terminal (ROSSI e ZLOTNIK
2000).

Existem atualmente mais de 40 quimiocinas e aproximadamente 20 receptores
de quimiocinas descritos em humanos (MACKAY 2001). A interacdo entre as
quimiocinas e seus receptores é complexa, visto que muitas se ligam a mais de um
receptor e muitos receptores se ligam a mais de uma quimiocina. Sendo assim, é dificil
saber o papel individual de cada uma. No entanto, estudos mais detalhados sobre as
interacdes entre as quimiocinas e seus receptores mostraram que elas podem ser
classificadas em duas categorias, dependendo de como sdo produzidas: as quimiocinas
constitutivas e as quimiocinas induzidas (BARBOSA 2008).

As quimiocinas constitutivas estdo envolvidas na organizacdo do tecido
linféide e no trafego basal de leucécitos (SALLUSTO e BAGGIOLINI 2008). Em
contrapartida, as quimiocinas induzidas ou inflamatérias sdo produzidas em resposta a
infeccdo e recrutam células efetoras, incluindo mondcitos, granulécitos e linfécitos T
efetores para o local da entrada do patégeno (MOSER e LOETSCHER 2001). Exemplos
dessas quimiocinas incluem CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CCL11/eotaxina, CCL4/MIP-1§,
CCL2/MCP-1 e CxCL10/IP-10. Diversas publicacdes vém dando mais atencdo as
quimiocinas devido a importancia desses mediadores no recrutamento de leucécitos, em
diferentes modelos de inflamacgao, incluindo lesdes periapicais, doenga periodontal,
infeccdo intestinal, reacdes alérgicas e outras doencas (MENZIES-GOW et al. 2002,CHAE
etal 2002,GARLET et al. 2003).

A producao de quimiocinas na lesdao periapical pode ser iniciada por elas
proprias, por produtos bacterianos e por citocinas como IL-1, TNF-a e IFN-y. E

interessante notar que produtos liberados da dissolucao dos tecidos minerais podem,
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também, induzir a liberacdo dessas citocinas quimiotaticas (SILVA et al. 2007). Esses
produtos podem ser constituintes da dentina, como sialoproteinas e fosfoproteinas.
Essas proteinas podem estimular a liberacdo de fatores quimiotaticos por osteoblastos
in vitro. Além disso, elas sdo capazes de estimular a migracdo de neutréfilos através da
liberacao de CXCL1/KC e CXCL2/MIP-2 (SILVA et al. 2007). As bactérias gram-negativas,
normalmente encontradas em infeccdes endoddnticas, como Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia sao capazes de induzir a
produgdo de CXCL8/IL-8 por fibroblastos pulpares e osteoblastos (YANG et al. 2003).
Outro provavel causador da liberagdo de quimiocinas nas lesdes periapicais é o trauma
causado pela instrumentagdo ou a irritacdo causada pelos agentes irrigatérios e
materiais endodonticos (SCHMALZ et al. 2000,TUNCER et al. 2005).

Em lesdes periapicais humanas, Kabashima et al (2001) analisaram e
detectaram células positivas para MCP-1, MIP-1a, MIP-1f3 e IP-10. Marton et al. (2000)
haviam comprovado resultados semelhantes, demonstrando a presenca das quimiocinas
IL-8, MCP-1 e RANTES em granulomas periapicais humanos. Eles notaram que tipos
celulares diferentes podem expressar tanto IL-8 quanto MCP-1. Células de diferentes
formas (fusiformes e poligonais), encontradas préximo aos restos epiteliais de Malassez,
mostraram forte marcagao citoplasmatica com o anticorpo anti-IL-8, enquanto células
marcadas para o MCP-1 foram encontradas na camada epitelial dos vasos sanguineos,
presentes nos granulomas. Acredita-se que, em lesdes periapicais cronicas, as
quimiocinas sao fatores importantes para o desenvolvimento da lesao, contribuindo
para a destruicdo tecidual local e estimulando a liberagdao de mediadores inflamatérios.

Ja se sabe que o MCP-1 é importante para migracao de células mononucleares
para a regiao periapical. Como foi demonstrado por Chae et al. (2002), camundongos

deficientes dessa quimiocina sdo susceptiveis a disseminacao da infeccao endoddntica.
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Em lesdes periapicais humanas, o MCP-1 também participa do recrutamento de
mondcitos, sendo expresso, principalmente, por células epiteliais (MARTON et al
2000,KABASHIMA et al. 2001). Outros trabalhos ja provaram que o MCP-1 é produzido
em cistos periapicais, podendo ser responsavel pela progressdao desse tipo de lesdo
(SILVA et al. 2005). Portanto, MCP-1 esta relacionado com o desenvolvimento das lesoes

perirradiculares.

1.3 Oxido nitrico — viséo geral

O o6xido nitrico (NO) é um mensageiro intracelular relacionado com a resposta
imunolégica, além de participar dos mecanismos neuronais e cardiovasculares
(NATHAN 1992). Ele é produzido por um grupo de isoenzimas denominadas 6xido
nitrico sintase (NOS) (BREDT e SNYDER 1990). Trés isoformas distintas da NOS ja foram
identificadas: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e indutivel (iNOS) (NATHAN 1992). A
eNOS e nNOS sdo enzimas constitutivas dependentes da interacdo com o complexo
calcio/calmodulina. Elas podem sintetizar, rapidamente, pequenas quantidades de 6xido
nitrico, na ordem de 10 M (CARMIGNANI et al. 2000). A iNOS é uma enzima cuja
expressdo é induzida por mecanismos inflamatérios. Ela pode produzir quantidades de
NO na ordem de 10¢ M, 1000 vezes maior do que as NOS constitutivas. Nessa
concentracdo, o NO é transformado em outras espécies reativas que sao citotoxicas

(ALAYAN et al. 2006).
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1.3.1 O oxido nitrico e a resisténcia contra patégenos

No que se refere a importancia do NO nos mecanismos de resisténcia contra
diferentes patégenos, Assreuy et al. ( 1994) demonstraram que macroéfagos estimulados
com Zimozan e IFN-y ou LPS e IFN-y matam a Leishmania major e que a adicdo de um
inibidor da iNOS (N-iminoetil-L-ornitina) impede completamente esse efeito. Os autores
ainda comprovaram que o doador de NO, S-nitroso-acetil-penicilina teve grande acao
microbicida quando adicionado diretamente sobre o parasita. Desse modo, a morte do
parasita realizada pelo macréfago é altamente dependente do 6xido nitrico. Para
reforgar a importancia do NO na suscetibilidade contra a infec¢ao por Leishmania major,
outros autores deixaram claro que a geracdo de NO cumpre papel central na producao
de IFN-y pelas células natural killer (DIEFENBACH et al. 1998).

Em alguns parasitismos, o NO pode ser relevante tanto na fase aguda da doenca
quanto na fase cronica. Essa importancia estd bem caracterizada na infec¢do por
Toxoplasma gondii, quando o NO parece ndo ser necessario para a resisténcia inicial a
esse patdgeno, uma vez que animais iNOS-/- conseguem inibir o crescimento do parasita.
Entretanto, se animais que sofrem dessa infec¢do cronica forem tratados com inibidores
da iNOS, o resultado é a reativacio da doenca (ALEXANDER et al. 1997). Outros
trabalhos realizados em animais iNOS-/- comprovaram que essa enzima também é
importante na resisténcia contra bactérias relacionadas a infeccdo endodoéntica. Tais
bactérias sdo a Prevotella nigrescens, o Actinomyces viscosus e o Fusobacterium
nucleatum (FUKADA et al. 2008). Gyurko et al. (2003) demonstraram a importancia da
producdao do NO em modelo de doenga periodontal provocada pela Porphyromonas

gingivalis, em animais iNOS-/-.
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1.4 Oxido nitrico e reabsor¢do ssea

O 6xido nitrico produzido pelo préprio organismo ou fornecido por doadores
possuem uma ac¢do dicotdOmica que afeta o recrutamento, proliferacdo, diferenciacao e
sobrevivéncia tanto dos osteoclastos e osteoblastos quanto dos precursores dos
osteoclastos. A producao basal ou induzida de baixos niveis de NO favorece a formacao
dos osteoclastos, enquanto niveis elevados de NO inibem a formacdo dos mesmos
(CHOLE et al. 1998,RALSTON et al. 1995,RALSTON e GRABOWSKI 1996,VAN'T HOF e
RALSTON 2001). Por exemplo, o tratamento das células da calvaria de camundongos
com doses crescentes de um doador de 6xido nitrico (S-nitroso acetilpenicilina) provou
que doses mais baixas de NO induzem a formagdo de osteoclastos, ao passo que doses
mais altas a inibiam (RALSTON et al. 1995). Complementando o experimento anterior,
Ralston e Grabowski (1996) publicaram resultados indicando uma forte associacao
entre a producao do NO com a reabsor¢ao 6ssea induzida pelas citocinas IL-1p e TNF-a.
Eles trataram células da calvaria de camundongos com IL-1p e TNF-a e demonstraram
que a reabsorcao 6ssea induzida pelas citocinas estava relacionada com a produgio de
baixos niveis de NO, aproximadamente 15 uM. No entanto, quando eles realizaram os
mesmos experimentos tratando as mesmas células com IFN-y, observaram que essa
citocina inibiu a reabsor¢ao 6ssea e que essa inibi¢do estava relacionada com a maior
producao de NO, em torno de 40 uM.

O NO tem sido apontado como um mediador importante na acdao do estrégeno
sobre o bloqueio da reabsor¢do 6ssea que ocorre na osteoporose. Em estudos com um
modelo de osteoporose por deficiéncia de estrogeno, ratas ovariectomizadas

apresentavam menor densidade 6ssea e reducao no peso do fémur em relaciao ao grupo
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controle. Esses efeitos foram completamente inibidos pelo tratamento com
nitroglicerina (doador de NO) (WIMALAWANSA et al. 1996). Complementando esses
experimentos, os pesquisadores trataram as ratas com 17-beta-estradiol que, como
esperado, inibiu a perda 6ssea. Porém, na presenca de L-Nitro-Arginina Metil Ester (L-
NAME), um inibidor da iNOS, esse tratamento ndo foi efetivo, indicando que a agao
protetora do estrégeno contra a perda 6ssea pode ser mediada pelo 6xido nitrico.
Outros autores mostraram resultados conflitantes com os anteriores, ao observarem
que camundongos ovarectomizados deficientes da iNOS ndo apresentavam reduc¢do na
densidade 6ssea (CUZZOCREA et al. 2003). Portanto, o NO exerce efeitos opostos no
osteoclasto, podendo tanto inibir sua ativacao e diferenciagcao quanto induzi-las.

Alguns estudos ja demonstraram a importancia do NO em modelos animais de
doencas inflamatoérias relacionadas ao tecido Osseo, tais como a artrite reumatdide,
doenca periodontal e periodontite apical (VEIHELMANN et al. 2002,ALAYAN et al
2006,FUKADA et al. 2008). Alayan et al. (2006) induziram doenga periodontal em
camundongos iNOS-/- por inoculagdo oral de Porphyromonas gingivalis. Eles mostraram
que os camundongos deficientes da iNOS apresentaram duas vezes mais reabsorg¢ao
6ssea do que os camundongos selvagens. Eles avaliaram, também, o infiltrado
inflamatério em infecgdes subcutaneas com Porphyromonas gingivalis e observaram que
os camundongos deficientes da iNOS possuem um infiltrado de polimorfonucleares
maior do que os camundongos selvagens. Fukada et al. (2008), por sua vez, obtiveram
resultados semelhantes em lesdes periapicais induzidas em camundongos iNOS-/-. Esses
animais apresentaram maior reabsorcao Ossea periapical 14 dias ap6s a infeccdao dos
canais radiculares pelas bactérias Porphyromonas gingivalis e Prevotella nigrescens.

Além disso, o numero de osteoclastos e a expressio de RANK foram maiores
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comparados aos animais selvagens. Deste modo, o dxido nitrico intercede na reabsorgao

Ossea alveolar causada por patégenos da cavidade oral.

1.5 A relagdo entre o 6xido nitrico e RANKL

Os mediadores do sistema esquelético RANKL e OPG ndo estdo envolvidos
somente nos mecanismos de diferenciacio dos osteoclastos a partir de células
progenitoras da medula éssea, mas também na fisiologia e patologia do sistema
vascular. Tal envolvimento parece depender da producdo do NO pela 6xido nitrico
sintase (SATTLER et al. 2004,BROWNER et al. 2001,SCHOPPET et al. 2003b,MIN et al.
2007).

Alguns trabalhos comprovaram que os niveis sanguineos de RANKL e OPG estdo
relacionados com doengas coronarianas. Os niveis de OPG sdo quatro vezes mais altos
em mulheres com risco de doencas cardiovasculares em comparacdo com mulheres
saudaveis (BROWNER et al. 2001). Corroborando esses resultados, outros autores
encontraram elevados niveis de OPG e baixos niveis de SRANKL em homens com doenga
coronariana (SCHOPPET et al. 2003a,SCHOPPET et al. 2003b). Entdo, ja que sRANKL esta
relacionado com doengas coronarianas, é possivel que essa proteina exer¢a alguma
influéncia na parede dos vasos sanguineos. Para confirmar essa hipétese, Min et al.
(2007) demonstraram que RANKL promove a permeabilidade vascular e angiogénese,
estimulando a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) por mecanismos dependentes de
TRAF-6, PI3K e Akt. Sendo assim, RANKL promove alteragcdes na parede vascular,
regulando a produc¢ao do 6xido nitrico na camada endotelial.

Sabe-se que RANKL induz a producdao de NO pelas células pré-osteoclasticas e

que essa producao é essencial na diferenciacio dos osteoclastos (FAN et al
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2004,FUKADA et al. 2008). Entretanto, Zheng et al. (2006) comprovaram que a
produgdo de NO induzido pelo RANKL exerce uma regula¢do negativa na diferenciacao
osteoclastica, uma vez que as células da medula 6ssea isoladas de camundongos iNOS-/-
estimuladas pelo RANKL se diferenciam mais em osteoclastos, quando comparadas as
mesmas células isoladas dos camundongos selvagens. Para esclarecer tal fato, eles
estimularam células RAW 264.7 com RANKL e mostraram que essas células produzem
IFN-B!, além de NO. Em seguida, eles trataram células RAW 264.7 durante a sua
diferenciacdo com um anticorpo que neutraliza o IFN-. Observou-se que a inativacao do
IFN-B causa uma reducdo na expressao da iNOS e do NO, aumentando a diferenciacdo
dos osteoclastos. Deste modo, a producdo do IFN-3 induzido pelo RANKL em células pré-
osteoclasticas promove a expressdao da iNOS e a geracao do NO, sendo um importante
sinal de feedback negativo durante a osteoclastogénese.

Os resultados acima discutidos mostram que os eventos iniciados pela interagao
entre RANKL e RANK em vasos sanguineos e nas células progenitoras dos osteoclastos

estao fortemente relacionados com a expressao da iNOS e com a producdo do NO.

1.6 Oxido nitrico na lesdo periapical

O processo da formacao das lesdes periapicais esta diretamente relacionado com
a destruicdo dssea provocada pelas citocinas IL-1p e TNF-a, cuja producao € estimulada
pela presenga de produtos bacterianos oriundos do canal radicular (STASHENKO et al.
1987, HONG et al. 2004,BAIK et al. 2008). Além disso, existe uma forte correlacao entre a

producao da iNOS e os fatores bacterianos, tais como o LPS e as citocinas pro-

1 J4 se sabe que o IFN-B inibe a osteoclastogénese por interferir na expressio de c-fos induzida pelo
RANKL (TAKAYANAGI et al. 2002).
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inflamatorias (IFN-y, IL-18 e TNF-a) (NAIR et al. 1996,REDDI et al. 1995,KIKKAWA et al.
1998, HONG et al. 2004,FOUAD e ACOSTA 2001,SUNDQVIST 1992).

Em 1998, Takeichi et al. comprovaram que polimorfonucleares (PMN) obtidos a
partir de exudatos da lesdo periapical em pacientes humanos expressam iNOS e
produzem NO. Para constatar se PMN obtidos do sangue periférico dos mesmos
pacientes sdo capazes de produzir NO, essas células foram isoladas e estimuladas com
uma mistura de LPS, IL-1 e IFN-y. Observou-se que o tratamento dos PMN com a
combinagdo das trés substancias produziu elevados niveis de NO (224+26 uM), quando
comparado com LPS e IL-1f (9032 uM) ou LPS e IFN-y (158+20 uM). Resultado
semelhante ao encontrado nos PMN foi demonstrado na prépria lesao. Eles observaram
a co-localizacdao entre PMN produzindo iNOS, com mononucleares produzindo IL-1f ou
[FN-y. Sendo assim, os PMN podem produzir NO induzido por citocinas liberadas por
células mononucleares.

Em 1999, outros autores complementaram os achados anteriores, isolando
monocitos do sangue periférico de individuos com altera¢des perirradiculares e os
estimulando com LPS de bactérias sabidamente envolvidas nas infeccdes endodonticas
(Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis). Eles
viram que as células mononucleares produziram elevados niveis de IL-1f, IL-6 e IL-8 em
resposta ao LPS (MATSUSHITA et al. 1999). Hong et al. (2004) publicaram resultados
ainda mais relacionados com a lesdo periapical. Eles demonstraram que o LPS induz a
reabsorcao Ossea periapical através da liberacdao de IL-1la e TNF-a por macréfagos
presentes na lesdo. Confirmou-se a capacidade do LPS de induzir reabsorcdo dssea
periapical em um modelo animal de periodontite apical em que ratos tratados com
polimixina B (inibidor especifico do LPS) apresentaram menor progressdo da lesao

periapical (80% a menos), quando comparados aos animais ndo tratados. Isso sugere
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que as endotoxinas bacterianas produzidas dentro do canal radicular alcancam a regiao
periapical, induzindo a sintese de IL-1a e TNF-a pelos macro6fagos ali residentes. Ainda
mais, essas citocinas aumentam a producao de metaloproteinase 1 (MMP-1) pelos
macrofagos, que é essencial para o inicio da reabsorg¢do 6ssea (HONG et al. 2004).

No entanto, ndo s macroéfagos, mas também osteoblastos podem produzir MMP-
1. Lin et al. (2003) comprovaram tal fato e ainda o correlacionaram com a produc¢do do
NO pelos macréfagos. Eles viram que a inducdo da expressdo da iNOS pelo LPS em
macrofagos da linhagem ]774 foi capaz de induzir a produ¢do de MMP-1 por
osteoblastos in vitro. Em contrapartida, os macréfagos que nao foram previamente
tratados com LPS ndo produzem NO e, por extensdo, ndo foram capazes de induzir a
produg¢do de MMP-1 pelos osteoblastos. Para confirmar se a expressao da MMP-1 estava
relacionada com o aumento na expressao da iNOS, os mesmos autores adicionaram a co-
cultura citrato de L-NG-mono-metil Arginina (L-NMMA) um inibidor da iNOS, e
mostraram que a expressao da MMP-1 foi reduzida em 39% (LIN et al. 2003).

Algumas publica¢des evidenciaram que diferentes tipos celulares expressam a
iNOS e produzem 6xido nitrico em granulomas periapicais e cistos radiculares humanos
(TAKEICHI et al. 1998a,TAKEICHI et al. 1998b,SUZUKI et al. 2002). Suzuki et al. (2002)
e Takeichi et al. (1998) analisaram por imuno-histoquimica diferentes tipos de lesdes
periapicais, dentre elas granuloma apical, cisto radicular e cisto radicular residual. Eles
demonstraram que, na maioria das lesdes periapicais, os polimorfonucleares,
macrofagos e linfocitos apresentaram marcacgao citoplasmatica para iNOS. Ja nos cistos
radiculares e cistos radiculares residuais, além dos macrofagos e linfocitos, as células
epiteliais também mostraram marcag¢do positiva para iNOS. Em algumas lesdes, eles
notaram que a iNOS também pode ser sintetizada por células nao-inflamatorias, como o

fibroblasto.
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1.7 NADPH oxidase e a produgéo de espécie reativa de oxigénio

A NADPH oxidase (PHOX ou NOX) é um complexo enzimatico capaz de reduzir o
oxigénio utilizando o NADPH como substrato. Ela é composta por duas cadeias na
membrana celular (gp91rhox e p22prhox), trés cadeias citosolicas (p67rhox, p47prhox e p4(Qphox)
e dois peptideos de baixo peso molecular conhecidos como Rac 1 e Rac 2 (BABIOR
1999). Para que a enzima seja ativada, a cadeia citoplasmatica p47rhox tem de ser
fosforilada, causando uma alteragdo conformacional na sua estrutura, o que permite a
sua ligacdo a p22prhox, O complexo p22rhox-p47rhox ativa a p67rhox que, por sua vez, recruta
a p40rhox e se une ao complexo de membrana. Por fim, Rac se liga diretamente a gp91phox,
Apés essa ligacao, forma-se um complexo estrutural que é capaz de oxidar o NADPH e
reduzir o oxigénio. Para que ocorra essa reacdo de oxi-reducao, o NADPH doa elétrons
para o dinucleotideo flavina-adenina (FAD), que estd na estrutura da gp91rhox, Em
seguida, o FAD reduzido transfere os elétrons para os grupos hemes localizados no
complexo de membrana da gp91rhox que, entdo, reduz o oxigénio gerando o radical

superéxido (BABIOR 1999,BEDARD e KRAUSE 2007). (FIG. 1)
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FIGURA 1 - Desenho esquematico mostrando a montagem do complexo NADPH oxidase.

Recentemente, outras proteinas, homélogas da gp91rhex, foram identificadas
como fontes potenciais de superéxido: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 e NOX5 (BEDARD e
KRAUSE 2007,LAMBETH et al. 2007). Cada uma dessas isoformas possui maneiras de
ativacdo diferente. As NOX1, NOX2, NOX3 e NOX4 requerem a proteina de membrana
p22prhox para conseguirem transportar o elétron e reduzir o oxigénio em radical
superéxido. Entretanto, NOX5 consegue produzir radical superéxido na auséncia da
p22rhox, Em relacdo aos fatores citoplasmaticos, NOX1 e NOX3 dependem de trés co-
fatores para sua ativagao: organizador NOX1 (NOXO01), ativador NOX1 (NOXA1) e Racl.
Ja a NOX2 depende da p47prhox, p67rhox e Racl. NOX4 e NOX5 ndo dependem de tais
fatores para produzirem o radical superoxido (BEDARD e KRAUSE 2007).

A isoforma 2 da NADPH oxidase é responsavel pela producdo de elevadas
quantidades de super6xido em fagocitos profissionais como os neutréfilos, eosinéfilos,

mondcitos e macréfagos (BABIOR 2004). A partir de altas concentragdes formadas,
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originar-se-do outras espécies reativas responsaveis pela acdo microbicida desses
fagocitos, entre elas: o peroxido de hidrogénio, produzido pela dismutacao espontanea
ou enzimatica do superoxido; o acido hipocloroso (HOCI), formado a partir da reagdo do
perdxido de hidrogénio com o anion cloreto (reacdo catalisada pela mieloperoxidase) e
o radical hidroxila (OH*®), formado a partir da reagdo do perdéxido de hidrogénio com o
superoxido (GARDNER e FRIDOVICH 1991,WINTERBOURN e SUTTON 1986,BABIOR
2004).

Estudos recentes revelaram que pequenas quantidades de ROS tém acdes
completamente distintas daquelas relacionadas a agdo microbicida dos fagécitos. Por
exemplo, baixas concentragdes de anion superéxido e per6xido de hidrogénio podem
agir como segundo mensageiro em diferentes vias de sinalizacdo (BAE et al

1997,LANDER 1997,RHEE 1999).

1.8 As espécies reativas de oxigénio

A produgdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) tem grande importancia na
resisténcia contra doencas infecciosas (NATHAN e SHILOH 2000). Em animais gp47prhox-/-
(modelo animal da granulomatose crénica humana) a suscetibilidade as infec¢des
bacterianas e fingicas é maior se comparada com a dos animais selvagens (JACKSON et
al. 1995, HEYWORTH et al. 2003). Outros autores relatam o envolvimento das ROS na
resisténcia contra infecg¢des por protozoarios como Leishmania tropica e Plasmodium
falciparum (GHOSH et al. 2003,UHLEMANN et al. 2004).

A producdo de ROS pelos osteoclastos e pré-osteoclastos é importante no
processo de reabsorcao dssea e de diferenciacao dos osteoclastos (GARRETT et al. 1990)

YANG et al, 1998). A ativacdo da NADPH oxidase na membrana do osteoclasto e a
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produgdo de superdxido parecem estar envolvidas no complexo processo de reabsorc¢ao
0ssea (KEY et al. 1990,GARRETT et al. 1990). Essa afirmacao foi verificada por uma série
de experimentos realizados em cultura de calvaria de camundongo. Garret et al. (1990)
demonstraram que existe um aumento da reabsorg¢do 6ssea em cultura de calvaria de
camundongo na presenca de um sistema de geracdo de radicais livres (xantina/xantina
oxidase). Eles observaram, ainda, que camundongos tratados com xantina e xantina
oxidase apresentaram um numero maior de osteoclastos e aumento na superficie de
reabsor¢ao 6ssea na calvaria. Tais resultados foram semelhantes aqueles obtidos apds a
injecdo de IL-la diretamente sobre a calvaria. Para confirmar que a reabsor¢do
detectada neste modelo se relacionava a produc¢do de superéxido pelos osteoclastos,
aqueles autores estimularam uma cultura de células da calvaria com paratormonio e IL-
1, e comprovaram esta premissa ao detectarem um aumento na produc¢do do radical
superoxido. Ademais, tal reabsorcao foi inibida pela superéxido dismutase e catalase,
enzimas que consomem rapidamente o superdxido e o perdxido de hidrogénio
presentes no tecido (GARRETT et al. 1990).

Em outra linha de experimentos, os mesmos autores isolaram osteoclastos de
aves, incubaram-nos com citocromo C e mediram sua forma reduzida, que
indiretamente afere a quantidade de agentes oxidantes no tecido. Eles comprovaram
que tais células podem produzir 10,4+2 nmol/poco de citocromo c reduzido. Essa
producao foi completamente inibida pela superéxido dismutase. Para visualizar quais
células eram responsaveis pela producao de superoxido, Key et al. (1990) utilizaram o
marcador azul de tetrazolium, e mostraram que os osteoclastos sdo grandes produtores
do radical superoxido.

As espécies reativas de oxigénio participam da sinalizacdo intracelular mediada

por RANK. De acordo com Koh et al. (2006) e Sasaki et al. (2009), RANKL induz a
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producdo de ROS por células da medula d6ssea da linhagem dos mondcitos. Eles
demonstraram que a producao de ROS pela interagio RANK-RANKL envolve TRAF6,
Racl e isoforma 1 da NADPH oxidase, indicando que a producao de ROS é regulada pela
sinalizacdo iniciada por RANK-RANKL. Recentemente, publicou-se que a NOX2 é
importante durante os processos de diferenciacdo de células da medula 6ssea em
osteoclastos. Nessa publicacao, Sasaki et al. (2009) monitoraram a expressao génica das
isoformas 1 a 4 da NADPH oxidase por PCR em tempo real durante a diferenciacdo das
células RAW 264.7 apés o tratamento com RANKL. RAW 264.7 apresentaram elevados
niveis de mRNA da isoforma 2 e pequenas quantidades de transcritos para as isoformas
1 e 3. O tratamento das células RAW 264.7 por RANKL reduziu, acentuadamente, a
expressdo da isoforma 2 da NADPH oxidase e aumentou a expressao das isoformas 1 e 3.
Para confirmar se tais enzimas seriam importantes na diferenciacdo dessas células em
osteoclastos, a formacdo dos transcritos das enzimas p67rhox ou p22rhox foi bloqueada
por RNA pequenos de transferéncia (siRNA). Apds a transfeccdo dos siRNAs nas células
RAW 264.7, observou-se uma reduc¢ao na producdo de ROS e inibicdo na diferenciacao
osteoclastica induzida por RANKL.

Existem poucas publicagdes na literatura que relacionam a NADPH oxidase com
doengas da cavidade oral. A relacao entre a producdo de ROS e o desenvolvimento da
doenca periodontal vem sendo objeto de estudo. Alguns autores evidenciaram que os
neutrofilos de pacientes com periodontite cronica e juvenil tornam-se hiper-reativos
quando desafiados com Fusobacterium nucleatum ou via receptor Fcy, liberando
elevadas quantidades de ROS (MATTHEWS et al. 2007,ASMAN e BERGSTROM 1992). Ha
evidéncias de que a geracdao de ROS pela NADPH oxidase pode estar relacionada com a
suscetibilidade a doenca periodontal em pacientes diabéticos. Pesquisadores sugeriram

que uma das razdes da susceptibilidade dos pacientes diabéticos a doenca periodontal
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seria a maior produgdo de ROS pelos neutréfilos devido ao aumento na fosoforilacdo da
p47rhox e sua translocacdo para a membrana (KARIMA et al. 2005). Gyurko et al. (2006),
utilizando um modelo animal de hiperglicemia crénica, demonstraram por microscopia
intravital que o numero de leucdcitos aderidos ao endotélio dos vasos sanguineos do
ligamento periodontal estavam aumentados. Estes autores sugerem que a hiperglicemia
cronica induz a marginalizacdo dos leucdcitos e a producdo de superdxido, mas ndo a
transmigracao.

Diante do exposto, percebe-se que o 6xido nitrico e as espécies reativas de
oxigénio tém grande participacdo nas doengas da cavidade oral. Além de ser pega-chave
nos mecanismos de eliminagdo dos patégenos, eles também interferem nos mecanismos

de reabsorc¢do 6ssea que se processam durante a rea¢do inflamatoria.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o papel dos radicais intermediarios de oxigénio e do 6xido nitrico no
desenvolvimento das alteragdes perirradiculares, avaliando-se o perfil das citocinas pro-

inflamatérias expressas em lesdes perirradiculares experimentais em murinos.

2.1 Objetivos especificos:

a) Padronizar a técnica do corte e avaliagdo da lesdo periapical em pequenos
animais;

b) Mensurar a area de reabsorcdo éssea na regido do peridpice de camundongos
deficientes no gene da gp91 da NADPH oxidase (PHOX”/) e camundongos
deficientes da iNOS (iNOS-/-);

c) Identificar a presenga dos osteoclastos na regido periapical;

d) Determinar a expressao do mRNA das citocinas IL-13, TNF-a, RANK, RANKL,
OPG e MCP-1 no tecido periapical do molar do camundongo.

e) Identificar as células que expressam mMRANKL na lesdo periapical por

microscopia confocal.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Para este estudo, utilizaram-se trés diferentes linhagens de camundongos:
C57BL/6 fornecidos pelo CEBIO (Centro de Bioterismo, ICB, UFMG, Belo Horizonte, MG,
Brasil); PHOX"/- e iNOS-/- fornecidos pelo biotério do laboratério de Gnotobiologia e
Imunologia do Departamento de Bioquimica e Imunologia (ICB) com idade de seis a oito
semanas. Para padronizacdo do protocolo, utilizaram-se ratos machos da linhagem
Wistar com idade variando de 10 a 12 semanas e peso de 280g - 320g também
fornecidos pelo CEBIO. Os animais foram mantidos no biotério de ratos da Prof2. Angela
Maria Ribeiro, do Departamento de Bioquimica e Imunologia, em gaiolas convencionais
com barreiras, em um ambiente onde havia um controle do ciclo de luz. A comida e 4gua
foram ad libitum. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal. (protocolo
numero 234/08, CETEA - UFMG).

0 estudo em microscopia confocal foi realizado no Instituto de Pesquisa Forsyth,
em Boston. Os animais da linhagem C57BL/6 com idade de oito semanas foram
adquiridos nos laboratérios da Jackson (Jackson Laboratory, Harbor, ME, EUA) e
mantidos no biotério do préprio instituto. Os animais foram mantidos em gaiolas
convencionais em um ambiente com ciclo de luz de 12 h. O protocolo foi aprovado pelo

Comité de Etica Animal (IACUC) do préprio instituto.
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3.2 Plano amostral

Para inducao de lesoes de furca experimentais, utilizaram-se ratos, que foram
divididos em trés grupos com seis animais cada, sendo que em um desses animais ndo
foi feita qualquer intervencdo, representando o grupo controle. Os ratos foram
sacrificados 14, 21 e 28 dias apés o procedimento operatério.

Os camundongos de todas as linhagens foram divididos em dois grupos com 12
animais cada. Todos os animais foram sacrificados 14 dias ap6s a exposi¢do pulpar por
ser o término da fase aguda desse tipo de lesdo em camundongos (STASHENKO et al.
1994). Desses animais, seis foram utilizados para a andlise da expressdo génica e os
outros seis para o estudo histolégico. Os experimentos foram repetidos duas vezes.

Para os experimentos com a microscopia confocal foram utilizados cinco animais
C57BL/6, que foram sacrificados nos intervalos de 3, 7 e 14 dias apds a exposicdo
pulpar. Os experimentos foram repetidos duas vezes. O intervalo de 3 dias foi escolhido
por ser uma fase de iniciacdo da lesdo. O tempo de 7 e 14 dias é o momento em que a
lesdo periapical estd em sua fase aguda e crénica respectivamente (WANG e

STASHENKO, 1993 e STASHENKO et al,, 1994).

3.3 Indugdo da lesdo periapical

Os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal e os ratos
anestesiados por via intramuscular com 100 mg/kg de Ketamina (Dopalen, Division Vet-
brands Animal Health, Jacarei, SP, Brasil) e 10 mg/kg de Xilazina (Anasedan, Agribrands
do Brasil Ltda, Paulinia, SP, Brasil). Eles foram imobilizados em uma mesa especialmente

desenhada para manté-los com a cavidade oral aberta, possibilitando a visualizacao
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direta dos molares superiores. O dente escolhido para a exposi¢do pulpar e para a
perfuracao de furca foi o primeiro molar superior direito porque é o dente que possui a
maior coroa e portanto, de facil visualizacdo. Inicialmente, foi feito o acesso coronario
utilizando-se uma broca carbide com o diametro de 0,25 mm (KG Sorensen, Barueri, SP,
Brasil) acoplada ao motor elétrico de baixa rotacdo (Driller, Sio Paulo, SP, Brasil). A
camara pulpar foi exposta e a polpa completamente removida, quando visualizou-se a
entrada dos canais. Em seguida, os canais foram instrumentados com a utilizacao de
uma lima K n°. 8. O sistema dos canais radiculares ficou exposto a microbiota da
cavidade oral por 3, 7 e 14 dias, ocasionando a formac¢do da lesdo periapical. Todo o
procedimento cirdrgico foi realizado sob microscopia Optica utilizando-se um
microscépio endodontico de bancada (Alliance, SP, Brasil). O molar superior do lado
esquerdo ndo sofreu intervencao cirurgica, sendo utilizado como controle.

A perfuracido de furca foi criada, utilizando-se uma broca de ago esférica %
(Maillefer, Petrépolis, R], Brasil). A padronizagao da profundidade da perfuracao foi feita
empregando-se um cursor colado na broca a 1 mm da sua ponta ativa. O local eleito
para iniciar o procedimento foi o centro do assoalho da camara pulpar.

Para analisar se o modelo seria viavel para avaliar a resposta dos tecidos
periodontais na regido de furca a um material endodoéntico, inseriu-se o MTA -
Angelus® (cedido pela Odonto-Légika, Londrina, PR, Brasil) na perfuragio de furca
utilizando-se uma sonda clinica. Em seguida, o MTA foi adaptado as paredes da
perfuracdo com um condensador Oddous. Apds a insercdo do MTA, colocou-se guta-
percha sobre o assoalho da camara para que ndo houvesse o risco do material
restaurador entrar em contato com a perfuracao. Em cima da guta-percha, condensou-se

0 amalgama como restauracao permanente do dente. Esse material foi utilizado porque
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Y

foi definido como o Unico material odontolégico capaz de resistir a intensa forca

mastigatoria do roedor, permanecendo no dente (ROWE 1967).

3.4 Avaliagdo Morfométrica

Toda a metodologia descrita abaixo foi realizada com o objetivo de padronizar a
forma como a maxila seria extraida, a inclusdo na parafina, tempo de descalcificacao,
direcdo dos cortes semi-seriados e padronizacdo da regido de andlise. Essa dltima
padronizacdo foi a mais importante pelo fato de assegurar que se avaliou a mesma

regido na mesma posicao entre os espécimes.

Os ratos foram anestesiados, como descrito anteriormente, e sacrificados por
deslocamento cervical 14, 21 e 28 dias apds o procedimento cirtrgico de inducdo da
lesdo. Aquele em que foi feito o tratamento com MTA foi sacrificado 21 dias apds a
inducdo da lesdo da furca. Na descricdo histolégica de cada lamina, os dados foram
analisados pelo grau atribuido a resposta celular, de acordo com o nimero de células
inflamatérias, o tipo de células presentes (polimorfonucleares e mononucleares) e a
desorganizacdo tecidual. As hemi-maxilas foram removidas e colocadas em formol a
10% tamponado com fosfato (pH=7,2), durante 48 horas. Em seguida, elas foram
lavadas em agua destilada e desmineralizadas em &cido etilenodiamino tetra-acético a
10% (EDTA) (periodo médio de 30 dias com trocas da solugdo a cada 5 dias). Ap0s este
ciclo de desmineralizacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente (20 minutos),
desidratadas em solucdes de alcool em concentracdo crescente (70%, 80%, 90%, 95% e
100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. A inclusio em parafina foi
realizada com a face vestibular da peca voltada para o fundo do bloco, de forma que a

lamina do micr6tomo a cortasse no sentido corono-apical (da coroa em direcao ao apice
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radicular). Os cortes histologicos semi-seriados foram feitos no sentido vestibulo-
palatino com espessura de 5 micrometros tendo como referéncia o perfil das duas raizes
anteriores (disto-vestibular e mésio-vestibular) do dente (FIG. 2). As laminas foram
montadas com 15 cortes histolégicos em média, obtendo-se 4 laminas de cada animal.
Duas laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (H&E), uma foi

corada pelo Tricromico de Gomori e uma lamina foi mantida como reserva.

FIGURA 2 - Representac¢do dos molares de ratos utilizados para a padronizacio dos cortes.

0 sombreamento e area delimitada representam o perfil das raizes mésio-vestibular e disto-
vestibular. A figura (A) e (B) mostram respectivamente o corte histoldgico do molar higido e do
molar com a furca perfurada. Ampliacdo: X40. Coloracio: H&E. MV: raiz mésio-vestibular. DV:
raiz disto-vestibular. RP: regido periapical. P: perfuracao da furca.

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical. As hemi-maxilas
foram fixadas em formalina a 10% tamponada com fosfato (pH: 7,2) por 8 h em
temperatura ambiente. Apds esse periodo de incubacdo, as amostras foram lavadas em
agua destilada trés vezes por 5 minutos cada. Para possibilitar o corte no micrétomo, as
hemi-maxilas foram descalcificadas utilizando-se EDTA 10% (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Os exemplares foram incubados por sete dias em temperatura ambiente,
trocando-se o EDTA a cada trés dias. Apo6s a descalcificacdo, as amostras foram deixadas
imersas em agua destilada por uma noite. Em seguida, foram lavadas trés vezes durante
5 min. e desidratadas em solucdes de alcool em concentragdes crescente (70%, 80%,

90%, 95% e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Fez-se a inclusao em
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parafina colocando-se a face vestibular da hemi-maxila voltada para o fundo do bloco. O
material foi entdo montado no micrétomo, de forma que a lamina do mesmo cortasse o
bloco no sentido corono-radicular (Silva et al., 2005). A dire¢do dos cortes seriados foi
realizada da face vestibular em direcdo a face palatina em secoes de 5 um de espessura
(SILVA et al. 2009). Cinco cortes foram coletados em cada lamina, totalizando trés
laminas por animal. A primeira e segunda foram coradas com hematoxilina e eosina
(H&E), enquanto que a terceira foi utilizada para a reacdo de identificagdo dos
osteoclastos. A reacdo da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) é considerada
especifica para osteoclastos por marcar as enzimas resistentes ao tartarato que sdo
tipicas destas células multinucleadas. A atividade TRAP foi identificada utilizando-se um
kit especifico (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Como controle positivo da reagdo do
TRAP, utilizaram-se cortes seriados de hemi-maxilas de ratos. Primeiramente, as
laminas foram desparafinizadas em xilol e desidratadas em alcool. A seguir, foram
incubadas na solu¢dao do TRAP por uma hora em banho maria a 37°C e, em seguida,
contra coradas com hematoxilina de Mayers por 2 min. Finalmente, foram lavadas em

agua corrente por 20 min e montadas.

3.4.1 Avaliagéo morfométrica da regido da furca

Avaliou-se a regido adjacente a perfuracdao na furca. A analise morfométrica do
infiltrado inflamatorio na regido abaixo da perfuracgao foi feita em cada grupo, obtendo-
se trés laminas de cada grupo. A selecdo dessas laminas foi baseada na possibilidade de
obter pelo menos duas imagens da lesdo adjacente a area perfurada sem que houvesse a
interposicdo de tecido duro (dentina ou osso). Estas imagens foram capturadas na

objetiva 40X por meio de uma microcamera JVC TK-1270-RGB e analisadas no software
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KS300 Kontron Elektronick/Carl Zeiss (Oberkochen, Baden-Wiirttemberg, Alemanha).
Uma macro foi construida para capturar, processar e contar todas as células em cada
imagem. Os nucleos de leucdcitos e todos os nucleos geralmente encontrados nos
tecidos periodontais do molar de rato foram contados através da selecao de pixels da
imagem real com a criacdo de uma imagem binaria para o processamento. A contagem
obtida de um tecido periodontal intacto foi utilizada como padrdo de celularidade

normal desse tecido.

3.4.2 Avaliacéo morfométrica da regidio periapical

A reabsorc¢ao dssea periapical foi avaliada medindo-se a area da regido periapical.
Para isso, as imagens dos cortes de camundongos e ratos foram capturadas em
diferentes aumentos utilizando um microscépio 6ptico com uma camera JVC TK-1270-
RGB acoplada ao mesmo. Os dados obtidos no dente controle representaram a espessura
normal do ligamento periodontal na regido periapical. Para assegurar que a analise
morfométrica estava sendo feita na mesma area nos diferentes cortes, foi utilizada a
mesma padronizacdo realizada para ratos Silva et al. (2009), onde as regides periapicais
avaliadas foram aquelas associadas com o perfil das duas raizes anteriores (disto-
vestibular e mesio-vestibular) com o seu apice radicular aberto (FIG. 2). Com o software
KS300 (Kontron Elektronick/Carl Zeiss), foi feito um tracado para analisar a regiao

periapical (FIG. 3).
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FIGURA 3 - Corte histologico dos molares de camundongos e ratos apontando as regides
periapical e de furca.

A figura (A) mostra a forma como foi feito o tragado para delimitar e medir a drea da regido
periapical. Ampliagdo: X200. A figura (B) demonstra a regido de furca onde foi avaliado o
numero de células. Ampliacdo: X40. Coloracdo: H&E. ARP: area da regido periapical. ARF: area
da regido da furca.

3.4.3 Quantificacdo dos osteoclastos

Foram consideradas células TRAP positivas aquelas que possuiam dois ou mais
nucleos com granulos citoplasmaticos marcados por depdsitos de cor purpura a
vermelho escuro. Elas foram contadas na superficie 6ssea da regido periapical e a média

de cinco animais por grupo foi comparada.

3.4.4 Andlise estatistica

As andlises das laminas foram realizadas por um examinador que nao tinha
conhecimento de qual grupo estava sendo estudado. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi
aplicado para verificar se a caracteristica estudada nas amostras era oriunda de uma
populacdo com distribuicao normal. Por sua vez, a comparacdo das médias entre dois
grupos foi feita pelo teste t de Student. Quando a comparacdo das médias foi feita entre

mais de um grupo, foi utilizado o teste de analise da variancia simples (one-way ANOVA),
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seguido do teste Post-hoc de Tukey. A diferenca foi considerada estatistica quando p

<0,05.

3.5 Microscopia confocal

As hemi-maxilas foram congeladas imersas em um composto denominado Tissue-
Tek OCT (Sakura Finetek, Torrance, Ca, EUA) e cortadas no criostato em se¢Oes seriadas
de 8 um. Os cortes foram bloqueados usando albumina de soro bovino 2% (BSA) em
salina 1% (PBS) por 45 min. A seguir, foram incubados por uma noite a 4°C na presenca
da osteoprotegerina - Fc biotinilada (OPG-FC-bio)? ou um anticorpo especifico para
Fator Especifico do Osteoblasto 2 (OSF-2), também conhecido como periostina (R&D
Systems, Minneapolis, EUA). O OPG-Fc-bio e o OSF-2 foram diluidos em 0,1% BSA em
PBS na concentragao de 10 pg/ml. Apos a incubagdo overnight, os cortes foram lavados
quatro vezes com PBS por 5 min cada e os seguintes anticorpos foram adicionados: CD3
cadeia € conjugado com Isocianato de Fluoresceina (FITC) em uma concentragao final de
2,5 ug/ml (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Em seguida, foram adicionados aos
cortes avidina associadas com o Texas Red (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) diluido 100
vezes em uma solucdo de PBS com 0,1% BSA. Os cortes foram incubados em
temperatura ambiente por 2 h. Logo apds, os cortes foram lavados como descrito
anteriormente e montados com Fluoromount G (SouthernBiotech, Birmingham,
Alabama, EUA). Para assegurar que a fluorescéncia obtida era devido a ligacao especifica

do anticorpo ao seu receptor, alguns cortes foram incubados com um anticorpo

2 A osteoprotegerina foi utilizada para a identificacio do RANKL de membrana (mRANKL) por ser um
homoélogo de RANK, tendo grande afinidade pelo RANKL (KHOSLA 2001). O OPG-Fc-bio foi preparado
reagindo a biotina sulfurada - NHS (Pierce, Rochford, IL, EUA) com o OPG-Fc (gentilmente cedido pelo Dr.
Dunston, Amgen).
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inespecifico associado com FITC (anti-imunoglobulina G de coelho - BD Biosciences) e
outros apenas com a avidina associada com o TexasRed, representando o controle
negativo.

O padrao de fluorescéncia foi analisado em um aumento de 400 vezes no

microscépio confocal Leica TCS/SP-2 (Leica, Wtzlar, Alemanha).

3.5.1 Andlise quantitativa e estatistica

O ndmero total de células CD3*, CD3*/RANKL* foi determinado contando-se as
células marcadas no campo obtido das imagens escaneadas pelo microscépio. As
laminas marcadas com periostina e RANKL foram avaliadas qualitativamente. Em cada
animal foram obtidas trés imagens de trés cortes diferentes, separados por 16 um. Fez-
se a média da contagem das células dos trés cortes. Cada grupo era composto por quatro
camundongos (n=4). O teste de Kolgomorov-Smirnov foi aplicado para verificar se a
caracteristica estudada nas amostras era oriunda de uma populagdo com distribuicdo
normal. A comparacao das médias entre dois grupos foi feita pelo teste t de Student.
Quando a comparacgdo das médias foi feita entre mais de um grupo, utilizou-se o teste de
andlise da variancia univariada (one-way ANOVA), seguido do teste Post-hoc de Tukey. A

diferenca foi considerada significativa quando p <0,05.

3.6 Avaliagdo da expressdo génica

A expressao génica das citocinas IL-13, TNF-a, RANK, RANKL, OPG e MCP-1 foi
avaliada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR). Com a

utilizacdo de sondas fluorescentes, essa tecnologia permite quantificar exatamente o
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numero de copias do RNA mensageiro de cada citocina presente nas amostras,
amplificando-se o cDNA obtido a partir dos mRNAs. O primer (iniciador) se liga a sua
porcdo complementar no cDNA. A DNA polimerase monta a fita complementar
relacionada aos iniciadores, originando produtos do PCR chamados amplicons. A
quantidade de amplicons ao final da reacao correlaciona-se com a quantidade inicial do
cDNA que, por sua vez, esta relacionada com o nimero de cépias do mRNA. A sonda
fluorescente presente na reacdo se liga a todos os DNAs de fita dupla. No momento em
que ela se liga, a sonda emite fluorescéncia que é detectada pelo aparelho. A medida que
areacdo de PCR vai ocorrendo, mais amplicons sdo formados e, conseqiientemente, mais
sondas fluorescentes interagem com a fita dupla do DNA. O resultado é um aumento na
intensidade de fluorescéncia proporcional a quantidade de amplicons formados durante

areacao do PCR.

3.6.1 Extracdo do RNA

Removeu-se em um unico bloco a raiz e o tecido de suporte adjacente. Todo o
tecido mole (gengiva e mucosa oral) foram removidos. As amostras foram colocadas em
tubos tipo eppendorf contendo 600 pL de TRIzol (GIBCO BRL Laboratories, Grand
Island, NY, EUA), trituradas utilizando-se um macerador eletronico e incubadas por 5
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, homogeneizaram-se 200 pL de
cloroférmio (Merck, Darmstadt, Alemanha) juntamente com a amostra e o TRIzol. A
mistura foi incubada em temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugada durante 10
minutos a 12000 g a 4°C. A fase clara foi transferida para um tubo eppendorf onde
adicionou-se o0 mesmo volume de isopropanol (Merck, Darmstadt, Alemanha). Foi

acrescentado acetato de sddio ao eppendorf na concentragdo final de 3 molar para
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facilitar a precipitacdo dos acidos nucléicos. Apos a homogeneizagao, as amostras foram
mantidas a temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, a -20°C por 30 minutos.
As amostras foram novamente centrifugadas por 10 minutos a 12000 g a 4°C.
Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de etanol 75% sobre o pellet. A
amostra foi vortexada para soltar o pellet e centrifugada nas mesmas condi¢des, por
mais 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o eppendorf foi emborcado para secar,
numa superficie limpa, durante 15 minutos ou até que todo o alcool evaporasse. O pellet
foi ressuspendido em 40 pL de agua de alta qualidade tratada com dietil pirocarbonato
(DEPC) (Sigma Chemical Co) e em seguida estocado a -70° C.

Para a quantificacdo do RNA, analisaram-se 2 pL de cada amostra pelo
espectrofotdmetro Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm. A concentragcdo do RNA foi medida em pg/pL. O

grau de pureza foi determinado pela relagdo 260/280.

3.6.2 Reacdio de transcricdo reversa

Fez-se a sintese de cDNA pela reacdo de transcri¢do reversa. O volume final de
cada amostra foi de 12,5 pL contendo: 4 pg de RNA; 250 mM dNTPs; 50 mM TRIS-HCI
(pH 8,3); 75 mM KCI, 3,0 mM MgCl;, 10 mM DTT (GIBCO/BRL Laboratories, Grand
Island, N.Y., EUA), 10 U de RNAsin (Promega Corp., Madison WI, EUA) e 7,0 pM oligo-
dT1s (Promega Corp., Madison WI, EUA).

As reacoes foram realizadas em termociclador Thermo Hybaid (PCR Express,
Middlesex, UK) de acordo com o seguinte protocolo: incubagao inicial por 5 min. a 95°C,
5 min. a 4°C e 5 min. a 25°C. Neste passo, 25 U de enzima transcriptase reversa-MMLV

(Promega Corp., Madison WI, EUA) foram adicionadas a cada amostra e a mistura foi
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novamente incubada por 60 minutos a 37°C. A temperatura foi elevada a 95°C por 5 min.
e, em seguida, resfriada para 4°C. O cDNA, produto da reacao, foi diluido em agua Milli-Q

autoclavada para um volume final de 25 pL.

3.6.3 PCR em tempo real

Numa primeira fase, foram utilizadas varias diluigdes dos iniciadores do gene
normalizador gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH) e dos cDNAs para
determinar as concentragdes ideais de cada amostra. Em seguida, diferentes dilui¢des
dos iniciadores especificos para cada uma das citocinas: IL-1p, TNF-a, RANK, RANKL,
OPG e MCP-1 foram analisadas para determinar a concentracdo 6tima dos mesmos em

cada reacdo. A tabela 1 mostra as seqliéncias dos iniciadores utilizados.

Tabela 1 - Seqiiéncia dos iniciadores das citocinas.

Iniciador Seqiiéncia (5’-3") Bp

GAPDH FW TGA AGG GGT CGT TGA TGG 107
RV AAA TGG TGA AGG TCG GTG TG

IL-18 FW CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CAT 151
RV GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA

TNF-a FW CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA 174
RV TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC

RANK FW TCG GGT TCC CAT AAA GTC AG 136
RV CTG AAG CAAATGTTG GCG TA

RANKL FW TCG GGT TCC CAT AAA GTC AG 136
RV CTG AAG CAAATGTTG GCG TA

OPG FW GGA ACC CCA GAG CGA AAT ACA 225
RV CCT GAA GAATGC CTCCTC ACA

MCP-1 FW CTT CTG GGC CTG CTG TTCA 126
RV CCA GCC TACT CATTG GGA TCA

FW (forward primer); RV (reverse primer); Bp (base pair).
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As reacdes de PCR em tempo real foram executadas no equipamento Step One
Real Time PCR Systems utilizando o kit SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Em cada poc¢o de reagdo adicionou-se 1 uL. do cDNA
puro, 1 pL dos iniciadores especificos (concentracdo final de 0,06 pM para o GAPDH e
0,5 pM para os demais iniciadores), 10 uL. do SYBER Green master mix e 4gua para um
volume final de 20 pL. Em seguida, as placas foram colocadas no termociclador e as
reacOes de amplificacdo foram realizadas de acordo com o seguinte protocolo: 10 min. a
95°C, 40 ciclos de 95°C durante 15 seg. e 60°C por 1 min.; seguida da curva de
dissociacdo com incubac¢do a 95°C por 15 seg., 60°C por 1 hora e aquecimento até 95°C
com analise simultanea.

No que se refere a avaliacdo de especificidade, foi executada a analise das curvas
de dissociac¢do ao final de cada reagdo, para distinguir o sinal de fluorescéncia originado
dos amplicons especificos daqueles relacionados com dimerizacdo de iniciadores ou
outros artefatos.

A expressao dos genes foi quantificada pelo método de Ct comparativo 2 * - (ACt
Tratamento - Act Controle), que se baseia na comparagdao de expressao do gene-alvo
(normalizado para o controle endégeno) entre o grupo experimental e o grupo controle.
A andlise dos perfis de amplificacao foi baseada no ciclo no qual o Ct (Threshold cycle) é
atingido. Os resultados obtidos foram corrigidos automaticamente pelo Step one™
Software v 2.0, de acordo com o valor correspondente ao nivel basal de fluorescéncia
medido nos primeiros ciclos da reac¢do, antes da deteccdo da amplificacdo. O gene
GAPDH foi utilizado para normalizar todos os valores nos ensaios de PCR em tempo real,

uma vez que nao apresentou nenhuma variacdo na expressao nas condi¢des analisadas.
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3.6.4 Andlise estatistica do RT-PCR

Os resultados foram expressos como quantificacdo relativa (RQ), ou seja, este
indice expressa a variacao relativa do gene em estudo do grupo experimental em relacao
ao grupo controle. O teste de Kolgomorov-Smirnov foi aplicado para verificar se a
caracteristica estudada nas amostras era oriunda de uma populacdo com distribuicdo
normal. A comparag¢do das médias entre dois grupos foi feita pelo teste t de Student.
Quando a comparac¢do das médias foi feita entre mais de um grupo, foi utilizado o teste
de andlise da varidncia univariada (one-way ANOVA), seguido do teste Post-hoc de

Tukey. A diferenca foi considerada estatistica quando p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados descritivos dos experimentos em ratos

4.1.1 14 dias ap0os a intervencdo

As amostras apresentaram o ligamento periodontal desorganizado préximo a
area de perfuracdo (FIG. 4A e 4B). Foi observado intenso infiltrado inflamatério
constituido, predominantemente, de mononucleares e polimorfonucleares, estes tltimos
localizados mais superficialmente, adjacentes a area de perfuracdo. Também foi
observado edema separando os elementos teciduais, grande quantidade de pequenos
vasos neoformados (FIG. 4B). O tecido 6sseo se encontrava em atividade osteoclastica,
com visivel destruicdo 6ssea das areas mais superficiais (FIG. 4A). Também, houve

desorganizacdo e reabsorcao do cemento e dentina radicular.

4.1.2 21 dias apos a intervencdo

O grupo de 21 dias apresentou o tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério
cronico rico em células mononucleares proximo da area da perfuragdo. As regioes
distantes da perfuracdo e préximas do tecido 6sseo apresentaram menor celularidade
com deposicdo de colageno indicando um processo de reparacao (FIG. 4C). O grupo de
21 dias apresentou infiltrado inflamatoério de caracteristica cronica, em relagdo ao grupo

de 14 dias. Além disso, observou-se neoformacgédo vascular (FIG. 4D).
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4.1.3 28 dias apos a intervencdo

Nesse grupo, foi observado infiltrado inflamatério crénico de menor intensidade.
Além disso, reorganizacdo do ligamento periodontal (FIG. 4E). Em uma amostra, notou-
se pequenos focos de necrose com pidcitos, e alguns polimorfonucleares preservados

préximos as formagdes 6sseas mais profundas (FIG. 4F).

4.1.4 Grupo tratado com MTA 21 dias apds a intervencéo

O grupo tratado com MTA 21 dias apés o procedimento operatério apresentou
debris na area de perfuragdo, provavelmente, remanescentes do MTA que foi removido
antes do preparo do material para obtencdo das laminas histolégicas. O tecido
conjuntivo apresentou um infiltrado inflamatério mononuclear com areas de infiltrado

polimorfonuclear. (FIG. 5A e 5B).

4.1.5 Resultados analiticos

O grupo controle teve um infiltrado inflamatério menor que o os animais
sacrificados 14 e 21 dias apdés o procedimento cirturgico (p<0,05) (FIG. 5C). Este

infiltrado chegou aos valores préximos do grupo controle 28 dias apds o procedimento.
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FIGURA 4 - Tecido periodontal de rato mostrando a lesdo de furca nos diferentes tempos
operatdrios.

(A) e (B) mostram o aspecto da lesdo da furca 14 dias apdés o procedimento operatério. Em
maior aumento, observa-se a camada de células inflamatorias cronicas infiltradas na periferia da
perfuracdo (seta) formando uma camada. Nota-se ainda reacdo do tecido subjacente que mostra
neoformacdo vascular. Em (C) e (D) pode-se observar a aparéncia da lesdo da furca no tempo
operatdrio de 21 dias. Observa-se infiltrado inflamatério denso préximo da perfuracio e area de
deposicao de colageno proxima ao tecido 6sseo. (E) e (F) representa a area da perfuracio apds
28 dias. Observe maior infiltrado inflamatério proximo da perfuracdo e, em maior aumento, a
deposicao do colageno. Ampliacao: figuras (A), (C) e (E) = X40. Ampliacao: figuras (B), (D) e (F)
= X400. Coloracao: H&E. TO: tecido 6sseo. LP: ligamento periodontal. P: perfuracio. R: raiz. RF:
regido de furca. RP: regido periapical C: colageno. R: Raiz. I: infiltrado inflamatério. D: dentina.
NV: neoformacéo vascular. O (area delimitada): células mononucleares.
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FIGURA 5 - Tecido periodontal de rato tratado com MTA e representacio grafica da contagem
do nuimero de células.

(A) e (B) mostram o aspecto da perfuragido da furca 21 dias apds o tratamento com MTA. Em
detalhe, o tecido conjuntivo préximo a area perfurada. Observa-se grande parte da area com
infiltrado de células mononucleares e focos de células polimorfonucleares (area delimitada). (C)
Média do numero total de células presente nas areas abaixo da perfuracdo no grupo controle e
nos trés tempos operatorios (14, 21 e 28 dias). ® indica diferenga estatistica entre o grupo
controle e 14 dias ap6s a intervengao cirurgica. (p<0,05). ®® indica diferenca estatistica entre o
grupo controle e 28 dias ap6s a intervengao cirirgica. Ampliacao: figura (A) = X40. Ampliacao:
figura (B) = X400. Coloragao: H&E. P: perfuragio. IC: infiltrado inflamatdrio cronico. O (area
delimitada): células polimorfonucleares.
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4.2 LesoOes periapicais e preseng¢a de osteoclastos na regido periapical de camundongos
C57BL/6, iNOS”- e PHOX"

Observou-se que as amostras do grupo controle da linhagem C57BL/6
apresentaram a polpa radicular com aspecto normal: camada odontoblastica organizada
em forma de palicada, extensamente celularizada e vascularizada. O tecido periapical
encontrava-se rico em fibras colagenas ordenadas e inseridas no cemento radicular e
osso alveolar. Nao se observou sinal de qualquer infiltrado inflamatério nos cortes
analisados (FIG. 6A). Ap6s 14 dias, observou-se um aumento na espessura do ligamento
periodontal devido a intensa atividade de reabsor¢ao dssea. As fibras do ligamento
periodontal encontravam-se desorganizadas devido ao intenso infiltrado inflamatério
rico em células mononucleares. E interessante notar que, em alguns casos, houve grande
interposicdo de tecido conjuntivo e deposicdo de coldgeno entre o apice radicular e o
osso alveolar. (FIG. 6B).

Nos animais iNOS*/-, o grupo controle apresentou as mesmas caracteristicas
morfolégicas daquelas observadas nos animais C57BL/6 (FIG. 6C). Entretanto, apds 14
dias da exposi¢cdo pulpar, o aspecto da lesdo periapical encontrava-se diferente. A
espessura do ligamento periodontal era maior, indicando maior atividade de reabsorc¢ao
6ssea. A deposicdo de colageno (o que indica um processo cicatricial) foi menor
comparada com aquela observada nos camundongos C57BL/6. Além disso, o infiltrado
inflamatério era misto devido a presenca de células mononucleares e

polimorfonucleares (FIG. 6D).
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Observou-se nos animais PHOX/- que o grupo controle apresentou o mesmo
aspecto histolégico daquele das linhagens C57BL/6 e iNOS/- (FIG. 6E).
Surpreendentemente, apds 14 dias, o aspecto da lesdo periapical ndo foi muito diferente
quando comparado ao controle ja que a espessura do ligamento periodontal encontrava-

se levemente aumentada e com discreto infiltrado inflamatério (FIG. 6F).
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FIGURA 6 - Corte histoldgico da regido periapical em molares de camundongo.

(A), (C) e (E) representam, respectivamente, a regido periapical do grupo controle
das linhagens C57BL/6, iNOS-/- e PHOX/~. (B), (D) e (F) representam a lesao
periapical estabelecida 14 dias apds a exposicdo pulpar nas linhagens C57BL/6,
iNOS-/- e PHOX-/- respectivamente.

Ampliacao: X100. Coloracao: H&E. TO: tecido dsseo. DR: dentina radicular. LP:
ligamento periodontal. P: polpa radicular. RP: regido periapical. C: colageno. R:
Raiz. IA: infiltrado inflamatério agudo. IC: infiltrado inflamatério cronico. CE:
cemento. O (area delimitada): células mononucleares. Retangulo: mostra o
aspecto normal da camada odontoblastica. (------ ): linha separando as areas com
tipos diferentes de infiltrado inflamatério. M(seta): as setas estdo delimitando a
lesdo periapical.



Resultados 59

Os resultados da analise morfométrica da lesdo periapical no grupo experimental
demonstraram que a area da regido periapical nos animais iNOS/- foi maior comparada
a dos animais C57BL/6 e PHOX/- (p<0,05) (FIG. 7). Quando os grupos controle e
experimental nas linhagens iNOS/- e PHOX"/- foram comparados, a area da regido
periapical foi menor nos grupos controles comparada ao grupo experimental (p<0,05).
Entretanto, na linhagem C57BL/6, os grupos foram considerados iguais (p>0,05) (FIG.

7).
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FIGURA 7 - Analise morfométrica da regido periapical.

As colunas indicam a média das areas da regido periapical de quatro animais
diferentes. As barras indicam o erro padrdo (* SE). M representa a diferenca
estatistica do grupo experimental entre as linhagens C57BL/6 e iNOS-/- (p<0,05). *
indica diferenca estatistica entre os grupos experimental e controle dos animais
iNOS-/- (p<0,05). * indica diferenca estatistica do grupo experimental entre as
linhagens iNOS-/- e PHOX-/- (p<0,05). # indica diferencga estatistica entre os grupos
experimental e controle dos animais PHOX-/- (p<0,05). Os experimentos foram
repetidos duas vezes.

A analise microscopica das laminas coradas com TRAP mostrou que foram raros
os casos de células TRAP positivas no grupo controle de todas as linhagens (FIG. 8A, 8C e

8E). Nos grupos experimentais, 14 dias apds a exposicdo pulpar, o numero de
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osteoclastos nos animais iNOS-/- foi maior do que nos animais C57BL/6 (FIG. 8B, 8D e
8F). Foram encontradas células TRAP positivas no tecido periodontal de ratos (grupo
controle positivo) contendo trés ou mais nucleos (FIG. 9A e 9B). Os animais deficientes
da iNOS apresentaram o numero de células TRAP positivas menor no grupo controle
comparado ao grupo experimental (p<0,05) (FIG. 9C). Em contra partida, ndo houve
diferengca comparando os mesmo grupos na linhagem C57BL/6. Surpreendentemente,
nao foram encontradas células marcadas com TRAP nas laminas analisadas da linhagem

PHOX/- (FIG. 9C).
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FIGURA 8 - Microfotografias representativas da marcacdo TRAP em todas as linhagens.

As figuras representam os osteoclastos marcados com a coloragdo TRAP na
superficie 6ssea da regido periapical. As figuras (A), (C) e (E) representam
respectivamente o grupo controle das linhagens C57BL/6, iNOS-- e PHOX-/-. Da
mesma maneira, as figuras (B), (D) e (F) representam os grupos experimentais 14
dias ap6s a exposicdo pulpar. Ampliacdo: X400. Coloracdo: TRAP contra corado
com hematoxilina. TO: tecido 6sseo. LP: ligamento periodontal. R: raiz. AO: Area
de osteolise. M(seta): indicam as células TRAP positivas.
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FIGURA 9 - Microfotografias representativas da marcagdo TRAP no tecido periodontal de ratos
e a quantificacdo do nimero de células TRAP positivas.
As figuras (A) e (B) representam o controle positivo da técnica de marcagdo do
TRAP em tecido periodontal de ratos, indicando que o método para marcagdo dos
osteoclastos estava funcionando. (C) o grafico representa os valores obtidos apds a
contagem do nimero de células TRAP positivas. * indica diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05). Ampliacao: X400. Coloracdo: TRAP contra corado com
hematoxilina (TO): tecido dsseo. NI: ndo identificado. O indica os vasos
sanguineos, M(seta): indicam as células TRAP positivas.
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4.3 Expressdo de mRANKL em células CD3" e periostina® na les@o periapical

Como descrito na metodologia, as células dos tecidos de camundongos C57BL/6
foram marcadas com OPG-FC-Bio seguido do TexasRed associado a avidina, e anti-CD3
associado ao FITC. Células marcadas foram encontradas na regido periapical do grupo
controle e naquela dos animais experimentais, que tiveram a polpa exposta nos periodos
de 3, 7 e 14 dias apés o procedimento operatorio. O tecido periapical do animal controle
ndo apresentou marcagdo para OPG e anti-CD3 na regido periapical (FIG. 10A).
Entretanto, na por¢do medular do osso alveolar, células CD3* e mRANKL* foram
detectadas (FIG. 10B). Trés dias apds a exposicao pulpar, o nimero de células CD3+*
expressando mRANKL aumentou consideravelmente na regiao periapical e na medula
6ssea do osso alveolar (FIG. 10C e 10D). Sete dias apds a exposicdo, as células CD3+*
expressando mRANKL continuavam sendo detectadas nas mesmas regioes (FIG. 11A e
11B). No dia 14, ndo houve marcagao para CD3 ou mRANKL na regido periapical, mas
observou-se marcagao positiva no espaco medular do osso alveolar (FIG. 11C e 11D).
Embora no osso alveolar o niimero de células CD3 positivas no grupo experimental nao
tenha sido diferente quando comparado aquele observado no grupo controle, a
porcentagem de células CD3 positivas expressando mRANKL foi maior no primeiro

(p<0,05) (FIG. 12C e 12D).
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3 dias

FIGURA 10 - Marcagio das células RANKL+*/CD3+ na regido periapical e espago medular do
osso alveolar nos camundongos C57BL/6.
As figuras representam a regido periapical (A e C) e o espaco medular do osso
alveolar (B e D) no grupo controle e trés dias apds a exposicdo pulpar. Os cortes
foram marcados com anticorpo anti-CD3-FITC (verde) para identificacdo dos
linfécitos T e OPG-FC-biotina/TexasRed-avidina (vermelho) para identificacio das
células expressando mRANKL. As setas brancas indicam a colocalizacdo de
CD3+/RANKL*. O campo trans de cada imagem esta representado como inserto em
cada figura (A-D). A barra indica a escala.
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14 dias

FIGURA 11 - Marcagio das células RANKL+*/CD3+ na regido periapical e espaco medular do
osso alveolar em camundongos C57BL/6.
As figuras representam a regido periapical (A e C) e o espaco medular do osso
alveolar (B e D) sete e 14 dias ap0s a exposicdo pulpar. Os cortes foram marcados
com anticorpo anti-CD3-FITC (verde) para identificacdo dos linfécitos T e OPG-FC-
biotina/TexasRed-avidina (vermelho) para identificacio das células expressando
mRANKL. As setas brancas indicam a colocalizagdo de CD3+/RANKL+. O campo
trans de cada imagem esta representado como inserto em cada figura (A-D). A
barra indica a escala.
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FIGURA 12

- Representacdo grafica do nimero de células CD3+ e RANKL+ em camundongos
C57BL/6.

Avaliagdo quantitativa do numero total de linfécitos CD3+ (A e C) bem como a
porcentagem dos linfécitos CD3+ expressando mRANKL (B e D) na regido
periapical (A e B) e medula 6ssea do osso alveolar (C e D). As colunas representam
a média das células contadas por campo (n=4). As barras indicam o erro padrao (*
SE). * indica o nimero de células estatisticamente maior comparado com o grupo
controle (p<0,05). NI: ndo identificado.
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Para avaliar se fibroblastos ou osteoblastos expressavam mRANKL, os tecidos
foram marcados com anti-periostina e OPG-Fc-bio. No grupo controle, observou-se forte
associagcdo do anticorpo anti-periostina com células do ligamento periodontal, o que
demonstra que a maioria das células ali presentes eram fibroblastos (FIG. 13A). Apés 3
dias, ja havia células mRANKL e periostina positivas, indicando que fibroblastos e
osteoblastos podem expressar mRANKL nas fase inicial da lesdo periapical (FIG 13B).

Além disso, algumas células mononucleares também expressavam mRANKL (FIG 13C).
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FIGURA 13 - Expressao de periostina e mRANKL na regido periapical do grupo controle e trés
dias apés a exposicdo pulpar nos camundongos C57BL/6.
Amostras do tecido periapical do grupo controle (A) e do grupo experimental (B e
C). (B) representa a marcac¢do com anti-periostina FITC (verde) e OPG-FC-biotina
(vermelho) e (C) representa a marcacdo com OPG-FC-biotina para identificacdo
das células que expressavam mRANKL. As cabecas das setas brancas indicam a
colocalizagio de periostina*/RANKL*. As setas representam mondcitos
expressando mRANKL. A barra indica a escala.
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4.4 Expressdo de citocinas na lesdo periapical

A FIG. 14 mostra que a expressao de IL-1f3, TNF-a, RANK, RANKL e MCP-1
encontrava-se aumentada no grupo experimental quando compara-se com aquele
observado no grupo controle nos animais deficientes da iNOS. Essa diferenca nao foi
observada entre os grupos controle e experimental nas linhagens C57BL/6 e PHOX"/-.
(p<0,05). A expressdo destas mesmas citocinas foi menor nos animais C57BL/6
comparado aos animais iNOS-/- (p<0,05). Nos animais PHOX/-, a expressao das citocinas
foi menor comparada a detectada nos animais iNOS~/-. O elevado desvio padrdo mostra
que a expressao do OPG variou entre os grupos, bem como dentro do mesmo grupo. Nao
houve diferenca estatistica em relacdo a expressdo de OPG nos grupos estudados (FIG

14).
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FIGURA 14 - Expressdo das citocinas na regido periapical dos camundongos C57BL/6, iNOS-/- e
PHOX-/- 14 dias ap6s a exposicao pulpar.
A expressao das citocinas IL-1f3, TNF-a, RANKL, RANK, OPG e MCP-1 foi detectada
por PCR em tempo real. A normalizacdo dos resultados foi baseada na expressao
do gene constitutivo GAPDH. As colunas indicam a média da expressdo do mRNA
de cinco animais diferentes. As barras indicam o erro padrdo (* SE). O
experimento foi repetido duas vezes. B representa a diferenca estatistica do grupo
experimental entre as linhagens C57BL/6 e iNOS-/- (p<0,05). ¢ indica diferenca
estatistica entre os grupos experimental e controle dos animais iNOS-/- (p<0,05). *
indica diferenca estatistica do grupo experimental entre as linhagens iNOS-/- e
PHOX-/- (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, procurou-se realizar a padronizacdo dos cortes histologicos
utilizando-se um modelo de inducdo de lesdes na regido de furca em ratos. Tal modelo
foi de extrema valia quando se estudou as alteragdes inflamatérias nos tecidos
perirradiculares dos camundongos

O papel do NO e ROS é ainda hoje objeto a ser pesquisado nas diferentes
infecgdes, incluindo-se aquelas de origem endoddntica. Em nosso estudo, o papel destes
mediadores na patogénese das lesdes perirradiculares foi avaliado por meio de um
modelo de infeccdo animal bem utilizado pela comunidade cientifica. Utilizaram-se
camundongos selvagens C57BL/6 e animais knockout para iNOS e PHOX com o mesmo
background.

Observamos que as lesoes perirradiculares induzidas nos animais iNOS/-
apresentavam maior tamanho que aquelas dos animais PHOX/- e selvagens. Diversos
trabalhos tém demonstrado que o NO produzido a partir da iNOS é um dos fatores de
migracdo de células Th1 para os sitios da infeccao (KAWAI et al. 1999,NORMAN et al.
2008,BOGDAN et al. 2000,KUBES 2000). Sendo assim, os resultados desta pesquisa
podem ser correlacionados a uma resposta imune do tipo 1. Neste contexto, Norman et
al. (2008) demonstraram em um modelo murino de migracdao celular que o
recrutamento das células Th1 foi inibido ap6s o tratamento com IFN-y. Contudo, naquele
experimento, se o camundongo fosse previamente tratado com um inibidor da iNOS , o
efeito inibitério do IFN-y na migracdo de células Thl ndo ocorria, ficando assim
demonstrada a influéncia do NO na migracdo desse tipo celular. Os mesmos autores

obtiveram resultados similares utilizando camundongos iNOS-/~.
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Do exposto, podemos inferir que a maior reabsor¢do éssea observada nos
animais iNOS-/- pode estar relacionada ao estabelecimento de uma resposta do tipo 1
nos tecidos perirradiculares do periapice dos dentes portadores de uma infecgdo
radicular.

A producao de NO e de espécies reativas de nitrogénio por macréfagos e
neutrofilos é essencial para a atividade microbicida dessas células (WEI et al
1995,FIERRO et al. 1999,GYURKO et al. 2005). Consequentemente, a auséncia da iNOS
diminui a acdo dos macréfagos e neutrofilos que atuam contra antigenos bacterianos,
aumentando a concentracdo local de produtos microbianos, como o LPS e o acido
teicdico. Sabe-se que o LPS é um dos responsaveis pela patogenicidade bacteriana e que,
ao se ligar ao receptor CD14 localizado em mondcitos e macréfagos, induz a liberacao de
citocinas que causam reabsorg¢do dssea (IL-1 e TNF-a) (FIERRO et al. 1999,GYURKO et
al. 2005,WEI et al. 1995).

A progressao da lesdo periapical esta relacionada com dois eventos: o primeiro é
a producao das citocinas pro6-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a juntamente com a
migracdo celular. O segundo evento relaciona-se a diferenciagdo de osteoclastos e, por
extensdo, a reabsorcao 6ssea. Neste estudo, avaliou-se o padrdo da expressdao do mRNA
de citocinas e quimiocinas relevantes para o desenvolvimento dessas lesbes em
camundongos iNOS-/-. Observou-se um aumento nos niveis da expressao de IL-13 e TNF-
a nos tecidos perirradiculares dos camundongos deficientes da iNOS. Estas citocinas sao
responsaveis por ativar mecanismos microbicidas no hospedeiro e assim, na auséncia da
iNOS, sua maior expressao pode se relacionar a um aumento na concentragdo de
antigenos nestes sitios. Ademais, estas citocinas sao importantes fatores de reabsorgao

0ssea (STASHENKO et al. 1987, WANG e STASHENKO 1993,STASHENKQO et al. 1992). Sua
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maior expressdo aqui observada também guarda relacdo com o maior desenvolvimento
destas lesdes nesses animais.

Devido ao fato de o infiltrado inflamatdrio da lesdo periapical ser maior nos
animais iNOS-/-, avaliou-se a expressdo da quimiocina MCP-1. O MCP-1 é um dos
principais fatores inflamatérios encontrados em granulomas periapicais humanos,
sendo expresso, em grande parte, por células epiteliais. Essa citocina participa do
recrutamento de mondcitos, leucdcitos e macrofagos (KABASHIMA et al. 2001, MARTON
et al. 2000,SILVA et al. 2005). Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os
camundongos iNOS-/- tém os niveis mais elevados do mRNA dessa quimiocina quando
comparados com o PHOX/- e o selvagem nos tecidos perirradiculares, o que sugere que a
produc¢do de NO influencia a expressdo génica da quimiocina MCP-1. Estes resultados
sdo confirmados por aqueles que demonstraram a modulacdo das quimiocinas pelo
6xido nitrico (DESAI et al. 2003,FUKADA et al. 2008). Em modelo similar de lesdo
perirradicular induzida em camundongos, viu-se que os animais deficientes da iNOS
expressaram niveis elevados da quimiocina SDF-1a (fator derivado das células do
estroma 1la), responsavel pela mobilizacdo de células precursoras dos osteoclastos do
espaco intravascular para o espaco tecidual (FUKADA et al. 2008). Além disso, estudos
prévios, tanto in vivo quanto in vitro, tornaram evidente que a inibicdo da iNOS promove
a expressao de MCP-1 pelas células endoteliais em um modelo murino de doenca
pulmonar e por midcitos da linhagem C2C12 tratados com LPS (KAWANISHI et al
2008,DESAI et al. 2003). Diante desses resultados, pode-se inferir que a deficiéncia da
iNOS e, consequentemente, a redu¢dao na producao do NO, aumentam a expressdao do
MCP-1, o que favoreceria a migracao de mondcitos e linfécitos para a lesdo periapical.

Durante o desenvolvimento das lesdes perirradiculares, a reabsor¢ciao 6ssea é

mediada por diversos fatores que influenciardo tanto o nimero quanto a atividade dos
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osteoclastos (WADA et al 2006). O oOxido nitrico é um poderoso mediador da
osteoclastogénese, visto que ele participa do recrutamento, formacao, funcao e
sobrevivéncia dessas células (LIN et al 2003,RALSTON 1997). Curiosamente, sua
participacao acontece de forma dicotdmica: o NO tanto pode induzir quanto inibir a
diferenciacdo dos osteoclastos e a reabsor¢ao 6ssea (RALSTON et al. 1995,CHOLE et al.
1998,VAN'T HOF e RALSTON 2001). Por exemplo, em modelos animais de osteoporose
induzida pela remo¢do dos ovarios, foi demonstrado que o NO é um dos mediadores
envolvidos na perda 6ssea, uma vez que grupos que foram tratados com inibidores da
iNOS nao apresentaram nem reducao na densidade dssea, nem aumento no numero de
osteoclastos. Por sua vez, o grupo que ndo foi tratado teve menor densidade dssea e
acréscimo no numero de osteoclastos (CUZZOCREA et al. 2003). Em contrapartida, a
inibicdo da atividade da iNOS pode otimizar a formacdo de osteoclastos a partir de
células da medula 6ssea, bem como gerar uma maior reabsor¢ao éssea em culturas de
células da calvaria de camundongos (HOLLIDAY et al. 1997). Os resultados do nosso
estudo estdo coerentes com esses achados, uma vez que os camundongos iNOS-/-
apresentaram um maior ndmero de osteoclastos nas lesdes perirradiculares que os
demais avaliados, sugerindo que o NO modularia negativamente a diferenciacdo destas
células.

Segundo Fan et al. (2004), o NO pode também participar da osteoclastogénese
diminuindo a expressio de RANKL e aumentando a expressdo de OPG nas células
estromais da medula 6ssea. Em doencas inflamatérias, como a artrite reumatéide e a
periodontite, a ativacao de osteoclastos é mediada pela produ¢dao de RANK, RANKL e
menor producao de OPG (CROTTI et al. 2003,HAYNES et al. 2001,VERNAL et al. 2006a).
Em nosso estudo, observamos que o aumento da reabsorcdo 6ssea e do nimero de

osteoclastos no camundongo iNOS-/- ndo se correlacionou com a expressao de OPG, mas
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sim, com a maior expressao de RANK e RANKL. Da mesma maneira, estudos anteriores
demonstraram que a deficiéncia da iNOS esta relacionada com maior reabsor¢do dssea
periapical, bem como uma maior expressao de RANKL, RANK e maior formagdo dos
osteoclastos (FUKADA et al. 2008). Por sua vez, ndo observamos diferenca na expressao
de OPG entre os grupos avaliados, ao passo que os autores acima comprovaram menor
expressao génica da osteoprotegerina na lesdo periapical induzida em animais iNOS-/-
(FUKADA et al. 2008). De maneira similar ao que foi observado por aqueles autores,
doadores do 6xido nitrico aumentam a expressdo de OPG em células da medula 6éssea,
inibindo a diferenciacao de osteoclastos (FAN et al. 2004,WANG et al. 2004).

A auséncia de NO ndo apenas permite maior expressio de RANKL, como ndo
interfere em sua acdo. Pesquisadores demonstraram a ocorréncia de um feedback
negativo durante a osteoclastogénese, mediado por NO: pré-osteoclastos da linhagem
RAW 264.7, quando estimulados com RANKL, produzem NO que, por sua vez, inibe a
osteoclastogénese iniciada pelo RANKL (ZHENG et al 2006). Relacionando este
mecanismo com os resultados obtidos em nosso estudo, poder-se-ia inferir que o
aumento no nimero de osteoclastos estaria relacionado a auséncia da producao de NO
nos animais iNOS”/-, ndo havendo uma regulacio negativa na diferenciacdo dos
osteoclastos. Em desacerto com o que foi observado em nossas investiga¢des, outros
pesquisadores demonstraram que ratos tratados com L-NMMA, um inibidor da iNOS,
apresentaram menor area de reabsor¢do 6ssea na lesao periapical quando comparados
aos animais nao tratados (LIN et al. 2007). Estes resultados conflitantes podem se dever
a forma de inibicao da iNOS: o uso dos inibidores farmacoldgicos da iNOS ndo garante
que a enzima esteja completamente inativada, além do que o animal podera produzir

determinada quantidade do 6xido nitrico.
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Os membros da familia PHOX sdo importantes na geracdao de ROS que, por sua
vez, sdo relevantes na resposta imune inata como um agente microbicida produzido
pelos fagdcitos (DAVIES 1995). ROS participam da resposta imune inata e da reabsorgao
0ssea tanto na solubilizacdo da matriz dssea quanto na diferenciacdo dos osteoclastos
(HA et al. 2004,FRASER et al. 1996,BAX et al. 1992). A diferenciacdo dos osteoclastos
relaciona-se a producdo de radical superoxido pela NADPH oxidase, que participa da
sinalizacdo intracelular mediada por RANKL (SASAKI et al 2009a,SASAKI et al
2009b,YANG et al. 1998,HA et al. 2004). Ainda assim, pouco se sabe sobre a importancia
da NADPH oxidase na osteoclastogénese.

Para avaliar a participacao das ROS na patogénese da lesdo periapical, utilizamos
o animal deficiente do gene da cadeia gp91 da NADPH oxidase. Nestes camundongos, a
lesdo periapical foi semelhante a do grupo controle. Entretanto, ndo encontramos
qualquer osteoclasto na lesdo periapical. Experimentos com células da medula 6ssea
tratadas com um agente antioxidante, N-acetil cisteina, antes do tratamento com RANKL,
mostraram que nao houve a expressao dos mediadores intracelulares importantes para
a diferenciacdo osteoclastica, havendo redu¢do no nimero de osteoclastos (LEE et al.
2005). Estes resultados foram confirmados por outros autores que trataram células da
medula dssea de camundongos com homocisteina e observaram que a concentragdo
intracelular de ROS aumentou bem como a expressdo da proteina cinase ativada por
mitégeno (MAPK) e beta-3 integrina (moléculas importantes para a osteoclastogénese)
(KOH et al. 2006). Assim, o numero de osteoclastos também aumentou. Para certificar-se
de que esses efeitos eram resultado da producao de ROS, os autores pré-trataram as
células com o agente antioxidante N-acetil cisteina e observaram que todos os efeitos da
homocisteina foram anulados. Entretanto, Lee et al. (2005) e Koh et al. (2006) nao

identificaram qual das espécies reativas de oxigénio seria a chave para a diferenciacao
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dos osteoclastos. Para responder a essa questdo, Fraser et al. (1996) e Bax et al. (1992)
mostraram em experimentos realizados in vitro que o peréxido de hidrogénio,
produzido a partir do radical superoxido, é capaz de estimular a reabsor¢ao 6ssea, bem
como a motilidade dos osteoclastos. Além disto, as espécies reativas de oxigénio
induzem as vias intracelulares, essenciais para a diferenciagdo dos osteoclastos. No
trabalho de Sasaki et al. (2009) comprovou-se que a inibicdo da atividade da PHOX
(p22phox) reduziu a expressao do fator nuclear de células T ativadas (NFATc1), que é um
notavel indutor da transcri¢ao de genes relacionados com a formagao dos osteoclastos.

O fato de ndo encontrarmos osteoclastos tanto na regido periapical quanto em
todo o tecido periodontal nos animais PHOX/- pode estar relacionado com a deficiéncia
na producao de superoxido e peréxido de hidrogénio, que sdo moléculas vitais para a
expressdo de mediadores intracelulares essenciais para a osteoclastogénese. Entretanto,
ndo encontramos na literatura dados sobre a reabsor¢do 6ssea periapical nesses
animais.

O radical superéxido produzido pela NADPH oxidase altera a migracdo
leucocitaria para o sitio inflamatério. A razdo disso é que ele gera outras espécies
reativas, como perdxido de hidrogénio e radical hidroxila, que tém efeito sobre a
migracdo celular, sem falar na acdo microbicida na explosao respiratéria de fagocitos
(VAZQUEZ-TORRES et al. 2000,NATHAN e SHILOH 2000). Sendo assim, a deficiéncia da
atividade da NADPH oxidase resulta na maior susceptibilidade contra infec¢oes
bacterianas, levando a um maior recrutamento de leucécitos (MORGENSTERN et al.
1997,POLLOCK et al. 1995,GAO et al. 2002).

Por exemplo, a reducao da producao de superdxido estd relacionada com o
aumento do infiltrado leucocitario no peritonio de camundongos apds tratamento com

tioglicolato. Ademais, a geracdo de superdxido contribui para a migracdo de
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polimorfonucleares no tecido pulmonar (POLLOCK et al. 1995,JACKSON et al. 1995).
Estes autores verificaram o recrutamento e a migracdo transalveolar de
polimorfonucleares em animais p47rhox/- e gp91rhox/- apds o desafio com Escherichia
coli. Eles também deixaram claro que a deficiéncia da NADPH oxidase aumenta o
numero de bactérias no tecido pulmonar, o que foi um fator critico para a ativacao e
liberagdo de quimiocinas.

Os nossos resultados mostraram que a NADPH oxidase ndo é um fator tdo
relevante quanto a 6xido nitrico sintase indutivel no modelo de indugdo da lesdo
periapical, uma vez que o infiltrado inflamatorio, o tamanho da lesdo e a expressao das
citocinas avaliadas foram diferentes entre os camundongos PHOX-/- e iINOS-/-, mas foram
iguais entre o PHOX/- e C57BL/6 selvagem. Esses resultados nos fazem supor que a
iNOS, mas ndao a NADPH oxidase, seja elemento-chave para mediar a resposta
inflamatéria contra possiveis microorganismos e seus subprodutos, tais como o LPS, nas
lesdes periapicais uma vez que, no animal PHOX/-, as caracteristicas da lesdo eram
semelhantes as do camundongo C57BL/6 selvagem. Essa suposi¢cdo estd de acordo com
outros trabalhos que demonstraram a importancia da ligacdo de diferentes antigenos
aos receptores do tipo Toll para a inducdo da producdo de o6xido nitrico, e que a
expressdo de TLR4 apo6s estimulacdo com IFN-y e LPS de Helicobacter pilory é
dependente da producado de 6xido nitrico (HE et al. 2007,UNO et al. 2007).

Entretanto, diferentes autores mostraram resultados distintos do nosso trabalho.
Lin et al. ( 2006) afirmaram que a atividade da NADPH oxidase é fundamental para a
expressdao de TLR4 mediada por LPS em células musculares da aorta humana. Ja outros
autores comprovaram a importancia das ROS na producdo de citocinas pré-
inflamatdrias pelos neutroéfilos humanos (ASEHNOUNE et al. 2004). Eles demonstraram

que o tratamento dessas células com LPS induz a translocacao do Fator Nuclear Kappa B
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(NF-xB) para o nucleo, cuja sinalizacdo estimula diferentes respostas nos neutrofilos.
Entretanto, se os neutrofilos eram previamente tratados com os antioxidantes N-acetil
cisteina e alfa-tocoferol, ndo ocorria a translocacdo do NF-kB para o nucleo, tampouco a
producgdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1B, TNF-a ou a proteina inflamatéria
do macrofago 2 (MIP-2) (ASEHNOUNE et al. 2004). Entre as espécies reativas de
oxigénio, o peroxido de hidrogénio é aquele que mais exerce influéncia na translocagao
do NF-«B para o nucleo (JANSSEN-HEININGER et al. 2000,PIETTE et al. 1997). Mediante
isso, podemos deduzir que no modelo de lesdo periapical utilizado nesse estudo, os
microorganismos e seus produtos que egressam do canal radicular nos animais
C57BL/6 selvagens e PHOX/- podem interagir com receptores da resposta imune inata,
induzindo a expressdo da iNOS e a producao de NO, e controlando o processo infeccioso.
Uma vez que as espécies reativas de oxigénio cumprem papel central na resisténcia
contra infecgdes bacterianas, mais estudos precisardo ser realizados para comprovar
que as ROS ndo sdo moléculas fundamentais para o combate contra a infeccdo
endodontica.

Ja se sabe que o sistema imune tem estreita relacdo com a modulagao éssea pelo
fato de terem moléculas regulatérias em comum. A ativacao do sistema imune durante a
infeccdo endododntica causa destruicao 6ssea alveolar. Os linfécitos T ativados possuem
um efeito na destruicdo Ossea de maneira indireta, estimulando macréfagos a
secretarem citocinas proé-inflamatorias, as quais induzem a expressdao de RANKL por
osteoblastos e linfécitos B. Eles possuem também um efeito direto, expressando
mRANKL, sRANKL e RANK (KAWAI et al. 2007, TAUBMAN e KAWAI 2001). Nossos
resultados comprovaram que os linfécitos T sao a principal fonte de mRANKL na lesao
periapical e na medula 6ssea do osso alveolar. Esses resultados indicam que a perda

Ossea adjacente a lesdo periapical pode ser regulada pela atividade dos linfoécitos T
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através da expressao de mRANKL e que essas células migram do espaco medular para a
lesdo periapical.

Observou-se que 3 e 7 dias ap6s a inducao da lesdao experimental ja existiam
linfocitos T expressando mRANKL no espago medular, que ndo sdo mais encontradas na
lesdo apo6s 14 dias. As células apresentadoras de antigenos presentes nos tecidos
perirradiculares migram para o linfonodo regional e ativam linfécitos T, que comegam a
expressar mRANKL (KANEKO et al. 2001). A microscopia confocal permitiu que se
identificassem estas células em seu caminho em direcdo a regido perirradicular, ainda
na medula 6ssea. Pelo observado na literatura, este é o primeiro estudo a demonstrar a
presenca destas células (linfécitos T mRANKL*) nos tecidos perirradiculares de
camundongos. Outros pesquisadores ja haviam demonstrado a presenca de linfocitos T
nas lesdes periapicais, sugerindo que tais células devem ser importantes no controle da
disseminacdo da infeccao endodontica (LIAPATAS et al. 2003, TELES et al. 1997).

Observou-se que a presenca de linfécitos T mRANKL* foi detectadas, em todos os
tempos operatérios, na medula 6ssea alveolar. No 32 dia apds a inducdo das lesdes,
aproximadamente 50% dos linfécitos T presentes no espaco medular estavam
expressando mRANKL. Tal fato indica que nos estagios iniciais da formacao da lesdao
perirradicular, estas células ativadas ja se encontravam se dirigindo para a regido
periapical.

Detectou-se que células periostina®* podem expressar mRANKL. Tais células
podem ser fibroblastos e osteoblastos. Nao ha na literatura qualquer trabalho que
descreva a expressido de mRANKL por essas células na lesdo periapical. E interessante
notar que as células periostina* parecem responder a presenca do antigeno bacteriano
uma vez que a expressao de mRANKL foi detectada apenas nos camundongos que

tiveram a polpa exposta. Isso nos faz supor que ndo apenas o linfécito T, mas os
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fibroblastos e osteoblasto podem participar da diferenciacao inicial dos precursores dos

osteoclastos na lesdo periapical.
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6 Conclusoes

Pode-se observar que:

=

0 modelo de indugdo de lesao de furca se mostrou util para a padronizagdo dos
cortes utilizados no estudo das alteragdes perirradiculares em camundongos.

A maior reabsor¢do 6ssea observada nos camundongos iNOS-/- esta relacionada
ao aumento das citocinas pro-inflamatérias e ao aumento no ndmero de
osteoclastos na lesdo periapical.

0 aumento na expressdo de MCP-1 devido a deficiéncia da iNOS esta relacionado
com o aumento na migrac¢do de células para a regido periapical.

A NADPH oxidase parece ndo ser um fator tdo importante quanto a 6xido nitrico
sintase na resisténcia do hospedeiro contra a infec¢do, ja que o perfil de citocinas
e as caracteristicas histolégicas foram semelhantes tanto no animal PHOX -/-
quanto no C57BL/6.

Como demonstrado na analise da microscopia confocal, o mRANKL é expresso
por linfécitos T, fibroblastos e osteoblastos nos momentos iniciais da formagao
da lesdo periapical. Sendo assim, é possivel que essas células sejam as
responsaveis pela diferenciacdo inicial dos precursores dos osteoclastos

recrutados para a lesao.

Concluiu-se que:
O oxido nitrico é importante na resisténcia contra antigenos bacterianos na lesao
periapical. Sua auséncia causa o aumento do infiltrado inflamatério e da

reabsor¢ao 6ssea perirradicular, devido ao aumento na expressao das citocinas
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pro-inflamatorias IL-13 e TNF-o, bem como da quimiocina MCP-1 e dos

mediadores da osteoclastogénese, RANK e RANKL.
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Abstract

Silva MJB, Caliari MV, Sobrinho APR, Vieira LQ, Arantes
RME. An in vivo experimental model to assess furcal lesions as
a result of perforation. fnternational Endodontic Journal, 42,
922-929, 2009.

Aim To design and validate a rat molar model of
furcal perforation to allow investigation of the biolog-
ical phenomena that follow and to explore its potential
for evaluating repair materials under standardized
conditions.

NMethodology Eighteen male Wistar rats were used.
Surgical aseptic procedures were carried out in order to
open the pulp chamber of a first melar tooth. A cavity
was prepared on the fleor of the pulp chamber using a
Y% round bur that created a communication between
the furcation and the periodontal tissues. Six animals
for each time point were sacrificed on days 14, 21 and
28 to assay morphological changes at the furcation
region of molars, Maxillary bone was processed,

removed and sectioned. Cellular infiltration, collagen
deposition and bone resorption were assessed by
histological analysis. Cellularity in the lesion area was
determined by morphometric analysis. Data were
analysed using parametric Student’s t-test.

Results A furcal perforation model was standardized
in which both radiological cutcome and periodontal
tissue reactions could be assessed through evaluation of
cellularity, osteoclast activity and collagen deposition.
The morphometric analysis revealed a greater number
of cells 21 day post-surgery when compared with
14 days.

Conelusion This animal model was suitable for
radiolegical and histological evaluation of the processes
that accompany surgical furcal perforation.

Keywords: animal models, biomaterials, furcal per-
forations.
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Introduction

Accidental root canal or furcal perforation complicates
the treatment and compromises the outcome of root
canal treatment (Seltzer & Bender 1990, Walton &
Torabinejad 2002). The prognosis of treatment of
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perforations is dependent on site, size, setting time of
the repair material, and the efficacy of the material in
terms of to seal (Walton & Torabinejad 2002). All of these
factors are related to the ability to prevent or eliminate
bacterial infiltration (Dacudi & Saunders 2002}.

The chrenic inflammatory reaction after accidental
furcal perforation has been the object of several studies
(Bhaskar & Rappaport 1971, Meister et al. 1979,
Beavers et al. 1986, Seltzer & Bender 1990, Balla et al.
1991, Arens & Torabinejad 1996, Wu et al. 2005,
Vajrabhaya etal 2006, Al-Daafas & Al-Nazhan
2007,). This inflammatory reaction provokes alveolar
bone damage around the perforation site where bone is
progressively substituted by granulation tissue. The

2009 International Endodontic Journal
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lack of bone tissue leads to loss of pericdontal attach-
ment that can affect tooth stability (Arens & Torabine-
jad 1596, Wu ef al 2005, Vajrabhaya ef al 2006,
Al-Daafas & Al-Nazhan 2007).

Accidental furcal perferation has stimulated evalua-
tion of the immunological responses that ocewr in the
periodental tissues and alse the materials to seal the
defects, [tisbelieved that an ideal sealing material should
seal the communication between the periodontivan and
pulp chamber and, at the same time, be biocompatible so
as to induce bone and cement deposition (Hartwell &
England 1993, Bernabé & Holland 2004). However, so
far no ideal sealing material has been available.

To evaluate the progoesis and the best treatment
choice different animal modsls bave been nsed. Small
rodents have many advantages as experimental mod-
els: (i) age and genetic rodent background can be well
defined; (ii) better cost bentefits; (ili) mouse and rats may
be kept in controlled environments eastly; (iv) there is a
wide varviety of gene knockont models. The rat bears
much resemblance to man with respect to periodontal
anatomy, development and compesition of dental
plague, histopathology of periodontal lesions, and basic
immunebiclegy (Klansen 1991). In this context, the
characterization of aleernative rodent models for dental
research is important. Therefore, this study aimed at
describing a new model to evalvate the outcome of
furcal perforation inclading histopathological aspects
using rats as the experimental model.

Material and methods

Animals

Wistar male rats weighing 240-260 g were obtained
from CEBIO (Centre de Bioterismo da UFMG, Belo
Horizonte, MG, Brazil) and kept in a conventional
animal house with barriers and controlled light cycle.
The experimental pretocol was approved by the insti-
ttional animal ethical committee (protocel number
097704, CETEA — UFNMG). Six rats were used for each
time point: 14, 21 and 28 days after the surgical
T

procedure. Three rats were osed as coutrols.

Anaesthesia

All experimental procedures were carried out under
general anaesthesia. Rats were injected intra-muscu-
larly with 100 mg kg of ketamine hydrochioride
{Dopalen, Division Vetbrands Animal Health, Jacarel,
1

SP, Brazl) and 10 mg kg™

of Xilazine (Anasedan,

© 2009 International Endodontic Journal

Agribrands do Prasil Ltda, Paulinia, SP, Brazil). The
absence of flick reflex to hindpaw interdigital skin
stretch was documented before the beginning of
surgtcal procedures,

Surgical procedures

All experimental procedures were carefully performed
under aseptic condition to avoid contamination. The
disinfection of the surgical field was accomplished as
proposed by Moller (1966,

Access to the pulp chamber in the rat molar tooth was
prepared via the occlusal surface vsing a number 33%
carbide bur (KG Sorensen, Barveri, 8P, Brazil) coupled to
a controlled rotation handpiece (Deiller, $do Paulo, SP,
Brazil) under air coeling. Once the pulp was exposed, the
roof of the chamber was removed with an Endo Z bor
(Dentsply Maillefer®, Catanduva, SP, Brazl). Coronal
pulp Hssue was removed using an endodontic probe
antil the level of root canal orifices. Haemorrhage was
controlled by irrigating the chamber with saline solu-
tion and by applying pressare with sterilized cotton
balls. As soon as bleeding was controlled, the chamber
was irrigated again with satine selution and dried with
cotton pellets. Subsequently, & perforation was created
in the centre of the pulp chamber Hoor towards the
alveolar bote using a number % carbide drill (KG
Sorensen. Barueri, SP, Brazil). To standardize the depth
of the perforation, a curser was glued to the drill 1 mm
from its tip; the width was limited to the bur diameter
(0.5 mm), A layer of gutta percha was inserted on the
pulp chamber floor, avoiding comtact between the

sealing material and the perforation site. Condensation
of gutta-percha was accomplished with the endodontic
plugger and the excess was removed and contourad
using a Hollemback 38 {88 White, Rio de [aneiro, Rf,
Brazil). The tooth was vestored with silver amalgarn that
was bornished using Dycal instrument (S8 White),
finally, the waste materials was removed using sterilized
cotton balls. Prior to saceifice the tufegrity of the
amalgam was checked under an endodontic microscopy
{Alliance microscopia, Sao Paulo, SP, Brazil).

MTA sealing procedure: testing the model
application

To evaluate if it would be feasible to seal the experi-
mental perforation and to analyse the surrounding
pericdontinm tissues, six animals had their perforations
filled with grey MTA (Angelus®, Londrina, PR, Brazil).
This material was manipulated according to the

International Endodontic Journal, 42, 922-929, 2009
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manulacturer's recommendation and inserted using a
probe. Animals were killed on day 21 post-surgery.

A video animation was designed using the blender
software (Blender Foundation, Amsterdam, the Neth-
erlands) to represent the entire surgical procedure (see
Video Clip 81 of Supporting Information).

Radiographic procedures

Prior to the sacrifice, the animals were anaesthetized
and killed by decapitation on days 14, 21 and 28 alter
the procedure. The hemi-maxilla was removed and
radiographs were taken uwsing a dental Xeray unit
(Bioatlant, Ribeirio Preto, SP, Brazl). The optimal
exposure parameters were determined as 0.12s
(70 kVp, 10 mA). Bkta-speed plus X-ray film (Eastman
Kodak Co, Rochester NY, USAY was placed and fived
on a weoden surface to avoid movement. Then, the
buccal side of the maxillary bone was placed so that
side faced the machine. To take the image, the Xray
cone was seb perpendicular to the X-ray film and 5 cm
from it

Histological preparation

The hemi-maxillas were immersed to 10% buffered
formalint for 72 h at room femperature. Demineraliza-
tion was performed for 30 days in EDTA selution (10%
and pH 7.2) (Merck; Darmstadt; Germany). After
demineralization, the samples were washed in ronniog
tap water for 24 h. Restorations were removed [rom
the access cavities and the tissues were routinely
processed for parafiin embedding. The hemi-maxillas
were embedded with the buccal side of melars facing
the base of the paraffin block. Consecutive (buccal-
lingual direction) sections of 5 pm encompassing the
perforation of the furcation area and both mesial and
distal roots were stained with Haematoxylin/Eosin
(H&E) and Gomori's Trichome and used te assess
irflammatory infiltration, periodontal ligament organi-
zation and bone resorption.

Morphometric analysis

The inflammatory cells infiltrating the tissue adjacent
to the perforation area was quantified. Images taken
from the furcal areas were wsed to assay guantitatively
the longitudinal inflammatory cell infilivation that
occurred around the perforation, as shown in Pig. 3.
Quantification of the indflammatory cells in the furca
area was conducted from three images selected from

Intemational Endodontic Journal, 42, 922-52%, 2009

the same animal. The images were obtained at 40x
magnification through a JVC TK-1270-RGB adapted to
a micrescope and analysed using XS300 soltware buile
into a Kontron Blektronick/Carl Zeiss image analyzer
(Caliari 1997). An antomatic macro recorder assembler
{an algorithm of the KS300 software) was elaborated
for capture, image processing and segmentation, defi-
nition of morphometrical conditions and counts of all
the cells detected in each image. Image processing
technigues were applied. Segmentation perroitted the
separation ol these nuclel fom cytoplasm and other
struciures in the section, such as blood vessels and
extracelludar space. Consequently, a binary image was
created containing just the nuclei and other spaces
(Pacheco et al. 2008). The nuclews from the cellular
types usually found in the hwea area and newly
recruited lenkoceytes were then courded. It was imper-
ative that only connective tissue, excluding bone and
root dentine were visualized. This approach limited the
acguisition of more than three images. The measure-
ments were made by an observer whoe was unaware of
the nature of the tissue sample. Three nonoperated rats
were used as reference of normal periedontal cellularity.

Statistical analysis

Statistical analysis of meart values of cellular numbers
obtained by morphomety was carvied oot using
parametric Student's -test. Statistical significance was
set at P < .05,

Besults

Clinical aspects

After anaesthesia and prior to sacrifice the antmals
were sobmitted to clinical evaloation. Animals toler-
ated the surgical procedure well and did not have signs
of distress, weight loss or oral swelling, Colour and
textore of the gingival regions were not altered.

Radiographic assessments

Figure la represents the nonoperated furcation and its
adiacent tissue. Radiographs were performed to allow
visualization of bone rebsorption. Radiographs were
effective in revealing the three molar teeth as well as
their asspciated alveolar bone and periodontal ligament
space (Fig. 1b). Radiographic analyses demonstrated
the position of the perforation (Fig. 1¢) and, in some
animals, interdental crestal destruction. In perforation

® 2009 Intamational Endodontic Journal
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Figure 1 Histological aspect of the first lef maxdllary molar and radiograph aspects of tooth and periodontium tissue.
{a) Panoramic normal histological aspect of the molar, (T, pulp tissue; PE, pulp chamber floor; FL, periodontal ligament; R, root; B,
interradicular bone), H&E, x40. (b) Radiological aspects of nonoperated group. White arrows marlk the three molars. (c) Operated
molar at day 14 post-surgery. White arrow marls the amalgam restoration. Note the gutta-percha material (arrow head). Open
white arrow marles periodontal bone loss. (d) and (e) Operated and MTA-treated molar at day 21 post surgery. The white arrow
represents MTA material sealing the furcal perforation. Note the MTA periodontium extrusion (open white arrow) and alveolar

bone loss (arrow head).

sites sealed by MTA, radiographs demonstrated that i
extended into the periodontal fissues (Fig. 1d,e).

Histopathology

Figwre 2 shows the furcation area from operated
animals on days 14, 21 and 28 posi-surgery. On day
14, the periodontal ligament presented significant
alterafions in its architecture, showing intense cellular
infilration and edema, especially close to the perfora-
tion area (Fig. 2a). The followmg aspecis were
observed: mononuclear and polymorphonuclear cells
prevailed in the underlying inflammatory mfilrate;
edema interposifion between fissue elements; infense
vascular neoformation (Fig. 2b, inset); cement and root
dentine reabsorption (Fig. 2f); intense collagen and
comnective fissue deposition and osteoclastic activity
{Fig. 2f msef). On day 21 post-surgery, the samples
showed chronic mononuclear inflammatory infilirate
around the perforation area. Collagen deposition was
observed in the swrounding fissue apart from the
perforation area (Fig. 2c). Fig. 2e represents samples
from animals sacrificed 28 days after surgery. It shows
a discrete chronic mflammatory infilivate (Fig. 2¢) and
evidence of periodontal reorganization. In one sample,
small necrofic areas surrounded by polymorphonuclear
cells and debris were observed close o the deep bone
layer, indicating that in some cases the surgical
procedure resulted in bone microabscesses (data not
show).

6 2048 International Endodontic Joumal

Figure 2d represents samples from rats that were
killed on day 21 after surgery in which perforations
were sealed by MTA. It demonstrates the presence of
debris inside the perforation sites which could be MTA
residue. The adjacent connective fissue presented a
prevalence of mononuclear cells in the infilirate, despite
the presence of polymorphonuclear cells in some areas.

Morphometric analysis

As an example of quantitative analysis made possible
by this model, we quaniified the mflammatory cells
infilirating the fissue adjacent to the perforation area.
Images taken from furcal area were used fo assay
quantitatively the longitudinal inflammatory cell infil-
rafion that occurred around the perforation, as shown
in Fig. 3. Tt was observed that cell numbers were much
higher in furcal areas of operated animak than in
animals that were not submitted to surgery.

Discussion

Tt is fundamental to the freatment of a perforation that
the site does not become infected, and that it is sealed
immediately. Prognosis of freatment depends on the
perforafion site, size of damage, adjacent periodontal
condition and fype of sealing material (Walion &
Torabingjad 2002). The sealing ability of the material
and iis possible exfrusion into the periodontal area
should also be considered. Furthermore, good visibility

Intemational Endodontic Journal, 42, 822 929, 2008
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Figure 2 Histological aspects of the rat furcal lesion. (a) Day 14 post-surgery, perforation area showing granulation tissue (arrow).
(b) Higher magnification of (a) inflammatory cells at the periphery of the perforation and disorganization of periodontal ligament
(inset, arrow), the perforation site (arrow) and MTA fragments (arrow heads). (c) and (e) day 21 and 28, respectively showing the
evolution of lesion towards repair (d) MTA-treated perforation at day 21, residues of MTA are present (arrows heads), notice
the granulation tissue at the border of the perforation (arrows). (f) Intense vascular neorformation and deposition of collagen in the
periodontal tissue, cement reabsarption (arrows), and osteoclastic activity (inset, arrow). C, cement; Co, collagen deposition T, pulp
tissue; R, root; Bo, inter root béne D, dentine; P, perforation; Pl, periodontal ligament. (a), (c), (d) and () H&E, x100; (b), H&E,
%200; (f) Gomori's trichame, %400 and insets, x400.
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Siftva ef 2l Model of furcal perforation
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Figure 3 (a), (b] and (c] show, respectively, the intensity of periodontal tissue cellularity on days 14, 21 and 28 post-surgery, Also
notice the presence of vascular congestion (mmall black arvews) and pelimerformelear cells (encireled) on day 21 (HE&E, »400]; (d)
Morphemetry of furcal leson periodontal tissue, The graphic shows the average of cell mombers counted in two fields per animal
sample at 400 magnification, at each time point. Data are presented as mean values of counted cells in each animal (n = 3).
» Statistically significant difference (P < 0.05] between data from the non-operated group and the operated group 14 days post-
surgery, e Statistically significant diference (P < 0.05) between data from the operated groups on days 14 and 21 post-surgery.

of the perforation will help o facilitate the repair
procedure (Daoudi & Saunders 2002). Hence, a model
that simulates as nuch as possible the human clnical
situation is crucial to the systematic assessment of the
many biological aspects involved m this procedural
accident.

In this smdy, all efforts were undertaken o repro-
duce the clinical condifions in an experimental model
Thus, the desimi of the stainless sieel clamp was
modified to increase its ability to compleiely grasp the
tooth (Sampaio 1967). All surgical procedures were
performed under aseptic conditions, since a rubber dam
could isolate the tooth in a similar fashion to the
practice in humans.

Tt should be recogmized that the inflammatory
response in rodents is different from that found in
humans, however, the rat was selecied as a model
because the periodontal anatomy, the development of
plaque and histopathology of the pericdmtal lesion in
this animal is stmilar to that found o bumans (Klausen

@ 2 International Endodontie Joumal

1991, Genco ef @l 1998). Other advaniages include
Imowledge of animal age, genetic background, and the
ethical and ecomomical issues that confraindicate the
choice of large animals for research (Beavers ef al
1986, Balla et @l 1991, Arens & Torabinejad 1996,
Bramante ef ¢l 2004). In addifion, the rat model
provides good access to the tooth and allows wisibility of
the surgical field. As manipulation of genefic and
phammacological parameters is possible in the rat, the
establishment of this model will allow further studies
o furcal perforation.

Histopathological results demonsirated the effects of
the furcal lesion on the perindontal dissues. An increased
number of polymorphonuclear cells at 14 day afier
surgery could be observed, counterbalanced by prevail-
ing momonuclear cells on days 21 and 28, At 28 days,
an increase of collagen deposiion and an exuberance of
aranulation tssue were observed. Furthermore, mor-
phometric assessments were in agreement with out-
comes observed by previous workers (Balla et @l 1991,

Intemational Endodantic Journal, 42, 922 929, 2009
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Sousa el al 2004) and showed an increase in inflam-
matory cell mumbers around furcal perforations, which
decreased with time. Other histological parameters such
as pertodontal igament thickness, bone resorption area,
collagen deposition could be accessed easily. Porther-
more, despite its limitations this model was useful in
accomplishing gualitative and quantitative (by mor-
phometry) assessments,

It is well-known that failore of perforation repairs
may be the result of the absence of a sedl (Saunders &
Saunders 1994). Therefore, in this study, perforations
were sealed with MTA and histopatological analysis
was performed. This is an example of the application of
this model to analyse the blocompatibility aspects of
sealing materials, The preliminary results presented
here indicate that the presenice of MTA may interfere
positively with lesion progression. The assessment was
taken on day 21 post-surgery, but further and system-
atic investigations are necessary.

The radiographic techuoique proposed revealed the
anatomical structures of the nermal periodontal and
also demonstrated the adaptation of the filling materi-
als, the perforation position and, in some cases, the
destruction of interdental crest of bene. Alveolar bone
mineral demsity was previously decumented in man-
dibular radiographs and the film used was tested in rats
previously (Xiong et al. 2007, Mahl & Fontanclla
2008). Although morphometrical evaluation of alveo-
lar bonte loss was not documented, correlation between
bone resorption and histological parameters has been
described previously (Waterman et al 1998, Teixeira
et al. 2000, Xiong ef al. 2007},

Conclusion

This experimental animal model for furcal perforation is
not totally comparable to human models of forcal
lesions. However, under careflly standardized condi-
tions, this model can be used to simulate the inflamma-
tory process induced jatrogenically in hoamarns during
root canal treatment as an effective tool to study several
aspects of tissue reaction to this specific kind of injury.
Therefore, itis suitable for other studies on the triggecing
and control of the inflammatory reaction, as well as on
the search for suitable sealing materials.
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