REVISTADE ODONTOLO GIA pA UNESP

Artigo Original | a ‘ @

© 2018 - ISSN 1807-2577

Avaliagcao do comportamento das fibras colagenas
periodontais durante a progressao da periodontite
experimental em ratos

Evaluation of the behaviour of periodontal collagen fibers during the
progression of experimental periodontitis in rats

Matheus Esnel GARCIA? @, Felipe de Lima FARIA? @, Bianca DAL OCA COSTA SILVA? @,
Edilson ERVOLINO® @, Vivian Cristina Noronha NOVAES? @, Luan Felipe TORO>""*

2UNIFUNEC - Centro Universitario de Santa Fé do Sul, Santa Fé do Sul, SP, Brasil
®UNESP — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Aragatuba, SP, Brasil

Como citar: Garcia ME, Faria FL, Dal Oca Costa Silva B, Ervolino E, Novaes VCN, Toro LF. Avaliagdo do comportamento das
fibras colagenas periodontais durante a progressao da periodontite experimental em ratos. Rev Odontol UNESP.
2023;52:e20230011. https://doi.org/10.1590/1807-2577.01123

Resumo

Introducido: A periodontite é uma doenca infecto-inflamatéria, resultante da disbiose microbiana e
daresposta do hospedeiro, que leva a destruicdo dos tecidos de suporte dentdario, inclusive das fibras
colagenas periodontais, podendo culminar na perda do elemento dental. Objetivo: Avaliar o
comportamento das fibras coldgenas periodontais durante a progressdo da periodontite
experimental induzida em ratos. Material e método: Doze ratos Wistar foram distribuidos nos
grupos: Controle (C), Periodontite Experimental 14-dias (PE-14d), Periodontite Experimental 21-
dias (PE-21d) e Periodontite Experimental 42-dias (PE-42d). No dia 0, os animais do grupo C foram
eutanasiados. Neste mesmo dia, os animais remanescentes foram submetidos a instalacdo de uma
ligadura de algodao ao redor do primeiro molar inferior esquerdo para inducdo da periodontite
experimental. Tais animais foram eutanasiados aos 14 (PE-14d), 21 (PE-21d) e 42 (PE-42d) dias
ap6s a instalacdo da ligadura. Executou-se o processamento histolégico das hemimandibulas e as
secgOes foram submetidas a reacdo histoquimica pelo vermelho picro-sirius. A analise qualitativa
descritiva foi realizada sob microscopia de luz polarizada, na regido de furca dental, evidenciando
as fibras do ligamento periodontal. Resultado: O grupo C exibiu feixes espessos e orientados de
fibras coldgenas maduras, condizentes com aspecto de normalidade. Os grupos com periodontite
experimental exibiram desestruturacio tecidual severa, com fibras colagenas imaturas e de menor
espessura, sendo tais condi¢cdes mais exacerbadas nos grupos PE-14d e PE-21d. Conclusao: As fases
iniciais da periodontite apresentam carater agudo e, portanto, resultam na rapida destruicdo dos
tecidos periodontais de suporte, prejudicando potencialmente a fibrilogénese e a reestruturacao do
colageno no ligamento periodontal.

Descritores: Colageno; periodontite; periodonto.

Abstract

Introduction: Periodontitis is an infectious-inflammatory disease resulting from microbial
dysbiosis and host response that leads to the destruction of tooth support tissues, including
periodontal collagen fibers, which may culminate in tooth loss. Objective: To evaluate the behavior
of periodontal collagen fibers during the progression of induced experimental periodontitis in rats.
Material and method: Twelve Wistar rats were distributed into groups: Control (C), 14-days
Experimental Periodontitis (PE-14d), 21-days Experimental Periodontitis (PE-21d) and 42-days
Experimental Periodontitis (PE-42d). At day 0, the animals of group C were euthanized. At the same
day, the remaining animals were submitted to the installation of a cotton ligature around the lower
left first molar for the induction of experimental periodontitis. The animals were euthanized at 14
(PE-14d), 21 (PE-21d) and 42 (PE-42d) days after the installation of ligature. Histological processing
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of the hemi-mandibles was performed and the sections underwent histochemical reaction using
picro-sirius red. The descriptive qualitative analysis was performed under polarized light
microscopy, in the dental furcation region, evidencing the fibers of the periodontal ligament. Result:
Group C exhibited thick and oriented bundles of mature collagen fibers, consistent with a normal
appearance. The groups with experimental periodontitis exhibited severe tissue disruption, with
immature and thinner collagen fibers, with such conditions being more exacerbated in the PE-14d
and PE-21d groups. Conclusion: The early stages of periodontitis present acute response, and
therefore result in rapid destruction of periodontal support tissues and potentially impair
fibrillogenesis and collagen restructuring in the periodontal ligament.

Descriptors: Collagen; periodontitis; periodontium.

INTRODUGAO

Os dentes sdo verdadeiros drgaos, constituidos por tecidos especializados préprios - esmalte,
dentina e polpa - e situados na cavidade bucal, local em que exercem suas funcdes de mastigacgao,
fonacao e estétical. Porém, para que tais elementos desempenhem adequadamente estes papéis,
é necessario que estejam firmemente inseridos e ancorados em seus respectivos alvéolos dsseos,
tanto nas maxilas quanto na mandibula. Assim, as estruturas responsaveis pela protecdo e
sustentacdo dos dentes na cavidade bucal compdem um grupo de tecidos especialmente
denominado de periodonto?.

O periodonto pode ser dividido em dois principais grupos: o periodonto de protecao
(marginal ou de revestimento), constituido por um tecido epitelial de revestimento e a sua
lamina prépria, originando a gengiva; e o periodonto de inser¢do (ou de sustentacdo),
constituido pelo cemento, ligamento periodontal e osso alveolar, trés tecidos de natureza
conjuntiva2. O periodonto de inser¢cdo desenvolve-se durante a fase de rizogénese dos dentes,
a partir das células ectomesenquimais que constituem o foliculo dentario3+. Apds a
diferenciacdo das células mais periféricas da papila dentaria em odontoblastos e a consequente
producdo da dentina radicular, a estrutura epitelial denominada de bainha epitelial radicular
de Hertwig sofre fragmentacdo, possibilitando o contato da dentina recém sintetizada com o
foliculo dentdrio ainda indiferenciado. Esta interacdo celular, por meio de mediadores
quimicos, promove a gradual e concomitante diferenciacio das células do foliculo dentdrio em
cementoblastos, os quais produzirdo a matriz organica intrinseca do cemento celular; em
fibroblastos, os quais produzirdo a substancia fundamental e os componentes fibrosos da
matriz extracelular do ligamento periodontal; e em osteoblastos, os quais produzirao a matriz
organica do osso alveolar?+.

Cemento e osso alveolar sdo tecidos conjuntivos mineralizados com propriedades especiais.
Apresentam suas células préprias e sdo constituidos por uma matriz organica, composta,
predominantemente, por colageno e outras proteinas ndo colagenosas, e por uma matriz
inorganica, representada pelos cristais de fosfato e calcio sob a forma de hidroxiapatitas.
Enquanto o osso alveolar recobre o osso do processo alveolar, o cemento reveste a dentina da
regido radicular dos dentes, a qual encontra-se firmemente aderido. Entre estas duas
estruturas, localiza-se o ligamento periodontal, um tecido conjuntivo denso, particularmente
atravessado por espessos feixes de fibras de coldgeno do tipo I, denominados de fibras
principais do ligamento periodontal>. Fibroblastos, células ectomesenquimais indiferenciadas,
células inflamatoérias, restos epiteliais de Malassez, nervos e termina¢des nervosas, vasos
sanguineos e outros tipos de fibras também sdo elementos caracteristicos presentes no
ligamento periodontal®. As porg¢des terminais das fibras colagenas do ligamento periodontal
adentram de um lado no cemento, e do outro no osso alveolar, locais em que se mineralizam e
passam a ser denominadas de fibras de Sharpey. Com isso, estas fibras que atuam como uma
verdadeira articulagdo do tipo gonfose, ancoram e sustentam firmemente o dente em sua
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posicdo no alvéolo dental, resistindo as forcas de intrusao, extrusao e lateralidade que atuam
na cavidade bucal®.

Assim como qualquer outro tecido e 6rgao do corpo humano, os tecidos periodontais
também estdo suscetiveis a alteragdes patoldgicas decorrentes das mais variadas formas de
agressdo. A periodontite é uma doenca infecto-inflamatéria resultante da disbiose
microbiana periodontal e da resposta do hospedeiro susceptivel. A lesdo imune-inflamatéria
descontrolada causa danos aos tecidos periodontais e impede a eficaz eliminacdo das
bactérias presentes na regido’. A periodontite cronica é clinicamente caracterizada por perda
de insercdo do tecido gengival, aprofundamento do sulco gengival (denominado de bolsa
periodontal), degradacdo do ligamento periodontal e perda progressiva do osso alveolar. Este
processo destrutivo pode levar a perda do dente se ndo for tratado adequadamente8. Na
gengivite, uma forma reversivel da doenga periodontal, que ndo resulta em perda 6ssea, o
processo inflamatério esta restrito ao epitélio e a 1dmina prépria gengival, sem afetar os
tecidos mais profundos do periodonto. Assim, a inserc¢ao de tecido conjuntivo permanece em
sua posicdo original8?. No entanto, deve-se observar que a gengivite é o principal fator de
risco e um pré-requisito para a ocorréncia da periodontite, sendo importante sua
identificacdo e o entendimento da degradacdo tecidual que ocorre nesta fase, como fator
preditivo da periodontitel0.

Em um primeiro estudo sobre os eventos celulares das lesdes periodontais, Page,
Schroeder!! definiram diferentes tipos de lesdes histopatoldgicas: as lesdes iniciais,
precoces e estabelecidas, exemplificando estagios distintos e sequenciais de gengivite, e a
lesdo avang¢ada, com perda éssea, caracterizando clinicamente a periodontite. O estudo
observou que nos estagios referentes a gengivite notou-se proliferacdo lateral do epitélio
juncional, aumento do infiltrado inflamatério, com o predominio de plasmocitos e linfécitos
B, presentes no estagio de lesdo estabelecida. Além disso, os autores descreveram lesdes
em fibroblastos e perda de fibras coldgenas, especialmente nos grupos de fibras circulares
e dentogengivaisl.

Sabe-se que o processo inflamatério da doenca periodontal causa a destrui¢do da matriz
extracelular. Ha ainda evidéncias significativas de que as colagenases, juntamente com outras
metaloproteinases da matriz (MMPs), desempenham papéis importantes na destruicdo
periodontal’9. A ativacdo das MMPs envolve proteinases teciduais e de plasma e proteinases
bacterianas, juntamente com o estresse oxidativo. Citocinas inflamatoérias, tais como o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e as interleucinas proé-inflamatorias, estimulam a produgdo de
MMPs, desempenhando um importante papel na degradagdo da matriz extracelular,
especialmente das fibras colagenas. A principal enzima degradadora do colageno na periodontite
¢ a MMP-8, produzida, principalmente, por neutréfilos, o que evidencia a forte correlacdo entre o
processo inflamatério e a degradagio tecidual®.

Ratificando-se o potencial destrutivo e de degradacdo dos tecidos periodontais, em especial
das fibras coldgenas de ancoragem presentes no ligamento periodontal, frente a evolucio da
periodontite, faz-se necessaria a avaliacdo e a determinacdo dos periodos mais cruciais da
patogénese desta condicdo, sendo estes importantes indicativos dos momentos mais adequados
a intervencio e tratamento, com o objetivo de se evitar a perda total dos tecidos de suporte e do
elemento dental, por consequéncia. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar,
por meio de andlise em microscopia de luz polarizada, o comportamento das fibras coldgenas
periodontais durante a progressao da periodontite experimental induzida em ratos, descrevendo
os padrdes de degradacdo e/ou neoformacdo de tais fibras ao longo de diferentes periodos
evolutivos da doenga.
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METODOLOGIA

No presente estudo foram utilizados 12 ratos (6 meses de idade), da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), com peso corporal médio de 350g. Os animais foram obtidos no Biotério Central da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba da Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”
(FOA-UNESP) e, posteriormente, foram mantidos no Biotério de Experimentagdo do Departamento de
Ciéncias Basicas da FOA-UNESP sob as seguintes condicoes: ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro, temperatura ambiente de 22 + 2°C, sistema de ventilacdo/exaustdo permitindo 20 trocas de ar
por hora, umidade relativa do ar em torno de 55 + 5%, acondicionamento em gaiolas plasticas, onde
tiveram livre acesso ao alimento e a 4gua. Foram tomadas todas as medidas cabiveis para se minimizar
o nimero de animais utilizados, bem como evitar seu sofrimento. Os procedimentos de manipula¢io
experimental foram realizados de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle e Experimentagao Animal (CONCEA), sendo o protocolo experimental aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FOA-UNESP (Processo FOA n. 0226-2022; 25/04,/2022).

Delineamento Experimental

Anestesia Geral

Durante os procedimentos experimentais que envolveriam dor ou necessidade de
imobilizacdo por um tempo prolongado, ou seja, para instalacdo da ligadura de algodao e
eutanasia, os animais foram devidamente anestesiados, via injecdo intramuscular, de cloridrato
de cetamina (80 mg/Kg; Francotar®, Virbac, Sdo Paulo/SP, Brasil) e cloridrato de xilazina
(10 mg/Kg; Rompum®, Bayer, Porto Alegre/RS, Brasil).

Grupos Experimentais

Os animais (N=12) foram aleatoriamente divididos em quatro grupos: Controle (C; n=03),
Periodontite Experimental 14-dias (PE-14d; n=03), Periodontite Experimental 21-dias (PE-
21d; n=03) e Periodontite Experimental 42-dias (PE-42d; n=03). No dia 0 (zero), previamente
a realizacdo de qualquer tipo de procedimento experimental (para analise das caracteristicas do
periodonto sauddavel), os animais do grupo C foram eutanasiados. Ainda neste dia, foi instalada
uma ligadura de algoddo ao redor do primeiro molar inferior esquerdo de todos os animais
remanescentes, com o intuito de induzir a periodontite experimental. A ligadura foi mantida em
posicdo a nivel subgengival e a eutanasia destes animais foi efetuada aos 14 (grupo PE-14d), 21
(grupo PE-21d) e 42 dias (grupo PE-42d) apés a instalacdo das ligaduras (Figura 1A).

Periodontite Experimental Induzida por Ligadura

Para indugdo da periodontite experimental, foi instalada uma ligadura de algodao (fio #24;
Coats Corrente, Sdo Paulo/SP, Brasil) ao redor do primeiro molar inferior esquerdo dos animais,
para o acumulo de biofilme bacteriano local e o consequente desencadeamento da periodontite
experimentall213, Para isso, os animais foram devidamente posicionados em mesa operatoria e,
apos a realizagdo da antissepsia intraoral com solucdo de digluconato de clorexidina 0,12%, foi
realizada a inser¢ao do fio de algodao no espaco interdental entre o primeiro e o segundo molar
inferior esquerdo, com o auxilio de uma pin¢a odontolégica adaptada. Em seguida, foi realizada a
amarria de tal fio com n6 duplo em torno do primeiro molar inferior esquerdo, posicionando-se
a ligadura na regido do sulco gengival (Figura 1B-D). No primeiro molar inferior direito dos
animais ndo foi instalada qualquer ligadura.
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Figura 1. Fluxograma do estudo evidenciando os procedimentos experimentais executados em seus
respectivos intervalos de tempo (A). Instalagdo da ligadura de algodéo para indugéo da periodontite
experimental, com destaque para os molares inferiores em evidéncia apds o posicionamento do animal em
mesa operatoria e afastamento dos tecidos bucais adjacentes (B), insercéo do fio no espaco interdental
entre o primeiro e segundo molar inferior esquerdo (C), e amarria com n6 duplo em torno do primeiro molar
inferior esquerdo e seu posicionamento na regido do sulco gengival (D).

Eutanasia e Obtengao das Amostras

Aos 14, 21 e 42 dias ap6s instalagdo da ligadura, assim como para os animais do grupo C, apds
minucioso exame clinico intrabucal, os animais foram profundamente anestesiados e submetidos
a perfusdo transcardiaca com solucdo de cloreto de s6dio 0,9% acrescida de 0,1% de heparina
(100 ml), seguida de solugao fixadora (800 ml) constituida de 4% de formaldeido (Sigma®, Saint
Louis/MO, Estados Unidos da América) em tampao fosfato-salino. As hemimandibulas foram
cuidadosamente dissecadas e submetidas a pés-fixagdo na mesma solugdo fixadora por um
periodo de 48 horas.

Processamento Histolégico das Amostras

As hemimandibulas foram entdo submetidas a lavagem em agua corrente e imersas em
solucdo desmineralizadora, constituida de tampao fosfato-salino acrescido de 10% de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), durante 30 dias. Ap6s a desmineralizagdo, as pecas foram
novamente lavadas em 4gua corrente, desidratadas pelo etanol, diafanizadas pelo xilol,
impregnadas e incluidas na parafina histolégica e, por fim, seccionadas em micrétomo com 4pm
de espessura. A microtomia foi executada seguindo um plano de corte que progrediu de vestibular
para lingual. Foram coletados os cortes seriados correspondentes a regido de furca do primeiro
molar inferior esquerdo. As sec¢oes histolégicas foram entdo montadas em ldminas de vidro para
microscopia (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais, Sdo José dos Pinhais/PR, Brasil) impregnadas
por polilisina, previamente a reacdo histoquimica subsequente.
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Reagao Histoquimica pelo Vermelho Picro-Sirius

Para a andlise do comportamento das fibras colagenas periodontais, as sec¢des histolégicas
foram submetidas a rea¢do histoquimica pelo vermelho picro-sirius. Para isso, as laminas
histolégicas contendo as amostras de cada grupo experimental passaram pelo processo de
desparafinizacdo inicial em estufa com temperatura controlada (56° a 58°C), durante,
aproximadamente, 30 minutos, seguida pela desparafinizagdo completa pelo xilol, hidratacio pelo
etanol em sequéncia decrescente de concentragio (100° a 70°GL) e, finalmente, imersado no corante
vermelho picro-sirius, durante 45 minutos. Em seguida, tais laminas foram banhadas pelo etanol
em sequéncia crescente de concentragdo (70° a 100°GL), banhadas pelo xilol e, por fim, recobertas
com meio de montagem (Permount®, Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham/MA, Estados Unidos

da América) e protegidas com laminulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais).

Analise dos Resultados

Para possibilitar a realizagdo das analises microscdpicas foi utilizado um sistema composto
por um microscépio de luz polarizada (Axio Scope®, Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Oberkochen/BW, Alemanha) com camera digital acoplada (AxioCam® MRc5, Carl Zeiss
Microscopy GmbH), conectadas ao computador. As fotomicrografias das laminas histolégicas
foram capturadas na regido de furca do primeiro molar inferior esquerdo, com o auxilio do
software ZEN 2 (Blue edition; Carl Zeiss Microscopy GmbH).

Apbs a captura das respectivas fotomicrografias, as analises histoquimicas foram realizadas por
um histologista certificado (L.F.T.), devidamente calibrado e cego aos grupos experimentais.
Descreveu-se entdo o comportamento observado das fibras coldgenas periodontais na regiao inter-
radicular, evidenciando: padrao de distribuicdo, localizagdo e maturacdo das fibras coldgenas no
ligamento periodontal saudavel (grupo C), padrio de distribui¢io, localizagdo, maturacdo e
degradacdo e/ou neoformacao das fibras coldgenas no ligamento periodontal durante a progressao
da periodontite experimental aos 14, 21 e 42 dias (grupos PE-14d, PE-21d e PE-42d).

RESULTADO

Condicdes Gerais de Saude dos Animais e Exame Clinico Intrabucal

As condig¢des gerais de satide dos animais utilizados neste estudo se mantiveram constantes
durante o periodo experimental, sendo que estes toleraram bem todos os procedimentos executados.
Ao exame clinico intrabucal, realizado previamente a eutanasia, nao foi constatada nenhuma alteragao
macroscopica na cavidade bucal. Houve grande acimulo de placa bacteriana na ligadura instalada ao
redor do primeiro molar inferior esquerdo dos animais dos grupos PE-14d, PE-21d e PE-42d, com a
presenca de edema e eritema gengival de intensidade moderada e perda dssea alveolar clinicamente
detectavel. Entretanto, ndo houve a perda de nenhum dos elementos dentarios envolvidos.

Analise Histoquimica do Comportamento das Fibras Colagenas Periodontais

No grupo C, as fibras coldgenas principais inter-radiculares existentes no ligamento periodontal
se mostravam organizadas em feixes espessos e bem orientados, ocupando a totalidade do espaco
periodontal, com nitida inser¢ido desde o cemento até o osso alveolar. Tais fibras ainda exibiam
coloracdo, predominantemente, laranja-avermelhada sob luz polarizada, ou seja, aspecto
condizente com o de fibras colagenas maduras e em condi¢des de normalidade (Figura 2A-B).
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No grupo PE-14d observou-se intensa desestruturacdo tecidual na regido do ligamento
periodontal, com a presenca de grande quantidade de delicadas fibras coldgenas, sem orientacio
definida e inser¢do nitida. O aumento expressivo dos espagos ocupados pela substincia
fundamental amorfa e outros elementos nao fibrosos da matriz extracelular demonstrou a
diminuicdo da quantidade de fibras coldgenas principais nesta regido. Ademais, as fibras
presentes ainda exibiam coloracdo, predominantemente, amarelo-esverdeada sob luz polarizada,
ou seja, aspecto condizente com o de fibras colagenas imaturas (Figura 2C-D).

No grupo PE-21d também foi observada desestruturagdo tecidual na regido do ligamento
periodontal, entretanto, ligeiramente de menor intensidade quando comparada ao grupo PE-14d.
Foram observados escassos feixes espessos de fibras colagenas principais e a presenca de grande
quantidade de delicadas fibras, sendo que algumas se mostravam com orientacdo definida,
porém, a maioria ainda se apresentava desorientada e sem inser¢do nitida. A coloragdo de tais
fibras sob luz polarizada reflete o estagio inicial de matura¢do, com o predominio do aspecto
amarelo-esverdeado e escassas regides laranja-avermelhadas (Figura 2E-F).

No grupo PE-42d observou-se desestruturagdo tecidual moderada na regido do ligamento
periodontal, entretanto, nitidamente de menor intensidade quando comparada aos grupos PE-
14d e PE-21d. Apesar da grande quantidade de delicadas fibras colagenas desorientadas,
observou-se a presenca de feixes espessos e bem orientados, com insercdo nitida. Tais fibras
ainda exibiam coloracdo variando desde o amarelo-esverdeado, aspecto condizente com o de
fibras colagenas imaturas e/ou em maturacao, até o laranja-avermelhado, aspecto condizente
com o de fibras coldgenas mais maduras (Figura 2G-H).

Figura 2. Aspecto histolégico dos tecidos dentais, periodontais e adjacéncias sob luz polarizada, com
destaque para a regiao do ligamento periodontal nos grupos C (A-B), PE-14d (C-D), PE-21d (E-F) e PE-
42d (G-H). Coloracao: vermelho picro-sirius. Aumentos originais: 25x (A, C, E, G) e 400x (B, D, F, H).
Barras de escala: 100um (B, D, F, H).

DISCUSSAO

A doenca periodontal é caracterizada por um grupo de condi¢des inflamatoérias especificas, de
carater agudo e/ou cronico, originadas primariamente pelo acimulo de bactérias em biofilmes, e
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que afeta os tecidos periodontais de protecdo, podendo levar, com o tempo, a perda dos tecidos
de suporte dentario!*. Em primeira instincia, ocorre um grande desequilibrio entre os
microrganismos patogénicos e ndo-patogénicos da cavidade oral e os mecanismos de defesa do
hospedeiro, o que resulta em alteracdes celulares, vasculares e na consequente formacdo de
exsudato inflamatério, com grande potencial para destruicdo tecidual!>. Desta forma, como as
fibras coldgenas do ligamento periodontal sdo os principais elementos envolvidos na sustentacio
e ancoragem dos dentes aos seus alvéolos dsseos, o objetivo do presente estudo foi avaliar, por
meio de andlise em microscopia de luz polarizada, o comportamento de tais fibras durante a
progressdo da periodontite experimental induzida em ratos.

Clinicamente, a doenga periodontal se manifesta pela presenca de placa bacteriana, eritema,
edema e sangramento gengival, sensibilidade, aumento do exsudato gengival, perda de insercao
conjuntiva, presenca de bolsas periodontais e perda O6ssea alveolarlt. Algumas destas
caracteristicas foram nitidamente observadas nos animais do presente estudo que tiveram a
periodontite induzida por ligadura (grupos PE-14d, PE-21d e PE-42d). Nestes animais observou-
se o grande acimulo de placa bacteriana ao redor da ligadura de algoddo, com a presenca de
edema e eritema gengival de intensidade moderada, além de perda dssea alveolar clinicamente
detectavel, o que assegura a efetividade do método utilizado para a inducdo da condicdo estudada.

Deste modo, a ligadura de algoddo alocada ao redor do primeiro molar inferior dos animais teve
como principal fun¢do atuar como fator retentivo de placa bacteriana e agir como corpo estranho,
danificando fisicamente a barreira proporcionada pelos tecidos periodontais de revestimento e
diminuindo a capacidade de defesa do hospedeiro, o que resultou em inflamag¢do local e,
consequentemente, na destruicdo das fibras coldgenas presentes no periodonto como um todo!213,

Neste contexto, outros métodos também foram empregados e se encontram descritos na
literatura cientifica como efetivos para a indugdo da periodontite experimental. Marcondes et al.1?
preconizaram a inser¢do de duas voltas de fio de poliéster ao redor dos primeiros molares
inferiores, observando, durante a avaliagdo microscépica, perda 6ssea alveolar ja a partir do
primeiro dia apds a indugido da doencga, atingindo o seu pico no 149 dia, e com estabilizacio
caracteristica somente apés 42 dias. De acordo com Sun etal.l8, outro modelo experimental
também comumente utilizado é a injec¢do localizada de lipopolissacarideos (LPS) bacterianos na
regido do sulco gengival. Os LPS sdo constituintes da parede celular de algumas bactérias, sendo
encontrados praticamente em todos os organismos Gram-negativos, os principais responsaveis
pelainiciacdo e manutencdo da doenga periodontal. A injecdo destas substancias perfaz um método
mais direto e controlado de induc¢do da periodontite, contudo, apesar da sensibilidade e precisdo na
inducdo da resposta do hospedeiro, tal modelo ndo se assemelha a doenga periodontal humana
devido a auséncia da colonizagio bacteriana propriamente ditals.

Diante disso, no presente estudo observou-se que a presen¢a da ligadura de algodao acarretou
um efeito deletério sobre os tecidos situados ao redor do dente em questdo, contribuindo
diretamente para a progressao dos estagios da doenga. Assim, para a avaliagido microscopica das
fibras coldgenas periodontais durante estes diferentes estidgios da periodontite experimental
realizou-se, conforme descrito por Ganganna et al.1% a coloragdo das amostras pelo vermelho
picro-sirius (picro-sirius red). Tal coloracgio é caracterizada como uma reag¢ao histoquimica, com
efetiva afinidade molecular pela proteina coldgeno, principal componente da porg¢ao fibrosa da
matriz extracelular dos tecidos de origem conjuntiva. Assim, quando analisada sob microscopia
de luz polarizada, é considerada a histotécnica padrao-ouro para visualizacio e andlise das fibras
colagenas, possibilitando, inclusive, a identificagcdo das fibras imaturas, as quais se apresentam
em coloracdo amarelo-esverdeada, e das fibras maduras, exibindo uma coloragao laranja-
avermelhada, conforme fora observado nestes resultados?.

As diferentes agressoes resultantes da inducdo e/ou progressio da doencga periodontal
desencadeiam uma potente resposta imune-inflamatdria no hospedeiro, com o envolvimento e
participacdo de diversos tipos celulares, dentre eles células residentes e migratorias, as quais
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produzem uma gama de mediadores do processo, tais como as quimiocinas, citocinas e enzimas2°,
Assim, a inflamag¢do pode compreender um conjunto de alteragdes imunolégicas, bioquimicas e
fisiologicas, de acordo com a intensidade de agressdo dos mais variados estimulos nocivos ao
organismo. Com a resposta na fase aguda, hd um importante aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, sendo os leucécitos entdo recrutados para o foco da lesdo e ocorrendo
a liberacdo de potentes mediadores inflamatérios. Nesta fase, o potencial de destrui¢do dos
tecidos locais é bastante elevado, culminando com a desestruturacio dos elementos
extracelulares e, até mesmo, com a morte das células tipicas. No momento de transicdo para a fase
cronica, no entanto, a inflamagao exibe como caracteristicas o desenvolvimento de uma resposta
humoral especifica e da resposta imunolégica inata, de baixo grau, latente e regularmente
assintomadtica, o que possibilita a concomitante reparagdo e neoformacido dos tecidos
previamente destruidos durante a fase aguda do processo inflamatério?1.

Assim, no presente estudo, para que se obtivesse uma andlise comparativa das fibras
colagenas maduras e em condi¢des de normalidade com os demais grupos em que a doenca se fez
presente, nado foi instalada qualquer ligadura de algodao ao redor do primeiro molar inferior dos
animais do grupo C. Posto isso, o referido grupo apresentou fibras coldgenas espessas e maduras,
com distribuicdo regular e uniforme. Diferentemente, entretanto, nos grupos PE-14d e PE-21d,
nos quais a periodontite experimental foi induzida, ocorreu grande destruicdo das fibras
colagenas do ligamento periodontal, exibindo um aspecto condizente com a fase aguda da doenca,
a qual levou a maior destrui¢do nos dias iniciais p6s indugao, resultando em fibras mais delicadas,
imaturas e com distribui¢do irregular na regido inter-radicular. Toro et al.12, utilizando a mesma
metodologia para inducdo da periodontite experimental em ratos, também observaram
caracteristicas histopatoldgicas semelhantes as descritas anteriormente aos 14 dias apés a
inducdo da doenca, com a presenca de intenso infiltrado inflamatério nos tecidos periodontais e
aumento na quantidade de citocinas pré-inflamatdrias, tanto para os grupos sistemicamente
saudaveis, quanto para os grupos comprometidos pela medica¢do em estudo.

0 grupo PE-42, por sua vez, foi o que apresentou o maior periodo de permanéncia da ligadura
em posicdo, levando, portanto, a cronificagdo da condicdo infecto-inflamatéria induzida. Deste
modo, ainda foi possivel observar desestruturacio tecidual importante no ligamento periodontal,
porém, com a formacdo de novos feixes de fibras coldgenas, sendo estes j& mais maduros e
relativamente bem distribuidos e orientados quando comparados aos demais grupos. Todavia,
tais aspectos nao devem ser considerados como caracteristicos de uma fase de cura e/ou mesmo
estabilizacdo da doenca periodontal, uma vez que esta alteracdo apresenta etiologia complexa e
multifatorial e, nas condi¢des supracitadas, tais agentes etiolégicos ndo foram controlados e,
tampouco, removidos22.

CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo conclui-se que as fases iniciais da periodontite
apresentam carater agudo e, portanto, resultam na rapida destruicdo dos tecidos periodontais de
suporte e prejudicam potencialmente a fibriologénese e a reestruturagdo do coldgeno no
ligamento periodontal. Deste modo, o cirurgido-dentista deve estar atento para prevenir,
preferencialmente, intervir e tratar de forma efetiva as doengas periodontais ainda em seu estagio
inicial, evitando assim o grave comprometimento dos tecidos de sustentacio e, por consequéncia,
a perda da inserc¢do e do prdprio elemento dentario.
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