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RESUMO

AVALIAQAO DO EFEITO DA DOXICICLINA ASSOCIADA OU NAO A
DEXAMETASONA NO MODELO DE REPARO OSSEO ALVEOLAR EM RATOS. O
modelo de reparo 6sseo alveolar através de exérese dentaria em ratos permite que
parametros locais e sistémicos possam ser estudados longitudinalmente
possibilitando o conhecimento da fisiopatogénese no processo de reabsor¢do 6ssea
inflamatdria. O objetivo da pesquisa foi investigar o efeito de doxiciclina associada
ou ndo a dexametasona sobre os eventos que sucedem o processo de
remodelamento ésseo em modelo de reparo 6sseo alveolar em ratos. Os animais
(190-200 g) foram tratados diariamente (v.0.) com solucdo salina Controle (CTL),
doxiciclina (DOX 10mg/kg e 25 mg/kg), Dexametasona (DEXA 1 mg/kg)(i.p.) e
sacrificados de acordo com grupo experimental (7, 14 e 21 dias) para remocéo de
suas maxilas utilizadas na analise qualitativa de parametros microestruturais,
histomorfometria e imunohistoquimica para Wnt 10b e Dkk-1. Foi observado que
DOX (10 e 25 mg/kg) melhoram alguns parametros como: aumento do numero de
osteoblastos, reducdo no nimero de osteoblastos e % de tecido 6sseo comparados
ao grupo CTL. Os resultados também mostraram um aumento na expressao de
WNT 10b e reducéo de Dkk-1 durante o processo de reparo 6sseo nos animais que
receberam DOX (10 e 25 mg/kg) quando comparados aos grupos CTL. Esses
achados sugerem que DOX oferece um efeitos osteoindutor e osteoprotetor do
tecido 6sseo durante o processo de remodelamento 6sseo alveolar. E possivel que
além dos efeitos antiiflamatérios reconhecidos em DOX, essa Tetraciclina pode
influenciar a expressao de WNT 10b, favorecendo a neoformacéo 6ssea ou modular

a expressao de Dkk-1, inibindo a reabsorcéo tecidual nos alvéolo dos animais.

Palavras chave: Alvéolo dental; reabsorcdo 6ssea; Doxiclina; Proteinas Wnts.



ABSTRACT

ASSESSMENT OF EFFECT OF DOXYCYCLINE ASSOCIATED OR NOT WITH
DEXAMETHASONE ON ALVEOLAR BONE REPAIR MODEL IN RATS. The
alveolar bone repair model, through dental excision in rats, allows the longitudinal
study of local and systemic parameters. This allows learning the pathophysiology in
inflammatory bone remodeling process. The objective of the research was to
investigate the effect of doxycycline associated or not with dexamethasone on the
events that follow the bone reabsorption process in alveolar bone repair in rats. The
animals (190-200 g) were treated daily (per os) with saline solution Control (SSC),
doxycycline (DOX 10 and 25 mg/kg), Dexamethasone (DEXA 1 mg/kg) (IP), and
sacrificed according to experimental group (7, 14 and 21 days) to remove their jaws,
which were used in the qualitative analysis of microstructural parameters,
histomorphometry, and immunohistochemistry for WntlOb and Dkk-1. It was
observed that DOX (10 and 25 mg / kg ) improve some parameters such as the
number of osteoblasts increase, reduction in the number of osteoblasts and %
increase in bone tissue compared to the CTL group. The results also showed an
increase in the expression of Wnt 10b, and Dkk-1 reduction, during the process of
bone repair in animals that received DOX (10 and 25 mg/kg), compared to groups
CTL. These findings suggest that DOX offers osteoinductive and osteoprotector
effects on bone tissue during the alveolar bone remodeling process. It is possible
that, in addition to anti-inflammatory effects recognized in DOX, this Tetracycline can
influence the expression of Wnt 10b, favoring bone neoformation, and modulate the

expression of Dkk-1, inhibiting tissue resorption in the alveolus of the animals.

Key words: dental alveolus; bone resorption; Doxycycline; Wnts Proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 TECIDO OSSEO

O osso é um tecido multifuncional, metabolicamente ativo, que provém
suporte e protecdo aos orgéaos vitais e participa da locomogao. Possui importante
funcdo homeostética e metabdlica por ser um reservatério mineral de calcio, fosfato
e outros ions possibilitando uma constancia na concentracdo desses ions nos fluidos
corporais (HADJIDAKIS & ANDROULAKIS., 2006; FENG & MCDONALD., 2011). E
formado por tecido conjuntivo mineralizado altamente complexo, caracterizado por
processos de remodelagdo constante os quais envolve ciclos de reabsorgcdo e
formacéo 6ssea. As principais células que participam dessa dinamica de processos
de formacdo e reabsorcdo s&o: osteoblastos, osteodcitos e osteoclastos (ANDIA,
CERRI e SPOLIDORIO., 2006) e subpopulacdes de células osteogénicas como:
células osteoprogenitoras, pré-osteoblastos até ostéocitos maduros (BONEWALD,
2011).

Entre as populacbes de células que participam do processo de
remodelacdo, o osteoblasto, derivado de células mesenquimais indiferenciadas, é a
principal célula envolvida na neoformacdo Ossea. Histologicamente apresentam-se
como células mononucleadas, polarizadas, com nucleo esférico e citoplasma
basdfilo, organizadas como uma pavimentacdo continua de células cubdides
(camada celular) sobre a superficie 6ssea que esta formando matriz éssea (tecido
ostedide) e sua posterior mineralizacdo ou como células de revestimento 0sseo
(AGAS et al., 2013). Além das células, esta matriz organica € constituida de varias
proteinas colagenas e ndo coldgenas como: colageno tipo |, osteocalcina,
osteopontina, proteoglicanas e fosfoproteinas (MACKIE, 2003; CERRI, 2005;
SODEK & MCKEE, 2000).

A osteoformacado ocorre a partir da ativacdo de células osteoprogenitoras
por fatores especificos, como a proteina morfogenética 6ssea (BMP), Fator
Tranformador de crescimento B (TGF-B) e fator de crescimento insulinico (IGF).
Todavia, esse fendbmeno pode ser influenciado pela via de transducdo de sinal
Whnt/B-Catenina (GLASS, et al. 2005; DATTA et al. 2008; YORGAN & SCHINKE,
2014) que entre outras etapas da neoformacdo Ossea atua na diferenciacéo

osteogénica promovendo o aumento da expressdo de genes especificos, tais como
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fator de transcricdo Runx-2 e Osterix, em etapas de diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em pré-osteoblastos e osteoblastos (LIU & LEE,
2012; SINHA & ZHOU, 2013).

Além da importancia durante o processo de neoformacdo dssea, 0s
osteoblastos sdo essenciais na transmissdo de sinais quando o processo de
remodelacdo € influenciado por horménios como o da tiredide, paratiredide,
estrogénios, glicocorticéides, insulina e também pela Vitamina D (RAISZ & RODAN,
1998; ANDIA, CERRI e SPOLIDORIO, 2006).

Os ostedcitos constituem o tipo celular mais abundantes no 0sso (90-95%
das células Osseas totais e com vida util de até 25 anos) (FRANZ-ODENDAAL;
HALL & WITTEN, 2006). Sao caracterizados por se evidenciarem ao final da fase de
neoformacdo como osteoblastos que ficaram aprisionados na matriz 0ssea
(BELLIDO, 2014). Os ostedocitos estabelecem uma complexa rede de interconexao,
por meio de prolongamentos citoplasmaticos, com os osteoblastos e células de
revestimento 6sseo durante o processo de remodelamento tecidual. Este tipo celular
permite a comunicacao frente as algumas alteracdes sistémicas, além de responder
as modificacbes na superficie 0ssea responsaveis pela manutencdo da matriz e
vitalidade das células 6sseas (AMADEI et al., 2006; DATTA et al., 2008; BELLIDO,
2014).

Ostedcitos sao pobres metabolicamente e exibem menor quantidades de
organelas de sintese e de secrecdo como o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e
o complexo de Golgi. Estas células possuem um formato eliptico e sdo menores que
0s osteoblastos, mas apresentam diversos prolongamentos citoplasmaticos situados
no interior de pequenos canais denominados canaliculos 6sseos. Estes processos
citoplasmaticos estdo ligados a outros processos de ostedcitos vizinhos, a
osteoblastos e células de revestimento 0sseo, facilitando o transporte intercelular de
pequenas moléculas de sinalizacdo, como prostaglandinas (PGs) e o6xido nitrico
(NO) (KATCHBURIAN & CERRI, 2002). Os osteocitos estdo correlacionadas
especialmente ao fenbmeno de mecanotransducédo, onde sdo identificadas sinais de
tensdo sobre o tecido 0sseo e subsequente traducdo em resposta biologica de
remodelamento ésseo (ROBINSON et al, 2006).

Ao ostedcito era atribuida uma funcdo meramente passiva ao serem
aprisionadas em lacunas resultando em funcdées bem limitadas. Entretanto, os

ostedcitos exercem uma importante funcdo ao detectar e responder a estimulos
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mecanicos (tensdo e estresse) e hormonais, além de coordenar a funcdo de
osteoblastos e osteoclastos por meio da expressdo de fatores reguladores que
interferem na manutencdo da integridade 6ssea (FLORENCIO-SILVA et al,. 2014;
BELLIDO, 2014; BONEWALD, 2011). Esse controle é particularmente possivel,
porque ostedcitos maduros aprisionados na matriz éssea podem secretar
esclerostina, um produto do Gene SOST(BONEWALD, 2011) e proteina Dickkopfs
(DKK) na fase reabsortiva do processo de remodelamento ésseo (NARDONE;
D'ASTA, BRANDI, 2014). Esses produtos sao inibidores da osteoblastogénese, pois
antagonizam a via sinalizacdo canonica de Wnt/B catenina que exerce um papel
importante na diferenciacdo em osteoblastos a partir de células mesenquimais
indiferenciadas (DALLAS & BONEWALD, 2010).

O osteoclasto, célula responsavel pela reabsorcdo 6ssea, € derivado de
células progenitoras hematopoiéticas de linhagem monocitica-macrofagica
(AESCHLIMANN & EVANS, 2004; ANDIA, CERRI e SPOLIDORIO, 2006). Durante o
processo de reabsorcéo, estas células entram em atividade e apresentam-se como
células gigantes, multinucleadas, formadas pela fusdo de células mononucleadas da
linhagem hematopoiética. Osteoclastos produzem enzimas como: Fosfatase Acida
Resistente ao Tartarato (TRAP), adenosina acida trisfosfatada, isosima anidrase
carbobnica Il, entre outras. Além de degradar e desmineralizar a matriz 0ssea, ha
uma funcdo sendo evidenciada por outros estudos mostrando que os osteoclastos
podem internalizar osteoblastos e/ou osteécitos que estejam em processo de
apoptose (CERRI, BOABAID, KATCHBURIAN, 2003; CERRI, 2005). A ativacao,
diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos ocorre por meio da expressdao de
citocinas e fatores de crescimento incluindo a IL-1, IL3, IL 6, TNF-q, fator estimulante
de colbnias granulocitica-macrofagica (GM-CSF) e fator estimulante de col6nias de
macrofagos (M-CSF) (TSUTSUMIMOTO et al.,, 1999; SHALHOUB et al, 2000;
TAKAYANAGI, 2009).

Além do componente celular, o tecido 6sseo possui uma estrutura de
matriz 6ssea composta por duas fases: uma mineral ou inorganica de hidroxiapatita
(calcio e fosfato) e outra organica formada principalmente por colageno do tipo |,
além de proteinas e glicoproteinas que atuam no processo de iniciacdo da
mineralizacdo e na ligacdo da fase mineral a matriz durante o processo de

remodelamento 6sseo. A associagdo entre a fase mineral e as fibrilas de colageno é
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responsavel pela dureza e resisténcia caracteristicas deste tipo de tecido
(CARNEIRO & JUNQUEIRA, 2008).

1.1.1 Reabsorgao 0ssea inflamatoria

A remodelacdo 0ssea € um processo no qual a integridade estrutural e a
eficiéncia biomecanica do esqueleto é mantida apés o grau de maturidade estrutural.
Macroscopicamente o0 esqueleto parece ser um tecido inerte, mas sob ponto de vista
microscopico, este tecido apresenta-se de forma altamente dindmica, mantendo
suas propriedades biomecéanicas através de continuo processo de remodelacao
(AMADEI et al. 2006; LELLO; GUARDIANELLI e MOSCA, 2012).

Unidades multicelulares basicas (BMUs) séo estruturas anatdbmicas
temporarias constituida por um conjunto de células osteogénicas (formadoras),
osteoclastos (reabsortivas), ostedcitos e linhagem de células osteoprogenitoras que
viabilizam o processo de remodelacdo 6ssea. As BMUs integram informacdes sob a
forma de sinais neuronais e hormonais através dos nervos e vasos sanguineos
(FLORENCIO-SILVA et al.,, 2015). Os mecanismos de sinalizacdo sistémicos
incluem o sistema nervoso simpatico, os horménios sexuais (especialmente 0s
estrégenos e andrégenos) (FALONI et al, 2012), corticosteroides (JENSEN, et al.,
2012), hormbénios da tiredide (incluindo tiroxina e calcitonina), horménio da
paratiredide (PTH), vitamina D (CARVALHO et al., 2002). Além desses
sinalizadores, outras moléculas reguladoras importantes adicionais dentro das BMUs
incluem as proteases, inibidores de proteases, proteinas de ligacdo e moléculas da
matriz extracelular como glicoaminoglicanos, glicoproteinas e varias moléculas
especifica do 0sso como a osteopontina e osteocalcina (SOUZA et al., 2013).

O ciclo de remodelamento envolve uma grande variedade de
componentes e mecanismos imunolégicos, atribuindo uma nova perspectiva do
papel das citocinas inflamatérias na modulacdo do tipo e intensidade de fatores
osteoclastogénicos (reabsorcdo) ou osteoblastogénicos (neoformacédo) (MILLS &
SIMPSON, 2012; PIETSCHMANN et al. 2015).

Durante o reparo tecidual, em resposta as citocinas inflamatorias, ocorre a
diferenciacao osteoclastica controlada principalmente pelo M-CSF e pela expresséo
de um ligante nos osteoblastos e nas células T, chamado de ligante de receptor

ativador NFk-B (RANKL). RANKL se liga ao RANK, que por sua vez, est expresso
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na membrana dos osteoclastos e seus precussores (BOYLE et al.,, 2003),
promovendo diferenciacdo de precussores de osteoclastos em osteoclastos ativos
(BAR-SHAVIT, 2007).

Osteoblastos também secretam uma outra proteina importante na
modulacdo da reabsorcdo 6ssea, a osteoprotegerina (OPG). Esta proteina é um
receptor soluvel, da familia do receptor TNFa, que age inibindo a ligagdo de RANKL
a RANK, e portanto reduzindo a reabsorcao 6ssea (BOYLE et al., 2003; COCHRAN
2008; HARDY, COPPER 2009).

A descoberta do eixo do receptor ativador do fator nuclear kappa B
(RANK)/seu ligante (RANKL)/osteoprotegerina (OPG) (RANK-RANKL-OPG) permitiu
a melhor compreensdo da homeostasia 6ssea e interrelacdo entre metabolismo
0sseo e imunologia (HARDY, COOPER, 2009). Assim, nesse contexto, dependendo
do grau de lesé@o de injuria tecidual ou de algumas condi¢ces sistémicas como as
periodontites, artrites reumatéides doencas osteoporoéticas primarias ou secundarias
e tumores 0sseos, pode haver um desequilibrio nessa homeostase, favorecendo a
perdas Osseas ou atraso em seu reparo (TAKAYANAGI, 2005; URUSHIBARA et al.,
2004; MARTINS et al., 2009; ZUPAN et al., 2013).

1.1.2 Cicatrizacao 6ssea alveolar

O osso alveolar é constantemente desafiado a desenvolver processos de
remodelacdo em resposta as forcas aplicadas ao dentes bem como ao ambiente
bucal microbiano em que esta inserido. Apds exodontias ou avulsdo dentaria
ocorrem alteracdes (celulares e estruturais) que sdo peculiares ao processo de
remodelamento e cicatrizacdo do osso alveolar em resposta ao trauma ocasionado
pela remocédo do elemento dentario, repercutindo em modificacdes dimensionais
tanto em espessura quanto em altura do processo alveolar (JAHANGIRI et al., 1998,
VIEIRA et al, 2015).

Imediatamente apds a perda dentaria, inicia-se 0 processo de cicatrizacao
do alvéolo dentario. Morfologicamente s&o consideradas quatro estagios da
evolucdo do processo de reparo alveolar: proliferacdo celular, desenvolvimento do
tecido conjuntivo, maturagdo do tecido conjuntivo e diferenciagdo 0Ossea ou
mineralizagcdo (DE CARVALHO & OKAMOTO, 1985).
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Em condi¢cbes homeostéaticas, o reparo inicia-se com a deposicdo de
coagulo sanguineo, incluindo plaquetas e seus fatores de crescimento e com o
estabelecimento de infiltrado inflamatério transitério. Diversos mecanismos
participam numa sequéncia de fases (proliferativa de células 6sseas e formativa de
tecido 0sseo0) em resposta aos fatores metabdlicos e plasméticos até a completa
formacdo de um trabeculado 6sseo maduro (KANCZLER, et al. 2008; VIEIRA et al,
2015).

As plaquetas, que se estabelecem no coagulo neoformado, liberam o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Tal fator € quimiotaxico para
macréfagos e fibroblastos que aumentam a expressao do fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) e fator do crescimento fibroblastico (FGF). Todos esses
fatores exercem funcdes importantes sobre angiogénese, ativacdo de osteoclastos,
osteoblastos, fibroblastos e células endoteliais (ABREU et al, 2013).

Nas fases iniciais de cicatrizacdo do alvéolo, os fibroblastos oriundos do
ligamento periodontal e das células mesenquimais iniciam o0 processo de
proliferacdo e ha intensa producdo de colageno e substancia fundamental amorfa
constituindo um tecido conjuntivo imaturo as custas especialmente de fibras
colagenas tipo I. A medida que ocorre um aumento das fibras colagenas, ha uma
reducdo na populacéo celular e de vasos sanguineos, concorrendo para 0 processo
de remodelacédo do tecido conjuntivo. Concomitantemente, ha um aumento gradativo
de células osteoblasticas e tecido ostedide, completa-se o processo de
remodelamento do osso alveolar (DEVLIN et al., 1997)

Durante a fase de neoformacdo Ossea, fatores de crescimento como:
BMPs e TGF-B1 aumentam a transcricdo nuclear de reguladores da sintese de
osteoblasto (Runx2 e Osterix), favorecendo a diferenciacdo de células
mesenquimais em pré-osteoblastos e depois osteoblasto maduro. Nessa etapa, ha
intensa atividade da fosfatase alcalina (FA) e producdo de colageno Tipo I. Essa
fase tem por finalidade sintetizar matriz organica (tecido ostedide), estimular sua
remineralizacdo, regular a ativacdo e diferenciacdo dos osteoclastos (ERIKSEN,
2010; LELLO; GUARDIANELLI e MOSCA, 2012).

Em tempo, outras proteinas sdo secretadas durante o processo de
remodelacdo como: osteocalcina (OCN), osteopontina (OSP), osteonectina (OSN),
Sialoproteina 6ssea (BSP). Todas estdo envolvidas em fases precoces e tardias do

reparo ao longo dos eventos que constituem o processo de diferenciacédo de células
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mesequimais em células osteoprogenitoras, pré-osteoblastos, osteoblastos iniciais e
tardios e finalmente ostedcitos (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Esse processo de cicatrizacdo 0ssea é acompanhada pela formacdo de
tecido conjuntivo e por conseguinte, remodelamento tecidual determinado pela
modulacdo dos osteoblastos e osteoclastos coordenada pelo eixo RANK-RANKL-
OPG (TEITELBAUM, 2000; TEITELBAUM, 2004; HARDY & COOPER, 2009).

Durante o processo inflamatério que se desenvolve nas fases de
remodelamento alveolar, linfécitos T e osteoblastos expressam RANKL que ira
induzir a diferenciacdo de células precussoras de osteoclastos (DONAHUE et al.
1995 in: FLORENCIO-SILVA et al, 2015). Os efeitos biolégicos do RANK-L sé&o
produzidos quando ele se liga ao RANK na superficie dos pré-osteoclastos,
resultando na fusdo, diferenciacdo, ativagcdo e sobrevivéncia de osteoclastos
(ANDRADE et al., 2008, LI et al., 2000; TEITELBAUM, 2000; TEITELBAUM, 2004).

A interacdo RANK/RANKL estimula a expressdo de outros fatores que
regulam a atividade osteoclastica como genes de transcricdo para TRAP ( Fosfatase
acida Tartarato Resistente), catepsina K e metaloproteinases (MMPs) que irdo
degradar a matriz que compde o tecido 0sseo levando a reabsorcdo (COXON &
TAYLOR, 2008).

Contrariamente a esse evento, 0s osteoblastos produzem
osteoprotegerina (OPG) , um membro da familia dos receptores de TNF e que tem
como principal funcdo, prevenir a diferenciacdo osteoclastica devido sua alta
afinidade a RANKL nos osteoblastos. OPG bloqueia a interacdo RANK/RANK-L,
inibindo o estagio terminal de diferenciacdo osteoclastica e, assim resultando na
diminuicao da reabsorcao 6ssea (BAUD’HUIN et al., 2007).

Adicionalmente, estudos mostram que OPG pode estimular a apoptose de
osteoclastos e inibir sua capacidade de reabsorcdo 0ssea. Mas a super expressao
ou administracdo desta proteina em camundongos, gera um desequilibrio no
turnover 6sseo, resultando em um fenémeno osteopetrotico, caracterizado por uma
deficiéncia da atividade dos osteoclastos na reabsorcéo 6ssea (KHOSLA, 2001).

A expressdo de RANK-L e OPG pode ser modulada por varios horménios
(glicorticéides, vitamina D, estrégeno), citocinas, TNF-a, interleucinas 1, 4,6, 11 e 17
entre outros fatores transcripcionais mesenquimais (HOFBAUER & HEUFELDER,
2001, MARUOTTI et al., 2012).
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Além da linhagem de osteoblastos e osteoclastos, o ciclo de
remodelamento 0sseo é completado por acdes coordenadas pela célula mais
abundante do tecido 6sseo, o ostedcito. Tem sido postulado que o ostedcito tem a
capacidade de detectar e responder a estimulos mecéanicos e hormonais regulando
a atividade de osteoblastos e osteoclastos. Ostedcitos expressam Esclerostina
(Sost) e Dickkopfs (DKK-1), importantes reguladores negativos da atividade de
osteoblastos. Ostedcitos também participam do recrutamento de osteoclastos na
fase inicial de remodelamento, podendo indiretamente estimular a
osteoclastogénese ao induzir as células osteoblasticas a secretarem RANKL ou

ainda, produzir e potencializar a secre¢éo de RANKL (BELLIDO, 2014).

1.2 WNT E O METABOLISMO OSSEO

As proteinas Wnts compreendem uma grande familia de moléculas
sinalizadoras que orquestram e influenciam uma infinidade de processos biologicos
(WILLERT & NUSSE, 2012) constituindo uma familia de glicoproteinas secretadas e
lipidiomodificadas nas células mesenquimais osteoprogenitoras (RUDNICKI &
WILLIAMS, 2015) e que tem o nome derivado da abreviacdo dos genes homadlogo a
via Wingless de Drosofila e o gene int-1 de camundongo. Tais proteinas
desempenham papéis criticos no desenvolvimento embrionario, na carcinogénese e
metabolismo 6sseo (osteoblastogénese e formacao 6ssea) (TAN et al., 2014). Sao
conhecidos 19 genes codificadores de Wnts em humanos que séo proteinas ricas
em cisteina com aproximadamente 350-400 aminoacidos

Os mecanismos de sinalizacdo de Wnt sao dividididos nas seguintes vias:
a) via ndo-canodnica subdividida em: via de polaridade celular planar (PCP) que
exerce funcdo importante na embriogénse e a via de Wnt/calcio (Wnt/Ca) que regula
a concentracao de calcio nas células 6sseas e b) via canbénica (Wnt/ f—catenina) (LI;
CHONG e MAIESE, 2005; WANG et al., 2014).

A via canbnica WNT/ B-catenina é mais conhecida e extensivamente
estudada. Esta relacionada ao processo de diferenciacdo de células mesenquimais
em osteoblastos e sua nao diferenciacdo em adipdcitos por meio da regulacdo
intracelular de B-catenina. Nesta via de sinalizacdo, Wnts ligam-se ao dominio
extracelular do receptor transmembrana FZD (Frizzled) e ao co-receptor LRP5/6

(proteina relacionada ao receptor de baixa densidade 5/6) para promover a
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estabilizacdo de B-catenina. Uma vez ativado, FZD interage diretamente por meio de
seu dominio citoplasméatico com a proteina DVL (Dishevelled), ativando-a e
recrutando-a para membrana celular. DVL, uma vez acoplada a FZD e a LRP 5/6
promove fosforilagdo de LRP5/6 e consequentemente, h& o recrutamento e inibicao
da quinase glicogénio sintase 3B (GSK3B) favorecendo a estabilizacdo e
translocacdo nuclear da B-catenina. A B-catenina estabilizada, acumula-se no nacleo
e ativa diversos fatores de transcricdo que promovem diferenciacdo de osteoblastos
e consequente aumento da producdo de OPG (KUBOTA, MICHIGAMI, OZONO,
2009).

Na auséncia de WNT, B-catenina forma um complexo quaternario com
Axina, GSK3B e APC, levando a um processo de ubiquitinacdo e posterior
degradacédo proteossdmica (NUSSE, 2015). A regulacdo extracelular desta via é
feita por antagonistas do co-receptor LRP5/6 como Dickkopfs (DKKs) e Esclerostina
(Sost) ou antagonistas que interferem na ligacdo de WNT ao receptor FZD
denominadas de proteinas secretadas relacionadas ao receptor de WNT (Sfrps)
(CADIGAN & LIU, 2006).

A via Wnt/ B-catenina esta envolvida em varios estagios de diferenciacao
dos osteoblastos por aumento na transcricdo de Runx-2 e Osterix (HILL et al., 2005)
e no incremento da massa Ossea, incluindo aumento na replicacdo de pre-
osteoblastos e inducdo da osteoblastogénese (KATO et al, 2002), inibicdo de
processos apoptoticos de osteoblastos e ostedcitos (BODINE, et al, 2004; BODINE,
2008).

A deficiéncia de B-catenina inibe a osteoblastogéne, causando
consequentemente uma reducdo na producdo de OPG (GLASS, et al, 2005),
promovendo um desequilibrio do eixo RANK-RANKL-OPG a favor de RANK. Os
principais inibidores da via canbnica s&do induzidos por acdo de mediadores
inflamatorios como TNF-a (KUBOTA, MICHIGAMI, OZONO, 2009).

Além de atuar de forma efetiva na diferenciacdo osteoblastica, a via
Wnt/B-catenina possui um papel importante na viabilidade (apoptose) e fungcédo dos
ostedcitos, permitindo a comunicacdo entre constituintes celulares do tecido 6sseo,
através do estimulo da funcdo e expressao de juncdes gap e de conexinas entre 0s
ostedcitos em resposta aos estimulos mecanicos no tecido ésseo (BODINE, 2008;
BONEWALD, 2011; BUO & STAINS, 2014). Outros estudos relatam a importancia da

via Wnt/B-catenina na regulacdo da atividade dos ostedcitos sobre a expresséo de
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OPG e portanto na modulacédo da atividade osteoclastogénica e homeostase 0ssea
(KRAMER et al, 2010).

A inibicdo ou degradagcdo da B-catenina, em células do tecido ésseo,
produz severa osteopenia com aumento de osteoclastos e redugdo da
osteoblastogénese (ALBERS et al., 2013). Osteoblastos produzidos na auséncia de
B- catenina exibem expressao elevada de RANKL e reducéo da producdo de OPG
(CORRADO et al., 2013), mostrando que a B-catenina em osteoblastos maduros
regula producgéo e fungéo dos osteoclastos (HOLMEN et al., 2005). Portanto a via
canodnica da sinalizacdo WNT/B-catenina parece estar ligada ao eixo RANK-RANKL-

OPG na regulacdo da homeostasia 6ssea (SHIN et al., 2005).

Figura 01: Representacdo esquematica da via de sinalizagdo Wnt/ B-catenina (A) Na auséncia de
WNT, a forma citoplasmatica de B-catenina forma um complexo com AXINA, GSK-3, APC e CK-1
com subsequente ubiquitinacdo e degradacé@o proteossdmica. (B) em presenca de WNT, ocorre a
formacg&o de uma complexo com receptor Frizzled e LRP 5/6. Essa ligac@o promove o recrutamento
de DVL e posterior recrurtamento e fosforilagdo da AXINA, levando ao acumulo de (3-catenina no
nucleo e posterior ativagcdo de genes de resposta a WNT envolvidos no processo de formacéo dssea
(MACDONALD, TAMAI, HE, 2009)

Relatos da literatura descrevem que proteinas Wnt3a, 7b e 10b séo
reguladoras endogenos da formagdo 0ssea, pois sua expressao estd elevada nas
fases de diferenciagdo osteoblastica a partir de células mesenquimais
indiferenciadas. A finalidade da ativacdo da via candnica, mediante a ligacdo dessas

proteinas aos seus receptores, sera a inducdo de fatores de transcricdo
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osteoblastogénicos importantes no processo de remodelacao 6ssea (HU et al., 2005;
LI et al., 2005; MINEAR et al, 2010). Destas, o gene WNT 10b é considerado um
fator anabdlico 6sseo (ROSER-PAGE et al. 2014) e assim, um dos mais importantes

na biologia 6ssea (TAN et al., 2014)

1.3MODELO DE REPARO OSSEO ALVEOLAR

Frente a adversidade do trauma causado pela perda dentaria, hA uma
reacdo tecidual desenvolvida para promocdo do reparo 0sseo alveolar. Assim,
ocorrem alteracdes celulares inflamatérias peculiares ao processo de remodelagéo e
reparo do 0sso alveolar em resposta a remoc¢ao do elemento dentério, repercutindo
em modificacbes dimensionais tanto em espessura quanto em altura do 0sso
alveolar remanescente (JAHANGIRI et al., 1998; VIEIRA et. al., 2015).

Esses fenbmenos que ocorrem nas areas edéntulas levam a alteracdes
do complexo dentomucoalveolar e possiveis perdas progressivas durante o
processo de remodelamento do tecido 6sseo, onde dependendo da extensdo da
area de reabsorcao sera definida a morfologia do defeito 6sseo ou a manutencdo da
dimensio do alvéolo dental. E essencial a qualidade tecidual dessa &rea
remanescente, pois sera utilizada para futuras reabilitacdes da funcdo mastigatoria
independente de qual proposta seja oferecida, seja por meio de proteses totais ou
removiveis ou na colocacao de implantes dentarios.

O conhecimento das bases biologicas da regeneracdo tecidual Ossea,
especialmente em alvéolo dentario, quando se trata de estudos acerca de propostas
preventivas da perda 0ssea inerente a perda dentaria e de suas alteracfes, tornando
importante o desenvolvimento e estudo farmacoldgico de substancias quimicas que
proporcionem condi¢des favoraveis locais e/ou sistémicas de melhora na qualidade
ossea residual.

Apés exérese dentaria € desencadeada uma reacéao tecidual local com a
intencdo de reparar o alvéolo por meio de preenchimento com tecido 6sseo
culminando com a cicatrizacdo do defeito causado pela auséncia dentaria no
processo alveolar. Muitos fatores podem influenciar positivamente ou negativamente
0 processo de cicatrizacdo do osso. Pode-se exemplificar fatores locais como: tipo
de tecido 6sseo, localizacdo e condicdo de ferida, fornecimento vascular, condicédo

microbiolégica e fatores sistémicos (DEVLIN & SLOAN, 2002) incluindo citocinas,
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hormdnios, moléculas de adesdo e fatores de crescimento que podem regular a
proliferacdo, diferenciacdo, funcdo e sobrevivéncia das células Osseas
(MANOLAGAS, 2000). A formacgdo e remodelacé@o de estruturas 0sseas resulta de
acoplamento e subsequente deposicdo de matriz éssea pelos osteoblastos que
equilibra a reabsorcao 0ssea por osteoclastos ativados (LIU et al. 2009).

Ha uma heterogeneidade nos modelos de estudo que abordam a analise
das perdas e reparos 0sseos, bem como das propostas sugeridas considerando
técnicas cirlrgicas e biomateriais utilizados na preservacdo do rebordo ésseo
alveolar apés a perda dentaria (FICKL et al, 2008; GRUNDER, 2011; ARAUJO,
WENNSTROM, LINDHE, 2006; DOTTORE, 2014).

A fim de conhecer e melhorar técnicas e propostas farmacoldgicas foram
realizados estudos clinicos prospectivos em humanos verificando alteracdes
dimensionais ou reparadoras teciduais 0sseas na estrutura 6ssea apos exodontias
(HAMZA et al., 2010; CHAPPUIS et al., 2013; COBO-VAZQUEZ et al., 2014).
Entretanto, para verificar modificagcdes estruturais, eventos celulares e moleculares
no tecido 0sseo, encontra-se na literatura varios outros estudos sendo estes
experimentais. Sao descritos estudos em macacos (DA SILVA et al., 2012) caes
(CARDAROPOLI et al., 2005; GIANE et al,. 2007) bem como em camundongos
(TSENG, et al., 2015).

Existem na literatura, muitos trabalhos utilizando o modelo de reparo
0sseo apés exodontia em ratos. SHIMIZU et al (2000) investigaram o processo de
cicatrizacdo de feridas Osseas apds a extracdo do molar superior em ratas
ovariectomizadas; AMADEI et al., (2006) estudaram a influéncia da deficiéncia
estrogénica no processo de remodelacdo e reparacdo Ossea; outros autores
verificaram as propriedades de misturas de 6leo de alta proporcdo Omega- 9:
Omega -6 e baixa relacdo Omega- 6: Omega-3 apds a extracdo molar em ratos
(MELO et. al., 2014) ou ainda, desenvolveram modelos de osteonecrose (BASI et
al., 2011; ERSAN et al., 2015) e de alveolite dental (GONCALVES DE ARAUJO et
al, 2012). Foi investigado o grau de cicatrizacdo e de remodelacdo alveolar apos
extracdo de incisivos e molares da mandibula em ratas (ELSUBEIHI & HEERSCHE,
2004) e estudos histomorfométricos acompanhado o grau de cicatrizacdo 0Ossea
alveolar em ratos alimentados com uma dieta deficiente em boro (GORUSTOVICH
et al., 2008) ou dieta rica em sacarose (BARO et al, 2013). Neste mesmo ano foi

proposta um estudo da influéncia do paratormbénio sobre o processo de
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preenchimento 6sseo no alvéolo apds extracdo (KUROSHIMA et al., 2013). Mais
recentemente foi realizado um estudo histomorfométrico do efeito da DOX e
eritromicina sobre a formacao 6ssea no alvéolo dental de ratos (SHAHABOOEI et al.
2015).

O modelo de reparo 6Osseo alveolar, através de exodontia em ratos
permite que parametros locais e sistémicos possam ser estudados longitudinalmente
e viabiliza o acompanhamento da fisiopatogénese no processo de cicatrizagcao
Ossea inflamatdria. Assim, é possivel avaliar fendmenos da biologia 6ssea a partir da
remocado de um elemento dental em ratos e reproduzir 0s principais eventos
(proliferagéo cellular, desenvolvimento e remodelamento do tecido conjuntivo,
diferenciacdo 6ssea e mineralizacdo) (NICCOLI FILHO et al, 1993) inerentes ao

processo de remodelamento do osso alveolar diante da auséncia do apoio dentario.

1.4 DOXICICLINA

Cloridrato de doxiciclina (DOX) é a denominacao cientifica da a-6-deoxi-5-
hidroxitetraciclina monohidratada. Trata-se de uma substancia quimica de aspecto
em p6é amarelo cristalino, solivel em agua e metanol, pouco solivel em etanol,
guase insoluvel em éter. A DOX apresenta alto grau de lipossolubilidade, pouca
afinidade ao célcio e bem estavel no soro humano. E um antibiético semi sintético de
amplo espectro, bacteriostatico e bem absorvido por via oral (MOREJON et al.,
2003).

OH

OH 0 OH 0 NH,

Figura 02. Estrutura quimica da doxiclina (PEREIRA-MAIA et al., 2010)

O mecanismo de ac&o antimicrobiana de DOX ocorre pela inibicao da
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sintese protéica bacteriana. Entretanto, varios estudos tem demonstrado outras
propriedades desse andlogo das Tetraciclinas (TCs) que independem de sua
atividade antibidtica, incluindo efeitos sobre o sistema imunolégico, na angiogénese
e na apoptose (MOREJON et al., 2003).

Nesse contexto, tem sido postulado a aplicabilidade terapéutica de DOX
em diversas doencas como: Artrite reumatéide (AR) (O'DELL et al., 2006; PAYNE et
al., 2015), doenca periodontal (BEZERRA et al.,, 2002), osteoporose (PAYNE &
GOLUB, 2011), metastase tumoral (LOKESHWAR et al., 2011), aneurisma de aorta
abdominal (MARANDNI et al., 2013), doenca inflamatéria de pele como rosacea
(DEL ROSSO, 2015) e inflamacBes sistémicas associada a problemas
cardiovasculares (RAFFETTO & KHALIL, 2008).

Entre os efeitos pleiotropicos de DOX, provavelmente o efeito que melhor
esta caracterizado € a capacidade de inibicdo de metaloproteinases (GRIFFIN et al.,
2010) atraves da quelacao estrutural e catalitica do zinco nesta enzima (GOLUB et
al.,, 1991). Estudos demonstram uma acdo de DOX como um potente farmaco
inibidor de colagenase MMP-8 (FARHAD et al, 2013) e de gelatinases como MMP-2
e MMP-9 (GU et al.,2010; ROOMI et al., 2014, KUDALKAR et al. 2015).

Outras atividades que conferem uma versatilidade as propriedades nao
microbianas de DOX s&o: inibidor de apoptose e da angiogénese, além de efeito
antioxidante e antiinflamatorio por meio da inibicdo de interleucinas e citocinas como
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e Oxido Nitrico Sintase (NOS) (KRAKAUER & BUCKLEY,
2003; BASTOS et al. 2007; SAPADIN & FLEISCHMAJER, 2006; GRIFFIN et al.,
2010; GU et al., 2010, DI CAPRIO et al. 2015). Todas essas acdes podem justificar
sua aplicabilidade no manejo da doenca periodontal, diabetes, dislipidemias e
doencas cardiovasculares (AMIN et al., 1996; SOORY, 2008).

Recentemente foi proposta uma atividade positiva de DOX acentuando a
neoformacdo Ossea durante o processo de reparo de alvéolo dental em ratos
submetidos a exodontia (SHAHABOOEI et al., 2015). Todavia, estudos anteriores
verificaram a atividade de DOX na reducdo da perda éssea em modelo de
periodontite experimental (BEZERRA et al., 2002; FOLWARCZNA, PYTLIK, JANIEC,
2003 ; METZGER et al. em 2008) e na movimentacdo ortoddntica experimental
(MAVRAGANI et al., 2005).

Essa protecdo da perda 0ssea pode estar associada a atividade da DOX

sobre 0 numero e promoc¢ao da apoptose de osteoclastos (BETTANY et al., 2000;
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SANDLER et al., 2005) e seus marcadores de atividade como Fosfatase Acida
Resistente ao Tartarato (TRAP) (MAVRAGANI et al., 2005) ou na atividade
supressora da osteoclastogénese induzida pelo ligante ativador do receptor do fator
nuclear kappa B (RANKL) (FRANCO et al.,, 2011; KINUGAWA et al., 2012;
SHAHABOOEI et al., 2015)

1.5PERDA OSSEA INDUZIDA POR GLICOCORTICOIDES

Glicocorticoides (GCs) sao frequentemente usados em uma variedade de
doencas devido seus efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores (SILVERMAN &
STERNBERG, 2012). Em funcédo de sua atividade, GCs s&o eficazes na terapia de
doencas inflamatorias (asma, dermatites, artrite reumatoide) e autoimunes, cancer e
transplantes de tecidos. Clinicamente, os principais glicocorticoides que podem ser
administrados sistemicamente séo a hidrocortisona, prednisolona, metilprednisolona
e dexametasona. (DE BOSSCHER et al., 2010).

A maior parte dos efeitos terapéuticos sado exercidos via mecanismo de
acao atraves da ligacdo do GC aos seus receptores citosolicos (cGCRs). A ligacao
GC-cGCR forma um complexo que se transloca para o nucleo, com subsequente
ligacdo a fatores de transcricdo especificos levando a inducédo (transativacao) ou
inibicdo (transrepressao) da transcricdo de certos genes envolvidos especialmente
na resposta inflamatoéria e imunolégica (MCKAY & CIDLOWSKI, 1998; VAYSSIERE
et al., 1997).

A administracdo GCs desenvolve consideravel numero de efeitos
adversos metabdlicos que limitam sobremaneira o tratamento com GC, tais como
resisténcia a insulina, hipertensédo, glaucoma e osteoporose, sendo este Ultimo o
efeito mais devastante por ser irreversivel (DEN UYL et al., 2011).

A osteoporose induzida por GCs se desenvolve devido a reducdo da
formacdo 6ssea associada ou ndo a elevacdo da reabsorcdo 6ssea (WEINSTEIN et
al.,, 1998). A literatura destaca varios efeitos dos GCs que concorrem para 0
desenvolvimento de osteoporose, pois GCs induzem apoptose de ostedcitos (YAO
et al., 2013), além de promover apoptose e/ou reducdo da diferenciacdo de
osteoblastos (LANNA; MONTENEGRO JR; PAULA, 2003; ESMAIL et al., 2012).

Estudos tém investigado os mecanismos pelos quais GCs podem interferir

na homeostase 0ssea e especulou-se um possivel papel da via de sinalizagdo WNT
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neste processo (ALMEIDA et al., 2011). GCs parecem ativar GSK3[3, molécula que
degrada B-catenina, que por sua vez induz osteoblastogénese, ou ainda aumentar a
producdo de inibidores da via WNT, tais como o DKK-1. Além disso, o tratamento
com GCs promovem um aumento na apoptose de osteoblastos e ostedcitos e
reducdo da apoptose de osteoclastos, devido a regulacdo positiva de RANKL e
supressdo da OPG, a qual também parecer ser mediada pela via de sinalizacédo
WNT (DEN UYL et al., 2011).

Entre os farmacos utilizados no tratamento da osteoporose induzida por
GCs, os bisfosfonatos tém sido os de primeira escolha, o qual pode ter sua agéao
potencializada pela adicdo de suplemento de vitamina D. No entanto, tem sido
descrito que os bisfosfonatos exercem sua funcdo de forma muito mais
antirreabsortiva ao induzir a apoptose de osteoclastos do que no processo de
neoformacgéo 6ssea (GOES et al., 2012). Aléem disso, os bisfosfonatos apresentam
uma série de afeitos adversos relacionados a eficacia e seguranga a longo prazo.
Quando administrados por via oral, podem causar irritacdo gastrica ou quando
administrados por via endovenosa podem causar toxicidade renal (KHAJURIA et al.,
2011).

Assim, outras abordagens terapéuticas que promovam o anabolismo
0sseo podem ser interessantes considerando a patogénese da osteoporose induzida
por GCs. Neste contexto, destaca-se a DOX, um agente antimicrobiano que
apresenta importantes efeitos pleiotropicos, anti-inflamatério e anabodlico 6sseos
(WALKER et al., 2007; PAYNE & GOLUB, 2011).

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Extracfes dentais, implantes dentais e enxertos 6sseos, sdo alguns dos
procedimentos odontolégicos que muito dependem de um bom reparo 0sseo, e que
sdo bastante frequentes na atualidade. Perdas progressivas de constituintes da
matriz 6ssea levam a reabsor¢cdo em condi¢cdes osteoporéticas ou que € parte
essencial na patogénese de doencas inflamatérias ésseas como artrite reumatoide
periodontites ou ser agravada em condi¢des osteoporoticas.

Nesse contexto, farmacos que possam minimizar a perda tecidual no
processo de reparo 0sseo apds exodontias sao importantes ferramentas que podem

controlar ou prevenir o avango de tal processo.



34

Além do efeito antimicrobiano, estudos mostram que a DOX parece
exercer efeitos diretos no microambiente 6sseo que, aparentemente, se traduzem
por um efeito benéfico nos processos de regeneracao tecidual. A caracterizacédo
destes efeitos ao nivel celular reveste-se de particular interesse, pois algumas das
acdes farmacoldgicas resultantes podem modular favoravelmente a resposta do
hospedeiro, contribuindo para o sucesso do processo de regeneracao 6ssea.

Aliado ao conhecimento de que a DOX isoladamente e em doses
subantimicrobianas, exerce atividade antiinflamatoria (GU et al. 2010, DI CAPRIO et
al. 2015) e efeito protetor 6sseo alveolar e antirreabsortivo (BEZERRA et al. 2002,
METZGER et al., 2008, SHAHABOOEI et al., 2015) torna-se importante avaliar o
efeito de DOX na prevencdo da perda Ossea alveolar apdés exodontia em ratos e
envolvimento da via de sinalizacdo de WNT/B-catenina nesse processo ainda néo

investigado.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da DOX associada ou ndo a dexametasona sobre o

processo de cicatrizacdo 6ssea dos alvéolos dentarios apds exodontia do 1° molar

superior direito em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a evolugdo do processo de reparo ésseo alveolar dos animais
submetidos a exodontia do 1° molar superior direito tratados com solugéo
salina fisiologica analisando por meio da observacdo de paramétros
microestruturais aos 7, 14 e 21 dias de acompanhamento em cortes
histologicos corados com hematoxilina e eosina (H.E.);

Comparar qualitativamente a evolucdo do processo de reparo 0sseo alveolar
dos animais tratados com DOX em doses diarias 10 mg/kg e 25 mg/kg,
analisando por meio da observacao de paramétros microestruturais aos 7, 14
dias de acompanhamento em cortes histolégicos corados com hematoxilina e
eosina (H.E.);

Analisar qualitativamente e quantitativamente, por meio de andlise histologica
e histomorfométrica, a evolucdo do processo de reparo 0sseo alveolar dos
animais submetidos a exodontia do 1° molar superior direito, tratados com
doses diarias de DOX 10 mg/kg e 25 mg/kg e comparar sua eficacia sobre os
efeitos pré-reabsortivos da administracdo concomitante de dexametasona (A)
1mg/kg aos 7 e 14 dias de acompanhamento em cortes histolégicos corados
com hematoxilina e eosina (H.E.).

Quantificar a imunomarcacdo de WNT10b e DKK-1 dos osteoblastos nos
alvéolos dos animais submetidos a exodontia do 1° molar superior direito,
tratados com doses diarias de DEXA 1 mg/kg , solucéo salina fisiol6gica, DOX
10 mg/kg e 25 mg/kg, por meio de deteccdo imunohistoquimica de cortes

histolégicos dos alvéolos aos 7 e 14 dias;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 65 ratos Wistar (Rattus Norvergicus), machos (150-2009)
idade aproximada de 8 semanas do biotério Universidade Federal do Ceara (UFC),
mantidos a temperatura de 25°C com um ciclo de 12h de claro-escuro. Todos 0s
animais receberam agua e alimentacao sélida ad libitum. Todavia, durante a primeira
semana do pos-cirargico, os animais foram alimentados com ragcdo moida e soro
glicosado para reduzir o trauma poés-operatorio. Durante 0s experimentos, 0S
animais eram manipulados cuidadosamente, de forma a reduzir o estresse
comportamental. Todos os experimentos para avaliacao do efeito de farmacos sobre
a resposta no reparo 6sseo alveolar apos a exodontia foram realizados de acordo
com as recomendacdes para experimentacdo em animais. Este estudo foi submetido
ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFC e aprovado pela Comiss&o
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) com o
protocolo n°44/2015 (anexo A).

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

e Grupo Controle (CTL)
Esse grupo foi constituido por ratos submetidos a exodontia do 1° Molar superior
direito (1° MSD) no primeiro dia do experimento. Os animais receberam solucéo
salina a 0,9% (0,5 ml- v.0), durante 3 semanas quando entdo foram eutanasiados ao

final da 12, 2%e 3* semanas.

e Grupo tratado com Dexametasona (DEXA)
Esse grupo foi constituido por ratos submetidos a exodontia do 1° Molar superior
direito (1° MSD) no primeiro dia do experimento. Os animais receberam
dexametasona (Aché, Guarulhos — Sao Paulo, Brasil) na dose de 1mg/kg via
intraperitoneal (i.p), durante 3 semanas quando entdo foram eutanasiados ao final

da 1% e 2 semanas.
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e Grupo tratado com Doxiciclina (DOX)
Esse grupo foi constituido por ratos submetidos a exodontia do 1° Molar superior
direito (1° MSD) no primeiro dia do experimento. Os animais foram tratados com
Cloridrato de doxiciclina (EMS, Hortolandia — Sao Paulo, Brasil ) via oral (v.0.) nas
doses de 10 e 25 mg/kg durante 2 semanas quando entdo foram eutanasiados ao
final da 1% e 2% semanas.

e Grupo tratados com Doxiciclina e Dexametasona (DOX+DEXA)
Esse grupo foi constituido por ratos submetidos a exodontia do 1° Molar superior
direito (1° MSD) no primeiro dia do experimento. Os animais foram tratados com
Cloridrato de doxiciclina (v.0) nas doses de 10 e 25 mg/kg e com Dexametasona
(Img/kg, i.p) durante 2 semanas quando entdo foram eutanasiados ao final da 1% e

2%semanas.

Os farmacos foram administradas inicialmente antes (1 hora) do procedimento
cirargico e diariamente até o final do experimento, nas mesmas dosagens descritas

anteriormente de acordo com cada grupo experimental (Tabela 1).
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Tabela 1. Contingéncia do numero de animais de cada grupo experimental de

acordo com periodo em que foi realizada a andlise histolégica e imunohistoquimica.

Grupos experimentais

DOX (10 e 25
CTL
) . : DOX (10 e 25 mg/kQg)
Periodo (solugéo salina DEXA
o mg/Kg) +
fisiolégica 0.5 ml) (2 mg/Kg)
DEXA (1mg/kg)
7 dias 5 5 5 5 5 5
14 dias 5 5 5 5 5 5
21 dias 5 - - - - -
Total de cada
15 10 10 10 10 10

grupo

Total de animais = 65
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4.2 EXTRACAO DENTAL

Inicialmente cada rato recebeu medicacdo anestésica (i.p.) através da
associacdo dos farmacos: cloridrato de xilazina 2% (10mg/kg — Kensol Konig do
Brasil Ltda) e cloridrato de quetamina 5% (80mg/kg — Ketamina 50 Holliday — Scott
SA). Apos a verificagdo dos sinais de sedacdo e anestesia do animal, efetuou-se a
sindesmotomia (sonda exploradora) e luxacdo do 1° molar superior direito com uso
de espétula de Hollemback 3s e em seguida com o mesmo instrumento posicionado,
foi realizado movimento de alavanca na distal do elemento dentario, com for¢a no
sentido mesial-lingual, com posterior movimento de extrusdo e apreensao do
elemento dental (pinga). Apdés a exérese do elemento efetuou-se manobra
hemostatica local através de compressao com gaze, tendo o cuidado para remocgao
dos residuos de coagulos formados pelo extravasamento de sangue para a faringe
(Técnica adaptada de SHIMIZU et al. 1998; MAAHS et al., 2011)

4.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Apés a eutanasia (por decaptacdo) dos animais de acordo com cada
grupo (7, 14 e 21 dias), as maxilas foram removidas e devidamente fixadas em
formol tamponado (fosfato de sédio pH 7,2) (Reagen, Rio de Janeiro — Rio de
Janeiro, Brasil ) a 10% por 48 horas em recipientes individuais identificados. Em
seguida, as hemi-maxilas foram separadas com lamina de micrétomo e
descalcificadas com &cido etileno diamino tetracético (EDTA, Dinamica Quimica
Contemporanea, Diadema — Sao Paulo, Brasil ) a 10% por 30 dias tamponados com
sulfato de sodio. Posteriormente, as hemi-maxilas foram processadas pela técnica

de rotina para inclusédo e obtencéo de cortes histologicos (3um).
4.4 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA
4.4.1 Analise histolégica descritiva (Hematoxilina /Eosina)
Para analise histologica descritiva (qualitativa) foi utilizado um microscoépio

Optico binocular com objetivas em aumento de 10x, 20x e 40x. Inicialmente,

procedeu-se a analise morfolégica por meio de uma descri¢cdo qualitativa dos tergos
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do alvéolo (coronal, médio e apical) nos diferentes periodos (7,14 ou 21 dias) de
acordo com cada grupo experimental.

De cada animal dos diferentes periodos experimentais, foram analisada
pelo menos uma lamina correspondente as diferentes regides do alvéolo (coronal,
média e apical) apds a exérese dentaria do 1° molar superior direito (1° MSD). Além
disso, para orientacdo da regido da exérese dentaria executada, foram realizados
cortes histoldgicos da hemimaxila esquerda (sem exodontia) referente a regido do 1°
Molar Superior Esquerdo (1° MSE).

A analise descritiva foi constituida pelas caracteristicas dos fen6menos
teciduais ocorridos no interior dos alvéolos dentais representativos de cada grupo
experimental (Adaptado de RODRIGUES et al., 2011; LISBOA et al., 2015). Assim
foram observados os seguintes parametros: infiltrado inflamatoério polimorfonuclear e
mononuclear; formacdo de tecido conjuntivo em remodelacdo; presenca de
osteoclastos e osteoblastos, tecido ostedide, sequestros 06sseos, colonias

bacterianas e ulceras no tecido epitelial gengival
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4.4.2 Andlise histomorfométrica

Para a andlise quantitativa, em cada lamina foram considerados
aleatoriamente pelo menos dois cortes histolégicos e em cada um deles foi
analisado toda a regido do alvéolo, por meio de camera digitalizada acoplada ao
microscépio. Foram realizadas imagens no formato TIFF e objetiva com aumento de
40X, obtendo 10 campos (40X) distintos seguindo um padréo de zig zag, sendo o
primeiro campo localizado abaixo do epitélio gengival e o Ultimo préximo ao apice da
raiz. As imagens foram mensuradas para quantificacdo do numero de células
osteoblasticas e osteoclasticas através do comando de marcacéo de célula Particle
Analysis — Cell counter do programa Image Pro Plus (Software Image J, National
Institute of Health; EUA). A média aritmética das medidas dos campos de cada
lamina foi considerado como unidade amostral para avaliacdo quantitativa do
numero de osteoblastos e osteoclastos presentes no alvéolo dos animais apés a
perda dentéria (adaptado de BARO et al., 2013).

O percentual de tecido 0sseo presente nos alvéolos foi obtido por meio de
fotomicrografia (20 X) de 5 campos distintos do alvéolo de todos os animais de cada
grupo seguindo um padrao de zig-zag, sendo o primeiro campo localizado abaixo do
epitélio gengival e o ultimo proximo ao apice da raiz ou completando o nimero de
campos estabelecido (n=5). As imagens foram avaliadas mensurando o valor
absoluto da quantidade de tecido 6sseo presente (mm?) em cada imagem através do
comando de selecdo de area livre (Freehand selections) do programa Image Pro Plus
(Software Image J, National Institute of health; EUA). A partir da média aritmética
das medidas dos campos de cada lamina foi calculado o valor médio percentual de
cada alvéolo, sendo considerado como unidade amostral para avaliacdo quantitativa
do percentual de tecido 6sseo presente nos alvéolos dos animais de cada grupo
(adaptado de BARO et al., 2013; DE BARROS SILVA et al., 2015).
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4.5 IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE WNT 10b E DKK-1

As imunohistoquimicas para Wnt10b (Abcam,lnc.Cambridge,
MA) e Dkk-1(Santa Cruz Biotechnology, Inc. Dallas, Texas) foram realizadas
utiizando o método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU et al.,1981). Para
tanto, os tecidos foram desidratados em &lcool sendo, entdo, incluidas em parafina.
Ap6s este procedimento, foram feitos cortes seriados de 3um em micrétomo
apropriado e colocados em laminas de poli-L-lisina, apropriadas para a realizagéo de
imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e
desidratado com &lcool e imersos em tamp&o citrato 0,1M (pH 6), sob aquecimento
em banho maria, por 20 minutos para a recuperacdo antigénica a 65 °C. Ap6s o
resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas
lavagens com solucdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da
peroxidase enddgena com solucédo de H202 a 3% (20minutos). Em seguida foi feito
bloqueio de proteina com BSA 5% (albumina bovina) por 40 minutos. Os cortes
foram incubados overnight com anticorpo primario de cabra Wnl10 b anti-coelho
(Abcam,Inc.Cambridge,MA) diluidol:100 e Dkk-1 anti-coelho policlonal
diluido 1:200 ambos diluido em antibody diluente. Apos a lavagem em PBS, foi feita
a incubacdo com anticorpo secundario (de deteccdo) biotinilado IgG de coelho
diluido 1:400 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Dallas, Texas) por 30 minutos. Depois
de lavado, os cortes foram incubados com o complexo estreptoavidina peroxidase
conjugada (complexo ABC Santa Cruz) por 30 minutos, lavados novamente com
PBS, depois corados usando o cromogeno 3,3’diaminobenzidine-peréxido (DAB).
Apos este procedimento, foi executada contra coloracdo com hematoxilina de Mayer,
desidratacéo final dos cortes e montagem das laminas. Os CTLs negativos foram
processados simultaneamente como descrito acima, sendo que o anticorpo primario
foi substituido por PBS-BSA (5%)).
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4.5.1 Analise imunohistoquimica

Para a andlise quantitativa do numero de osteoblastos que exibiam
positividade para os marcadores investigados, em cada lamina foram considerados
aleatoriamente pelo menos dois cortes e em cada um deles foi analisado toda a
regido do alvéolo, por meio de camera digitalizada acoplada ao microscopio. Foram
realizados 10 imagens de campos, em objetiva de 40X, distintos seguindo um
padréo de zig zag, sendo o primeiro campo localizado abaixo do epitélio gengival e 0
altimo proximo ao apice da raiz. As imagens foram avaliadas mensurando em
triplicata o niumero de células osteoblasticas imunomarcadas através do comando de
marcacao de célula Particle Analysis — Cell conter do programa Image Pro Plus
(Software Image J, National Institute of health; EUA) (adaptado de BARO et al.,
2013). Considerou-se os valores encontrados em cada um campos de cada lamina

como unidade amostral para a analise quantitativa.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros qualitativos em que foi atribuido escores, foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn para
comparar individualmente a relacao entre os grupos. Os dados foram apresentados
na forma de mediana e valores extremos.

Os resultados de analise histomorfométrica e as varidveis quantitativas
(dados paramétricos) foram submetidos a analise de variancia ANOVA (Two-way ou
One-way) seguido do pos teste de Bonferroni (Média £ EPM) e teste t de Student.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o software estatistico
GraphPad prism 5.0 considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).



45

5. RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA

5.1.1 Analise qualitativa descritiva

5.1.1.1 Grupo Controle

e Grupo Controle (7 dias)

No grupo CTL, o alvedlo observado exibe area de exodontia sem
cicatrizacdo, preenchida completamente por tecido conjuntivo com vasos
sanguineos distribuidos ao longo de todo o alvéolo em processo de reparo. O tecido
conjuntivo apresentou intenso infiltrado inflamatorio leucocitario misto com
predominante infiltrado de granuldcitos polimorfonucleares neutrofilicos (Tabela 02;
Tabela 04). Nesse periodo, foram encontrados achados condizentes com
proliferacdo fibroblastica e em alguns trechos do alvéolo, especialmente no terco
apical, foram encontradas areas de proliferacdo de células fusiformes com pouca ou
nenhuma matriz ostedide formada. Foram evidenciadas areas de sequestros 6sseos
e numerosos osteoclastos principalmente na regido da crista 0ssea em regides
préximas ao 0sso trabecular e colbnias bacterianas consistentes com Actinomyces
(Figura 02).

e Grupo Controle (14 Dias)

O grupo CTL nesse periodo, mostra areas de exodontia com
neoformacdo Ossea, tecido conjuntivo fibroso denso na superficie do alvéolo,
auséncia de infiltrado inflamatorio e reepitelizacdo da superficie da ferida (Tabela
03). No terco médio e apical observa-se projecées de osso neoformado avancando
para o centro do alvéolo e ocasionalmente foram encontrados alguns osteoclastos
(Figura 02).



46

e Grupo Controle (21 dias)

Amostras evidenciaram na regido mais apical do alvéolo, 0sso
neoformado apresentando na periferia da trabécula ou acima dela, osteoclastos
dispersos e tecido conjuntivo fibroso denso exibindo moderado infiltrado inflamatorio

mononuclear (Figura 02).
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Figura 03. Fotomicrografias representativas das regides dos alvéolos de animais submetidos a
exodontia do 1° molar superior direito com caracterizagéo dos periodos experimentais para avaliagéo
do reparo 6sseo alveolar (HE). Os animais foram submetidos a exodontia do 1° MSD. Os ratos
receberam solucdo salina diariamente (v.0.) e foram sacrificados aos 7, 14 e 21 dias. As maxilas
foram removidas e processadas para coloragéo pelo método Hematoxilina- Eosina (HE). Aumento de
40x e 400x.0A= Osso alveolar; TC= Tecido conjuntivo; TE=Tecido epitelial ; seta amarela = infiltrado
inflamatorio, seta preta: Osteoblasto; *preto= Osteoclasto; * amarelo: sequestro 6sseo
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5.1.1.2 Grupo Doxiciclina (DOX)

e DOX 10 mg/kg (7 dias)

O alvéolo dos animais desse grupo mostraram auséncia ou discreto
infiltrado inflamatoério leucocitario na maioria dos animais e apenas um animal
apresentou esta alteracdo na regidao mais superficial do alvéolo em pequena regido
de exocitose do epitélio. (Tabela 02; Tabela 04). O tecido conjuntivo apresentou
sinais iniciais de organizagcdo com moderada a discreta remodelacdo do tecido
conjuntivo e presenca de tecido ostedide em todos os alvéolos, mas infiltrado
inflamatorio mononuclear intenso e numerosos osteoclastos na maioria dos animais
deste grupo. Os alvéolos apresentaram epitelizagcdo sobre o tecido conjuntivo e

auséncia de ulceras ou colonias bacterianas (Figura 03).

e DOX 25 mg/kg (7 dias)

Os alvéolos do grupo tratado com DOX na dose de 25 mg/kg
evidenciaram infiltrado inflamatério leucocitario discreto a moderado, mas exibiu
menor intensidade de infiltrado inflamatorio mononuclear quando comparado aos
alvéolos dos animais tratados com DOX 10 mg/kg (Tabela 02; Tabela 04). Foram
observados também numerosos vasos sanguineos e discreta remodelacéo do tecido
conjuntivo, numerosos osteoclastos. Presenca de tecido ostedide com areas de

hialinizacdo na maioria dos alvéolos examinados e sequestros 6sseos (Figura 03).

e DOX 10 mg/Kg (14 dias)

O grupo tratado com DOX 10 mg/kg examinado nesse periodo exibiu
reepitelizacdo completa, avancado grau de remodelacdo do tecido conjuntivo com
intensa formacdo de tecido ostedide e areas do alvéolo, em sua maioria, com
pavimentacdo osteoblastica e discreto ou ausente infiltrado inflamatério (tabela 03;
tabela 05) e presenca de osteoclastos ocasionais, auséncia de Ulcera ou coldnias

bacterianas (Figura 03).
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e DOX 25 mg/kg (14 dias)

O grupo tratado com DOX 25 mg/kg exibiu reepitelizacdo completa da
ferida com moderada a intensa remodelacdo do tecido conjuntivo com maior
presenca de osso trabecular do que tecido ostedide. As areas dos alvéolos, em sua
maioria, mostraram pavimentacdo osteoblastica, discreto ou ausente infiltrado
inflamatério (Tabela 03; Tabela 05). Além disso, foram observados osteoclastos

ocasionais, auséncia de Ulcera ou col6nias bacterianas (Figura 04).
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Figura 04. Fotomicrografias representativas das regides dos alvéolos de animais submetidos a
exodontia do 1° MSD para comparacdo de parAmetros qualitativos entre os grupos tratados com DOX
(10 e 25 mg/kg) avaliados aos 7 dias apo6s a cirurgia (HE). Os animais foram submetidos a exodontia
do 1o MSD. Os ratos receberam solucdo salina, DOX 10 e 25 mg/kg diariamente (v.0.) e foram
sacrificados aos 7 dias. As maxilas foram removidas e processadas para coloragdo pelo método
Hematoxilina- Eosina (HE). Grupo CTL; DOX 10mg/kg; DOX 25mgk/kg. Aumento de 40x e 400x.0A=
Osso alveolar; TC= Tecido conjuntivo; TE= Tecido epitelial; seta amarela = infiltrado inflamatério;
seta preta= Osteoblasto; seta vermelha = osteoclasto e area de reabsorgao
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Figura 05. Fotomicrografias representativas das regifes dos alvéolos de animais submetidos a
exodontia do 1° MSD para comparagdo de parAmetros qualitativos entre os grupos tratados com DOX
(10 e 25 mg/kg) avaliados aos 14 dias ap6s a cirurgia (HE). Os animais foram submetidos a exodontia
do 1° MSD. Os ratos receberam solugéo salina, DOX 10 e 25 mg/kg diariamente (v.0.) e foram
sacrificados aos 14 dias. As maxilas foram removidas e processadas para coloragédo pelo método
Hematoxilina- Eosina (HE). Grupo CTI; DOX 10mg/kg; DOX 25 mg/kg. Aumento de 40x e 400x.0A=
Osso alveolar; TC= Tecido conjuntivo; TE= Tecido epitelial
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5.1.1.3 Grupo Dexametasona (DEXA)
e Grupo DEXA 1 mg/kg (7 dias)

O alveodlo apresentou area de exodontia sem evidéncia de cicatrizacao,
mas preenchido por tecido conjuntivo fibroso com intenso infiltrado inflamatério
leucocitario misto exibindo granulécitos polimorfonucleares neutrofilicos e na
profundidade infiltrado inflamatério mononuclear intenso O tecido conjuntivo
apresentou-se fibroso com intenso infiltrado de células mononucleares. Foram
encontradas também numerosas é&reas de sequestros 0Osseos e nNUMeErosos
osteoclastos em toda regido do alvéolo. Foram observadas colénias bacterianas
consistentes com Actinomyces (Figura 05).

e DEXA 1 mg/kg associada a DOX 10 mg/kg (7dias)

O tecido conjuntivo que ocupou o alvéolo desses animais, apresentou
moderado a intenso infiltrado inflamatério leucocitario com granulocitos
polimorfonucleares na regido mais superficial e, em continuidade infiltrado
inflamatorio mononuclear associado a discreta remodelacdo do estroma. Foram
observadas presenca de tecido ostedide e ocasional area de hialinizacao.
Visualizou-se ainda sequestros 0sseos, numerosos osteoclastos. Em todos os casos

avaliados, a ferida ndo sofreu epitelizacdo, permanencendo a ulcera (Figura 05).

e DEXA 1 mg/kg associada a DOX 25 mg/kg (7dias)

Neste grupo foram encontrados achados condizentes com intenso
infiltrado inflamatério leucocitario misto com polimorfonucleares na superficie e em
seguida, tecido conjuntivo em remodelacdo com infiltrado mononuclear. Foram
observados também presenca de tecido ostedide, sequestros 6sSseos € numerosos
osteoclastos e colbnias bacterianas (Actinomyces ). Em todos os animais foram

observadas Ulceras na superficie (Figura 05).



53

e DEXA 1 mg/kg (14 dias)

O alvedlo observado exibe area de exodontia com presenca de Ulcera em
metade dos animais. O alvéolo apresentou-se preenchido por tecido conjuntivo,
intenso infiltrado inflamatério leucocitario misto com granuldcitos polimorfonucleares
neutrofilicos e vasos sanguineos distribuidos ao longo de todo o alvéolo. O tecido
conjuntivo apresentou-se fibroso com intenso infiltrado de células mononucleares.
S&o encontrada numerosas areas de sequestros 6sseos e numerosos osteoclastos
em toda regido do alvéolo. Foram encontradas colbnias bacterianas consistentes

com Actinomyces em todos os alvéolos (Figura 06).

e DEXA 1 mg/kg associada a DOX 10 mg/kg (14dias)

Foram observadas areas de epitelizacdo da ferida na maioria dos
animais. Esse periodo foi caracterizado por alvéolos preenchidos por tecido
conjuntivo fibroso e numerosos vasos ectasicos, com intenso infiltrado inflamatoério
misto, composto principalmente de granuldcitos polimorfonucleares neutrofilicos.
Observou-se discreta remodelacdo do tecido conjuntivo, presenca de tecido
osteodide, auséncia de sequestro 0sseos em todos 0s animais, numero variado de
osteoclastos e colbnias bacterianas (Actinomyces) em alguns animais (3) (Figura
06).

e DEXA 1 mg/kg associada a DOX 25 mg/kg (14 dias)

Neste grupo observou-se discreto infiltrado inflamatério mononuclear e
polimorfonuclear, tecido conjuntivo mais celularizado com células inflamatérias
dispersas ou em foco e remodelacdo do tecido conjuntivo e presenca de tecido
ostedide e de osso trabecular. A maioria dos alvéolos analisados, apresentou
discreto numero de osteoclastos, col6nias bacterianas (Actinomyces) ou Ulceras no
epitélio (1) (Figura 06).
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Figura 06. Fotomicrografias da regido do alvéolo de animais submetidos & exodontia do 1° molar
superior direito para comparacdo de pardmetros qualitativos entre os grupos: CTL, DEXA (1 mg/kg),
DOX (10 e 25 mg/kg) e DOX (10 ou 25 mg/kg) associada a DEXA avaliado aos 7 dias ap6s a cirurgia
(HE). Os animais foram submetidos a exodontia do 10 MSD. Os ratos receberam solugao salina e
DEXA, DOX 10, 25 mg/kg e DOX 10 e 25 mg/kg associada a DEXA diariamente (i.p.). As maxilas
foram removidas e processadas para coloracdo pelo método Hematoxilina-Eosina (HE). DOX
25mg/kg +DEXA 1mg/kg. Aumento de 40x e 400x.0A= Osso alveolar; TC= Tecido conjuntivo; TE=
Tecido epitelial; seta amarela = infiltrado inflamatério; seta preta= Osteoblasto; seta vermelha =
area de reabsorcdo * preto: osteoclastos , * amarelo : sequestro 6sseo
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T ,
ia do 1° MSD
para comparacdo de par@metros qualitativos entre os grupos: CTL, DEXA (1 mg/kg), DOX (10 e 25
mg/kg) e DOX (10 ou 25 mg/kg) associada a DEXA avaliado aos 14 dias ap6s a cirurgia (HE). Os
animais foram submetidos a exodontia do 1° MSD. Os ratos receberam solucdo salina e DEXA, DOX
10, 25 mg/kg e DOX 10 e 25 mg/kg associada & DEXA diariamente (i.p.). As maxilas foram removidas
e processadas para coloracdo pelo método Hematoxilina-Eosina (HE).. Aumento de 40X e 400X .OA=
Osso alveolar; TC= Tecido conjuntivo; seta amarela = infiltrado inflamatério; seta preta=
Osteoblasto; seta vermelha = osteoclasto
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5.1.2 Andlise quantitativa

Os parametros histolégicos encontrados nos grupos experimentais
caracterizados aos 7 e 14 dias apds a exodontia e submetidos ao tratamento
farmacolégico com DOX (10 e 25 mg/kg) e DEXA (1mg/kg) foram quantificados,
analisados estatisticamente, sendo apresentados de acordo com parametros
histologicos apresentados nas tabelas a seguir:

5.1.2.1 Infiltrado inflamatério polimorfonuclear

Aos 7 dias ap0s a exodontia, os alvéolos dos animais tratados com
solucéo salina (grupo CTL) apresentaram um intenso infiltrado inflamatorio (mediana
3 =3-3). Esse efeito foi significativamente (p< 0,05) menor nos alvéolos dos animais
tratados com DOX 10mg (mediana = 1: 0-1) e 25 mg/kg (mediana = 1:0-2).

Aos 14 dias de tratamento apds a exodontia, os alvéolos dos grupos de
animais tratados com DOX 10mg (mediana = 0:0-0), 25 mg/kg (mediana = 0:0-1),
DOX 10mg/kg associada a DEXA (mediana = 3: 0-3) e DOX 25mg/kg associada a
DEXA (mediana = 1:1-3) ndo apresentaram diferenca significativa comparado aos
grupo CTL (Tabela 03).



Tabela 2. Andlise histopatolégica da intensidade de infiltrado inflamatério polimorfonuclear (PMN) nos

alvéolos 7 dias ap6s exodontia: mediana de escores por grupo e distribuicdo de animais por escore

avaliado
Grupos experimentais (n=5 animal /escore)
Escores DOX DOX
(0-3) oL DOX DOX DEXA 10mg/kg +  25mg/kg +
parametro 10mg/kg 25mg/kg 1mg/kg DEXA DEXA
(PMN) 1mgl/kg 1mgl/kg
(0) Auséncia 0 3 2 0 0 0
(1) Discreta 0 2 1 0 0 0
(2) Moderada 0 0 2 0 1 0
(3) Intensa 5 0 0 5 4 5

(a,b) comparado ao grupo CTL salina; (Kruskal-Wallis/ teste de Dunn *p< 0,05)

Tabela 3. Analise histopatoldgica da intensidade de infiltrado inflamatério polimorfonuclear (PMN) nos

alvéolos 14 dias apds exodontia: mediana de escores por grupo e distribuicdo de animais por escore

avaliado
Grupos experimentais (n=5 animal /escore)
Escores DOX DOX
(0-3) or DOX DOX DEXA 10mg/kg + = 25mg/kg +
parametro 10mg/kg 25mg/kg 1mg/kg DEXA DEXA
(PMN) 1mg/kg 1mg/kg
(0) Auséncia 2 5 4 0 1 0
(1) Discreta 0 0 1 0 1 3
(2) Moderada 1 0 0 0 0 1
(3) Intensa 2 0 0 5 3 1

(Kruskal-Wallis/teste de Dunn *p <0,05)



58

5.1.2.2 Infiltrado inflamatério mononuclear

Os alvéolos dos animais tratados com DOX 10 mg/kg (mediana = 3:1-3) e
DOX 25 mg/kg (mediana =2:1-3) ndo apresentaram diferenga significativa ( p<0,05)
sobre a intensidade de infiltrado inflamatorio mononuclear quando comparado aos
grupos CTL (mediana =3:3-3). Todavia, a associagdo de DOX 10mg/kg com DEXA 1
mg/kg (mediana = 1:0-1) e 25 mg/kg com DEXA 1mg/kg (mediana = 1:0-1)
apresentaram reducdo significativa (p < 0,05) sobre a intensidade de infiltrado
inflamatério mononuclear quando comparada aos grupos CTL (mediana = 3:3-3) e
grupo DEXA (mediana =3:3-3) (tabela 4). Aos 14 dias de tratamento apds a
exodontia ndo houve diferenga siginificativa entre os grupos tratados com DOX
(tabela 05).



Tabela 4. Andlise histopatolégica da intensidade do infiltrado inflamatério mononuclear (IIM) nos

alvéolos 7 dias ap6s exodontia: mediana de escores por grupo e distribuicdo de animais por escore

avaliado
Grupos experimentais (n= 5 animal /escore)
Escores DOX DOX
(0-3) or DOX DOX DEXA 10mg/kg + = 25mg/kg +
parametros 10mg/kg 25mg/kg 1mglkg DEXA DEXA
(1w 1mg/kg 1mg/kg
(0) Auséncia 0 0 0 0 2 1
(1) Discreta 0 1 2 0 3 4
(2) Moderada 0 0 2 0 0 0
(3) Intensa 5 4 1 5 0 0

Mediana 3(3-3) 3 (1-3) 2 (1-3) 3(3-3) 1(0-1)* | 1(0-1)°
(a,b) comparado ao grupo DEXA (Kruskal-Wallis/teste de Dunn *p <0,05)

Tabela 5. Andlise histopatolégica da intensidade do infiltrado inflamatério mononuclear (IIM) nos

alvéolos 14 dias apds exodontia: mediana de escores por grupo e distribuicdo de animais por escore

avaliado
Grupos experimentais (n=5 animal /escore)
Escores DOX DOX
(0-3) or DOX DOX DEXA 10mg/kg + = 25mg/kg +
parametros 10mg/kg 25mg/kg 1mg/kg DEXA DEXA
(1) 1mg/kg 1mg/kg
(0) Auséncia 5 5 5 0 3 0
(1) Discreta 0 0 0 0 1 3
(2) Moderada 0 0 0 5 0 1
(3) Intensa 0 0 0 0 1 1

Mediana 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 3 (3-3) 0 (0-3) 1 (1-3)
(Kruskal-Wallis/teste de Dunn *p < 0,05)
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5.1.2.3 Analise histomorfométrica do reparo 6sseo alveolar

A analise quantitativa do nimero de osteoblastos presentes nos alvéolos
dentérios demonstra que hd um efeito de DOX 10 mg/kg (836.3+34.25) e 25 mg/kg
(949.8 £ 55.1) (p< 0,0001) quando comparado ao grupo CTL (497.8+61.43) e ao
grupo tratado com DEXA (107+47.55) durante 7 dias. E observado também que o
numero de osteoblastos nos alvéolos dos grupos de animais tratados com DOX 10
mg/kg associada a DEXA (628+39.38) e 25 mg/kg associada a DEXA (551.8 +
47.83) apresentaram um significativo incremento (p< 0,0001) quando comparado ao
grupo tratado exclusivamente com DEXA (Figura 7A e 08).

A analise quantitativa do numero de osteoblastos presentes nos alvéolos
dentarios de todos 0s grupos experimentais, incluindo os grupos CTL (611.5 +48.01)
e tratados com DOX 10 mg/kg (690.8 +47.63), 25 mg/kg (712.5 +20.45), DOX
10mg/kg + DEXA (709+£76.72, DOX 25mg/kg + DEXA (541+67.46) demonstra que
houve um significativo aumento do nimero de osteoblastos (p< 0,0001) em todos 0s
grupos quando comparados ao grupo tratado com DEXA (152+40.03) durante 14
dias (Figura 7B e 08).
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Figura 08. Andlise comparativa entre 0s grupos experimentais do nimero de osteoblastos presentes
nos alvéolos de ratos durante o processo de reparo 0sseo apds exodontia no periodo de 7 e 14 dias (
* ) diferenca significante quando comparado ao grupo CTL ; ( # ) diferenca significante quando
comparado ao grupo DEXA (ANOVA/Boferroni/ teste t de student p<0,05).
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7 dias

14 dias

Figura 09. Fotomicrografias representativas da regido do alvéolo de animais submetidos a exodontia
do 1° MSD para quantificacdo do nimero de osteoblastos entre os grupo CTL, DEXA (1mg/kg) e DOX
(10 e 25 mg/kg) e DOX (10 ou 25 mg/kg) associada a DEXA avaliado aos 7 e 14 dias ap0s a cirurgia
(HE). Os animais foram submetidos a exodontia do 1° MSD. Os ratos receberam solugdo salina e
DEXA, DOX 10, 25 mg/kg e DOX 10 e 25 mg/kg associada a DEXA diariamente (i.p.). As maxilas
foram removidas e processadas para coloragdo pelo método Hematoxilina-Eosina (HE).A.G. Grupo
CTL; B.H. DOX 10 mg/kg; C.I. DOX 25 mgk/kg; D.J. DEXA; E.K. DOX 10 mg/kg +DEXA 1mg/kg; F.L.
DOX 25 mg/kg +DEXA 1 mg/kg. Aumento de 400x.setas pretas = Osteoblasto.
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A quantificagdo do numero de osteoclastos presentes aos 7 dias nos
alvéolos dos animais tratados com DOX 10 mg/kg (26.75+£7.21) e DOX 25 mg/kg
(8.25+1.25) mostrou que o numero de osteoclastos encontrado foi significativamente
menor (p<0,0001) quando comparado ao grupo CTL (48.5£9.7) e ao grupo tratado
com DEXA (63.25+12.26). E observado também atividade de DOX em apresentar
efeito protetor sobre a atividade osteoclastica, pois 0os grupos tratados com DOX 10
mg/kg (25.25+ 4.83) e 25 mg/kg (18+8.42) (associada a administracdo com DEXA)
apresentaram uma significativa (p<0,01) reducdo do niumero de osteoclastos quando
comparado ao grupo tratado exclusivamente com DEXA (63.25+£12.26) (Figura 9A,
Figura 10).

A andlise quantitativa do nimero de osteoclastos presentes nos alvéolos
dentarios demonstra que DOX 10 mg/kg (10.75 +3.11) e DOX 25 mg/kg (7.5%£1.65)
apresentam um significativo (p< 0,0001) efeito sobre o namero de osteoclastos
presentes tanto em relacdo ao grupo CTL (32.5% 4.17) quanto em relacdo ao grupo
tratado com DEXA (72.75+£12.17) durante 14 dias. DEXA (72.75+12.17) apresentou
um numero de osteoclastos significativamente maior (p<0,001) quando comparado
ao numero de osteoclastos quantificados no grupo CTL ((32.5% 4.17). Foi observado
também uma atividade de DOX sobre a atividade osteoclastica, pois 0S grupos
tratados com DOX 10 mg/kg (11+1.0) e 25 mg/kg 22.25+ 6.34) associado ao
tratamento com DEXA apresentaram um significativa (p<0,001) redug¢do do numero
de osteoclastos quando comparado ao grupo tratado exclusivamente com DEXA

durante esse periodo (Figura 9B; Figura 10).
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Figura 10. Andalise comparativa entre os grupos experimentais do nimero de osteoclastos presentes
nos alvéolos de ratos durante o processo de reparo 0sseo apés exodontia no periodo de 7 e 14 dias (
* ) diferenca significante quando comparado ao grupo CTL ; ( # ) diferenca significante quando
comparado ao grupo DEXA (ANOVA/Boferroni/ teste t de student p<0,05).
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7 dias

14 dias

Figura 11. Fotomicrografias representativas da regido do alvéolo de animais submetidos a exodontia
do 1° molar superior direito para quantificacdo do nimero de osteoclastos entre os grupo CT , DEXA
(1 mg/kg) e DOX (10 e 25 mg/kg) e DOX (10 ou 25 mg/kg) associada a DEXA avaliado aos 7 e 14
dias apo0s a cirurgia (HE). Os animais foram submetidos a exodontia do 1° MSD. Os ratos receberam
solugdo salina e DEXA, DOX 10, 25 mg/kg e DOX 10 e 25 mg/kg associada a DEXA diariamente
(i.p.). As maxilas foram removidas e processadas para coloracdo pelo método Hematoxilina-Eosina
(HE).A.G. Grupo CT; B.H. DOX 10mg/kg; C.l. DOX 25mg/kg; D.H. DEXA; E.K. DOX 10mg/kg +DEXA
1mg/kg; F.L. DOX 25mg/kg +DEXA 1mg/kg. Aumento de 400X.setas pretas= Osteoclastos
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A quantificacdo percentual de tecido 0sseo realizada nos alvéolos dos
animais aos 7 dias demonstra que houve uma significativa (p<0,0001) diferenca
entre 0s grupos CTL e DEXA, pois o grupo CTL (0.40+ 0.01) apresentou valor
superior no percentual médio de tecido 6sseo em seus alvéolos quando comparado
aos valores encontrados no grupo DEXA (0.26 = 0.03). Os grupos DOX 10 mg/kg
(0.50 +0.01) e DOX 25 mg/kg (0.50 +0.02) apresentaram um valor significativamente
maior no percentual de tecido 6sseo (p<0,001) quando comparados ao grupo CTL
(0.40+ 0.01). Os grupos DOX 10 mg/kg (0.50 +0.01), DOX 25 mg/kg (0.50 +0.02),
DOX 10mg/kg associada a DEXA (0.51+0.046) e DOX 25mg/kg associada a DEXA
(0.52+0.02 apresentaram um percentual de tecido 6sseo significavamente superior a
quantidade de tecido 6sseo encontrada nos alvéolos dos animais no grupo DEXA
(0.26+0.03) (Figura 11A).

Aos 14 dias de tratamento, quantificacdo percentual de tecido 6sseo
realizada nos alvéolos dos animais encontrada apresentou uma significativa
diferenca (p<0,0001) do grupo CTL (0.36+ 0.02) quando comparado ao grupo DEXA
(0.05 = 0.004). Os grupos DOX 10 mg/kg (0.59 +0.03) e DOX 25 mg/kg (0.50 £0.02)
apresentaram um valor significativamente maior (p<0,0001) no percentual de tecido
0sseo em seus alvéolos quando comparado ao grupo CTL (0.36+ 0.02). Os grupos
DOX 10 mg/kg (0.59 +0.03), DOX 25 mg/kg (0.50 £0.02), DOX 10 mg/kg associada a
DEXA (0.59+0.02), DOX 25 mg/kg associada a DEXA (0.58+0.02) apresentaram um
percentual de tecido 6sseo significavamente superior ao grupo DEXA (0.05+0.004) e
ao (Figura 11B).
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Figura 12. Analise comparativa entre os grupos experimentais do percentual de tecido ésseo nos
alvéolos de ratos durante o processo de reparo ésseo apds exodontia no periodo de 7 e 14 dias ( *)
diferenca significante quando comparado ao grupo CTL; ( # ) diferenca significante quando
comparado ao grupo DEXA (ANOVA/Boferroni, p<0,05).
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5.1.2.4 Analise imuno-histoquimica para Wnt 10b e Dkk-1

Através de técnica imuno-histoquimica foi possivel quantificar o nimero
de células imunomarcadas para Wnt 10b e DKK-1 aos 7 e 14 dias em todos 0s
grupos experimentais. Inicialmente, aos 7 dias, observa-se que DOX 10 mg/kg
(52.09+4.25), 25 mg/kg (47.19+5.08) apresentaram um significativo (p<0,0001)
aumento na imunomarcagcdo de células Wnt 10b quando comparados ao grupo
tratado ao grupo CTL (34.56+2.50). DOX 10 mg/kg associada a DEXA (40.04+3.62)
e DOX 25mg/kg associada a DEXA (56.44+5.37) apresentaram um significativo
(p<0.0001) aumento na imunomarcacgéo de células Wnt 10b quando comparados ao
grupo tratado com DEXA (15.6£2.04). Neste mesmo periodo, houve uma reducao
significativa do numero de células imunomarcadas para Wnt 10b no Grupo DEXA
(15.6+2.04) quando comparado ao grupo CTL (34.56+2.50). A expressao das ceélulas
Wnt 10b foi significativamente superior nos grupos em que foi administrada DOX 25
mg/kg associada a DEXA (56.4+5.37) comparada ao grupo em que foi administrada
DOX 10 mg/kg associada a DEXA (40£3.62)(p< 0,0001) (figura 14A; Figura 15).

Aos 14 dias ap06s a exodontia, nos tratamentos com DOX 10 mg/kg
(35.7£1.4) e 25 mg/kg (31.75+2.0), DOX 25mg/kg associada a DEXA (21+2.3) e
10mg/kg associada a DEXA (43.8+4.6), verifica-se que apenas a dose de 10mg/kg
associada a DEXA (43.8+4.6) apresentou um significativo (p=0.0002) efeito sobre a
guantidade de células positivas para Wnt 10b comparado ao grupo DEXA (21+2.77).
Houve uma reducéo significativa (p<0,01) do namero de células imunomarcadas
para Wnt 10b nos alvéolos dos animais do grupo DEXA (21+2.77) quando
comparado ao grupo CTL (36+3.02). Os alvéolos dos animais tratados com DOX
25mg/kg associada a DEXA (21+2.3) apresentaram uma significativa reducédo de
células Wnt 10b positivas comparado ao grupo DOX 10 mg/kg associada a DEXA
(43.8+4.6) (p< 0,0001) (figura 14B; Figura 16).
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Figura 13. Numero de células Wnt 10b positivas quantificadas nos alvéolos de ratos durante o
processo de reparo 6sseo apéds exodontia no periodo de 7 e 14 dias nos grupos CTL, DOX 10, DOX
25 e as associacbes DOX 10 + DEXA e DOX 25 + DEXA. ( * ) diferenca significante quando
comparado ao grupo CTL ; ( # ) diferenca significante quando comparado ao grupo DEXA; (&)
diferenca significante entre as doses de DOX (ANOVA/Boferroni/ teste t de student p<0,05).
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Figura 14. Fotomicrografias representativas das regides dos alvéolos de ratos submetidos a
exodontia do 1° molar superior direito para quantificacdo do nimero de osteoblastos que apresentam
imunomarcacao para Wnt 10b nos grupos CTL, DEXA (1 mg/kg) e DOX (10 e 25 mg/kg) e DOX (10
ou 25 mg/kg) associada a DEXA avaliado aos 07 dias ap0s a cirurgia. Os animais foram submetidos a
exodontia do 1° MSD e receberam solucéo salina e DEXA, DOX 10, 25 mg/kg e DOX 10 e 25 mg/kg
associada a DEXA diariamente (v.0.). As maxilas foram removidas e processadas pelo método de
imunohistoquimica.A. Grupo CTL; B. DOX 10 mg/kg; C. DOX 25 mg/kg; D. DEXA; E. DOX 10 mg/kg
+DEXA 1 mg/kg; F. DOX 25 mg/kg +DEXA 1 mg/kg. Aumento de 400X. setas= Osteoblastos
positivos para Wnt 10b.

Figura 15. Fotomicrografias representativas das regides dos alvéolos de ratos submetidos a
exodontia do 1° molar superior direito para quantificacdo do nimero de osteoblastos que apresentam
imunomarcacao para Wnt 10b nos grupos CTL, DEXA (1 mg/kg) e DOX (10 e 25 mg/kg) e DOX (10
ou 25 mg/kg) associada & DEXA avaliado aos 14 dias ap0s a cirurgia. Os animais foram submetidos &
exodontia do 1° MSD e receberam soluc&o salina e DEXA, DOX 10, 25 mg/kg e DOX 10 e 25 mg/kg
associada a DEXA diariamente (v.0.). As maxilas foram removidas e processadas pelo método de
imunohistoquimica.A. Grupo CTL; B. DOX 10 mg/kg; C. DOX 25 mg/kg; D. DEXA; E. DOX 10 mg/kg
+DEXA 1 mg/kg; F. DOX 25 mg/kg +DEXA 1 mg/kg. Aumento de 400X. setas= Osteoblastos
positivos para Wnt 10b.
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Quanto a expressao de células Dkk-1 positivas quantificada nos alvéolos
de ratos durante o processo de reparo 6sseo ap0s exodontia no periodo de 7 dias,
verifica-se que houve uma significativa (p<0,0001) reducédo da expressao de células
imunomarcadas nos alvéolos de ratos tratados DOX 25 mg/kg (10.33+0.66) quando
comparado ao grupo DEXA (19.6£1.66) e ao grupo CTL (42.6+2.89). Os grupos
DOX 10 mg/kg (22.48+2.15), DOX 10 mg/kg associada a DEXA (20.6+1.96) e DOX
25 mg/kg associada a DEXA (25.75+2.68) também evidenciaram reducdo
significativa em relacdo ao numero de células positivas para Dkk-1 quando
comparada ao alvéolo do grupo CTL (42.67+2.89), mas ndo em relacdo ao grupo
tratado apenas com DEXA (19.6+1.66) (p<0,0001) (figura 17A; Figura 18).

No periodo de 14 dias, observa-se que houve uma reducéo significativa
(p<0,0001) no numero de células dos grupos DOX 10 mg/kg (17.24+1.0), DOX 25
mg/kg (19.29+£2.14), DOX 10 mg/kg associada a DEXA (18.36x1.76) e DEXA
(25.91+2.55) quando comparado ao grupo CTL (38.82+4.12). Além disso, de modo
significativo (p<0.01) o grupo DOX 10 mg/kg (17.24+1.0) reduziu a expressdo de
DKK-1 quando comparado a expressao de Dkk-1 nos grupo tratados com DEXA
(25.91+2.55). O grupo tratado com DOX 10 mg/kg associada a DEXA (18.36+1.76)
apresentou um significativo (p<0.01) efeito, reduzindo a expressao de células
imunomarcadas para Dkk-1 quando comparada ao grupo de animais tratados com
DEXA (25.91+2.55). Todavia, DOX 25 mg/kg associada a DEXA (25+2.51) nédo
apresentou diferenca significante (p<0,01) quando comparada ao grupo tratado
exclusivamente com DEXA (25.91+2.55) (p<0,0001) (figura 17B; Figura 19).
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Figura 16. Numero de células Dkk-1 positivas quantificadas nos alvéolos de ratos durante o processo
de reparo 6sseo apds exodontia no periodo de 7 e 14 dias nos grupos CTL, DOX 10, DOX 25 e as
associacfes DOX 10 + DEXA e DOX 25 + DEXA. ( * ) diferenca significante quando comparado ao
grupo CTL; ( #) diferencga significante quando comparado ao grupo DEXA (ANOVA/Boferroni/ teste t
de student p<0,05).
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Figura 17. Fotomicrografias representativas das regides dos alvéolos de ratos submetidos a
exodontia do 1° molar superior direito para quantificacdo do nimero de osteoblastos que apresentam
células imunomarcadas para Dkk-1 nos grupo CTL, DEXA (1 mg/kg) e DOX (10 e 25 mg/kg) e DOX
(10 ou 25 mg/kg) associada a DEXA avaliado aos 7 dias apds a cirurgia . Os animais foram
submetidos a exodontia do 1° MSD e receberam soluc&o salina e DEXA, DOX 10, 25 mg/kg e DOX
10 e 25 mg/kg associada a DEXA diariamente (v.0.). As maxilas foram removidas e processadas pelo
método de imunohistoquimica. A. Grupo CTL; B. DOX 10 mg/kg; C. DOX 25 mg/kg; D. DEXA,; E.
DOX 10 mg/kg +DEXA 1mg/kg; F. DOX 25 mg/kg +DEXA 1mg/kg. Aumento de 400X. setas=
Osteoblastos positivos para Dkk-1.
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Figura 18. Fotomicrografias representativas das regides dos alvéolos de ratos submetidos a
exodontia do 1° molar superior direito para quantificacdo do nimero de osteoblastos que apresentam
imunomarcagéo para Dkk-1 nos grupo CTL, DEXA (1mg/kg) e DOX (10 e 25 mg/kg) e DOX (10 ou 25
mg/kg) associada & DEXA avaliado aos 14 dias ap0s a cirurgia. Os animais foram submetidos a
exodontia do 1° MSD e receberam solugéo salina e DEXA, DOX 10, 25 mg/kg e DOX 10 e 25 mg/kg
associada a DEXA diariamente (v.0.). As maxilas foram removidas e processadas pelo método de
imunohistoguimica.A. Grupo CTL; B. DOX 10 mg/kg; C. DOX 25 mg/kg; D. DEXA; E. DOX 10 mg/kg
+DEXA 1mg/kg; F. DOX 25 mg/kg +DEXA 1mg/kg. Aumento de 400X. Setas pretas= Osteoblastos
positivos para Dkk-1
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6. DISCUSSAO

O processo de reparo 0sseo e o efeito de farmacos que modulam os
fendOmenos constituintes desse evento tem sido extensivamente estudados. Estas
pesquisas proporcionaram alternativas medicamentosas no favorecimento do
processo de reparo 6sseo tecidual apdés a perda dentaria. As acbes anti-
inflamatérias (GRIFFIN et. Al, 2010), anticolagenoliticas (GU et al., 2010; FARHAD
et al., 2013; KUDALKAR et al., 2014) e neoformadora 6ssea (SHAHABOOEI et al.,
2015) ja sdo reconhecidas em DOX. Todavia, ainda ndo estdo bem caracterizadas
possiveis interferéncias desses efeitos sobre uma importante via de sinalizacédo
responsavel pela manutencdo da homeostase 6ssea, denominada de via de
sinalizacdo canbdnica de WNT/ B catenina, especialmente em condi¢des
osteoporéticas primarias ou secundarias, como em caso de pacientes que utilizam

esse medicamento para tratamento de doencas inflamatdrias ou auto imunes.

e Caracterizacdo temporal do modelo de reparo 0sseo alveolar apos exodontia
do 1°MSD

Para caracterizacdo e padronizacdo deste modelo, inicialmente foi
realizado um estudo piloto observando-se parametros histolégicos dos alvéolos em
ratos tratados apenas com solucéo salina fisioldgica nos periodos de 7, 14, 21 dias.
O critério para delineamento dos periodos foi baseado nos trabalhos realizados por
Carvalho e Okamoto (1985) entre outros (GORUSTOVICH et al., 2008; BARO et al,
2013; KUROSHIMA et al., 2013; ABREU et al., 2013). Esses autores descreveram
gue o processo de reparo do alvéolo inicia-se imediatamente apds a exodontia
através do preenchimento do alvéolo por coagulo sanguineo. Esta etapa é essencial
no reparo tecidual, uma vez que o coagulo formado por plaquetas, transporta um
série de fatores de crescimento necessarios aos eventos de remodelamento. Nas
fases seguintes, morfologicamente sédo consideradas quatro etapas principais: a fase
de proliferacéo celular, fase de desenvolvimento e maturacdo do tecido conjuntivo,

encerrando o processo com a fase de maturacéo ossea (VIEIRA et al., 2015).
Ao 7° dia apds a exodontia em ratos, foram evidenciadas as fases iniciais
do processo de remodelagem do alvéolo e neoformacédo 6ssea mais significativas.
Nossas observacdes mostram a presenca de infiltrado inflamatorio misto intenso,

presenca de éareas de sequestros 0sseos com numerosos osteoclastos e
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proliferacéo fibroblastica em alguns trechos do alvéolo. Esses resultados corroboram
estudos descrevendo que nesta etapa, o coagulo sanguineo que preenche o alvéolo
€ paulatinamente invadido por fibroblastos produzidos a partir dos fibroblastos
residentes do processo alveolar e/ou a partir da diferenciacédo de células adventicias,
ambos presentes nos remanescentes do ligamento periodontal. (DEVLIN et al.,
1997; VIEIRA et al., 2015).

Nossas observacdes mostram que o 14° dia apdés a cirurgia é
caracterizado por apresentar areas com neoformacdo 6ssea, tecido conjuntivo
fibroso denso sem infiltrado inflamatério e reepitelizacdo da superficie da ferida.
Visualizou-se também alguns osteoclastos ocasionais e auséncia de Ulcera ou
colénias bacterianas. Ao 21° dia foi observado alvéolo com osso neoformado e
ocasionalmente foram encontrados alguns osteoclastos dispersos no tecido
conjuntivo fibroso denso.

Assim, com intuito de investigar o efeitos de DOX na formacdo e no
reparo 0sseo em animais tratados com DEXA, desconsiderou-se os periodo de 21
dias, pois ao 7° dia inicia-se o processo de reparo e no 14° dia parece ocorrer a fase
inicial de maturacéo do tecido fibroso. A literatura mostra que, na segunda semana
do reparo 0sseo em ratos pode-se encontrar 0sso maduro no terco apical e 0sso
imaturo preenchendo o alvéolo na porcado coronal sem a influéncia de infiltrado
inflamatorio (YONEDA et al., 2014; GHALAYANI et al., 2014). O processo de reparo
0sseo alveolar apds exodontia em ratos € considerado completo quando o alvéolo
estad preenchido por osso trabecular e canais medulares bem definidos, sendo a
expressdo de marcadores de tecido 6sseo maduros prevalente no 21° dia (KIKUIRI
et al, 2010).

Outros pesquisadores estudaram os periodos desde a exodontia até a
completa formacdo do tecido O0sseo e verificaram que entre a segunda e terceira
semana nenhuma diferenca significativa no percentual de neoformacdo Ossea
(SHAHABOOEI et al., 2015).

Apés a caracterizacdo dos periodos experimentais mais representativos
para investigacdo do efeitos de farmacos que favorecam a neoformacédo éssea,
foram observados os principais eventos que compdem o reparo do alvéolo dos
animais submetidos a exodontia do 1° MSD e tratados diariamente com DOX 10 e
25 mg/kg (v.0.) (BEZERRA et al., 2002; FRANCO et al., 2011).

Além de comparar a influéncia de DOX sobre os eventos que precedem e
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concorrem para o reparo 6sseo alveolar, foi investigada também essa atividade em
um contexto pro reabsortivo desencadeado pela administracdo de DEXA (ALI-
ERDEM et al., 2011) concomitantemente ao tratamento com DOX 10 e 25 mg/kg nos
periodos de 7 e 14 dias apds a remocédo do elemento dentario.

Dexametasona é uma droga com potente atividade antiinflamatoria e
imunossupressora e seu uso prolongado é acompanhado por perda da massa
0ssea, contribuindo para o desenvolvimento de osteoporose (DIVYA et al., 2015;
FREIDOUNI et al., 2015). Entre varios mecanismos descritos na literatura, estudos
mostram que esse efeito pode ser explicado por sua atividade sobre o
prolongamento do tempo de vida util de osteoclastos e reducdo na geracdo de
osteoblastos e ostedcitos (CANALIS & DELANY, 2010) incluindo o efeito sobre a
inducdo ao processo de autofagia de ostedcitos promovida por esse farmaco (XIA et
al. 2010) e inibicdo da absorcéo de calcio no trato gastrintestinal (LEE et al, 2006).

¢ Infiltrado inflamatorio e neoformacgéo 0ssea

O processo de reparo 0sseo alveolar ocorre por primeira intencdo e é
caracterizado por uma resposta fibroproliferativa onde ocorre a expressao de
diversos fatores de crescimento envolvendo a proliferacdo e diferenciacdo de
fibroblastos, osteoblastos e células endoteliais. Do ponto de vista molecular, nessa
etapa, ocorre ativacdo dos macrofagos linfocitos e células endoteliais, via estimulo
de INF-y, nas fases iniciais (7° dia ap6s a exodontia) desse processo, levando a uma
acentuacao na expressao de citocinas pro inflamatérias. Entre elas, TNF-a é uma
classica citocina responsavel pela inducdo da transmigracdo de células
inflamatorias, justificando o influxo de leucécitos para o tecido de granulacéo
desencadeado pelo trauma tecidual (LIEBERMAN et al., 2002; SCHMIDT-BLEEK et
al, 2012; VIEIRA et al., 2015). Esse fenbmeno orquestra o processo de reparo em
todas as suas etapas de angiogénese (LIENAU et al., 2009), remocédo de tecido de
granulacao e formacédo 6ssea (JAHANGIRI et al., 1998; VIEIRA et al, 2015).

Estudos mostram que, para ocorrer as fases de transicdo e substituicao
do tecido de granulacdo por tecido conjuntivo, devera ocorrer a reducdo dos
processo inflamatorio e sua persisténcia acarreta um atraso nesse processo
(CARDOSO et al., 2011; KIM et al., 2012). A resolucdo do processo inflamatorio €

compreendida e necessaria para o avango do reparo e posterior neoformacéo 6ssea
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no alvéolo dental (MAAHS et al., 2011). Estudos clinicos e experimentais mostram
que a reacgdo inflamatoria produz efeitos deletérios sobre o remodelamento 0sseo,
induzindo a um incremento na reabsor¢cado e decréscimo da formacao (BRIOT &
ROUX, 2015).

De acordo com Rubin e Gorstein (2006) a fase de repara¢do 0ssea inicia-
se na primeira semana e € caracterizada por reducdo na expressado de células de
inflamacdo aguda e diferenciacdo de células pluripotentes em fibroblastos e
osteoblastos. Foi verificado nos alvéolos dos ratos tratados, uma atividade da DOX
na sequéncia de eventos que concorrem para o0 processo de reparo do alvéolo
dentario submetido a exodontia. Ao considerar a presenca, tipo e intensidade de
infiltrado inflamatério, foi observado (7° dia) no grupo CTL, presenca de infiltrado
leucocitario misto, enquanto que o tratamento com DOX reduziu significativamente o
infiltrado inflamatdrio leucocitario. E possivel que o tratamento com DOX colabore no
processo de reparo 0sseo, pois a modulacdo do processo inflamatorio, acelera a

remodelacdo 0ssea apos perda dentaria (YONEDA et al., 2014).

e Numero de osteoclastos, osteoblastos e percentual de tecido 6sseo

A remodelacdo Ossea € iniciada pelo aparecimento de osteoclastos na
superficie 6ssea, desenvolvendo areas de reabsorcdo que precedem a neoformacéao
as custas da producdo de matriz ostedide e posterior maturacdo desse tecido.
Entretanto, quando ha um desequilibrio entre a fase de reabsorcao e neoformacao,
poderdo ocorrer perdas teciduais por um preenchimento incompleto dessas areas
nos alvéolos dentarios e a prevencdo desse desequilibrio requer modulacdo da
atividade osteoclastica e adequada disponibilidade de células osteoblasticas,
consequentemente ocorrera formacdo de matriz 6ssea em resposta aos eventos
reabsortivos que ocorrem na fase inicial do processo de remodelamento (GRAVES &
COCHRAN, 2011). Embora, no processo inicial do remodelamento 6sseo alveolar, a
formacédo 6ssea seja discreta, fatores osteogénicos como BMPs estdo aumentados.
Estes fatores, progressivamente possibilitam a resposta inicial no desenvolvimento
da mineralizacdo do tecido 6sseo. Aos 14 dias do processo de remodelamento
0sseo alveolar ocorre o0 pico na expressdo de RUNX-2, o principal fator de
diferenciacdo osteoblastica em resposta ao estimulo local promovido pelas BMPs
(VIEIRA et al., 2015).
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Ha na literatura, diversas referéncias as propriedades da DOX sobre a
expressdo de muitos dos fatores que interferem na evolucdo do processo de reparo
0sseo alveolar. Moutsatsos et al., (2001) mostraram que a DOX é capaz de controlar
a expressao de BMP-2, regular o processo de angiogénese e a diferenciacao
osteogénica tanto in vitro como in vivo, sugerindo que esse analogo de tetraciclina
possui atividade sobre a formacgéo e regeneracao 6ssea.

Franco et al., (2011) confirmaram em modelo de calvaria em ratos, a
eficacia de DOX sobre osteoclastogénese sinalizada por RANKL, inibindo a acgéo
enzimatica da MMP-9. Neste mesmo estudo, foi observada in vitro que DOX modula
a expressao de mRNA de marcadores funcionais dos osteoclastos, incluindo
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) e catepsina K.

Em cultura de células com células mesenquimais, Baniwal et al., (2012)
concluiram que DOX favorece e controla a diferenciagdo dos osteoblastos e
indiretamente a diferenciacdo de osteoclastos, por aumentar a expressao de RUNX-
2 em pré- osteoblastos.

Folwarczna et al., (2003) investigaram o efeito deletérios causados pela
deficiéncia de estrogénio (ovariectomia bilateral) e o possivel efeito de DOX sobre
parametros 0sseos em tibia de ratas. Os autores descrevem uma inabilidade de
DOX em prevenir a osteopenia e a perda 0ssea (SHIMIZU et al.,, 1998 e 2000).
Alkan et al,. (2002) concordam com esses achados, quando estudaram o efeito de
DOX em ratos diabéticos. Entretanto, Duivenvoorden et al., (2002) estudaram a
histomorfometria 6ssea em modelo de tumor 6sseo e mostraram que DOX aumentou
significativamente varios parametros de formacao 6ssea nos 0ssos longos incluindo
o volume de tecido ostedide e numero de osteoblastos.

No presente trabalho, a andlise realizada nos alvéolos dos animais
estudados apds exodontia, demonstra que o tratamento com DOX foi capaz de
reduzir o numero de osteoclastos e aumentar o numero de osteoblastos, além de ter
aumentado o percentual total de tecido 6sseo nos alvéolos em todos os grupos
tratados, incluido o grupo de animais desafiados aos efeitos pro-reabsortivos de
DEXA, concordando com o trabalho de Limirio et al (2015) também observaram
diminuicdo de osteoclastos quando compararam o efeito de DOX aos 7 e 15 dias no
modelo de reparo ésseo no fémur de ratos.

Além disso, os ratos tratados com DOX apresentaram maior producao de

tecido ostedide e menor ocorréncia de sequestros 6sseos. Isso sugere que DOX
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além de estimular a neoformagdo Ossea, provém a integridade do tecido désseo
remanescente diante da leséo tecidual causada pelo trauma durante a exodontia ou
pela atividade de DEXA sobre a perda 6ssea.

Estes resultados corroboram aqueles apresentados por Shahabooei et.
al., (2015) demonstrando por meio de andlise histomorfométrica em alvéolos de
ratos que houve um incremento na formacao tecidual 6ssea durante o processo de

reparo em animais tratados com DOX e Eritromicina.

e Via de sinalizacdo can6nica no reparo 6sseo alveolar

A via candnica Wnt/ B-catenina € descrita como uma importante via de
sinalizacdo para regulacdo do metabolismo 0sseo, pois sua ativacao regula niveis
intracitoplasmaticos de B-catenina. Intracelularmente, (B-catenina ativa e expressa
varios genes da linhagem o0ssea como: DIx5, Osx e Runx2, além da expresséo de
OPG HILL et al., 2005). A B-catenina promove um aumento na replicacdo de pré-
osteoblastos (KATO et al, 2002) e contribui para a inibicdo de processos apoptoéticos
de osteoblastos e osteodcitos (BODINE, 2008) e participa da supressdo da
osteoclastogénese (RAHMAN et al, 2015).

A inibicdo ou perda da B-catenina, em células do tecido 6sseo, produz
severa osteopenia com aumento de osteoclastos e reducdo da osteoblastogénese
(Albers et al., 2013). Osteoblastos produzidos na auséncia de B-catenina exibem
expressdo elevada da RANKL e reducdo da producdo de OPG (CORRADO et al.,
2013), mostrando que a B-catenina em osteoblastos maduros regula producéo e
funcdo dos osteoclastos (HOLMEN et al., 2005). Portanto a via candnica da
sinalizacdo WNT/B-catenina parece estar ligada ao eixo RANK-RANKL-OPG na
regulacdo da homeostasia 6ssea (SHIN et al., 2005).

Entre varias WNTs que atuam no metabolismo 6sseo, WNT10b é descrita
como uma das mais importantes na regulacdo da osteoblastogénese e manutencao
da massa 6ssea. A WNT10b é expressa em células da medula 6ssea e participa da
regulacdo do metabolismo ésseo e portanto, da massa trabecular e densidade
mineral 6ssea, além dos niveis séricos de osteocalcina (BENNETT et al. 2005).

No presente estudo, a quantificacdo da imunoexpressdo de WNT10b nos
alvéolos tratados com DOX mostrou significativa superioridade comparada aos

grupos CTL tratado com salina e DEXA, justificando a preservagdo do tecido 6sseo
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e o0 estimulo & neoformacgédo encontrada na maioria dos pardmetros avaliados que
colaboram para pleno reparo alveolar apos a perda do suporte dentério, sugerindo
um possivel mecanismo de DOX no favorecimento a neoformacéo tecidual, além de
seus reconhecidos efeitos antiinflamatérios e inibidor de metaloproteinases
(BEZERRA et al., 2002; GOLUB et al.,1990).

Ressalta-se também, um possivel efeito indireto de DOX no aumento da
expressdo de células positivas para Wnt 10b, pois estudos mostram que ha uma
interrelacdo entre o desenvolvimento de reac¢fes inflamatdrias derivadas de resposta
de células do sistema imune e expressdo de Wnts, influenciando o processo de
reparo 0sseo. Sabe-se que mediadores inflamatorios inibem a atividade
osteoblastica, estimulam a atividade osteoclastica e a presenca de inflamacéo
parece alterar essa via de sinalizacdo (GARLET et al.,, 2005; GRAVES &
COCHRAN, 2011).

O processo inflamatorio em doencas como Artrite Reumatoide tém sido
intensamente estudado e esta diretamente relacionado a destruicdo do tecido 6sseo.
Estudos tém identificado que o desenvolvimento de osteoclastos € modulado pela
presenca de RANKL, OPG e RANK. A acédo pro-inflamatoria se da pela ativacao do
fator de necrose tumoral (TNF) e seu ativador de receptor NF-kB (RANKL) que
interferem na expressdo desses moduladores, mediando a sinalizacdo para a
reabsorcdo 6ssea sobre a formacdo de células osteoclastos e a ativacdo de
fibroblastos sinoviais (CHOI et al, 2009)

Pesquisas realizada por Almeida et al, (2011) afirmam que a
administracdo de glicocorticoides exerce um papel importante na supressao da via
WNT. Essa acédo ocorre pela inibicdo do modulador de GSK-3 e pela up-regulation
do inibidor de DKK1, resultando em atenuac&o da sinalizacdo de Wnt em células
osteoblasticas. Em nossa pesquisa, 0s alvéolos dos animais tratados com DOX
associada a DEXA, apresentaram um significativo aumento do numero de células
imunomarcadas comparado ao grupo tratado somente com DEXA, evidenciando o
efeito de DOX em suprimir a atividade inibitéria dos GCs sobre a via de sinalizagéo
de Wnt (DEN UYL et al., 2011).

Finalmente, a via candnica pode ser regulada negativamente por
antagonista dos receptores da via de sinalizacdo WNT/B-catenina. Algumas
proteinas secretadas, tais como Dkk (Dickkopf), Sost (esclerostina), e Sfrp

(segregada relacionada com proteinas frizzled), podem interagir com Lrp5 / 6 ou
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receptor de FZD e atuar como antagonistas, inibindo a via candnica de sinalizagao
Wnt (KUBOTA, MICHIGAMI, OZONO, 2009; NUSSE , 2015).

A gquantificacdo de Dkk-1 nos alvéolos dos animais demostra que houve
uma significativa atividade de DOX em reprimir a expressao dessa proteina,
destacando um importante efeito dessa tetraciclina sobre um dos principais
reguladores da via candnica WNT/ B-catenina durante a fase de remodelacdo e
reparo alveolar. Sugere que esse efeito é direto, por modular a expressao desse
inibidor e também devido a atividade antiinflamatéria de DOX. Assim, estudos
mostram que os inibidores da via canonica séao induzidos por acdo de mediadores
inflamatérios, como por exemplo, TNF-a (KUBOTA, MICHIGAMI, OZONO, 2009;
RAUNER et al., 2013). Embora, os resultados apresentados, ndo demonstrem um
efeito tdo expressivo sobre a inibicao de Dkk-1 em todos grupos, deve-se considerar
gue DOX aumentou de forma significante e em todos o0s grupos, 0s niveis de
WNT10b que competivamente podera suplantar a presenca de Dkk-1, favorecendo a

neoformacéo, especialmente na primeira semana de reparo 0sseo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

De uma forma geral, o modelo de exodontia utilizado no presente
trabalho, permitiu investigar parametros histologicos e analisar os efeitos de DOX
sobre os eventos do processo de reabsorcdo O0ssea na terapia com DEXA. DOX
reduziu a intensidade de células inflamatoérias, principalmente as células
polimorfonucleares nos alvéolos nas fases iniciais do processo de remodelamento.
Além disso, DOX aumentou a intensidade no grau de remodelamento do tecido
conjuntivo, bem como aumentou a producdo de tecido ostedide e reduziu o
aparecimento de sequestros 0sseos. Foi observado também uma importante
atividade de DOX na reducao do niumero de osteoclastos, no aumento do nimero de
osteoblastos e percentual de tecido 0sseo. Esses efeitos, foram acompanhados por
uma aumento na expressao de células osteoblasticas imunomarcadas por Wnt 10b e
uma reducdo na expressao de DKK-1 nos alvéolos dos animas tratados com DOX,
sugerindo que DOX exerceu um consideravel efeito sobre o microambiente 6sseo
durante o processo de remodelamento dsseo apos a exodontia do 1° MSD em ratos
normais e em condi¢cfes onde ha perda da densidade mineral no tecido 6sseo.

O presente trabalho sugere uma atividade benéfica de DOX sobre o
tecido alveolar, melhorando o reparo tecidual e reduzindo a perda Ossea,
especialmente sobre os parametros estudados nos grupos de animais tratados com
DEXA.

Estes resultados corroborados por outros oriundos de nosso laboratério e
desenvolvidos com minociclina (tetraciclina de 2% geracdo, analogo da DOX)
juntamente com outros estudos em modelo de periodontite, mostraram o potencial
dessa droga, tendo em vista sua atividade anti-inflamatdria e anti reabsortiva no
tratamento da doenca periodontal.

Por ultimo, é importante ressaltar a necessidade de estudos translacionais
enfatizando a possibilidade de utilizagdo da DOX na clinica em patologias como
artrite reumatoide e mesmo no diabetes tipo Il nas quais a presenca de processos

inflamatdérios € uma constante.
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8. CONCLUSAO

Esta pesquisa verificando os efeitos de DOX no modelo de reparo ésseo
alveolar apds exodontia do 1° molar superior direito em ratos nos permitiu:

1- Confirmar a natureza da cicatrizacdo Ossea intramembranosa do
modelo utilizado, observando-se que a 1% e 2% semana pds operatoria correspondem
as fases de reparo mais importantes dentre os periodos de avaliacdo do processo
de neoformagdo Ossea. Tal modelo ofereceu uma cinética semelhante as
investigadas em humanos, reforcando a adequacdo do modelo para estudos de
remodelamento 6sseo apos a perda dentaria;

2- Observar que DOX nas doses de 10 mg/kg e 25 mg/kg oferecem um
efeito anti-inflamatorio e indutor de remodelamento 0sseo verificado pelo aumento
do numero de osteoblastos, reducdo do numero de osteoclastos, bem como no
padrdo de remodelamento do tecido conjuntivo com producédo aumentada de tecido
osteodide e reducéo de areas de sequestros 0sseos;

3- O impacto pro absortivo desenvolvido pela administracédo de DEXA foi
revertido pelo tratamento com DOX nas doses de 10mg/kg e 25 mg/kg, sugerindo
gue essa tetraciclina pode oferecer um efeito osteoprotetor sobre os efeitos
negativos de DEXA sobre o tecido 0sseo;

4- Nos grupos de animais tratados com DOX houve um aumento na
imunomarcacdo de Wnt 10b e uma reducao de Dkk-1, sugerindo um possivel papel
de DOX na via canénica do reparo 6sseo.

Os efeitos de DOX sobre Wnt 10b e Dkk-1 foram demonstrados de
maneira inédita. E possivel que a potente atividade anti-inflamatéria de DOX , ja
previamente estudada em nosso laboratério possa justificar, pelo menos em parte,
os resultados observados no presente trabalho.

Sao necessarios estudos adicionais que reforcem os principais efeitos
modulatérios de DOX sobre a expressdo de outros fatores que participam do
processo de reabsorcdo 6ssea diante de estimulos inflamatdérios, incluindo a perda

dentaria.
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