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RESUMO

A osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonato (OMB) é definida
como uma exposicdo déssea na mucosa que nado cicatriza por mais de 8 semanas,
apos uso de bisfosfonato sem histéria de radioterapia ou doenca metastatica.
Apesar dos mecanismos fisiopatolégicos da OMB ainda ndo estarem bem definidos,
inflamacéo, alteracdo na vascularizacdo e supressdo de remodelacdo parecem ter
papel importante nessa condi¢cdo. A Atorvastatina (ATV) € um agente hipolipemiante,
que apresenta efeitos pleiotrépicos: anti-inflamatérios, angiogénicos e anabdlicos
0sseos, que podem auxiliar na prevencdo da OMB. Neste contexto, o objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito da ATV sobre os aspectos morfofuncionais do tecido 6sseo
de animais submetidos a OMB. Para tanto, foram utilizadas 72 ratas Wistar (180-220
g) divididas em 04 grupos: Salina (SAL), Acido Zoledrénico (AZ), ATV pré (ATV -
PRE) ou pés-operatéria (ATV - POS). A OMB foi induzida pela administracdo de 0,1
mg/kg de AZ, (i.p.) 3x/sem por 09 sem. Os animais do grupo SAL receberam 0,1 ml
de solucédo salina 0,9% (i.p.) pelo mesmo periodo. No 42° dia (D42), todos os
animais tiveram os 3 molares superiores esquerdos extraidos. A ATV foi
administrada na dose de 27 mg/kg (v.0.) diariamente por 03 semanas de forma pré-
operatéria (D21-D42); ou poés-operatoria (D42-D77). Estes animais foram
acompanhados diariamente e eutanasiados no D77 ou semana 11 (S11). As maxilas
foram removidas para andlises macroscépica, histopatolégica, histométrica, por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), analise do percentual de preenchimento
0sseo por microscopia confocal, analise de colageno por coloracdo de Picrosirius
Red sob luz polarizada, analise da composicdo 6ssea por espectroscopia Raman e
imunohistoquimica para DKK-1, Wnt10b, 3-catenina e caspase-3. O tecido gengival
foi coletado para quantificacdo de TNF-a e IL-1B, e amostras sanguineas foram
coletadas para dosagens bioquimicas. O tratamento com ATV reduziu a intensidade
do processo inflamatério bem como a presenca de sequestros 0sseos, aumentou 0
namero de ostedcitos viaveis e reduziu o nimero de lacunas vazias, comparado ao
AZ (p<0,05). A ATV (PRE e POS) manteve mais regular a superficie Ossea
comparada ao grupo AZ. A ATV (PRE e POS) aumentou o preenchimento 6sseo e o
percentual de colageno tipo | e reduziu percentual colageno tipo IlI(p<0,05), reduziu
a imunomarcacdo de Caspase-3, e aumentou a imunomarcacao de Wnt10b e [3-
catenina, reduziu os niveis gengivais de IL-1B (ATV - PRE e ATV - POS) e TNF
(ATV - POS), comparado ao AZ (p<0,05). Na analise Raman foi observado um
aumento de todas as bandas no grupo AZ e da relagdo mineral/matriz nos grupos
ATV-PRE e ATV-POS em relacdo ao AZ (p<0,05). O tratamento com ATV reduziu 0s
niveis de Céalcio, e aumentou os niveis de Fosforo bem como de Fosfatase alcalina
O0ssea comparada ao AZ (p<0,05). Em suma, os achados desse estudo mostraram
gue ATV exerceu atividade anti-inflamatéria e efeito anti-reabsortivo, bem como
manteve a vitalidade, metabolismo e a estrutura 6ssea, podendo ser uma ferramenta
farmacoldgica interessante como adjuvante a terapia da OMB.

Palavras-chave: Osteonecrose. Bisfosfonatos. Atorvastatina



ABSTRACT

Bisphophonate-related osteonecrosis of the jaw (BRONJ) is defined as
exposed bone that has persisted for than 8 weeks after the use of bisphophonate
and without history of radiation therapy or metastatic disease. Despite the
physiopathological mechanism are yet to be understood, inflammation, vascular
problems and bone turnover supression seem to play a role on this condition. In this
way highlights Atorvastatin (ATV), an hypolipemiant agent, that also presents
importante pleiotropic effects: anti-inflammatory, angiogenic and bone anabolic. In
this contexto, the aim of this study was to evaluate the effect of ATV over que
morphofunctional aspects of bone tissue on animais subjected to BRONJ. For this, it
was used 72 female Wistar rats (180-220 g), divided in 4 groups: Saline (SAL),
Zoledronic Acid (ZA); ATV pre (ATV - PRE) or post-operatory (ATV - POS). BRONJ
was induced by administration of 0.1 mg/kg of AZ, (i.p.) 3x/wk for 9 weeks. The
animals from SAL group received 0.1 ml of 0.9% saline solution (i.p.) for the same
period. On day 42 (D42) all animals had the 3 left superior molars extracted. ATV
was administered at 27 mg/kg (v.0.) daily for 3 weeks pre-operatory (D21-D42) or
post-operatory (D42-D77). These animals were followed daily and euthanized on
D77 ou week 11 (W11). Maxillae were removed for macroscopic, histopathological
and histometric analyses, scanning electron microscopy (SEM), bone-filling
percentage analysis using confocal microscopy, collagen analysis by picrosirius red
staining under polarized light and immunohistochemistry for DKK-1, Wnt 10b, -
catenin and caspase-3. The gingival tissue was colleted for TNF-a e IL-1B
guantification, and the blood samples were collected to biochemical dosage. The
treatment with ATV reduced the intensity of the inflammatory process, as well as the
presence of bone sequesters, increased the number of osteocytes and reduced the
number of empty lacunae, compared to ZA (p<0.05). ATV kept the regular
topography on SEM analysis, compared to ZA. ATV (PRE and POS) increased bone-
filling and type I-collagen percentage and reduced lll-collagen percentage (p<0.05),
reduced immunolabelling Caspase-3, and increased immunolabelling for Wnt10b and
B-catenin, reduced the gingival levels of IL-18 (ATV — PRE and ATV - POS) and TNF
(ATV - POS), compared to ZA (p<0.05). On Raman, it was observed an increase on
all bands as well as on mineral/matriz ratio on ATV-PRE and ATV-POS groups, when
compared to ZA (p<0,05).The treatment with ATV lowered the serum levels of
Calcium, and raised seric Phosphorus as well as Bone-specific alkaline phosphatase
compared to ZA (p<0.05). In summary, the findings of this study showed that ATV
presented anti-inflammatory activity and anti-resorptive effect as well as kept bone
vitality, metabolism and structure, which can be an interesting pharmacological tool
as adjuvant to BRONJ therapy.

Keywords: Osteonecrosis. Bisphosphonates. Atorvastatin
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecido Osseo

O osso é um tecido dindmico, que apesar da sua aparéncia inerte, esta
em constante remodelacdo (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Este tecido
mineralizado e especializado exerce func¢des importantes no organismo, tais como:
locomocéo, suporte e protecdo de outros tecidos e 6rgdos e ainda serve como meio
para armazenar e estocar calcio e fosforo (BUCKWALTER et al., 1996; DOWNEY et
al., 2006; DATTA et al., 2008).

Assim como os demais tecidos conjuntivos, o tecido 6ésseo € formado por
células e uma matriz extracelular, sendo esta ultima constituida por matéria organica
e inorganica, extremamente importante para o metabolismo 6sseo, além de conferir
rigidez e resisténcia a impactos, o0 que é essencial para manter a integridade deste
tecido (VIGUET-CARRIN et al., 2006; SANTIN, 2014). A matéria inorganica do 0Sso
se apresenta na forma de sais minerais de hidroxiapatita fosfatada e carbonatada
(NORDIN e FRANKEL, 2001; KIERSZENBAUM e TRES, 2012), enquanto o
colageno € considerado o principal componente organico da matriz 6ssea (ROSS e
PAWLINA, 2008). A maior parte do colageno do tecido 6sseo é do tipo I, e em menor
quantidade tem-se o colageno do tipo V (ROSS e PAWLINA, 2008). O primeiro tipo
de colageno (I) apresenta-se como um importante componente da matriz 6ssea,
auxiliando na formacdo dos cristais de apatita e conferindo suporte estrutural,
flexibilidade e resisténcia para o 0sso neorformado, ja o tipo lll esta em abundéancia
em Orgados relacionados com elasticidade, como pulmdo e vasos sanguineos
(BARASCUK et al., 2011; COUDROY et al, 2015).

Além da matriz, as células ésseas exercem papel fundamental no
metabolismo deste tecido. Osteoclastos sédo células multinucleares que degradam
matriz O0ssea mineralizada, derivada da diferenciacdo terminal de células
progenitoras hematopoiéticas originarias da linhagem mondcitos macréfagos
(HAYNES, 2004). Os Osteoblastos, por sua vez, sdo as células responsaveis pela
secrecdo da matriz organica 0ssea, que posteriormente se calcifica formando o
tecido 6sseo (STEVENS e LOWE, 2001). Com o desenvolvimento 0sseo, alguns
osteoblastos séo aprisionados no interior da matriz e passam a ser chamados de
Ostedcitos (UDA et al., 2017). Apesar de os ostedcitos abandonarem a funcdo de

secretar a matriz, eles permanecem secretando substancias necessarias a
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homeostasia 6ssea. Eles se adaptam a forma da lacuna e irradiam prolongamentos
que formam canaliculos, o que permite a comunicagao entre os ostedcitos, formando
jungcBes comunicantes que permitem o compartilhamento de ions, nutrientes e fluido
extracelular, sendo assim responsaveis por dirigir a remodelacdo 6ssea em resposta
a tensdo mecanica e outros estimulos (BONEWALD, 2011; FLORENCIO-SILVA et
al., 2015; UDA et al., 2017), atuando como mecanossensores e orquestradores do
processo de remodelacdo 0ssea (TEITELBAUM et al., 2007; CLARKE et al., 2008;
KARSENTY et al., 2009; BONEWALD et al., 2011).

Tais processos de remodelacdo podem ser regulados por diversas vias. A
via RANK-RANKL-OPG tem sido uma das mais bem descritas (AGHALOO et al.,
2011; OHE et al, 2012; EI-KHASSAWNA et al., 2017) O RANK (receptor ativador do
fator nuclear kB) é um receptor da superfamilia do TNF-a, que estd expresso nas
células precursoras de osteoclastos, enquanto o RANKL (ligante de RANK) pode ser
encontrado expresso na superficie celular de osteoblastos ou na forma soluvel
(YASUDA et al., 1998; LACEY et al., 1998). A interacdo RANK-RANKL favorece a
osteoclastogénese com consequente reabsorcdo 6ssea. A osteoprotegerina (OPG) é
o regulador desse eixo. Ela é produzida especialmente por osteoblastos, e age como
um inibidor natural da interacdo RANK-RANKL, favorecendo a sintese de matriz
Ossea (KHOSLA et al., 2008; GRAVES, 2011).

No entanto, outra via de sinalizacdo ainda pouco estudada, vem
ganhando grande destaque como um regulador da homeostasia 6ssea, a via Wnt
(RING et al., 2014; SAPIR-KOREN et al.,, 2014; KOBAYASHI et al., 2016). As
proteinas wingless (Wnt) compreendem uma familia de 19 proteinas que orquestram
diversos processos biologicos (WILLERT e NUSSE, 2012), tais como o
desenvolvimento embrionario, a carcinogénese e mais recentemente foi visto que
elas também atuam no metabolismo 6sseo, influenciando a osteoblastogénese e
consequente formacao 0ssea (SAPIR-KOREN et al., 2014; TAN et al., 2014; LIMA et
al., 2017; JOENG et al., 2017;). A via de sinalizagdo de Wnt é dividida em: n&o-
candbnica (via polaridade celular planar, via Wnt/calcio, via da proteina quinase A
envolvendo CREB) e candnica (Wnt/B—catenina), sendo esta ultima mais bem
estudada e descrita na literatura (LI; CHONG e MAIESE, 2005; WANG et al., 2015).

Dentre as diversas proteinas Wnt, a Wnt10b tem se mostrado como uma
das proteinas chave no metabolismo do tecido ésseo (BODINE e KOMM, 2006;
RAUNER et al., 2008). Quando a proteina Wnt se liga ao seu receptor, LRP5/6 e
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Frizzled ocorre ativacdo de Dishvelled (Dsh) que fosforila a enzima citoplasmatica
glicogénio sintase quinase-33 (GSK3B). GSK3B €& componente chave para a
formacao de um grande complexo de degradacao protéica responsavel por controlar
os niveis intracelulares de B-catenina livre. Quando GSK3 ¢é fosforilada ndo ocorre
a formagdo do complexo de degradacdo e a [B-catenina permanece estavel no
citoplasma, sendo posteriormente translocada para o nucleo (KUBOTA, MICHIGAMI,
OZONO, 2009). No nucleo, a B-catenina interage com a familia Tcf/Lef de fatores de
transcricdo que regulam a expressao de diversos genes importantes para
diferenciacdo, proliferacdo, apoptose e funcionalidade das células O&sseas
(BONEWALD e JOHSON, 2008). A regulacdo dessa via € mediada pela acdo de
Dickkopf (DKK) e Esclerostina (produto do gene SOST), que impedem a interagao
Whnt-receptor, permitindo a formacdo de um complexo quaterndrio com Axina,
GSK3B e APC, o que leva a um processo de ubiquitinacdo e consequete
degradagao proteossémica da B-catenina (BARON e KNEISSEL, 2013). (Fig. 1).

Figura 1 — Via de sinalizagdo Wnt/p-catenina.
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Fonte: Adaptado de ESCOBAR-GOMEZ et al. (2009). Quando as Wnts se ligam ao seu receptor,

ocorre inibicdo de GSK3[3, favorecendo a estabilizagdo da -catenina que por sua vez se acumula no

nacleo e ativa fatores de transcricdo que promovem diferenciagdo de osteoblastos.. A regulagao
desta via é feita pela acdo de DKKs e Esclerostina, que impedem a interacdo ao Whnts: receptor,

favorecendo a fosforilagdo e degradacéo proteossdmica da 3-catenina.

Além da acédo da via Wnt sobre osteoblastos (BONEWALD e JOHNSON,

2008), mais recentemente tem sido dada atengédo a participagdo da via Wnt na
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viabilidade e funcdo dos ostedcitos (PIETRZYK, SMERTKA, CHUDEK, 2017).
Ostedcitos expressam diversas moléculas que negativamente afetam a formacéo
0ssea incluindo DKK-1 (PAIC et al., 2009), e esclerostina (BELLIDO et al., 2013).
Por outro lado, novas evidéncias demostraram que o0s ostedcitos também medeiam
as acdes anabdlicas no 0sso através da via candnica da Wnt (XU et al., 2017) (Fig.
2). Porém, em condi¢des patolégicas que interferem diretamente na viabilidade de
osteqcitos, pouco ainda se sabe sobre o papel da via Wnt.

Dessa maneira é interessante avaliar a interferéncia dos bisfosfonatos nessa
via, em especial o acido zoledrénico, jA que € o farmaco mais utilizado na clinica
meédica para tratamento das mestastases 0sseas e que apresenta efeitos adversos

importantes que podem ter participagéo na via wnt-Bcatenina.

Figura 2 — Ativagao da Wnt/B-catenina nos osteocitos
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Fonte: Adaptado de DELGADO-CALLE e BELLIDO (2015). Legenda: A ativagdo da via
Whnt/B-catenina em ostedcitos aumenta tanto a formagdo 6ssea como a reabsor¢do, com equilibrio

positivo que resulta em ganho ésseo.



23

1.2 Osteonecrose Induzida por Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos (BFs) sdo medicamentos utilizados no tratamento de
diferentes tipos de canceres, doencas 0sseas e osteoporoses graves. (MIGLIORATI,
et al., 2005; PAZIANAS et al., 2007; SCHWARTZ et al.,, 2008). Estes compostos
foram sintetizados quimicamente pela primeira vez em 1800 (RUSSEL, 2007), e
utilizados na indastria farmacéutica desde o século XIX, contudo, apenas na década
de 1960 passaram a ser aplicados clinicamente para tratar desordens no
metabolismo 6sseo (McLEOD, BRENNAN, RUGGIERO, 2011).

Os BFs pertencem a uma classe de farmacos estruturalmente analogos
ao pirofosfato, sendo o atomo de oxigénio substituido pelo carbono, o que confere
propriedades célcio-quelantes (RODAN, 2004; ROGERS et al., 2000), maior
resisténcia a hidrélise quimica e enzimética, além de aumentar a resisténcia a
degradacdo biolégica (RUSSEL et al.,, 2007), fazendo que os BFs ndo sejam
metabolizados, o que favorece o aumento a meia vida e a excrecéo inalteralda deste
farmaco (ROGERS et al, 2000; RUSSELL, CROUCHER, ROGERS, 1999).
Adicionalmente, diferentes grupos quimicos podem ser acrescentados a estrutura
dos BFs por meio de duas ligacbes covalentes adicionais ao atomo de carbono
central (ROGERS et al., 2000). O grupo R1 determina a afinidade dos BFs pelos
cristais 6sseos, enquanto o grupo R2 é responsavel pela poténcia e atividade
farmacoldgica do agente (JUNG, BISZA, 1973; FLEISCH, 1995) (Fig. 3).

Figura 3 — Representacdo esquematica da estrutura quimica geral dos bisfosfonatos

e do pirofosfato enddgeno.

Quando R; é um grupo
hidroxila (-OH) ou amina
(-NH2), a ligagdo a
(o) R 4 (o) hidroxiapatita € melhorada

HO—P—C—P—OH

(o) (8}
| | - Il i
OH R, OH 0-P-0-P-0
P-C-P é essencial para T o (o}
Iigagéo da molécula 3 Pirofosfato Endégeno
hidroxiapatita e é R, determina a
essencial para a atividade poténcia do
biolégica farmaco

Fonte: Adaptado de Russell et al., 1999.



24

Os BFs podem ser divididos em duas classes, os amino- e nao-amino-BFs,
considerando a presenca ou nao do grupo amina, respectivamente. Os amino-BFs
apresentam uma poténcia aumentada e por isso tem sido indicado como farmacos
de escolha para a prevencédo e tratamento de desordens 0sseas com alta taxa de
reabsorcdo (HARVEY et al., 2007). Alendronato, ibandronato e risedronato tém sido
indicados para tratamento de osteoporose, enquanto o pamidronato e o zoledronato
sdo mais recomendados para metastases 0sseas, por exemplo (MARX et al., 2005).

Apesar de seus importantes efeitos terapéuticos, os amino-BFs apresentam
alguns efeitos adversos tais com: hipersensibilidade, intolerancia gastrointestinal
(TWISS et al., 2001), desenvolvimento de resisténcia bacteriana (REDDI et al., 2001)
e também Ulceras de esbdfago e estbmago (PARFITT e DRIMAN, 2007).
Adicionalmente, diversos casos de osteonecrose de maxilares foram relatados em
associacdo ao uso de BFs, em especial com o pamidronato e acido zoledrénico
(SARKARAT, 2014; SIGUA-RODRIGUEZ, 2014; SCARPA, 2010).

O farmaco utilizado para o modelo de indugdo de OMB no nosso estudo
foi o Acido Zoledronico (AZ), que é o principal BF associado a OMB (SILVERMAN &
LANDESBERG, 2009), sendo um aminobisfofonato derivado imidazdlico
heterociclico de terceira geracdo (REID et al., 2002; KHAJURIA; RAZDAN;
MAHAPATRA, 2014). O AZ é o mais potente dos bisfosfonatos, possuindo cerca de
10.000 vezes a poténcia do etidronato (FERNANDES, LEITE, LANCAS, 2005), ele é
administrado por via endovenosa (EV), na dose de 4 ou 5 mg do farmaco por cerca
de 15 minutos, sua concentracdo plasmatica eleva-se rapidamente, seguido de um
declinio apos 24 h chegando a uma concentracdo plasméatica de 1% (RUSSEL et al.,
1999; LYSENG-WILLIAMSON, 2008).

A osteonecrose de maxilares induzida por bisfosfonatos (OMB)
atualmente é classificada dentro do grande grupo de Osteonecrose induzida por
medicamentos. A American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons, (AAOMS)
recomendou a alteracdo da designacdo em seu ultimo Position Paper, de 2014
(RUGGIERO et al, 2014). Assim, esta condicdo é definida como uma exposi¢ao
0ssea na mucosa que ndo cicatriza por mais de 8 semanas, apdés 0 uso de
bisfosfonato em pacientes sem histéria de radioterapia na regido da cabeca e
pescoco ou doenca metastatica (LANDESBERG et al., 2011; RUGGIERO et al.,
2014).

Dados epidemiolégicos mostram que o desenvolvimento de OMB esta
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mais associados a bisfosfonatos de uso parenteral do que no tratamento pela via
oral (KHAN et al., 2015). A OMB tem se mostrado mais prevalente em mulheres
(VIEILLARD, et al., 2007; LAZAROVICI et al., 2009; THUMBIGERE-MATH, et al.,
2009; MIGLIORATI et al., 2005; ELAD et al., 2010), podendo atingir propor¢cdes de
até 8:1 (PAZIANAS et al., 2007), talvez porque as mulheres utilizem bisfosfonatos
com mais frequéncia (MALDEN, BELTES e LOPES, 2009), no manejo da
osteoporose (PAZIANAS et al., 2007) ou tratamento de metastases Ossea
relacionadas ao cancer de mama (VIEILLARD et al., 2007), sendo este ultimo com
maior importancia no fator de 10 vezes mais (DODSON, 2015).

Caracteristicamente a osteonecrose devido ao uso de bisfosfonatos afeta
mais frequentemente 0s 0ss0s maxilares do que outros 0ssos do esqueleto.
Diversos fatores anatémicos e fisiolégicos contribuem para esse achado (SIRI et al.,
2012). Os ossos maxilares apresentam maior taxa de remodelacéo o que favorece a
alta concentracdo de bisfosfonatos, além disso as forgcas mastigatorias estimulam o
turnover 0sseo e podem facilmente induzir microfraturas (SARIN, DeROSSI, 2008;
IKEBE, 2013). Os maxilares sdo separados do ambiente oral por uma fina camada
de epitélio que pode ser facilmente traumatizada e exposta a diversos tipo de
microrganismos diferentes permitindo contaminacgéo e infeccdo (WATTS, MARCIANI,
2008). Diferentemente de outros ossos do esqueleto, apds trauma ou cirurgia nos
maxilares, a ferida € continuamente exposta a microrganismos que podem alcancar
0 0SSO necr@tico e retardar o processo de cicatrizacdo. A mandibula é mais
comumente afetada do que a maxila, razéo de 2:1 (FICARRA, BENINATI, 2007), por
apresentar menor quantidade de vasos em especial na regido de pré-molares e
molares, além de apresentar medula 6ssea mais adiposa o que pode dificultar o
processo de reparo 6sseo (WATTS, MARCIANI, 2008; YU et al., 2012).

Apesar dos relatos da literatura relacionando os BFs com a osteonecrose,
0s mecanismos fisiopatologicos desta condicdo ainda ndo estdo bem definidos.
Diversas hipbteses tém sido propostas para tentar explicar a osteonecrose nos
maxilares, tais como: alteracdo na remodelacdo ou super-supresséo da reabsorcao
ossea (MOZZATI et al., 2012), inibicdo da angiogénese (FOURNIER et al., 2002;
SANTINI et al., 2003) e inflamagé&o ou infecgcdo (MOZZATI et al., 2012; RUGGIERO
et al., 2014), além do constante microtrauma, supressdo da imunidade inata ou
adquirida, deficiéncia de vitamina D e toxicidade em tecido mole (MOZZATI et al.,
2012; RUGGIERO et al., 2014).
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O tratamento com BFs também parecem reduzir os niveis circulantes de
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), reduzindo o suprimento sanguineo
causando necrose oOssea (FOURNIER et al., 2002; SANTINI et al., 2003).
Adicionamente, a inflamacdo causada por procedimentos cirlrgicos tais como
exodontias, em elementos dentarios comumente infectados devido a doenca
periodontal (AGHALQOO et al., 2011) ou periapical (MARX et al., 2005; HOFF et al.,
2008) sédo considerados componentes importantes para o desenvolvimento de
osteonecrose.

Considerando que os BFs inibem a diferenciacdo e funcdo dos
osteoclastos, aumentando sua apoptose e alterando assim a remodelacdo 0ssea,
que é processo vital para a cicatrizacdo deste tecido (RUSSEL et al., 2007
RAGGAT, PARTIDGE, 2010; KOMORI et al., 2016), é possivel compreender a
instalacdo da osteonecrose. Além disso, os BFs podem acessar e ficar embebidos
nas lacunas de ostedcitos, permanecendo |4 em altas concentracbes, afetando
dessa forma a viabilidade dos ostedcitos, uma caracteristica da necrose déssea
(ALLEN e BURR 2009).

Sabendo que existem diversas tentativas de prevencdo e tratamento da
OMB e que nado existe uma modalidade terapéutica realmente efetiva para ser
aplicada com seguranca para essa patologia, sendo considerada uma patologia de
diagnoéstico e tratamento extremamente dificeis (DIEGO et al., 2007). Ainda
considerando a inflamag¢do como processo potencial para o desencadeamento da
OMB e gue abordagens profiladticas ou terapéuticas que atuem sobre os fatores
etioldgicos da OMB podem ser um diferencial para estas condi¢des e que a partir
disso, pretendeu —se verificar se 0 uso da Atorvastatina junto ao AZ modularia o
processo inflamatério associado e possivelmente evitaria ou interferiria no

desenvolvimento da OMB.

1.3 Atorvastatina

Estatinas sdo farmacos utilizados para o controle dos niveis sanguineos
de colesterol (EL-NABARAWI et al., 2017) Seu mecanismo de acdo baseia-se na
inibicAo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima A (HMG-CoA) redutase,
levando a reducéo da sintese hepatica e secrecao de lipoproteinas (MAHMOUNDI et
al.,, 2007). Esta enzima catalisa a etapa limitante da sintese do colesterol,
convertendo HMG-CoA em mevalonato (ENDO et al., 1977; ISTVAN, 2003).
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As estatinas em geral possuem uma taxa de absorcédo entre 30 % e 98%
da dose e atingem uma concentracdo maxima no plasma em até 04 horas apds sua
administracdo. A absorcdo diaria pode variar de acordo com o horario da
administracdo e a ingestdao de alimentos (PAN et al., 1990; TSE; JAFFE;
TROENDLE, 1992; GARNETT, 1995). A metabolizacdo  acontece
predominantemente pelas enzimas do citocromo P450 presente no figado, ja a
eliminacdo ocorre através da bile ap6s o metabolismo hepético. Consequentemente
a disfuncdo hepética € um fator de risco na prescricdo das estatinas, devendo ser
acompanhada (MARON; FAZIO; LINTON, 2000). Em geral, as estatinas sao bem
toleradas, sendo seus efeitos adversos mais frequentes cefaléia, flatuléncia,
dispepsia, dores musculares, prurido e exantema cutaneo (SCHULZ, 2005).

Dentre a classe das estatinas, a Atorvastatina (ATV) assume grande
destaque, como um dos agentes hipolipemiantes mais vendidos no mundo (KAPUR
e MUSUNURU, 2008), com ampla utilizacdo clinica, (PLOSKER e LYSENG, 2007)
poucos efeitos colaterais e melhor relacdo custo-beneficio (COSTA-SCHARPLATZ
et al., 2008).

A ATV, assim como as demais estatinas, possuem propriedades
pleiotrépicas importantes (KRONMANN et al., 2007), dentre elas tem-se: melhoria da
disfuncdo endotelial, acdo hemorreoldgica, efeito antioxidante, atividade anti-
inflamat6ria e capacidade anabdlica 6ssea (MUNDY et al, 1999; KAPUR e
MUSUNURU, 2008; GOES et al., 2014, 2016). Tal efeito pleiotropico esta
diretamente relacionado lipofilicidade do farmaco, (IZUMO et al., 2001). Portanto, a
ATV, uma estatina lipofilica (IZUMO et al., 2001), se destaca por apresentar alto
potencial osteogénico bem como, além de exercer maior influéncia na via regulatoria
de mondcitos que regulam a producdo de citocinas, modulando a reposta
inflamatoria tanto in vivo como in vitro (KIENER et al., 2001).

Em tecido 0sseo, estudos mostraram que a ATV foi capaz de promover
diferenciacdo osteoblastica, mediada pela expressdo de sialoproteina 0Ossea,
osteocalcina e colageno tipo | (MAEDA et al., 2003) e ativar a via Wnt (SOUSA et al.,
2016). Esse farmaco também é capaz de inibir a transformacgéo de pré-osteoclastos
em osteoclastos, atuando sobre a via RANK/RANKL/OPG (SONG et al., 2008), e
inibir a apoptose de osteoblastos e supressdo da osteoclastogénese via TGF-
b/SMAD3 (KAJI et al., 2008). A ATV também pode contribuir para a homeostasia

0ssea devido seu efeito anti-inflamatorio, através da reducgdo dos niveis de TNF- q,
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IL-18 e IL-6 (FENTOGLU et al., 2012; GOES et al., 2014). Especificamente na
osteonecrose dos maxilares, nenhum estudo foi desenvolvido até entdo, para avaliar

o efeito da ATV e sua possivel contribuicho para prevencdo da OMB.
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2 JUSTIFICATIVA

A osteonecrose de maxilares induzida por bisfosfonatos é uma condicéo
grave e debilitante que vem aumentando sua prevaléncia na populagdo em geral
(CONTE-NETO et al., 2011), considerando 0 aumento na expectativa de vida da
populagdo, o que aumenta 0s casos de osteoporose e cancer.

Pouco ainda se sabe sobre os mecanismos etiopatogénicos, bem como
as formas de prevencgéo ou tratamento dessa condi¢cdo. Antibioticoterapia local ou
sistémica, oxigenoterapia hiperbarica ou debridamento cirdrgico vém as sendo
modalidades terapéuticas mais empregadas atualmente. Porém, relatos de
insucesso para cada uma delas também tem sido descritos (DEL CONTE et al.,
2010; POZZI et al., 2007) o que tem sucitado na comunidade cientifica uma grande
discussédo, tendo em vista que até o momento nenhuma modalidade terapéutica
proposta para a OMB tem eficacia confirmada.

Neste contexto, sabendo do papel da supressdo do metabolismo 6sseo e
da inflamagdo na OMB, torna-se interessante estudar novas abordagens
terapéuticas para esta condicdo. Assim, destaca-se a Atorvastatina, um agente
hipolipemiante, mas que apresenta importantes efeitos pleiotropicos no tecido 6sseo
e no processo inflamatorio, sendo estes achados confirmados por estudos prévios
do nosso grupo em modelos de periodontite em ratos. Além disso, considerando que
altas taxas de colesterol consistam numa epidemia mundial, parece-nos interessante
investigar o efeito da Atorvastatina sobre os aspectos morfofuncionais do tecido

0sseo de ratos submetidos a osteonecrose de maxilares induzida por bisfosfonatos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da Atorvastatina (ATV) sobre o0s aspectos

morfofuncionais do tecido 6sseo de ratas Wistar submetidas a osteonecrose

induzida por bisfosfonatos.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Andlise morfoldgica do tecido 6sseo de ratas submetidas a OMB e recebendo

ATV:

Avaliar o grau de cicatrizacado, intensidade do infiltrado inflamatoério e a
presenca de sequestro 6sseo por analise histologica.

Realizar a contagem de ostedcitos viaveis e o numero de lacunas vazias
atraves analise histomorfométrica.

Avaliar as caracteristicas da superficie 0ssea através de microscopia
eletronica de varredura.

Analisar o percentual de preenchimento 6sseo ap6s exodontia a partir de
imagens obtidas por microscopia confocal.

Avaliar composicdo e qualidade do tecido Osseo através de
espectrometria micro - Raman.

Analisar a quantidade e tipo de colageno por meio de coloracdo por

picrosirus red sob luz polarizada.

e Analise funcional do tecido de ratas submetidas a OMB e recebendo ATV:

o

Determinar a imunoexpresséo de Wnt10b, B-catenina, DKK-1 e caspase-3
nos osteocitos.
Quantificar a expressao de TNF-a, IL-1f no tecido gengival.

Avaliar os niveis séricos de calcio, fésforo e fosfatase alcalina 6ssea.
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4 METODOS

4.1 Desenho do Estudo e Aspectos Eticos

Este foi um estudo pré-clinico, randomizado, controlado e cego. Os
protocolos experimentais foram executados seguindo as recomendacfes
apresentadas no ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments)
guidelines para uso de animais experimentais (KILKENNY et al., 2010).

Os experimentos foram iniciados logo ap6s aprovacéo no Comité de Etica
Animal da UFC, protocolo n® 19/2016 (Anexo A), o qual é regido pela Declaracéo
Universal de Direitos Animais (UNESCO — 27 de Janeiro 1978) e pelos Guidelines
Eticos Internacionais para Pesquisa Biomédica envolvendo Animais (Conselho para
Organizacg0@es Internacionais de Ciéncias Médicas — CIOMS).

Todos os esforcos foram realizados no sentido de diminuir o nimero de
animais e seu sofrimento, com base nas orientacfes para pesquisas com animais e

apreciadas pelo comité de pesquisa em animais institucional.

4.2 Selecao dos animais

Para este estudo foram utilizados 72 ratas da linhagem Wistar (Rattus
novergicus), com massa corpérea de aproximadamente 180 - 200 gramas. Esses
animais foram procedentes do Biotério Central do Campus do Pici - UFC.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em nimero de 06
animais por caixa, todos receberam racédo comercial balanceada e 4gua a vontade, e
permaneceram nas mesmas condicdes ambientais de ciclos claro/escuro de 12
horas e temperatura ambiente de 22 - 24° C durante todo o experimento. Os animais

foram pesados semanalmente.

4.3 Modelo de Osteonecrose Experimental

A osteonecrose foi realizada por meio da administragdo intraperitoneal de
acido zoledronico (BARBA-RECREO et al., 2014), seguido de exodontia (SILVA et
al., 2015) que replica os achados histolégicos e radiograficos da doenca.

Inicialmente os animais dos grupos AZ, ATV - PRE e ATV - POS
receberam 0,1 mg/kg de AZ (Acido Zoledrénico, Cristalia, Itapira — SP — BRASIL) por
via intraperitoneal (i.p.) trés vezes por semana por 09 semanas (HIKITA et al., 2009;
HUJA et al., 2006, 2011; BARBA-RECREO et al., 2014). Os animais do grupo Salina
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(SAL) receberam 0,1 mg/kg, solucdo salina a 0,9%, por via i.p. 3x/semana por 9
semanas.

Na semana 8 (49° dia experimental — D49/S8), todos os animais foram
submetidos ao procedimento cirdrgico de exodontia dos 1°, 2° e 3° molares
superiores esquerdos (MSE) conforme protocolo estabelecido por BARBA-RECREO
(2014), em que foi utilizada a maxila como regido de escolha. Para tanto os animais
foram previamente anestesiados com cetamina (37 mg/kg) e xilazina (7 mg/kg) por
via intramuscular. Em seguida foi realizada a sindesmotomia com sonda exploradora
(GOLGRAN®, Sao Caetano do Sul/SP), sendo a remocéo do dente feita por luxacéo
com uso de espatula Hollemback 3S (GOLGRAN®, Sdo Caetano do Sul/SP) e a
extracao através a espatula Lecron-Zalle (GOLGRAN®, Sdo Caetano do Sul/SP) em
movimento de alavanca, de acordo com a técnica adaptada de MAAHS et al. (2011).

Todas as exodontias foram realizadas por um Unico operador e 0sS
animais foram randomizados quanto a ordem que foram submetidos ao
procedimento cirargico (comando aleatorizacdo, Microsoft Excel, 2007, Microsoft
Corporation®) ( SILVA et al., 2016).

O tempo de cada procedimento cirdargico foi cronometrado e os dentes
foram secos em papel absorvente e pesados em balanca de 10 g de precisdo de
acordo com protocolo estabelecido por FERREIRA JUNIOR (2016), sendo verificado
a presenca ou auséncia de fratura radicular durante a cirurgia.

No dia 77/semanall (D77/S11) todos os animais foram eutanasiados por
meio de overdose de barbitdrico Tiopental (100mg/kg) + Lidocaina (7 mg/kg) por via

intraperitoneal.
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4.4 Grupos experimentais

Para este estudo os animais foram divididos em 4 grupos experimentais
(n=6):

a) Grupo Salina (SAL)

b) Grupo Acido Zoledrénico (AZ)

c) Grupo Atorvastatina pré-operatoria (ATV - PRE)

d) Grupo Atorvastatina pos-operatoria (ATV - POS)

4.5 Tratamento com Atorvastatina (ATV)

A ATV (Atorvastatina Célcica, EMS, Hortolandia — SP — BRASIL na dose
de 27 mg/kg (GOES et al., 2014) administrada por via oral (v.0.), diariamente, por
trés semanas consecutivas de acordo com o grupo experimental. No grupo pré-
operatorio a ATV foi administrada a partir do dia 28/semana 6 (D28/S6) até do dia
49/semana8 (D49/S8), 01h antes da realizacdo da exodontia dos molares superiores
esquerdos. No grupo pés-operatério a ATV foi administrada 01h apds a exodontia
dos molares superiores esquerdos no dia 49/semana8 (D49/S8) até o dia
77/semanall (D77/S11). (Fig. 4).

Figura 4 — Protocolo experimental do estudo.

EUTANASIA

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S9 S10 S11
AZ AZ AZ AZ AZ AZ AZ AZ

ATV ATV ATV ATV ATV
O arvere Q) ATV-POS . s a
@® Az Pré-operatéria Poés-operatéria

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: No grupo Salina os animais ndo foram submetidos a
OMB, nenhuma medicac¢éo foi administrada, sendo feita a exodontia (D49/S8) e acompanhados até a
eutanasia (D77/S11); no grupo Controle os animais receberam AZ (0,1 mg/kg), e foram submetidos a
exodontia (D49/S8) e acompanhados até a eutanasia (D77/S11); no grupo ATV — PRE antes do
procedimento de extracao dentaria (D49/S8), foi administrada Atorvastatina na dose de 27 mg/kg por
via oral diariamente por 03 semanas consecutivas (S6, S7 e S8); (D28-D49), para prevenir OMB e no
grupo ATV — POS , 01 hora ap6s o procedimento de extragdo dentaria (D49/S8), foi administrada
Atorvastatina na dose de 27 mg/kg por via oral diariamente por 03 semanas consecutivas (D49-D70)
(27 mgl/kg, diariamente) para prevenir OMB. Os animais foram acompanhados até a eutanasia
(D77/S11).
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4.6 Avaliacdo Macroscépica

ApOs a anestesia e previamente ao procedimento cirdrgico, foi realizada
avaliacdo da cavidade oral do animal, com o objetivo de identificar a presenca de
lesdo na cavidade oral ou qualquer alteracdo na mucosa oral das ratas antes da
exodontia (adaptado de MAAHS et al., 2008).

Apdés a eutandsia dos animais, a maxila foi removida e uma nova
avaliacdo macroscopica da cavidade oral foi realizada para avaliar presenca ou
auséncia de exposicao 6ssea; presenca ou auséncia de solucéo de continuidade da
mucosa oral nas regides das exodontias, esta ultima com auxilio de uma sonda
clinica nimero 5 (GOLGRAN®, Sdo Caetano do Sul/SP) (MAAHS et al, 2011).

4.7 Andlise Histolbgica

ApdOs analise macroscopica as maxilas foram fixadas em formol
tamponado a 10% por 24 horas. A seguir, foram submetidas a descalcificacdo com
EDTA a 10%, por aproximadamente 90 dias, para a desmineralizagdo, seguido de
banho em agua corrente por 24 horas. As pecas foram armazenadas em alcool
absoluto até sua inclusdo em parafina. Foram feitos cortes seriados de 04 um e
coradas com hematoxilina e eosina (H&E).

A analise histopatoldgica foi realizada por um observador experiente que
desconhecia os grupos, nas magnificacdes de 100X, 200X e 400X. Os parametros
analisados foram: o aspecto histolégico geral de cicatrizacdo, a intensidade do
infiltrado inflamatério e a presenca de sequestro 6sseo.

A intensidade do infiltrado inflamatério foi analisada na area do defeito
préximo do local das exodontias, por meio de escores variando de 0 a 3, onde 0 =
auséncia ou discreto infiltrado de Polimorfonucleares (PMN); 1 = 1/3 do campo
observado com PMN; 2 = 2/3 do campo observado com PMN; 3 = campo
completamente repleto de PMN (Adaptado de YANIK et al., 2016).

A presenca de sequestro 0sseo também foi analisada na area do defeito
préximo do local das exodontias, por meio de escores variando de 0 a 2, onde 0=
auséncia de sequestro 0sseo; 1 = 3 do campo observado com sequestro 0sseo; 2 =
2/3 do campo observado com sequestro 6sseo (Adaptado de YANIK et al., 2016). O
sequestro 0sseo foi caracterizado por uma area isolada de tecido 6sseo sem

ostedcitos viaveis e circundado por tecido conjuntivo com infiltrado inflamatorio.
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Estes parametros foram mensurados conforme descrito na tabela 01 e os

dados foram apresentados como mediana (valores extremos).

Tabela 01 — Paréametros de aspectos histologicos de infiltrado inflamatério e de

presenca de areas necrgticas e/ou sequestros 0sseos.

PARAMETRO ESCALA
Infiltrado inflamatorio: O=Normal. 1=Discreta. | 2=Moderada. 3=Intensa.
auséncia ou 1/3 do campo | 2/3 do campo campo
discreto observado observado | completamente
infiltrado de com PMN com PMN repleto de PMN
PMN
Sequestro 6sseo: 0 = Ausente. 1=Leve. 2=Intenso.
Auséncia de 1/3 do campo 2/3 do campo observado
sequestro 6sseo| observado com sequestro 0sseo
com sequestro
0sseo

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018), adaptado de Yanik et al., 2016.

4.8 Andlise histomorfométrica do numero de osteodcitos viaveis e lacunas
vazias

As mesmas laminas do estudo histopatolégico foram utilizadas para a
analise histomofométrica. Para tanto, em magnificacdo de 400x, no local referente
as extracdes, foram fotografados 10 (dez) campos em cada lamina, selecionados de
forma aleatdria seguindo as seguintes regifes (coronaria, intermediaria e apical). O
namero de ostedcitos e lacunas vazias foram contados com o auxilio do software
Image J® (NIH, Bethesda — MD - EUA) utilizando o comando cell conter (JILKA,
NOBLE, WEISNTEIN, 2013). A soma do numero de osteocitos e de lacunas vazias
presentes nos dez campos analisados foi utilizada para a avaliagdo quantitativa. O

somatorio dos campos de cada lamina foi considerado como unidade amostral.
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4.9 Analise da Superficie 6ssea por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Um experimento adicional foi realizado para analise em microscopia
eletrbnica de varredura. ApOs a eutanasia dos animais, as hemiarcadas foram
removidas e fixadas em Karnovisky por no minimo 6 horas, depois mantidas em um
tampdo Cacodilato. As maxilas foram cortadas em uma cortadeira com disco
diamantado (vestibular-palatina) para a obtencéo do fragmento da maxila (fragmento
de 0,5 X 0,2 cm e com 0,5 mm de espessura), delimitado a regido onde realizou — se
as exodontias. O fragmento foi colocado em um eppendorf e deixado no dessecador
por 24h para secagem. Os fragmentos foram montados em stubs para a realizacao
da metalizacdo com ouro em pé (Metalizador Quorum QT150ES, Quorum
Technologies, Laughton, Inglaterra) para a analise por microscopia eletrbnica por
varredura (MEV inspect-50, FEI, Hillsboro, Oregon, USA) (LIMA et al., 2017). A
superficie 6ssea proximo ao local de extracéo foi analisada quanto a rugosidade nas

magnificacdes de 300x, 800x, 1000x.

4.10 Analise da Composicdo 6ssea por Espectroscopia Micro-Raman

Um experimento adicional foi realizado para coleta de maxilas para a
realizar espectroscopia Raman. Apds eutandsia as pecas foram armazenadas no
freezer a -80 °C para posterior andlise em espectrofotdmetro Micro-Raman
(XploRA™ Horiba JobinYvon, Paris, Franca) acoplado a um microscépio Confocal,
modelo XploRA™ e fabricado pela Horiba Jobin Yvon. Os espectros raman foram
obtidos com excitacdo em 785 nm e a poténcia do laser foi de 50%.

Para a padronizacdo do presente estudo, as pecas tiveram suas
aquisicoes realizadas em dois pontos distintos, proximos a regido de exodontia
(dentro e fora do alvéolo). A distribuicdo espacial dos componentes organicos e
inorganicos foram determinadas através das intensidades relativas correspondentes
aos picos Raman. Os espectros Raman foram obtidos utilizado laser de argbnio
com comprimento de onda de 638 nm e poténcia de 3,2 mW (Olympus). Além disso,
aumentos de 10 e 100 vezes foram utilizados para permitir o foco as regides
avaliadas (CARVALHO, 2017).

O espectro Raman foi obtido na faixa de 750 cm™ a 1500 cm™ com 10
segundos de analise e total de 3 acumulacdes por regido. As bandas Raman
selecionadas para avaliacdo foram em ~960 e ~1070 cm™, as quais sdo atribuidas &
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hidroxiapatita (HA) fosfatada e HA carbonatada, respectivamente, e a banda ~1454
cm™ que é atribuida ao componente de colageno da matriz 6ssea (PENEL, et al.,
1998; TIMLIN, CARDEN, MORRIS, 1999; TARNOWSKI, IGNELZI e MORRIS, 2002;
MORRIS e MANDAIR, 2011).

Os dados foram obtidos por um sistema de comando de aquisicdo de
dados LabSpec 6 software (Horiba, JobinYvon, Paris, Franca) e analisados pelo
programa Origin 9 (Originlab© Corporation, One Roundhouse Plaza, Northampton,
MA 01060, U.S.A.), em que foi calculada a intensidade dos espectros referente ao
Fosfato (981,9 - 925,7 cm™), Prolina (921 - 855 cm™), Fenilanina (1002 cm™),
Hidroxiapatita (876 cm™), Amida | (1, 716.3 - 1, 541.2cm™), Amida Ill (1243 — 1320
Cm'l) (PENEL et al,, 1998; TIMLIN, CARDEN, MORRIS, 1999; MORRIS e
MANDAIR, 2011). As bandas de Fosfato e Hidroxiapatita correspondem a porcéo
mineral do tecido 6sseo, enquanto as bandas de matriz sdo marcadas pela Prolina,
Fenilanalina, Amida | e Amida Ill.

Além das bandas, foram calculadas a relacdo mineral/matriz (~960 cm’
1/~1454 cm™), relacdo carbonato/Amida | (~1070 cm™/~1454 cm™) e também a
relacdo entre a HA carbonatada/fosfatada (~1070 cm™/~960 cm™)
(KOURKOUMELIS e TZAPHLIDOU, 2010; ARUWAJOYE, KIM e ASWATH, 2015).
Todos os espectros foram adquiridos no mesmo dia e, sob condigcbes ambientais,
para evitar desalinhamentos Opticos e alteracdes na poténcia do laser.

4.11 Andlise do Percentual da Area representada por Tecido Osseo através da
Microscopia Confocal

Sabendo que o colageno é uma proteina estrutural que apresenta um
fenbmeno natural de autofluorescéncia (MONICI, 2005), as mesmas laminas
utilizadas para o estudo histopatolégico foram analisados por Microscépio Confocal
LSM 710 (Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha) através do software do fabricante (Zen
2.1 lite black, 64-bit version, 758 MB, Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha). Para
obtencao das imagens foi utilizado um laser de comprimento de onda de 488 nm e
canal de emisséo de fluorescéncia FITC-verde (CARVALHO et al., 1999; ORIA et al.,
2003; GONCALVES et al., 2014; LIMA et al., 2017).

ApOs a obtencdo da imagem em uma magnificacdo de 20x, foi
mensurado o percentual de preenchimento 6sseo na regido do alvéolo, utilizando a

imagem de toda a extensdo da lamina.
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Para medida do percentual de preenchimento Osseo foi realizada
inicialmente a delimitagdo e recorte da area dos alvéolos com auxilio do Software
ImageJ®, utilizando o comando de selecao de area livre (Freehand selections> Clear
Outside). ApOs essa etapa, foi mensurada a area total de cada alvéolo através do
comando Measure (Analyze > Measure). Posteriormente, a imagem teve suas cores
invertidas a partir do comando Invert (Edit > Invert) e foi feita calibracdo das imagens
pelo comando Color Thershold (Image > Adjust > Color Thershold) na funcdo RGB
para as cores Vermelho (Minimo de 0 e Maximo de 255), Verde (Minimo de 35 e
Méaximo de 69) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 255). Depois da calibracdo, com
destaque para tecido 6sseo, as imagens foram convertidas para escala de cor de 8-
bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary) para entao
ser mensurada a porcentagem da area marcada em branco, referente ao tecido
6sseo (Analyze > Analyze Particles) (FERREIRA JUNIOR, 2016). Os dados foram

expressos como médiat E.P.M.

4.12 Analise da quantidade e tipo de Colageno
A coloracdo de Picrosirus Red (PSR) € um método simples e sensivel de

detectar a presenca de colageno (JUNQUEIRA et al., 1979) aumentando sua
birrefringéncia quando analisado sob luz polarizada (JUNQUEIRA et al. 1979;
MONTES e JUNQUEIRA 1991), permitindo assim a identificacdo do tipo de colageno
(colageno tipo | - coloracdo amarelo-avermelhada e colageno tipo Ill - coloracdo
verde-esbranquicada) (JUNQUEIRA et al., 1979; MONTES e JUNQUEIRA 1991).

Para esta andlise, secgbes histolégicas de 3 ym foram dispostas em
laminas de vidro silanizadas e desparafinados em estufa a 60°C por 3h e trés
banhos de xilol (5 minutos). Apos reidratacdo em série decrescente de alcool as
laminas foram incubadas em solucéo de Picrosirius (ScyTek®, Logan, UT, USA) por
30 minutos e entdo lavadas rapidamente em dois banhos de acido cloridrico 5%,
contra-coradas com hematoxilina de Harris por 45 segundos e montadas com
Enhtellan®. Apo6s preparo, as laminas foram analisadas sob microscoépio
convencional e sob filtro de luz polarizada.

Para avaliacdo do colageno foram fotografados 6 campos em um
aumento de 200x (Microscopio Leica) na regido em que foi realizada as exodontias.
As fotomicrografias foram avaliadas quantitativamente pelo software de andlise de

imagem ImageJ®, apds calibracdo das imagens pelo comando Color Thershold
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(Image > Adjust > Color Thershold) na funcdo RGB para as cores Vermelho (Minimo
de 71 e Ma&ximo de 255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 69) e Azul (Minimo de 0
e Maximo de 92). Depois da calibracdo as imagens foram convertidas para escala
de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary)
e mensurada a porcentagem de &rea total de colageno marcada em preto (Analyse >
Analyse Particles). Apds polarizagdo de luz, o mesmo protocolo foi realizado
ajustando-se as cores na funcdo RGB para: Vermelho (Minimo de 0 e Maximo de
255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 255) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 32).
ApoOs ajuste, as imagens foram convertidas para escala de cor de 8-bits (Image >
Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary) e mensurada a
porcentagem de area de coldgeno marcada em amarelo avermelhado relativa a area
marcada em vermelho. Foi obtida a area verde-esbranquicada através de processo
semelhante ao descrito para a area amarelo avermelhada alterando-se os canais de
cores RGB para: Vermelho (Minimo de 0 e Maximo de 65), Verde (Minimo de 0 e
Maximo de 255) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 255) (ANDRADE et al., 2011;
FERREIRA JUNIOR, 2016). A média das percentagens das laminas foi utilizada
como uma unidade de amostra e os dados foram apresentados como média

percentual + E.P.M.

4.13 Imunohistoquimica para DKK-1, Wnt10b, B-catenina e Caspase-3

A partir dos blocos de parafina usados para andlise histolégica foram
removidas seccdes de tecido que foram submetidos aos anticorpos DKK-1, Wnt10b,
B-catenina e Caspase-3 utilizando o método de estreptavidina-biotina-peroxidase
(HSU e RAINE, 1981).

Para tanto, as seccfes foram desidratados em &alcool sendo, entdo,
incluidas em parafina. Em seguida, foram feitos cortes seriados de 4 ym em
micrétomo apropriado e colocados em laminas de poli-L-lisina, apropriadas para a
realizacdo de imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em
xilol e alcool e imersos em tampéo citrato 0,1 M (pH 6,0) sob aguecimento em
banho-maria, por 1 hora e 30 minutos para a recuperacao antigénica a 69 °C. Apés o
resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas
lavagens com solucdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da
peroxidase endogena com solucdo de H,O, a 3% (30 minutos). Posteriormente, foi

feito bloqueio de proteina com albumina sérica bovina (BSA) a 5% por 30 minutos.
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Os cortes foram incubados overnight com anticorpo primario de cabra para [3-
catenina 1:100 (ABCAM®, Cambridge, MA, EUA), anticorpo policlonal anti-coelho
para Wnt10b diluido 1:200 (ABCAM®, Cambridge, MA, USA) em anticorpo diluente,
para DKK-1 diluido 1:100 (ABCAM®, Cambridge, MA, EUA) e para Caspase-3 diluido
em 1:50 (SantaCruz Biotechnology®, Dallas, TX, EUA) Apds a lavagem em PBS, foi
feita a incubacdo com secundario (de deteccdo) biotinilado IgG de cabra diluido
1:400 (Santa Cruz Biotechnology®, Dallas, TX, EUA), por 30 minutos. Depois de
lavado, os cortes foram incubados com o complexo estreptoavidina peroxidase
conjugada (complexo ABC Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) por 30
minutos. Ap6s nova lavagem com PBS, seguiu-se coloragdo com o cromdgeno
3,3'diaminobenzidine-perdoxido  (DAB), seguida por contra-coloragcdo com
hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a desidratagdo das amostras e
montagem das laminas. Controles foram processados simultaneamente como
descritos acima, para o controle negativo o anticorpo primario foi substituido por
PBS-BSA 5% (HSU e RAINE, 1981; DALCICO et al., 2013) e para o positivo foram
utilizados os tecidos de referencia de acordo com o fabricante. As imagens da
imunohistoquimica foram capturadas por meio de um microscopio de luz acoplado a
uma camera com sistema de aquisicdo LAZ 3.5 (LEICA DM 1000, Wetzlar,
Alemanha). Foi realizada a contagem de células imunomarcadas positivamente ao
redor do tecido 6sseo localizado na regido préxima as exodontias em 05 campos por
lamina (ANDRADE et al., 2008; LISBOA et al., 2015).

4.14 Niveis gengivais de citocinas TNF-a, IL-18

As concentracbes de TNF-a e IL-1B foram determinadas, pelo método
ELISA, a partir do tecido gengival vestibular dos MSE coletado apés eutanasia em
todos os grupos experimentais. O tecido gengival foi removido e armazenado a —
80°C. O material foi homogeneizado em PBS e o sobrenadante foi usado para
determinar os niveis de citocina por meio do Kit DuoSet (ReD Systems, Minneapolis,
MN, EUA) (DALCICO et al., 2013).

Inicialmente as placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas com o
anticorpo de captura para IL-1f ou TNF-a por 18h em temperatura ambiente com
100 pL de anticorpo para cada poco. Posteriormente, as placas foram lavadas trés
vezes com 200 pL de tampao de lavagem (ReD Systems, EUA) e bloqueadas com
200 pL de BSA 1% (ReD Systems, EUA) por 1 h. Apds o bloqueio, 100 uL das
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amostras ou da curva padrao foram adicionadas em cada poco e incubadas por 2 h
em temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas trés vezes com 200 pl de
tampao de lavagem e depois incubadas com anticorpo de detecgéao para IL-1 ou
TNF-a em temperatura ambiente por 2 horas. Na etapa seguinte, as placas foram
lavadas novamente por trés vezes com 200 uL de tampédo de lavagem e incubadas
com 100 pL de estreptavidina em temperatura ambiente por 20 minutos. Novamente,
as placas foram lavadas trés vezes com 200 pL de tampé&o de lavagem. Na etapa
seguinte, 100 pL da solucéo substrato para revelacdo (ReD Systems, EUA) foram
adicionadas em cada poco e incubadas por 20 min a temperatura ambiente
protegidos da luz. A reacdo enzimatica foi cessada, adicionando 50 pL solucéo de
parada (H,SO,). Enfim, a absorbancia foi medida a 450nm. O resultado foi expresso

em pg/ml.

4.15 Dosagens Bioquimicas

Dois dias antes do inicio do experimento (D0), e no dia do sacrificio (D77),
foram coletados de cada animal 2 ml de amostra de sangue do plexo retro-orbital
sob anestesia, com o objetivo de dosar as concentracdes séricas de calcio, fosforo e
fosfatase alcalina 6ssea dos animais. Em seguida, para a reposi¢do dos fluidos, 2 ml
de solucéo salina a 0,9% foram administrados por via intraperitoneal. Os tubos de
sangue foram centrifugados 20 minutos (a 4000 rpm) e o sobrenadante foi coletado
e armazenado - 80°C para posterior analise.

As dosagem de Célcio e Fésforo foram feitas de acordo com as
recomendac6es do fabricante (Labtest®, Lagoa Santa —MG, Brasil). Os niveis séricos
de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO), um marcador de formacdo Ossea, foram
determinados usando a metodologia da inativacdo térmica de amostras (MOSS e
WHITBY, 1975). Inicialmente fez-se a dosagem de fosfatase alcalina total (FAT),
seguindo a metodologia do fabricante (Labtest®). A FAT é composta pelas isoformas
hepaticas, entérica e 0ssea. Considerando que a isoforma O0ssea € termosensivel
uma nova dosagem foi feita ap6s aquecimento da amostra a 56°C por 10 min (FAA).
Os niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea (FAO) foram obtidos pela diferenca
entre os valores de FAT e FAA. Os niveis séricos das enzimas foram expressos em
U/L.
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4.16 Analise Estatistica

A normalidade dos dados foram verificadas através do teste de Shapiro-
Wilk. Os dados paramétricos foram apresentados como média + erro padrdo da
média (E.P.M.). Foi utilizado o teste de analise de variancia ANOVA seguido pelo
teste de Tukey no caso de homogeneidade de variancias (p=0,05) ou pelo teste
Games-Howell caso ndo houvesse homogeneidade de variancias (p<0,05). Os
dados ndo paramétricos foram apresentados com mediana (valores extremos),
sendo utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Em todas as situacdes foi
adotado o nivel de significancia de p<0,05.

O software utilizado para todas as analises foi o IBM® SPSS® statistics 20

e gréficos elaborados usando recursos do GraphPad Prism® vers&o 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise Macroscépica
ApOs a eutanasia, todas as maxilas extraidas foram examinadas para
verificar a presenca de exposicdo 0ssea nos locais de extracdo, formacdo de

abscessos e fistulas e cicatrizacéo ossea (Fig. 5).

Figura 5 — Imagens representativas do efeito da ATV no tecido dsseo de ratas
submetidos a OMB.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Aspecto macroscopico da maxila de ratas que receberam SAL
(A), AZ (B) ATV pré (C) ou ATV pos (D). Seta amarela indica Exposicdo Ossea (EO) na cavidade oral,

Recobrimento Mucoso (RM).

Todos os animais do grupo AZ (Fig. 5B) apresentaram exposi¢cdo 0ssea
com solugéo de continuidade da mucosa oral, enquanto os animais do grupo Salina
(Fig. 5A) apresentaram recobrimento da ferida cirdrgica. No grupo ATV - PRE (Fig.
5C), 05 animais apresentaram recobrimento da mucosa oral e 01 animal com
pequena area de exposi¢do 6ssea, ja no grupo ATV - POS (Fig. 5D), 04 animais
apresentaram recobrimento da mucosa oral e 02 animais com pequena area de

exposicao ossea.
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5.2 Anélise Histopatoldgica

De forma geral a hemimaxila de animais submetido a OMB (Fig.7B),
mostrou um tecido 6sseo com indmeras lacunas de ostedcitos vazias, areas de
grande infiltrado inflamatério, aumento de vasos congestos e sequestros 0Sseos,
além de areas sugestivas de colbnias bacterianas (Fig. 6 A - 6F). Por outro lado, os
animais do grupo SAL (Fig. 7A) apresentaram tecido 0sseo mais organizado e
celularizado, preservacao de ostedcitos viaveis, com atividade osteoblastica e raros
osteoclastos, sem alteracdes teciduais, além de eventuais focos inflamatdrios
residuais ao redor do sitio de exodontia (Fig. 7A). Nos grupos que utilizaram ATV foi
observada de forma geral uma melhora no infiltrado inflamatério, com reducdo da
congestdo dos vasos sanguineos, reducdo do numero das lacunas vazias de
ostedcitos (ATV - PRE [Fig. 7C]; ATV - POS [Fig. 7D]). Em todos 0S grupos 0 0Sso
recém-formado apresentou aspecto imaturo, com lamelas desorganizadas e muitos
espacos medulares nas areas onde foram realizadas as exodontias.

A tabela 2 mostra a andlise da intensidade do infiltrado inflamatério nos
animais submetidos a OMB e tratados com ATV. Os animais do grupo SAL
apresentaram discreto infiltrado inflamatério (Fig. 7A). O modelo de OMB apresentou
um infiltrado inflamatério neutréfilico moderado (Fig. 7B) O tratamento com ATV
(grupos ATV - PRE [Fig. 7C] e ATV - POS [Fig. 7D]) reduziu a intensidade do
infiltrado. Apesar da tendéncia a protecao tecidual mediada pela ATV nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os diferentes grupos (Tabela 2).

A avaliacdo da presenca de sequestros 6sseos pode ser analisada na
tabela 3. Os animais do grupo SAL apresentaram auséncia de sequestro ésseo na
sua maioria (Fig. 7A). No grupo AZ os sequestros estavam levemente presentes (Fig.
7B). Ja no grupo tratado com ATV (PRE [Fig. 7C] ou POS [Fig. 7D]) se observou

reducdo desses achados (Tabela 3). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 6 — Fotomicrografia dos aspectos histopatoldgicos do efeito do AZ no tecido

0sseo de ratas submetidas a OMB.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia da hemimaxila de ratas que
receberam AZ. (A) Presenca de vasos congestos (setas verdes); (B) presenca de sequestro 6sseo no
aumento de 200x; (C) sequestro 6sseo no aumento de 400x e osteoclasto (seta amarela); (D) areas
sugestivas de colbnia bacteriana; (E) presenca de infiltrado inflamatério moderado no aumento de
200x e (F) Infiltrado inflamatoério no aumento de 400x. SO= Sequestro 6sseo; CB= colbnia bacteriana;

IF= Infiltrado Inflamatério. Barra — 50 um, Hematoxilina e Eosina (H&E). (200x e 400x magnificacao).

Figura 7 — Fotomicrografia dos aspectos histopatoldgicos do efeito da ATV no tecido
0sseo de ratas submetidas a OMB.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia da hemimaxila de ratas que
receberam SAL (A), AZ (B) ATV pré (C) ou ATV pés (D). O=0sso; TC=Tecido conjuntivo; Ep=Epitélio;
RR=Raiz residual; IF= Infiltrado Inflamatdrio. Barra — 50 pum, Hematoxilina e Eosina (H&E). (100x

magnificacao).
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Tabela 2 — Andlise histopatologica do efeito da ATV na intensidade de infiltrado

inflamatoério no tecido 6sseo de ratas submetidas a OMB.

Intensidade do,ir_mfiltrado SAL AZ ATV-PRE ATV-POS
inflamatorio
(0) Normal 02 00 01 02
(1) Discreta (1/3) 03 01 03 03
(2) Moderada (2/3) 01 05 02 01
(3) Intensa (3/3) 00 00 00 00
Mediana (valores extremos) 1(0-3) 2 (1-2) 1(0-3) 1(0-3)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: SAL=Salina, AZ=Acido Zoledrénico, ATV-PRE=Pré-
operatério e ATV-POS=P6s-operatorio. Valores séo apresentados em Mediana (Valores extremos) de

6 animais por grupo. Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn.

Tabela 3 — Andlise histopatoldgica do efeito na ATV sobre presenca de sequestro

6sseo no tecido 6sseo de ratas submetidas a OMB.

2 [l SAL AZ ATVPRE ATV POS
Necrose 6ssea

(0) ausente 04 01 04 04
(1) levemente presente (1/3) 02 04 02 01
(2) presente acentuadamente (2/3) 00 01 00 01
Mediana (valores extremos) 0 (0-1) 1(0-2) 0 (0-1) 0 (0-2)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: SAL=Salina, AZ=Acido Zoledronico, ATV-PRE=Pré-
operatorio e ATV-POS=Pds-operatdrio. Valores sdo apresentados em Mediana (Valores extremos)

de 6 animais por grupo. Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn.
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5.3 Analise histomofométrica do numero de ostedcitos viaveis e numero de
lacunas vazias.

A figura 7A mostra distribuicdo do numero de ostedcitos viaveis nos
animais submetidos a OMB e tratados com ATV. O modelo de OMB causou uma
reducao significante do nimero de ostedcitos viaveis (251,25+31,44 células) (Fig. 9B)
guando comparado ao grupo SAL (523,50+36,02 [Fig. 9A]). O tratamento com ATV
(ATV-PRE= 411,16+40,12; [Fig. 9C]) (ATV-POS= 476,20+65,13; [Fig. 9D]) preveniu
a morte de ostedcitos no tecido 6sseo quando comparado ao grupo AZ.

Considerando o numero de lacunas vazias (Fig. 8B), o AZ provocou um
aumento no numero de lacunas vazias (136,66+£13,94) (Fig. 9B) quando comparado
com o SAL (40,50+5,03) (Fig. 9A) (p<0,05). Por outro lado, o tratamento com ATV
(IATV-PRE = 63,66+6,15 [Fig. 9C]) (ATV-POS = 53,00+11,64 [Fig. 9D]) reduziu o

namero de lacunas vazias de ostedcitos quando comparado ao grupo AZ (p<0,05).

Figura 8 — Analise histomorfométrica do efeito da ATV no tecido 6sseo de ratas
submetidas a OMB.

200-
0 *# p<0,05 *# p<0,05
#
1 *
3 4 [ 2150 -
3 1 3
> 4004 >
]
2 . @ 100
3 — 5 #
2 8 == #
8 - ° I
g °% 50{
X z
T T L T 0 T T T, T
SAL PRE POS SAL PRE POS
ATV ATV
Az AZ

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Andlise histomorfométrica do efeito da ATV no nimero
de ostedcitos viaveis (A) e niumero de lacunas de ostedcitos vazias (B) na hemimaxila de ratas
submetidas a OMB (B), Barras representam médiaxtEPM de 6 animais por grupo. (*) indica diferenca
quando comparado ao grupo SAL. (#) indica diferenca quando comprado ao grupo AZ. (ANOVA e
Tukey). (p<0,05).
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Figura 9 — Fotomicrografia dos aspectos histopatolégicos do efeito da ATV no tecido

0sseo de ratas submetidas a OMB.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia da maxila de ratas que receberam
SAL (A), AZ (B) ATV pré (C) ou ATV pos (D). Lacunas vazias (setas preta). Barra — 100 pm,
Hematoxilina e Eosina (H&E). (400x magnificagao).
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5.4 Anélise Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na analise da superficie éssea pela microscopia eletronica de varredura
(MEV) foi possivel observar que o AZ modificou a superficie 6ssea tornado-a mais
rugosa (Fig. 10B) quando comparado ao grupo SAL (Fig. 10A), que caracteriza uma
superficie reabsorvida, passando por escavacdes de osteoclastos. O tratamento
com ATV, seja pré-operatoério (Fig. 10C) ou pés-operatorio (Fig. 10D), preservou a
estrutura 6ssea, com menor rugosidade da superficie 6ssea, caracterizando

formacao 6sseo.

Figura 10 — Eletrofotomicrografia do efeito da ATV na superficie da maxila de ratas

submetidas a OMB.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia do efeito da ATV na superficie da
maxila de ratas que receberam SAL (A), AZ (B) ATV-PRE (C) ou ATV-POS (D). Barra — 1mm,

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). (80x magnificacao).
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5.5 Analise do Percentual da Area representada por Tecido Osseo através da
Microscopia Confocal

Os animais do grupo AZ (15,88%+0.0850) (Fig. 11B) demonstram um
aumento da porcentagem do preenchimento 0sseo comparado ao grupo SAL
(10,57% +0.4064) (Fig.11A) (p<0,05). O tratamento com ATV-PRE (40,65%z0.7048)
(Fig. 11C) ou ATV-POS (27,69%=0.2451) (Fig.11D) aumentou de forma significante
o percentual de preenchimento de tecido 6sseo quando comparado ao grupo AZ.
Houve diferenca estatistica entre os grupos ATV-PRE (40,65%+0.7880) e ATV—
POS (27,69%20.2740) (Fig.11E). (p<0,05).
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Figura 11 — Fotomicrografia do efeito da ATV no percentual de preenchimento

6sseo na maxila de ratas submetidas a OMB.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia do efeito da ATV no preenchimento
6sseo da hemimaxila de animais que receberam SAL (A), AZ (B) ATV - PRE (C) ou ATV - POS (D)
em imagem binaria. (20x magnificac@o). Efeito da ATV preenchimento 6sseo da hemimaxilla de
animais submetidos a OMB. Barras representam média + EPM de 6 animais por grupo. (*) indica
diferenca quando comparado ao SAL. (#) indica diferenca quando comprado ao grupo AZ. (8) indica
diferenca entre os grupos ATV (ANOVA e Tukey) (p<0,05).
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5.6 Andlise da composicao 6ssea por espectrometria RAMAN

O espectro Raman de todos 0s grupos pode ser visto na Figura 12. Os dados
das bandas vibracionais sdo mostradas na Tabela 4. Foi possivel observar que
houve um aumento significante em todas as bandas selecionadas para analise no
grupo AZ quando comparado a SAL. O tratamento com ATV (PRE e POS) reduziu o
aumento da banda de HA carbonatada e de Amida | e ATV — POS reduziu Amida lll
(p<0,05).

Figura 12 — Efeito da ATV sobre os componentes do 0osso da maxila de ratas
submetidas a OMB.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Espectros representativos das bandas estudadas no

maxila de ratas que receberam SAL (A), AZ (B) ATV-PRE (C) ou ATV-POS (D).
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Tabela 4 — Efeito da ATV nos espectros Raman dos principais componentes
relacionadas ao tecido 0sseo.

GRUPO . .
RAMAN SHIFT (cm™) SAL AZ ATV - PRE ATV - POS
PROLINA
(921 - 855 cm™) 610.3+£30,33 725,7+85,01* 741,6+46,60 676,0+31,90
HA FOSFATADA
(981.9 - 925.7 cm™) 616.6+32,40 748,9+88,98* 763,2+31,61 681,5+34,14
FENILANINA
(1002 cm™) 630,5+£33,70 775,2+93,71* 760,1+45,39 693,7+43,25
HA CARBONATADA
(~1070 cm™) 633,6+29,36  807,5+113,89*  781,5+47,43" 711,9+33,65"
AMIDA 111
(1243 — 1320 cm™) 655,1+22,90 872,1+147,95*  822,9+35,50 728,1+45,64"
AMIDA |

(1.716.3-1.541.2-1 cm™) | 655,9+20,30  803,0+152,30*  792,7+16,97°  726,8+45,10"

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: SAL=Salina, AZ=Acido Zoledrénico, ATV-PRE=Pré-
operatorio e ATV-POS=P6s-operatdrio. Valores sdo apresentados em médiastEPM das intensidades
dos picos Raman estudados. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo SAL. (#) indica
diferenca quando comprado ao grupo AZ. (ANOVA e Tukey).(p<0,05).

Na tabela 5 podem ser analisadas as razdes entre os picos absolutos. No
grupo AZ houve reducéo significante da relacdo mineral/matriz na superficie 6ssea
quando comparado ao grupo SAL. O tratamento com ATV (PRE e POS) preveniu tal
reducdo (p<0,05). Com relagéo a propor¢cdo HA carbonatada/ HA fosfatada do osso,
no grupo que recebeu apenas AZ houve aumento significante desse parametro
enquanto a o tratamento com ATV (PRE e POS) preveniu este aumento (p<0,05). O
padrdao de comportamento HA carbonatada/amida | ndo apresentou diferencas

estatisticas entre os grupos.
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Tabela 05 — Comparacédo dos parametros da espectroscopia Raman dos substratos

0sseos.
Relagdes SAL AZ ATV — PRE ATV — POS
Mineral/matriz 0,940+0,012  0,816+0,043* 0,923+0,006" 0,938+0,008"
HA carbonatada 1,028+0,006  1,115+0,026* 1,048+0,002" 1,045+0,010"
/HA fosfatada
HA carbonatada
/Amida | 0,966+0,010 0,923+0,018 0,973+0,003 0,980+0,010

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: SAL=Salina, AZ=Acido Zoledrdnico, ATV-PRE=Pré-
operatério e ATV-POS=P6s-operatorio. Valores sdo apresentados em médias (+desvio padrdo) das
varidveis estudadas. (*) indica diferengca quando comparado ao grupo SAL. (#) indica diferenca
quando comprado ao grupo AZ. (ANOVA e Tukey).(p<0,05).
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5.7 Anélise da quantidade e tipo de Colageno por Coloracéo de Picrossirius
Red sob filtro de luz polarizada.

Usando a coloracao de Picrossirius red foi possivel observar uma reducao
significante no percentual de colageno no grupo AZ (63,08%+3,079) (Fig. 14C)
quando comparado a SAL (78,39%z1,467) (Fig. 14A). O tratamento com ATV — PRE
(71,78%+3,829) (Fig. 14E) ou ATV — POS (74.78%+3,031) (Fig. 14G) manteve o
percentual de coladgeno semelhante ao grupo SAL (78,39%+1,467) (Fig. 13A).
(p<0,05).

Sob luz polarizada as fibras colagenas do tecido 6sseo dos animais do
grupo AZ (38,58%+4,081) mostraram reducdo da birrefringéncia amarelo-
avermelhada (Fig. 13B; 14D), caracteristica de colageno tipo |, quando comparado
aos do grupo SAL (60.44%+1,993) (Fig. 14B). O tratamento com ATV — PRE
(52.14%%+2,224) (Fig. 13F) ou ATV — POS (56.73%+3,255) (Fig. 14G) causou
aumento da birrefringéncia amarelo-avermelhada quando comparado a AZ
(38,58%+4,081) (p<0,05). Considerando a birrefringéncia verde-esbranquicada,
caracteristica de colageno tipo Ill, ndo houve diferenca entre os grupos AZ
(16,43%=0,8690) e SAL (13,89%=1,148) (Fig. 13C) No grupo tratado com ATV —
PRE (10,40%%0,4) e ATV — POS (12,60%+0,5099) foi possivel observar uma
reducao significante desta birrefringéncia quando comparado a AZ (16,43%=0,8690)
(p<0,05).
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Figura 13 — Efeito da ATV no percentual de colageno total, tipo | e tipo Ill da
hemimaxila de ratas submetidas a OMB.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Efeito da ATV no percentual de colageno total (A), de
colageno tipo | (B) e colageno tipo Il (C) de animais submetidos a OMB. Barras representam média +
EPM de 6 animais por grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo SAL. (#) indica
diferenca quando comprado ao grupo AZ (ANOVA e Tukey) (p<0,05).
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Figura 14 — Fotomicrografia do efeito da ATV nas fibras coladgenas da matriz 6ssea

coradas com Picrosirius Red e sob filtro de luz polarizada em modelo de OMB.

L

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia do efeito da ATV no preenchimento
6sseo da hemimaxila de ratas que receberam SAL (A e B), AZ (C e D) ATV - PRE (E e F) ou ATV -
POS (G e H) Coloragéo Picrossirius Red sem (imagens a esquerda) e apds polarizagdo de luz (a

direita). (200x magnificacao).
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5.8 Anélise Imuno-histoquimica para Wnt10b, B-catenina, DKK-1 e Caspase-3

Em relacdo a via de sinalizacdo Wnt, os animais do grupo AZ mostraram
reducdo da quantidade de células imunopositivas para Wnt10b (6,455+2,535 células
positivas/mm?) quando comparado ao grupo SAL (23,75+2,535); (Fig.15A e Fig.16A,
16B); (p<0,05). O tratamento com ATV-PRE preveniu a reducdo da
imunomarcacaode Wnt10b (12,91+2,535) induzida pelo AZ de forma significante (Fig.
14A, 15C). Nao houve diferenca significante comparando o grupo ATV-POS (Fig. 16
C) e AZ

O AZ (Fig. 17B) causou reducdo da imunoexpressdo de [B-catenina
(1,467+0,667) (Fig. 15B) (p>0,05), guando comparado a  SAL
(4,929+0,667);(Fig.17A) . O tratamento com ATV-PRE (Fig. 17C) e ATV-POS (Fig.
17D) preveniu tal reducao (3,933+0,656 e 3,867+0,656, respectivamente) de forma
significante quando comparado ao grupo AZ.

Na quantificacdo da expressao de DKK-1 (Fig. 15C) foi possivel observar
uma reducgédo significativa deste marcador no grupo AZ (1,500+0,4227) (Fig. 18B)
quando comparado ao grupo SAL (12,929+0,4227) [Fig.18A]). O tratamento com
ATV-PRE (Fig. 18C) ou ATV-POS (Fig. 18D) nao apresentou alteracdo significante
guando comparado a AZ.

Quanto a Caspase 3 (Fig. 14D), os animais do grupo AZ mostraram
aumento significante desta enzima (5,833%0,471) (Fig.18B), quando comparado ao
SAL (1,733+0,471) (Fig. 19A). O tratamento com ATV (ATV-PRE=1,933+0,4712 [Fig.
19C] e ATV-POS =1,267+0,4712 Fig. 19D]) reduziu de forma significante a

imunomarcacéao para Caspase 3 quando comparado a AZ.



Figura 15 — Anélise imunohistoquimica do efeito da ATV no tecido 6sseo de ratas

submetidas a OMB.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Efeito da ATV na imunomarcagdo para Wnt10b (A),

Beta-catenina (B), DKK-1 (C) e Caspase-3 (D). Barras representam médiatEPM de 6 animais por

grupo. (*) indica diferenga quando comparado ao grupo SAL. (#) indica diferen¢ca quando comprado

ao grupo AZ. (ANOVA e Tukey).(p<0,05).
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Figura 16 — Fotomicrografia do efeito da ATV na imunoexpressao de Wnt10b no

tecido 6sseo de ratas submetidas a OMB.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia mostrando o efeito da ATV
na imunoexpresséo de Wnt 10b na hemimaxila de ratas que receberam SAL (A), AZ (B) ATV
- PRE (C) ou ATV - POS (D). Setas pretas indicam a imunomarcacéo. Barra — 100 pum.
(400x magnificagao).
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Figura 17 — Fotomicrografia do efeito da ATV na imunoexpresséo de -catenina no

tecido 6sseo de ratas submetidas a OMB.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia mostrando o efeito da ATV

na imunoexpressao de (-catenina na hemimaxila de ratas que receberam SAL (A), AZ (B)
ATV - PRE (C) ou ATV - POS (D). Setas pretas indicam a imunomarcacg&o. Barra — 100 um.
(400x magnificagéo).



63

Figura 18 — Fotomicrografia do efeito da ATV na imunoexpressao de DKK-1 no

tecido 6sseo de ratas submetidas a OMB.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia mostrando o efeito da ATV

na imunoexpressdo de DKK-1 na hemimaxila de ratas que receberam SAL (A), AZ (B) ATV -
PRE (C) ou ATV - POS (D). Setas pretas indicam a imunomarcaco. Barra — 100 um. (400x
magnificacao).
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Figura 19 — Fotomicrografia do efeito da ATV na imunoexpresséo de Caspase 3 no

tecido 6sseo de ratas submetidas a OMB.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia mostrando o efeito da ATV
na imunoexpressdo de Caspase 3 na hemimaxila de ratas que receberam SAL (A), AZ (B)
ATV - PRE (C) ou ATV - POS (D). Setas pretas indicam a imunomarcac&o. Barra — 100 pm.
(400x magnificagao).
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5.9 Anélise de Citocinas gengivais TNF - a e IL 1B.

Os animais tratados com AZ apresentaram tendéncia ao aumento dos
niveis gengivais de TNF-a e IL-1p quando comparado ao grupo SAL (p>0,05) (Fig.
20). O tratamento com ATV - PRE preveniu o aumento dos niveis de IL-1B (Fig. 20A)
guando comparado a AZ (p<0,05). Os animais que receberam ATV pds-operatoria

apresentaram reducéo significante de IL-18 (Fig. 20A) e TNF-a (Fig. 20B).

Figura 20 - Efeito da ATV nos niveis gengivais de IL-13 e TNF- a de ratas
submetidas a OMB.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Efeito da ATV nos niveis gengivais de IL-1B (A) e
TNF-a (B) de animais submetidos a OMB. Barras representam médiatEPM de 6 animais por grupo. (*)
indica diferenca quando comparado ao grupo SAL. (#) indica diferenca quando comprado ao grupo
AZ (ANOVA e Tukey) (p<0,05).
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5.10 Analise dos niveis séricos de Calcio, Fésforo e Fosfatase Alcalina Ossea
(FAO)

Os ensaios bioquimicos (Fig. 21) evidenciaram que o AZ nao alterou os
niveis séricos de Célcio (Fig. 21A) e FAO (Fig. 21C), mas causou reducdo nos niveis
de Fosforo (Fig. 21B) (p<0,05) quando comparado a SAL e Baseline. O tratamento
com ATV-PRE ou ATV-POS promoveu uma reducéo significante dos niveis de

Célcio, aumento de Fosforo e de FAO quando comparado a AZ (p<0,05)

Figura 21 - Efeito da ATV nos niveis séricos de Calcio, Fosforo e Fosfatase

Alcalina de ratas submetidas a OMB.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Efeito da ATV nos niveis séricos de Calcio (A), Fésforo
(B) e Fosfatase Alcalina Ossea (C) de animais submetidos a OMB. Barras representam média + EPM
de 6 animais por grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo SAL. (#) indica diferenca

guando comprado ao grupo AZ (ANOVA e Tukey) (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A osteonecrose de maxilares é caracterizada por uma area de 0SsoO
exposto na regido maxilo-facial que nado cicatriza por um periodo de 8 semanas em
paciente que faz uso de bisfosfonatos sem histéria prévia de radiacdo na regiao
craniofacial (LANDESBERG et al.,, 2011; RUGGIERO et al.,, 2014). Nenhum
mecanismo biologico foi mostrado estar especificamente associado a patogénese,
estabelecimento e progressdo da osteonecrose de maxilares induzida por
bisfosfonatos (OMB). Nesse contexto, o foco atual das pesquisas sobre OMB tem
objetivado determinar possiveis mecanismos de acao, vias de sinalizacdo além de
abordagens terapéuticas, necessitando para isso 0 uso de modelos animais
(SHARMA et al., 2013)

O uso de minipigs (PAUTKE et al., 2012), cdes (ALLEN et al., 2011) e
mais frequentemente ratos (PLOTKIN et al., 2011; ALLEN et al., 2011; ABTAHI et
al., 2013; BARBA-RECREO et al., 2014,2015; CONTE-NETO et al., 2016; YANIK, et
al., 2016; SILVA et al., 2016) tem sido bem descrito na literatura como meio para se
estudar a OMB. No entanto, os protocolos para indu¢cdo da OMB tem variado
bastante quanto ao tipo, dose, posologia, tempo de uso e a via de administracdo do
BF. Além disso, 0 uso de co-medicacdes, como por exemplo glicocorticéides, e
diferentes métodos de intervencgdo cirirgica, seja através da extracdo de dente Unico
ou multiplo na maxila ou mandibula (ABTAHI et al., 2013; TSURUSHIMA et al.,
2013; BARBA-RECREO et al., 2014; DAYISOYLU et al., 2014; SILVA et al., 2016)
também sao relatados. Portanto, para estudar os mecanismos envolvidos no
estabelecimento desta doenca e para avancar em pesquisas sobre novas
estratégias preventivas e terapéuticas, faz-se necessario um protocolo confiavel,
reprodutivel e padronizado para desenvolvimento da OMB.

Dos varios bisfosfonatos disponiveis no mercado o farmaco escolhido
nesse estudo foi o acido zoledrénico (AZ). O AZ é um agente potente, esta
associado ao maior risco de OMB, e tem sido amplamente utilizado no manejo de
doencas Osseas na pratica clinica (DODSON, 2009). Clinicamente, o AZ é aplicado
por via endovenosa, mas neste estudo, considerando a seguranca e facilicidade de
acesso, o AZ foi adminisitrado por via intraperitoneal na dose de 0,1 mg/kg 03 vezes
por semana por 09 semanas consecutivas 0 que corresponde a dose comumente

aplicada no tratamento clinico de seres humanos (DODSON, 2009). Vale salientar
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que, de acordo com o trabalho de Ottewell et al., (2009) a dose de 0,1
mg/kg/semana de AZ, por via intraperitoneal, durante 6 semanas, em ratos, €
equivalente a dose humana de 4 mg.

Neste estudo, o0 modelo de OMB causou exposicdo Gssea com presenca
de solucado de continuidade da mucosa oral (LANDESBERG et al., 2008), associado
a aumento do infiltrado inflamatorio bem como nos niveis gengivais de TNF-a e IL-
1B, (BARBA-RECREO et al.,, 2014; SILVA et al.,, 2016). Foi possivel observar
também que a administracdo de AZ aumentou a presenca de sequestros 6sseos,
reduziu namero de ostedcitos viaveis, aumentando a quantidade de lacunas vazias
no 0sso (SONIS et al., 2009; SENEL et al., 2010; Bl et al., 2010; MARINO et al.,
2012; BARBA-RECREO et al., 2014; DE MOLON et al., 2014). Além disso, foi visto
uma mudanc¢a na composicdo do tecido 6sseo, reducdo do percentual de coldgeno
do tipo | e alteracBes nos niveis séricos de marcadores do metabolismo 6sseo nos
animais que receberam AZ. Tais achados confirmam os descritos por Barba-Recreo
(2014) e reproduzem as principais caracteristicas da doenga em humanos
(RUGGIERO et al., 2014).

A fisiopatologia da OMB ainda pouco entendida, mas estudos relatam que
a inflamacdo e a supressdo da remodelacdo Ossea sdo fatores etioldgicos
importantes para esta condicdo (RUGGIERO et al., 2014). Neste contexto
abordagens farmacolégicas que modulem estes fatores merecem destaque,
justificando, portanto o uso da Atorvastatina (ATV). A ATV € um agente
hipolipemiante, mas que apresenta efeitos pleiotrépicos anti-inflamatérios,
antioxidantes e anabdlicos 6sseos (MUNDY et al., 1999; CALIXTO et al., 2011) ja
descritos por nosso grupo em trabalhos utilizando o modelo de periodontite induzida
por ligadura (GOES et al., 2014, 2016; SOUSA et al., 2016). Vale ainda salientar
qgue, a luz dos nossos conhecimentos, essa € a primeira vez em que o efeito da ATV
€ analisado no modelo de osteonecrose induzida por bisfosfonato em ratos.

Neste estudo, a ATV apresentou efeito benéfico, uma vez que preservou
a integridade da mucosa oral, reduziu a intensidade do infiltrado inflamatdrio, assim
como os niveis gengivais de IL-1B8 e TNF-a. Estudos confirmam o efeito anti-
inflamatorio da ATV em tecido 6sseo no modelo de periodontite induzida (GOES et
al., 2014, 2016; SOUSA et al., 2016), que pode ser explicado pela inibicdo da
expressdo de marcadores pro-inflamatérios, tais como: molécula de adesao
intercelular (ICAM), IL-6 (NAWAWI et al., 2003); proteina C-reativa (ARNAUD et al.,
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2005; MOZAFFARIAN et al., 2005); fator nuclear de transcricdo (NF-kB), IL-8 e seus
receptores (CCR1 e CCR2), TNF-a e IL-1B (WAEHRE et al., 2004; ARNAUD et al.,
2005; MOZAFFARIAN et al., 2005; RIAD et al., 2007; ARAUJO-JUNIOR et al., 2013).
Sabendo que estes mediadores, em especial TNF-a e IL-1[3, estdo envolvidos na
lesdo 6ssea (ARAUJO et al., 2017), podemos inferir que o efeito anti-inflamatdrio da
ATV pode contribuir para a protecéo 6ssea vista nesse estudo.

Adicionalmente a ATV também mostrou um importante efeito protetor do
tecido Osseo. Na andlise histomorfométrica, a ATV foi capaz de prevenir a
osteonecrose, pois observou — se um aumentou no numero de ostedcitos viaveis,
reduziu a quantidade de sequestros 0sseos e reduziu o numero de lacunas vazias
quando comparado ao grupo AZ. Os ostedcitos sdo células fundamentais para
manutencdo da homeostasia 6ssea, sua presenca garante vitalidade do tecido
0sseo (NOBLE et al., 2008; JOENG et al., 2017; UDA et al., 2017). Por isso, a morte
de ostedcitos é um sinal patognoménico de necrose dssea, e tem sido relatado que
estresse oxidativo, decorrente do processo inflamatério, € uma das causas para a
apoptose destas células. Um estudo recente mostrou que a Anidrase Carboénica lll,
uma enzima antioxidante, foi capaz de proteger ostedcitos da apoptose mediada por
estresse oxidativo (SHI et al., 2018). Neste contexto, apesar de pouco conhecimento
sobre o efeito das estatinas nos ostedcitos, nossos achados podem ser explicados
considerando a agéo antioxidante da ATV. A ATV regula a expressao e translocacao
transmembrana das subunidades de NADPH oxidase, Nox1 e Nox2 (KANAZAWA et
al., 2007), Nox4 (YIN e al, 2012), enzimas conhecidamente oxidantes.
Adicionalmente, a inibicdo downstream HMG-CoA redutase, enzima alvo no
mecanismo de acdo das estatinas, também parece exercer importante papel anti-
inflamatorio, reduzindo citocinas inflamatorias e anti-apoptético nos ostedcitos, pois
a ativacdo de AMP quinase, conhecimente inibidora da HMG-CoA redutase também
evita a apoptose de ostedcitos (TAKENO et al., 2015; FISSLTHALER e FLEMING,
2009). Assim pode-se inferir que a ATV exerca seu efeito anti-apoptético através
desses dois mecanismos.

A fim de confirmar o efeito protetor da ATV nos ostedcitos foi realizada a
analise da imunomarcacao de Caspase-3, que € conhecida por controlar os eventos
citoplasmaticos e nucleares associados a apoptose in vivo (ZHENG et al., 1998), e
pode ser utilizada como preditor de osteonecrose (GAO et al., 2012). Como visto

neste estudo, os animais do grupo AZ mostraram aumento de Caspase-3,
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confirmando que a apoptose foi regulada positivamente nos ostedcitos (JIA et al.,
2017). Além disso, foi observado que a ATV reduziu a imunomarcacao de Caspase-
3, corroborando com outros achados (HAUSENLOY e YELLON, 2004; YANG et al.,
2015). Contudo, vale salientar que os estudos que analisaram o efeito da ATV sobre
Caspase-3 foram realizados em tecido nervoso de ratos (YANG et al.,, 2015;
PRAJAPATI et al., 2017; SHAO et al., 2017) ou em modelos de microembolizacdo
em porcos (WANG et al. 2016). Nao ha relatos sobre o efeito da ATV sobre a
expressdo de Caspase-3 no tecido dsseo.

Considerando a via de sinalizacdo Wnt, nossos resultados mostraram que o
AZ reduz a expressao de Wnt10b, B-catenina nos ostedcitos. Esta auséncia de
marcacao pode ser explicada pelo fato de o AZ ser capaz de aumentar a expressao
de antagonistas da via, como o SOST, em outras células, além de reduzir as
conexdes de juncdo gap, blogueando assim a comunicacéo celular entre ostedcitos
e osteoblasto, o que leva ao bloqueio da via de sinalizacdo Wnt (CUI et al., 2018),
com consequente auséncia de formacéo 6ssea (JOENG, 2017).

A imunomarcacao de Dkk-1 no grupo AZ também se mostrou reduzida. Dkk-1
é um antagonista da via Wnt (GUANABENS et al., 2014) e seu aumento leva a
supressdo da osteogénese e metabolismo 6sseo (UEDA et al., 2014). Sabendo que
Dkk-1 € expressa especialmente por osteécitos (PENG et al., 2006; BUTLER et al.,
2010; ZHANG et al., 2012; GIFRE et al., 2013; ROSSINI et al., 2013; UEDA et al.,
2015) a reducdo da imunomarcacao para Dkk-1 no grupo AZ pode pode estar
relacionada a auséncia de ostedcitos viaveis, como visto nas andlises histolégicas
deste estudo.

A WntlOb se destaca como modulador positivo da formacdo éssea
(BENNETT et al., 2007; STEVENS et al., 2010) enquanto a B-catenina parece estar
envolvida na viabilidade e comunicagédo de ostedcitos (KITASE et al., 2010; XIA et
al.,, 2010). Neste estudo, o tratamento com ATV preveniu a reducdo da
imunomarcacgao de B-catenina e Wnt1l0b em ostedcitos ocasionada pelo AZ. Uma
explicagdo para este achado pode estar relacionadao ao efeito anti-inflamatorio da
ATV (GOES et al., 2014, 2016), uma vez que, a alta concentragcdo de citocinas
inflamatorias estimula a expressdo dos inibidores da via, Dkk-1 e Esclerostina
(RAUNER et al., 2014) e em nosso estudo ATV promoveu uma reducgéo de IL-13 e
TNF-a. Recentemente, um trabalho do nosso grupo mostrou que a ATV estimula a

via Wnt 0sso, porém em osteoblastos (SOUSA et al., 2016). A partir dos resultados
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deste estudo, podemos inferir que a via Wnt pode ser usada como um marcador da
viabilidade de ostedcitos.

Ainda sobre o efeito protetor 6sseo exercido pela ATV, neste estudo, foi
visto que o tratamento com Atorvastatina manteve a regularidade da superficie
0ssea, 0 que sugere menor perda de 0sso. Superficies reabsorvidas ou em processo
de reabsorcdo sdo caracterizadas por escavacdes decorrentes da acdo de
osteoclastos. Em superficies onde ocorre a neoformacdo O6ssea ndo é possivel
visualizar tais escavacodes, apresentando - se com uma superficie mais preservada,
com auséncia de rugosidade. Nestas regides o tecido podem ter sido mineralizadas
sob os osteoblastos ou ser uma frente de mineralizacdo na interface osso-matriz
ostedide (BROMAGE et al., 1984). Assim, considerando as propriedade anabdlicas
Osseas da ATV (MUNDY et al., 1999; GOES et al., 2010, 2014, 2016; SOUSA et al.,
2016), podemos explicar os achados da MEV, ja que encontramos no grupo tratado
com ATV um maior nimero de ostedcitos viaveis, quando comparado ao grupo AZ.

A quantidade de tecido 6sseo foi analisada por meio do percentual de
preenchimento de tecido 0sseo no alvedlo. No entanto, mais do que analisar a
guantidade de 0sso é de extrema importante a avaliagdo da composicao e qualidade
desse tecido. Para isso realizou-se a espectrometria Raman, que é um técnica de
espectrometria vibracional usando a luz dispersada proveniente de ions e moléculas
biolégicas do tecido (MORRIS et al., 2011). A diferenca do comprimento de onda
entre a luz dispersada e incidente corresponde a vibracdo molecular e leva formacao
de bandas em frequéncias variaveis, caracteristicas no espectro Raman (MORRIS et
al., 2011). As variagbes de frequéncias servem como fonte importante de contraste
para acessar a composi¢cdo do tecido, como por exemplo nas substituicbes de
carbonato em posicdes de fosfato. A matriz extracelular também pode prové outra
fonte de contraste para avaliar composicéo do tecido 6sseo (MORRIS et al., 2011).

Este estudo mostrou que, no espectro Raman, o AZ alterou todos os picos
brutos relacionados a parte mineral (HA fosfatada), ao carbonato (HA carbonatada)
e a matriz (Prolina, Fenilanalina, Amida | e Amida Ill). A ATV, por outro lado, foi
capaz de prevenir o aumento Amida | e HA carbonatada. A banda de Amida | é um
marcador de qualidade de colageno (MORRIS et al., 2011). No tecido 6sseo bandas
de Amida | na posicdo de 1678 cm™ indicam a ruptura das ligagcdes cruzadas de
coldgeno (CARDEN et al., 2003). As liga¢gdes cruzadas do coldgeno sdo importantes
para manter a qualidade e rigidez do tecido (BAILEY, PAUL e KNOTT, 1998;
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DEPALLE et al., 2015). Por sua vez, a HA carbonatada na posicdo de 1070 cm™ no
espectro Raman, mostra que o fosfato presente na estrutura da apatita esta
suscetivel a substituicdo i6nica, o que aumenta as propriedades bioreabsorviveis
desta HA (MORRIS et al., 2011). J4 a banda HA fosfatada na posicéo 959 cm™ que
pode fornecer informacdes valiosas sobre a composicdo quimica de ossos, porque
ela varia com arquitetura 0ssea, idade e cristalinidade mineral.

Vale salientar, que as medidas absolutas das intensidades das bandas do
Raman séo dificieis, especialmente em um meio turvo com o o0sso. Por isso, a
métrica Raman € geralmente analisada em intensidade das razdées (MANDAIR,
MORRIS, 2015). Neste estudo, o tratamento com ATV aumentou a razao mineral-
matriz quando comparado a AZ. A razado mineral-matriz indica a quantidade de
mineralizacdo do tecido (McCREADIE et al., 2006). A ATV também reduziu a razéo
HA carbonatada/HA fostatada que € indicativo de maior solubilidade fisiol6gica da
estrutura da HA uma vez que o fosfato esta sendo substituido pelo carbonato (ABOU
et al., 2016). O tecido 6sseo submetido tanto a AZ isoladamente quando a ATV nao
mostrou alteragdo na razdo HA carbonatada/Amida I, confirmando a auséncia de
remodelacdo (McCREADIE et al., 2006).

Por ocasido da analise histoldgica, foi feita a coloracdo para Picrosirius e
andlise sob luz polarizada, para determinacdo do quantidade de colageno total e
diferencial (Tipo I e Ill) no tecido 6sseo. O colageno € o maior componente da matriz
extracelular (CUTTLE et al. 2005) e atua como arcabouco estrutural no tecidos
durante o processo de cicatrizagdo modulando a proliferacdo e migracdo celular
(TRACY et al. 2016). O colageno tipo Ill € um importante componente da matriz
extracelular, predominando nas fases iniciais do processo de cicatrizagdo, sendo
sintetizado por fibroblastos no tecido de granulacdo (OLCZYK et al., 2014). Com a
maturagcdo e fechamento da ferida, o colageno tipo Il é degradado e a sintese do
colageno tipo | aumenta (OLCZYK et al., 2014). Doengas cronicas inflamatorias tem
sido relacionadas ao aumento da expressédo de colageno tipo Ill (PAUSCHINGER et
al. 1998; HIROTA et al., 2003). Adicionalmente, Soundia et al. (2017) mostraram que
a desorganizacao da rede coldgeno com predominancia do colageno tipo Il no osso
necrotico, esta associada a imunomarcacao positiva para metaloproteinases de
matriz (MMP) -9 e -13. Assim, a presenca da inflamacdo e osteonecrose podem
contribuir para o leve aumento de colageno tipo Il visto nos animais do grupo AZ e

reducdo do colageno tipo I, podendo ser causada pelo retardo na cicatrizagdo
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causada pelo uso do bisfosfonato, uma vez que o colageno tipo | € presente em
tecido mais maduro (TRACY et al. 2016).

O tratamento com ATV, por sua vez, reduziu a degradacdo do percentual de
colageno tipo |, corroborando os resultados observados no espectro Raman para
banda de Amida | vistos nesse estudo. Conhecendo o papel fundamental da
inflamacé&o na arquitetura e organizacdo do colageno, o efeito, principalmente, anti-
inflamatoério da ATV pode ter contribuido explicar nosso achado. Apenas um estudo
mostra o efeito positivo das estatinas em colageno tipo | (ZHANG et al., 2014),
sendo a sinvastatina a estatina utilizada. No entanto, a sinvastatina apresenta menor
poténcia quando comparado a ATV (IZUMO et al., 2001) por esta tratar-se de uma
estatina lipofilica. Nao existem relatos na literatura mostrando o efeito da ATV sobre
colageno tipo | em modelos de cicatrizagdo, sendo 0 nosso estudo o primeiro a
verificar o efeito da ATV sobre as fibras colagenas em tecido 6sseo no modelo de
OMB.

Ainda, para avaliacdo da remodelacdo 0ssea, como método de diagndstico,
no monitoramento de doencas ésseas metabdlica, bem como no monitoramento da
terapia com farmacos que possam alterar o funcionamento de células Osseas
(SEIBEL et al., 1989; DELMAS et al., 1993; CHRISTGAU et al., 1998) marcadores
bioguimicos séricos tais como fosfatase alcalina 6ssea (FAQO), calcio (Ca) e fésforo
(P) também podem ser utilizados (CHAVASSIEUX et al., 2001).

A FAO é considerada um marcador especifico de formacéo 6ssea (KELES et
al., 2005), trata-se de uma enzima produzida pelos osteoblastos e essencial para
mineralizacdo 6ssea (BREUR et al., 2004; WITTKOWSKE et al. 2016). O aumento
nos niveis seéricos dessa enzima foi observado ap6s a administracdo de ATV
(KAJINAMI et al., 2003; MAJIMA et al., 2007; DU et al., 2011; GOES et al., 2016),
corroborando com nossos achados em que FAO teve um aumento significativo tanto
no grupo ATV-PRE quanto no ATV-POS. Foi relatado que o ATV pode ou n&o
aumentar ligeiramente os niveis séricos de FAO (MAJIMA et al., 2007; DU et al.,
2011), pela estimulacdo da proteina morfogenética 6ssea (BMP) -2 e pela inducéo
da diferenciacé@o osteoblastica (MUNDY et al., 1999).

O tecido 0sseo é o maior depaosito de ions como célcio e fésforo (OLIVEIRA et
al.,, 2005) e os processos de formacdo e reabsor¢cdo Ossea sao 0Ss maiores
reguladores dos niveis destes ions na circulacdo (AMADEI et al., 2006). Neste

estudo, foi observado que o modelo de OMB nédo modificou os niveis de Ca, mas
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reduziu de forma significante os niveis séricos de P. Um trabalho publicado por
Fidan et al. (2012) e Chew e Clark (2017) confirmam nossos achados em relagcao
aos niveis séricos de P, e afirmam que esta reducdo esta relacionada ao baixo
turnover 6sseo. Desta forma, 0 aumento nos niveis de P ap0s o uso de ATV reflete o
efeito benéfico desta estatina no metabolismo 0sseo, de acordo com El-Nabarawi et
al. (2017) que demonstraram a capacidade da atorvastatina em regular os niveis dos

marcadores metabdlicos 6sseos.
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7 CONCLUSAO

Em suma, os achados deste estudo mostraram que a ATV apresentou efeito
anti-inflamatoério, com preservacdo do recobrimento da mucosa oral reducdo da
intensidade do infiltrado inflamatério e dos niveis gengivais de TNFa e IL1-B. O
tratamento com ATV também exerceu efeito protetor 6sseo, aumentando 0 numero
de ostedcitos viaveis, com reducdo de lacunas vazias aliada a reducdo da
imunoexpressao para Caspase-3. Tal efeito parece estar relacionado a via Wnt pois
a ATV aumentou a imunoexpressao de Wnt 10b e B-catenina. Além disso, a ATV
manteve da regularidade na superficie 0Ossea, aumentou o percentual de
preenchimento de tecido 6sseo e melhorou a qualidade deste tecido. A ATV
também preservou as fibras coldgenas, em especial as fibras colagenas do tipo I,
caracteristicas de um tecido organizado e maduro. Assim, considerando os limites
desse estudo, sugerimos que a ATV deve ser futuramente investigada como uma
ferramenta potencial para melhoria das caracteristicas morfofisiolégicas do tecido
0sseo na prevencdo da OMB em humanos.
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ANEXO A - DECLARACAO DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA NO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS

ﬁ UNIVERSIDADE
M€ FEDERAL po CEARA

¥ye

Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 ~ Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430970 Fortaleza - CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “ESTUDO DOS ASPECTOS
MORFOFUNCIONAIS DO EFEITO DA ATORVASTATINA NA OSTEONECROSE DE
MAXILARES INDUZIDA POR BISFOSFONATOS”, protocolo 19/16, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Paula Goes Pinheiro Dutra, que envolve a produgo,
manutencdo e/ou utilizagdo, pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n2 11.794, de n2 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA — UFC) da Universidade Federal do Ceard, em reunido em 26 de
margo de 2016, ficando a apresentagdo do relatério final para até o dia 31 de

margo de 2018.

Vlggnua do brojeto 02/04/2016 — 02072017 |
E;pécie/ Linhagem Rato Wistar

N2 de Animais 72

|Peso 180-200g

i?e-x: Fémea e
|Origem Biotério Central da UFC ‘

Fortaleza, 15 de abril de 2016.

Prof. Dr. Rodrigo Joé Bezerra de Siqueira

Coordenador da CEUA UFC

UNIVERSIDADE FEUEKRAL DU CEARA
RODRIGO JOSE BEZERRA DE SIQUEIRA
COORDENADOR DA COMISSAQ O ETICA £ DO USO COM
ANIMALS - CEUNYFC - Matricula Siape: L2613,



ANEXO B — FARMACOS, REAGENTES E SOLUCOES UTILIZADAS

Farmacos
Farmacos Fabricante Caodigo do
produto
Acido Zoledrénico Cristalia ATC: M05 BAO8
Atorvastatina Célcica EMS ATC: C10AA05
Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®) Syntec ATC vet: NO1AX03
Xilazina 2% (Calmin®) Agener Unido | ATC vet: QA04AD90

Reagentes e materiais

Reagentes/materiais Fabricante Cadigo do
produto

2-Mercaptoetanol Biorad 1610710
30% de Bis-acrilamida Biorad 1610154
Albumina sérica bovina Sigma-Aldrich A2153-100
Clarity Western ECL Substrate Biorad 1705060
DAB Dako K3468
Dako Pen Dako 52002
Diluente do anticorpo Spring Bioscience ADS-125
DTNB Sigma-Aldrich D8130-5
Fluorescent Mounting Medium Dako S3023
Glicina Biorad 1610718
High Capacity cDNA (Kit de transcriptase Applied 4368814
reversa) biosystems
Inibidor de protease Sigma-Aldrich P8340
Kit de citocinas para TNF-a R&D Systems DY410
Kit de citocinas para IL-13 R&D Systems DY406
Kit de dosagem bioquimica para Calcio Labtest
Kit de dosagem bioquimica para Fésforo Labtest
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Reagentes/materiais Fabricante Caodigo do
produto
Kit de dosagem bioquimica para Fosfatase Labtest
Alcalina Ossea
Peréxido de hidrogénio Abcam Ab64218
Persulfato de amonia Biorad 1610700
Reagente A e B (dosagem de citocinas) R&D Systems DY999
Reagente diluente (dosagem de citocinas) R&D Systems DY995
SDS Biorad 1610301
Solucéo de parada (dosagem de citocinas) R&D Systems DY994
Soro de cavalo Sigma-Aldrich H0146-10
Tampéao de lavagem 25x concentrado R&D Systems 895126
(dosagem
de citocinas)
Tris Base Promega H5135
Triton-X-100 Sigma-Aldrich T8787
TWEEN 20 Biorad 1706531
Solugdes
Solucdes Preparo

Formol tamponado a 10%

6,59 de fosfato de sodio

dibasico 4g de fosfato de sodio
monobasico 800 mL de agua

destilada

Apos dissolver as substancias, adicionar
100 mL de formaldeido 37%.

Completar para 1000 mL.

Solucdes

Preparo
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PBS (concentrado 10x)

80g de Cloreto de
sédio 2g de KCI
11,49 de fosfato de sodio

monobasico 4,5 g de fosfato de

sodio dibasico

900 mL de agua
destilada Ajustar o pH
para 7,4.

Completar para 1000 mL.

PBS (concentrado 1x)

100 mL de PBS 10x
900 mL de agua destilada

Tampao citrato (concentrado 10x)

29,49 de Citrato de
sédio 900 mL de agua
destilada

Ajustar o pH para 6,0
Completar para 1000

mL.

Tampao citrato (concentrado 1x)

20 mL de tampao citrato 10x
180 mL de agua destilada

PBS/0,2% triton-X-100

25 mL de PBS 1x
50uL de triton-X-100

PBS/1% triton-X-100

25 mL de PBS 1x
250puL de triton-X-100

Tampao TRIS

4,849 de tris
10 mL de 0,2 M EDTA
Ajustar o pH para 8,9
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