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“The most beautiful experience we can have is
the mysterious. It is the fundamental emotion
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RESUMO

O éacido zoledrénico (AZ) ¢ incorporado ao osso através de sua afinidade por cristais de
hidroxiapatita, podendo provocar alteragdes estruturais e fisico-quimicas em tecidos
mineralizados. Objetivou-se analisar as propriedades fisico-quimicas e morfoestruturais do
tecido osseodentario de camundongos submetidos a modelo de osteonecrose dos maxilares
(OM) relacionada ao uso cronico de AZ. Trata-se de um estudo experimental, ex vivo, de
delineamento fatorial 2x2, cujos fatores possuiam dois niveis: macho e fémea (sexo) e AZ e
Salina (tratamento). O estudo contou com oito animais por grupo e foi realizado em duplicata.
Apos trés administragdes semanais (dias 0, 7, 14) de AZ 1,0 mg/kg ou solugao salina, realizou-
se a exodontia do 2° molar inferior esquerdo (dia 42). Uma administracdo adicional foi realizada
(dia 49) e, posteriormente, a eutanasia (dia 70). Amostras foram analisadas por espectroscopia
Raman, microscopia dptica convencional (analise histologica e histomorfométrica), flexao de
trés pontos e microtomografia computadorizada. Dados quantitativos (média=EPM) foram
comparados utilizando ANOVA 2-way/Bonferroni (sexo e tratamento), ou ANOVA one-way
(tempo) e 2-way (sexo e tratamento) para medidas repetidas/Bonferroni, considerando, para
todas as analises, p<0,05. A massa corpdrea dos animais, apesar de aumentar de forma
significante com o tempo, nao foi influenciada pelos fatores sexo (p=0,216) e tratamento
(p=0,544). O tratamento com AZ promoveu alteracdes histoldgicas na estrutura epifisaria
femoral, e em sitios de exodontia, aumentou o percentual de lacunas de ostedcitos vazias e de
osteoclastos apoptoticos, do nimero de células inflamatérias totais e polimorfonucleares
(p<0,05). Além disso, animais tratados com AZ apresentaram, de forma significante, um menor
nimero e maior separacao das trabéculas dsseas, bem como uma menor razio entre volume
0sseo e volume tecidual em osso trabecular alveolar. As fémeas (AZ e salina) apresentaram um
valor significativamente inferior deste Ultimo pardmetro. No que tange as propriedades
mecanicas do osso femoral, os fatores sexo e tratamento exerceram influéncia de forma
independente, respectivamente, nos parametros de area de seccao transversal (p<0,001 e
p=0,001), carga maxima (p<0,001 e p<0,001), momento de inércia (p<0,001 e p<0,001) e
trabalho total a fratura (p<0,001 e p=0,030), sendo inferiores nas fémeas e aumentados nos
animais tratados (AZ), que também apresentaram uma maior rigidez a flexdo. Os parametros
de tensdo de escoamento e o modulo de flexdo, respectivamente, mostraram-se superiores nas
fémeas (AZ e salina) (p=0,004 e p=0,001) e inferiores com o tratamento com AZ (p=0,038 e
p=0,007). A analise espectroscopica evidenciou um aumento da cristalinidade provocado pelo
tratamento com AZ nas regides cortical e medular, respectivamente, de hemimandibulas direita
e esquerda, bem como cortical femoral, com significancia estatistica. Houve aumento
significante da cristalinidade em esmalte dental e dentina corondria e radicular com o
tratamento (AZ). A interagdo entre os fatores evidenciou que houve diminui¢do da razao
hidroxiprolina-prolina em dentina corondria e aumento da cristalinidade em dentina radicular
de fémeas. Conclui-se que o tratamento com AZ, apesar de associado a ocorréncia de OM,
modifica a matriz mineral osseodentaria, contribuindo para melhoria da biomecanica tecidual.
Fémeas apresentam diferencas nas propriedades biomecanicas femorais, € possuem menor
densidade de osso trabecular na regido alveolar pds-exodontia, quando comparadas aos machos.

Palavras-Chave: Bisfosfonatos; Qualidade oOssea; Arcada Osseodentaria; Dente; Fraturas
Femorais.



ABSTRACT

Zoledronic acid (ZA) is incorporated into bone through its affinity for hydroxyapatite crystals,
which can lead to structural and physico-chemical changes in mineralized tissues. The aim of
this study was to analyze the physico-chemical and morphostructural properties of bone and
dental tissue of mice submitted to a model of osteonecrosis of the jaws (OJ) related to chronic
use of ZA. This is an experimental study, ex vivo, of a 2x2 factorial design, whose factors had
two levels: male and female (sex) and ZA and Saline (treatment). The study had eight animals
per group and was performed in duplicate. After three weekly administrations (days 0, 7, 14)
of AZ 1.0 mg/ kg or saline, the lower left 2nd molar (day 42) extraction was performed. Further
administration was accomplished (day 49) and, subsequently, euthanasia (day 70). Samples
were analyzed by Raman spectroscopy, conventional optical microscopy (histological and
histomorphometric analysis), three-point bending test and computerized microtomography.
Quantitative data (mean = SEM) were compared using ANOVA 2-way / Bonferroni (sex and
treatment), or one-way ANOVA and 2-way for repeated measures / Bonferroni, considering,
for all analysis, p <0.05. The body mass of the animals, although increasing significantly with
time, was not influenced by sex (p = 0.216) or treatment (p = 0.544). Treatment with ZA
promoted histological alterations in femoral epiphyseal structure and increased the percentage
of empty osteocytes and apoptotic osteoclasts, the number of total inflammatory cells and
polymorphonuclear cells (p <0.05) at sites of exodontia. Additionally, animals treated with ZA
had a significantly lower number and greater separation of bone trabeculae, as well as a smaller
ratio between bone volume and tissue volume in alveolar trabecular bone. Females (ZA and
saline) presented a significantly lower value of this parameter. Regarding the mechanical
properties of femoral bone, sex and treatment factors exerted an independent influence,
respectively, on the cross-sectional area (p <0.001 and p = 0.001), maximum load (p <0.001
and p <0.001) (p <0.001 and p <0.001) and work to fracture (p <0.001 and p = 0.030)
parameters, being lower in females and increased in treated animals (ZA), which also presented
higher flexural stiffness. Yield stress and flexural modulus, respectively, were higher in females
(ZA and saline) (p = 0.004 and p = 0.001) and lower with ZA treatment (p = 0.038 and p =
0.007). Spectroscopic analysis showed an increase in crystallinity caused by ZA treatment in
cortical and medullary regions of right and left hemimandibula, respectively, as well as femoral
cortical, with statistical significance. There was a significant increase of crystallinity in dental
enamel, coronary and radicular dentin with treatment (ZA). The factors interaction showed a
decrease of hydroxyproline-to-proline ratio in coronary dentin and increased crystallinity in
females radicular dentin. It is concluded that treatment with ZA, although associated with
occurrence of OJ, modifies bone and dental mineral matrix, contributing to tissue
biomechanics’ improvement. Females present differences in femoral biomechanical properties
and have a lower density of trabecular bone in the post-dental extraction socket, when compared
to males.

Key Words: Diphosphonates; Bone Quality: Jaw; Tooth; Femoral Fractures.
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1. INTRODUCAO

O tecido dsseo consiste em um tecido conjuntivo especializado, constituido por
células, fibras colagenas e por uma matriz extracelular calcificada. Trata-se de uma estrutura
multifuncional cujo metabolismo encontra-se constantemente ativo. Dentre suas diversas
funcdes, cita-se a sustentagdo, prote¢do, movimenta¢do, armazenamento ionico, além do
imprescindivel papel na homeostase dos ions calcio e fosfato, regulada pela interagdo com
outros 6rgaos (ex: rins e intestino), bem como por hormonios como paratormonio (PTH),
calcitonina e 1,25-di-hidroxicolecalciferol (vitamina D) (SHARAWAT; DAWMAN, 2019;
SZULC, 2018).

O metabolismo 6sseo ¢ orquestrado pelo fisiolégico e constante processo de
remodelagdo, que ¢ majoritariamente responsavel pela renovacao e manutengao da qualidade
da estrutura esquelética. A remodelagao Ossea ocorre através de eventos de reabsorcao e
formagao tecidual, que acontecem de forma interligada. O predominio de um evento sobre o
outro pode, por conseguinte, repercutir em ganho ou perda de massa 6ssea (INFANTE et al.,

2019; OWEN; REILLY, 2018).

Diversos fatores, de natureza intrinseca ou extrinseca, regulam ou podem interferir
nesse processo. Dentre os quais, podemos citar fatores como idade, fatores hormonais,
doencas metabolicas e/ou osseodegenerativas e tratamento farmacologico (KOKORELIS et

al., 2019; BOUXSEIN et al., 2018; HOGBERG et al., 2018; DRABKIN et al., 2017)

Enquanto ha um constante aumento da expectativa de vida, as doengas
degenerativas em geral t€ém se tornado uma grande preocupacao a saude publica. No que se
refere as doencas degenerativas do tecido 6sseo, embora existam terapias mais avangadas, as
terapias comumente utilizadas variam desde a reposicdo hormonal e a suplementagao de calcio
ou vitamina D até o tratamento farmacologico com farmacos inibidores da remodelacao 6ssea,
como ¢ o caso dos bisfosfonatos (KOKORELIS et al., 2019; SANDERSON et al., 2016;
CHANG et al., 2011)

Féarmacos amplamente utilizados no tratamento sistémico de doencas
osseodegenerativas como a osteoporose, alguns bisfosfonatos, como o acido zoledronico (AZ)
também exercem efeitos antitumorais, sendo empregados no manejo € no controle algico de
doencgas como o mieloma multiplo e metastases 6sseas (AHMAD et al., 2018; MHASKAR et
al., 2017).
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Atuam, portanto, inibindo a reabsor¢do Ossea, o que também corrobora com o
aumento da densidade mineral tecidual e repercute na diminui¢do do risco de fraturas
patologicas ocasionadas pela doenca. Tais fraturas sdao justificadas pelo aumento da
porosidade e diminui¢do da densidade e da resisténcia 6ssea. No entanto, o tratamento
prolongado com bisfosfonatos tem sido associado a ocorréncia de fraturas atipicas,
acometendo principalmente a regido diafisaria e subtrocantérica femoral. Dessa forma, pode-
se afirmar que tanto a quantidade quanto a qualidade do tecido 6sseo influenciam fortemente
na propensao 6ssea a fratura (AL-ASHQAR et al., 2017; GEISSLER; BAJAJ; FRITTON,
2015; SHANE et al., 2014).

O tratamento com bisfosfonatos €, ainda, fortemente relacionado a ocorréncia de
osteonecrose, desordem também associada ao tratamento com outras drogas antirreabsortivas.
Os maxilares, particularmente a regido mandibular, constituem os sitios mais afetados por essa
condi¢do, recentemente classificada como Osteonecrose dos Maxilares Relacionada a
Medicamentos (OM). Embora essa desordem possa ocorrer espontaneamente, a maioria dos
casos esta relacionada ao procedimento de extragdo dentaria (RUGGIERO et al., 2014;

BARASCH et al., 2011)

Pacientes com idade avancada e do sexo feminino apresentam uma maior
tendéncia ao desenvolvimento de OM, especialmente sob tratamento com bisfosfonatos em
altas doses. Além disso, alteragdes mecanicas 0sseas também parecem ser mais comuns em
mulheres, pela maior incidéncia de desordens osseodegenerativas em pacientes do sexo
feminino (muitas delas associadas a diminui¢ao nos niveis de estrogeno) (SANDERSON et
al., 2016; SCOLETTA et al., 2013; CHANG et al., 2011; SILVERMAN; LANDESBERG,
2009; AKKUS; ADAR; SCHAFFLER, 2004).

Bisfosfonatos possuem uma alta afinidade pela molécula de hidroxiapatita,
principal molécula presente no contetido inorganico de tecidos mineralizados, o que justifica
a poténcia e a alta concentragdo desses farmacos em tecido 6sseo (HENNEMAN et al., 2008;

GRAHAM; RUSSELL, 2007).

O AZ pertence a uma geragao particular de bisfosfonatos (aminobisfosfonatos)
que possuem uma poténcia e estabilidade quimica ainda maior, quando comparada as demais
geracdes. Apesar de ainda existirem estudos com resultados controversos, a literatura
evidencia que o AZ promove, em geral, beneficios nas propriedades fisico-quimicas de tecido
0sseo. A OM, por sua vez, ¢ a principal complicagao associada a terapia com bisfosfonatos,

ainda sem etiopatogénese definida. No entanto, ja ¢ postulado no meio cientifico que
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sequestros Osseos encontrados na OM apresentam modificagdes em nivel molecular e
organizacional (AREF et al., 2016; OLEJNIK et al., 2014). Entretanto, at¢ 0 momento, ndo
existem estudos estabelecendo uma relagao direta entre tais alteragdes induzidas por

bisfosfonatos e uma maior ou menor predisposi¢ao ao aparecimento e/ou instalagdo de OM.

Pesquisas in vivo demonstraram que, ao se aderir @ molécula de hidroxiapatita, o
AZ promove modificagdes tanto na rede cristalina quanto na matriz organica tecidual,
interferindo direta ou indiretamente na estabilidade da matriz de colageno (JUILLARD et al.,
2010; YERRAMSHETTY; AKKUS, 2008). Dessa forma, substratos mineralizados como
tecido dsseo e dentario, dos quais a hidroxiapatita ¢ o principal componente inorganico,
poderiam, teoricamente, ser facilmente afetados em nivel de estrutura e estabilidade molecular

pelos bisfosfonatos.

Pacientes em uso de bisfosfonatos possuem, ainda, um maior risco de
desenvolvimento de pulpite, uma vez que o perfil imunocelular do tecido pulpar é modificado
pelo uso de AZ em modelos in vivo (SILVA et al., 2019, SILVA et al., 2016). No entanto, o
mecanismo pelo qual ocorrem as alteracdes decorrentes da terapia com bisfosfonatos no tecido
dental ainda ndo ¢ bem estabelecido, nem tampouco existem evidéncias de incorporagao

desses farmacos aos dentes, visto que a estrutura e o metabolismo 6sseo diferem do dentario.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Bisfosfonatos

Bisfosfonatos sdo farmacos andlogos do pirofosfato inorganico, um regulador
endogeno do metabolismo dsseo. A estrutura quimica dos bisfosfonatos difere da molécula de
pirofosfato por possuir, ao invés de um atomo de oxigénio, um atomo de carbono ligado a
dois grupamentos fosfato. Tal substitui¢do torna a molécula do bisfosfonato bem mais
resistente, quando comparado ao pirofosfato inorganico, que ¢ um composto relativamente
instavel e vulneravel a hidrolise e a acao de enzimas. Além disso, permite a existéncia de mais
dois grupamentos substituintes ligados covalentemente ao atomo de carbono (R1 e R2), que

variam de acordo com o farmaco (Figura 1) (HEYMANN et al., 2004).

Figura 1 — Molécula de pirofosfato inorgénico e de bisfosfonato.

0 0
I _OH R, | _OH
~P~oH ~ ~Pson

0 C

~ p-OH R~ “p-OH
| ~OH ' | OH

0 0

PIROFOSFATO INORGANICO BISFOSFONATOS

Fonte: Elaborada pelo autor

Tais grupamentos substituintes podem possuir atomos de carbono, nitrogénio,
oxigeénio, enxofre ou halogénio, dependendo da estrutura de cada bisfosfonato. A presenga de
nitrogénio na composicdo dos mesmos permite a classificagdo desses fadrmacos em
aminobisfosfonatos (contém nitrogénio), e bisfosfonatos nao-aminados (ndo contém
nitrogénio). A presenca de nitrogénio interfere na poténcia e, por conseguinte, na meia vida

desses compostos, por aumentar ainda mais sua afinidade a ions bivalentes, como o calcio

(GRAHAM; RUSSELL, 2007; HEYMANN et al., 2004; ROGERS et al., 2000).

Ao serem incorporados no tecido 0sseo, os bisfosfonatos agem através da inibigao

da funcao osteoclastica, bem como pela inducao de apoptose dessas células. Diferentemente



23

dos bisfosfonatos de primeira geragdo (ex: etidronato), cujo mecanismo de agdo se da
unicamente pela formacdo de anédlogos citotoxicos do ATP, os aminobisfosfonatos também
atuam na via do mevalonato (através da inibi¢ao das enzimas farnesil difosfato e geranil-
geranildifosfato sintases), comprometendo a sintese de colesterol e, consequentemente, as
caracteristicas citoarquiteturais e funcionais dessas células (CREMERS; PAPAPOULOS,
2011; GRAHAM; RUSSELL, 2007; COXON et al., 2000).

Os bisfosfonatos sao empregados no tratamento de desordens osseodegenerativas
como a osteoporose, doenca de Paget e o mieloma multiplo, por apresentarem bons efeitos no
que se refere a diminuicdo do turnover 6sseo. Aminobisfosfonatos exercem, ainda, diversos
efeitos antitumorais. Dentre eles, cita-se a inibi¢do da adesdo da célula tumoral a matriz
extracelular, indu¢do da apoptose e inibicdo da invasdo tumoral, bem como efeitos
antiangiogénicos. Consistem, portanto, na terapia padrdo no manejo de pacientes com
mieloma multiplo e cancer em estagio avangado associado a metastases 6sseas (POZZI et al.,

2009; VAHTSEVANOS et al., 2009; ROGERS et al., 2000).

Podem ser administrados por via oral ou endovenosa. A administracdo por via
endovenosa apresenta maior biodisponibilidade e evita efeitos adversos no trato
gastrintestinal, facilitando a aderéncia do paciente ao tratamento. Sdo excretados pelos rins,
sem sofrer metabolizacdo no figado. Devido a sua grande afinidade por ions bivalentes, os
bisfosfonatos tendem a ligar-se fortemente aos cristais de hidroxiapatita, o que contribui para
que cerca de 60% da dose administrada permaneca aderida ao tecido 6sseo (KOS, 2014;
WEISS et al., 2008; WOO; HELLSTEIN; KALMAR, 2006; GREEN, 2004; GREEN;
ROGERS, 2002).

Estudos envolvendo farmacocinética e farmacodinamica de bisfosfonatos
demonstram a alta afinidade desses farmacos pelo tecido 6sseo. Os mecanismos de
incorporagdao do farmaco a molécula de hidroxiapatita obedecem o modelo de adsor¢ao de
Langmuir e explicam que, ao contrario do que se pensava, o efeito “cumulativo” dos
bisfosfonatos no tecido 6sseo se da por um equilibrio entre a estrutura cristalina da matriz
mineral com a concentragao de bisfosfonatos, ao invés da simples acumulacao pela repeticao
das doses administradas. Tal equilibrio depende, portanto, da dose do farmaco e da afinidade
de ligacao relativa a hidroxiapatita, sendo os aminobisfosfonatos, especialmente o AZ, os que
apresentam maior afinidade a superficie tecidual (HOKUGO et al., 2013; CREMERS;
PAPAPOULOS, 2011; HENNEMAN et al., 2008; WEISS et al., 2008)
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A via de administragdo dos bisfosfonatos ¢ uma das varidveis que influenciam
poténcia do farmaco. O répido aumento da concentracdo plasmatica, associado a uma alta
afinidade e rapida absorcao de AZ pelo tecido 6sseo resulta em uma menor quantidade de
farmaco excretada no clearance renal. Isso explica a presenca de AZ, mesmo em baixas
concentragdes, em contetido plasmatico de ratos apds 240 dias da Ultima administragdo do

farmaco, resultante de sua liberag@o paulatina pelo tecido 6sseo (WEISS et al., 2008).

No entanto, o tratamento com esses fairmacos suprime o turnover 6sseo de tal
forma que torna o tecido hipovascularizado, hipocelularizado e fridvel, deixando-o cada vez
mais vulneravel e sensivel frente a microtraumas. Além do risco de fratura patologica, existem
algumas complicagdes orais relacionadas a terapia com bisfosfonatos, tais como lesdes de
mucosa oral e a osteonecrose dos maxilares, e o uso prolongado de bisfosfonatos, torna o
paciente mais vulneravel a essa ultima desordem citada (SILVERMAN; LANDESBERG,
2009).

Osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos

A Osteonecrose dos Maxilares Relacionada a Medicamentos ¢ definida como uma
exposicao Ossea ou osso sondavel por fistula intra/extraoral, localizada na regido maxilo-
facial, que persista por mais de 8 semanas na auséncia de outra alteragdo 6ssea potencial, como
¢ visto na doenga dssea metastatica ou nas lesdes associadas a radioterapia. Além disso, deve-
se constatar historia de tratamento com agentes antireabsortivos ou antiangiogénicos

(BORROMEO et al., 2014; RUGGIERO et al., 2014).

Considerada um dos principais efeitos adversos do tratamento com bisfosfonatos,
a OM ¢ uma desordem amplamente relacionada aos aminobisfosfonatos, como o AZ, por
serem empregados em diversos protocolos de terapia oncologica, sendo administrados por via
endovenosa em elevadas doses mensais (CREMERS; PAPAPOULOS, 2011; EZRA;
GOLOMB, 2000).

Dentre os fatores de risco para essa desordem, pode-se citar: historico de trauma
recente, principalmente traumas dentoalveolares, como exodontias; algumas condi¢des
sist€micas, tais como hiperparatireoidismo e diabetes; duragdo da terapia com bisfosfonatos;
anatomia do maxilar, uma vez que a densidade do trabeculado 6sseo mandibular ¢ maior em
relacdo ao da maxila; sexo do paciente e o tipo de bisfosfonato (TSAO et al., 2013;
MOZZATI; ARATA; GALLESIO, 2012; BARASCH et al., 2011; SILVERMAN;
LANDESBERG, 2009).
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Uma revisao de literatura feita por WOO et al., em 2006, apresentou 368 relatos
de caso de OM, que manifestaram exposi¢des de tecido 6sseo na regido de mandibula (65%),
maxila (26%) ou ambas (9%). As lesdes apresentavam predilecdo pelo sexo feminino, e
aproximadamente um terco eram sintomadticas. A ocorréncia multifocal foi mais comum na
regido de maxila, e a maioria das lesdes localizava-se na por¢do posterior e lingual da

mandibula, préximo a linha milohioide.

Estudos experimentais de inducdo de OM por procedimentos de exodontia
revelam, por microtomografia computadorizada, areas de osteolise e perda da integridade da
regido de alvéolo dental. Além disso, animais saudéveis submetidos a exodontia tratados com
AZ apresentam auséncia ou deficiéncia de cicatrizagdo do alvéolo dental, com ocasionais
presencas de espiculas (sequestros) osseos intra-alveolares, quando comparados aos grupos

controle (CURRA et al., 2016; SOUNDIA et al., 2016).

A presenca de OM associa-se a diminuicdo da qualidade do osso afetado.
Variacdes na densidade da matriz 6ssea tém sido relacionadas a presenca de sequestros dsseos
de pacientes apresentando OM. Além disso, estudos envolvendo propriedades fisico-quimicas
de sequestros Osseos associados a bisfosfonatos, apesar de escassos, demonstram uma
hipermineralizagdo e a ocorréncia de modificagdes estruturais do mineral apatitico nesses

espécimes (OLEJNIK et al., 2014; ALLEN; RUGGIERO, 2009).

Alteragoes fisico-quimicas em tecidos mineralizados

O tecido 6sseo, assim como o tecido dentdrio, ¢ composto por substancias
organicas e inorganicas, sendo a por¢ao mineral responsavel por cerca de 70% da composicao
tecidual. O termo “qualidade 6ssea” engloba diversas propriedades, além da massa dssea
(relacionada a densidade mineral), que influenciam na capacidade do tecido de suportar
cargas. Cita-se como principais propriedades a geometria cortical, arquitetura esponjosa,
microestrutura e composi¢ao tecidual. O turnover 6sseo € um dos fatores mais importantes
para a manuteng¢ao da qualidade 6ssea, sendo intensamente ativo em regides de osso medular
(80%) quando comparado ao osso cortical (20%) (COLE; VAN DER MEULEN, 2011;
CUKROWSKI et al., 2007).

O calcio (Ca) e o fosforo (P) sao dois elementos abundantemente encontrados em
tecidos bioldgicos. O componente mineral do osso, dentina e esmalte dentario ¢ fosfato de
calcio apatitico contendo carbonato. S6dio, magnésio e outros componentes também sao

encontrados em menor quantidade. A hidroxiapatita (Cas(PO4);OH), por sua vez, ¢ uma



26

molécula predominante no conteido mineral do tecido 6sseo e dentario (REY et al., 2010;

PASTERIS; WOPENKA; VALSAMI-JONES, 2008).

Variagdes na qualidade oOssea derivam de alteracdes composicionais desses
tecidos, o que repercute nas propriedades fisico-quimicas e biomecanicas (FELICE et al.,

2015; MANDAIR; MORRIS, 2015).

Técnicas de espectroscopia vibracional, como espectroscopia Raman, sdo
excelentes ferramentas para caracterizagao de substancias, bem como detec¢ao de alteragdes
composicionais ¢ bioquimicas em nivel de estrutura molecular. No que se refere ao tecido
0sseo, por exemplo, ja ¢ bem estabelecido que alteragdes composicionais podem refletir nas
propriedades biomecanicas teciduais (PASCHALIS; GAMSJAEGER; KLAUSHOFER,
2017; MANDAIR; MORRIS, 2015).

Um estudo prévio de inducdo de metdstase Ossea constatou que os tecidos
acometidos pelo tumor apresentavam alteragdes de parametros espectroscopicos,
demonstrando que a degeneragao Ossea proveniente da atividade tumoral repercute ndo apenas
na densidade mineral 6ssea, mas na qualidade tecidual, interferindo também em aspectos

composicionais e organizacionais do osso afetado (BI et al., 2013).

A cristalinidade representa o tamanho do cristal e a estabilidade da rede cristalina
que constitui a matriz mineral 6ssea. Os bisfosfonatos sdo incorporados ao tecido dsseo
através de sua grande afinidade por cristais de hidroxiapatita. Promovem, por conseguinte,
diversas modificacdes organizacionais nessas moléculas. A espectroscopia Raman, dentre
outras metodologias, tem sido amplamente utilizada na avaliagdo de tais alteracdes em tecidos
mineralizados e, especificamente, a cristalinidade corresponde ao inverso da largura maxima
na metade da altura do pico viPO4. Alguns estudos tém demonstrado que aumentos na
cristalinidade podem representar uma maior estabilidade da estrutura mineral e interferir nos
parametros mecanicos do tecido (MANDAIR; MORRIS, 2015; HOFSTETTER et al., 2014;
OLEJNIK et al., 2014; JUILLARD et al., 2010; PASTERIS et al., 2004).

Farmacos como risedronato e alendronato, mesmo sendo utilizados em doses
apropriadas para o tratamento da osteoporose, provocam diferentes alteragdes relacionadas a
qualidade tecidual em superficies de neoformagao 6ssea. O AZ, por sua vez, além das
modifica¢des organizacionais dos cristais de apatita, promove o aumento da cristalinidade e a

diminuic¢do na estabilidade do coldgeno (evidenciada através da redugdo da razdo entre os
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picos hidroxiprolina e prolina, por espectroscopia Raman) (OLEJNIK et al., 2016;
HOFSTETTER et al., 2012).

Outros estudos revelam que o tratamento com AZ modifica o perfil composicional
e cristalino do tecido dsseo, associando-o a uma maior resisténcia do tecido. No entanto, sabe-
se que a interacdo entre a rede cristalina e a matriz organica rege e impacta diretamente na
qualidade do osso. Por isso, diante da complexidade e do metabolismo do tecido ¢sseo, ndo
existe um parametro avaliado por espectroscopia Raman que possa predizer o comportamento
biomecanico tecidual (LLOYD et al., 2017; NEWMAN et al., 2014; COLE; VAN DER
MEULEN, 2011; YERRAMSHETTY; AKKUS, 2008).

A terapia cronica com bisfosfonatos promove alteragdes em nivel tanto estrutural
quanto composicional da estrutura Ossea, o que pode repercutir nas suas propriedades
mecanicas (diminuicao da resisténcia cortical a propagacao de forgas), podendo ocasionar o
que a literatura descreve como fraturas atipicas. No entanto, a relagdo de risco-beneficio da
terapia com bisfosfonatos ainda permanece altamente favoravel para pacientes com desordens
osseodegenerativas, visto que a diminuicao do furnover 6sseo nesses casos leva, dentre outros
beneficios e na maioria dos pacientes, a uma diminuic¢ao do risco de fraturas (LLOYD et al.,

2017; AREF et al., 2016).

Analises biomecanicas do tecido 6sseo sdo cada vez mais utilizadas em estudos
avaliando prognostico e tratamento de doencas osseodegenerativas, através dos seus impactos
na qualidade e resisténcia tecidual. Testes mecanicos de ossos inteiros avaliam a rigidez
estrutural e a resisténcia tecidual a partir de dados obtidos de graficos de carga-deformacao.
Tais propriedades sdo influenciadas diretamente pela quantidade de tecido, bem como pela
distribuicdo geométrica e pelas propriedades do proprio material. Diversas sdo as variaveis
que influenciam indiretamente nesses parametros, como sexo, idade, dieta e condig¢ao
sistémica do paciente. Dessa forma, estudos em animais permitem uma melhor padronizagao
e controle metodoldgico para avaliagdo desses critérios (GEISSLER; BAJAJ; .
CHRISTOPHER FRITTON, 2015; NEWMAN et al., 2014; CORY et al., 2010; AKKUS;
ADAR; SCHAFFLER, 2004).
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3. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho da continuidade a trabalhos previamente publicados pelo
nosso grupo de pesquisa, e utiliza um modelo de inducao de OM por exodontia associada ao
uso cronico de AZ ja estabelecido, tendo como diferencial a utilizagao de animais machos e
fémeas e a busca de uma melhor compreensio dos efeitos causados pelo AZ no
estabelecimento da OM e seu impacto nas propriedades fisico-quimicas e morfoestruturais do

tecido Osseo e dental.

A relagdo entre risco ¢ beneficio do tratamento com bisfosfonatos ainda ¢
favoréavel, apesar de o tratamento com esses farmacos poder repercutir em efeitos colaterais
graves, como a OM e, ainda, as fraturas atipicas (ocorrendo menos frequentemente, no caso
de tratamentos prolongados), o que constitui uma grande preocupacao na clinica médica e

odontoldgica.

A ocorréncia dessas desordens ja ¢ bastante associada ao proprio mecanismo
antirreabsortivo farmaco e, no caso da OM, ao carater inflamatério dessa condi¢do. No
entanto, diante do contexto de alteragdes composicionais e fisico-quimicas teciduais
ocasionadas pelo tratamento com bisfosfonatos, em especial com AZ, faz-se necessaria a

melhor compreensado dessas alteracdes e sua possivel associagdo com essas desordens citadas.

Tais alteragdes em tecidos mineralizados, tanto no osso como no dente,
possivelmente estdo relacionadas a alta afinidade e as modificagdes induzidas por
bisfosfonatos em cristais de hidroxiapatita, direta ou indiretamente, mesmo frente as
diferencas metabdlicas entre esses tecidos. No entanto, até onde se sabe, ndo existem estudos

avaliando as repercussdes do tratamento cronico com AZ na estrutura mineralizada dental.

Compreender, pois, os mecanismos pelos quais essas alteragdes sdo ocasionadas,
através da analise do perfil fisico-quimico e morfoestrutural do tecido osseodentario de
camundongos submetidos a modelo de inducdao de OM por tratamento cronico com AZ, se

configura como objetivo deste estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Analisar as propriedades fisico-quimicas e morfoestruturais do tecido
osseodentario de camundongos machos e fémeas submetidos a modelo de indugao de OM por

tratamento cronico com AZ.

4.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia do tratamento cronico com AZ nos parametros
biomecanicos e morfoestruturais do tecido 6sseo, bem como nos parametros
fisico-quimicos tecido osseodentario de camundongos machos e fémeas
submetidos a modelo de indugao de OM.

e Verificar a influéncia do sexo nos pardmetros fisico-quimicos e
morfoestruturais do tecido osseodentario de camundongos tratados com AZ e

submetidos ao procedimento de exodontia.
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5. HIPOTESES

A hipoétese de nulidade (HO) deste trabalho € a de que os fatores sexo e tratamento
com AZ nao repercutem em diferencas de propriedades fisico-quimicas e morfoestruturais no

tecido osseodentario de camundongos submetidos a modelo de inducao de OM.

A hipotese alternativa (H1) ¢ a de que existem diferencas nessas propriedades,

sejam elas inerentes ao sexo dos animais e/ou ao tratamento com AZ.
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6. METODOLOGIA

6.1. Aspectos éticos

O presente estudo ¢ fundamentado no principio dos 3R’s (Reduction, Refinement and
Replacement), que norteia as condutas éticas de experimentacdo animal, sendo submetido e
aprovado (protocolo 89/17) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Medicina — UFC (ANEXO A).

6.2. Delineamento do estudo, calculo amostral e protocolo experimental

Trata-se de um estudo experimental, de delineamento fatorial 2x2, cujas variaveis
independentes analisadas foram os fatores sexo e tratamento, ambos possuindo dois niveis. O
estudo contou com oito unidades experimentais em cada grupo e foi realizado em duplicata

para contemplar todas as metodologias propostas, de acordo com a Tabela 1.

O calculo amostral foi baseado no estudo de Hornby e colaboradores (2003), que
observou reducdo do crescimento longitudinal de tibias de ratas tratadas com 7,5 ug/kg de AZ
(2,00£1,79 um/dia, média + DP) em relacdo a ratas ndo tratadas (4,60+1,34 um/dia, média +
DP); Dessa forma, estimou-se necessario avaliar um total de oito camundongos por grupo, a
fim de se obter uma amostra que represente com 90% de poder e 95% de confianga a hipdtese

alternativa deste trabalho (HORNBY et al., 2003).

Os animais utilizados nesta pesquisa pertenciam a espécie mus musculus e a linhagem
Swiss, mantidos em condig¢des ideais de experimentacao animal. O protocolo experimental foi
adaptado de estudos anteriores (SILVA et al.,, 2016; SILVA et al.,, 2015) realizou-se
administracdo cronica de AZ 1,0 mg/kg ou solucao salina (dias 0, 7, 14 e 49) por via
intravascular. Realizou-se, ainda, o procedimento cirurgico de exodontia (dia 42) do segundo
molar inferior esquerdo, sob anestesia (quetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, via
intraperitoneal) e com cuidados poOs-operatorios, € a eutandsia (dia 70), por sobredose
anestésica, (pentobarbital 150mg/kg + lidocaina 10 mg/mL) para coleta de amostras de tecido
0sseo de diferentes sitios anatomicos (hemimandibulas e fémures) (Figura 2). Os animais eram
pesados semanalmente para fins de avaliagdo da massa corpérea ao longo do protocolo
experimental. O dente extraido e as amostras de tecido 6sseo foram posteriormente analisadas,

de acordo com as metodologias posteriormente descritas.
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Tabela 1 — Distribui¢do de amostras de acordo com a metodologia empregada.

Grupo N° Animais Amostra Metodologia

SALF 8 He, Hd, Fd, D ER
Fe FsP

8 He MO, MicroTC
Fe F3P
Fd MO
AZF 8 He, Hd, Fd, D ER
Fe F3P

8 He MO, MicroTC
Fe FsP
Fd MO
SALM 8 He, Hd, Fd, D ER
Fe FsP

8 He MO, MicroTC
Fe FsP
Fd MO
AZM 8 He, Hd, Fd, D ER
Fe F3P

8 He MO, MicroTC
Fe F3P
Fd MO

Fonte: Elaborada pelo autor; Legenda: SALF (camundongos fémea tratados com solugdo salina); AZF
(camundongos fémea tratados com AZ); SALM (camundongos machos tratados com solu¢do salina);
AZM (camundongos machos tratados com AZ); He — Hemimandibula esquerda; Hd — hemimandibula
direita; Fd — Fémur direito; Fe — Fémur esquerdo; D — Dente; MO — Microscopia Optica convencional;

MicroTC — Microtomografia Computadorizada; F3P — Flexao de trés pontos.

Figura 2 - Protocolo experimental de terapia cronica com AZ e indugdo da OM em

camundongos tratados com AZ ou solugao salina.

Dia 0 7 14 42 49 70
——
Protocolo T* 28 3 Exodontia 4 Eutanasia
experimental  dose dose dose dose

Fonte: Elaborada pelo autor
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6.3. Preparo e confec¢do de laminas histolégicas para microscopia éptica convencional

As amostras de hemimandibula esquerda e de fémur foram descalcificadas em
solugdo de EDTA 10% (pH 7.3; NaOH, PA) durante 30 dias. Posteriormente, apds analise
macroscopica, as pegas foram seccionadas, armazenadas em cassetes histologicos e seguidas
para processamento automatico (PT05, LupeTec®, Sao Paulo, Brasil). Depois de processadas,
as amostras foram incluidas em parafina fundida a 58 °C, a fim de se obter sec¢des de 4 pm
de espessura dos blocos parafinados, utilizando micrétomo rotativo semiautomatico

(RM2235, Leica Microsystems®, Wetzlar, Alemanha).

As seccdes histologicas foram dispostas em laminas de vidro, homogeneizadas e
desparafinizadas em estufa (MD1.1, Medicate®, Sdo Paulo, Brasil) (65 °C) e em trés banhos
de xilol e, apos reidratagdo em série alcodlica decrescente (alcool absoluto — alcool 70°),
lavadas em agua corrente (3 minutos) e coradas com a coloracdo de Hematoxilina-Eosina.
Posteriormente, apds lavagem em 4agua corrente, as amostras foram desidratadas em série
alcodlica crescente (alcool 70° - alcool absoluto) e fixadas em xilol (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983).

Apos fixagdo, foi realizada a montagem com laminulas de vidro através do meio
de montagem Enthellan (Merck®, Darmstadt, Alemanha) para posterior analise histolégica
descritiva das amostras de hemimandibula esquerda e fémur, bem como analise
histomorfométrica das amostras de hemimandibula esquerda em microscopio de luz

convencional (CX41, Olympus®, Téquio, Japdo).

6.4. Analise histomorfométrica

Apds analise descritiva, as laminas histologicas foram fotografadas em
microscopio (DM 2000, Leica Microsystems®) com cimera acoplada (DFC295, Leica
Microsystems®), através do software Leica Application Suite 4.3.0 (Leica Microsystems®).
Foram obtidos cinco campos microscopicos no aumento de 400 x, no sitio referente a
exodontia do segundo molar inferior esquerdo. Os campos selecionados correspondiam a
borda anterior do alvéolo pos-extracdo e seguiu as areas a serem fotografadas sempre
avangando no sentido para posterior, de modo a nao repetir as areas fotografadas. As imagens
foram exportadas para o software Image J® (National Institute of Health - NIH, Marilandia,
Estados Unidos da América) e, através do comando cell counter, um operador (que
desconhecia a que grupo pertencia cada animal) contou o numero de lacunas de ostedcitos

vazias e com células viaveis, bem como o numero de osteoclastos com vitalidade e com sinais
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histologicos de apoptose (hipo ou hipercromatismo nuclear e presenca de multiplos vactiolos
intracitoplasmaticos) e o numero de células inflamatérias mono e polimorfonucleares.
Considerou-se o somatorio dos campos de cada ldmina como unidade amostral, utilizando
como parametros de analise quantitativa os percentuais de lacunas de ostedcitos vazias e de
osteoclastos em apoptose, bem como o niimero de células inflamatorias totais, mononucleares

e polimorfonucleares neutréfilos (SILVA et al., 2015).

6.5. Microtomografia computadorizada (MicroTC)

As amostras de hemimandibula esquerda de cada animal foram submetidas a uma
avaliacdo radiografica utilizando-se microtomografia computadorizada (MicroTC), por meio
da qual foi considerada a reparagdo alveolar das hemimandibulas operadas, bem como as
propriedades Osseas da area de exodontia. Para isso, cada amostra foi posicionada
verticalmente e de maneira centralizada em um recipiente no interior de um microtomografo
(1172, SkyScan, Bruker®, Kontich, Bélgica), sendo utilizados, para a aquisi¢cdo das imagens,
os seguintes parametros: 80 kV, 124 pA, tamanho do pixel de 9,01 pm e 0,40 graus de rotagao,
rotacdo total de 180 graus, frames igual a 3 e filtro de aluminio de 0,5 mm. Apds o
escaneamento, as imagens foram importadas no software NReconstruction 1.7.03 (SkyScan,
Bruker®), para reconstru¢do em escala de cinza, apresentando coeficientes de atenuagdo de
raios-X com valores relacionados a estrutura Ossea, selecionando-se os pardmetros de
reconstrucao de em média 570 cortes, suavizagdo igual a 2, redugdo de artefatos em anel igual
a 5% de correcdo de beam-hardening. Foi utilizado o software DataViewer (Skyscan,
Bruker®) para ajustar o posicionamento das imagens das amostras, de forma a obter uma
melhor visualizagdo das regides a serem analisadas (melhor visualizagdo em cortes axiais,
sagitais e coronais). Os cortes sagitais foram selecionados para a andlise dos pardmetros

microtomograficos.

Através do software CT Analyzer (CTAn) (Skyscan, Bruker®) foi realizada a
selecdo dos cortes sagitais que compreendessem a area de exodontia do segundo molar
inferior. Posteriormente, foi determinada a regido de interesse (ROI), através de interpolacao
dinamica poligonal, compreendendo apenas a area correspondente a regido de exodontia. Em
seguida, os cortes foram binarizados (escala log min 38 - max 143), para obtencdo do
histograma e andlise tridimensional, a partir da qual foram avaliados os parametros de
densidade mineral 6ssea e varidveis relacionadas a regido de osso trabecular, tais como razao
entre volume de tecido 6sseo (VO) e volume tecidual total (VT) da area de interesse (VO/VT),

espessura trabecular, nimero e separagao de trabéculas o6sseas (LISBOA et al., 2015).
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A andlise por microTC seguiu o “guia para avaliagdo de microestrutura 6ssea em

roedores utilizando microtomografia computadorizada” (BOUXSEIN et al., 2010).

6.6. Teste de flexao de trés pontos (F3P)

O teste de flexdo de trés pontos foi o teste mecanico empregado neste estudo para
as amostras de fémur. Trata-se de um teste eficaz, de facil execugdo e preparo das amostras.
Além disso, ¢ bastante utilizado em estudos experimentais biomecanicos com camundongos
(CHANG et al., 2011; JAMSA et al., 1998). Para a realizagdo do referido teste, utilizou-se a
maquina de ensaios universais (3345, Instron®, Massachusetts, EUA), a fim de determinar os
parametros mecanicos correspondentes ao comportamento do osso femoral em regime eldstico

e pléstico até o momento da fratura.

Primeiramente, as medidas de espessura anteroposterior ¢ mesiodistal do centro
da diéfise de cada fémur foram obtidas utilizando um paquimetro digital. Tais medidas foram

inseridas no software Bluehill 2 (Instron®) antes da realiza¢do de cada teste.

Para a realizagdo do teste, foi aplicado um modulo de carga de SON, na velocidade
de 3 mm/min. Cada fémur foi igualmente posicionado (lado anterior voltado para cima) entre
dois suportes, distando 5 mm entre si (BEER et al., 2015; AKHTER et al., 2004).
Posteriormente, foi aplicada uma for¢a no ponto central da diafise femoral, entre os 2 suportes,

de forma continua até o momento da fratura, como ilustra a figura abaixo (Figura 3):

Figura 3 — Ilustragao de realizacao do teste de flexao de trés pontos

Carga aplicada
(Célula de carga de 50N)
Deslocamento de 3 mm/min

o Distancia entre os suportes (5 mm)

Fonte: elaborado pelo autor
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Os valores obtidos consistiram na extensdo (mm), carga (N), carga de flexao (N),
extensdo de flexdo (mm), desde o inicio do teste até o momento da fratura. Tais valores eram
obtidos a cada 0,02 segundos e automaticamente salvos em planilhas no software Microsoft

Office Excel®, a partir do qual foi feita a analise dos dados.

Para realizar os céalculos dos parametros mecanicos apds a realizagdo do teste de
flexao de trés pontos, a sec¢do transversal do fémur foi analisada (considerada como uma

secgao eliptica oca), conforme a figura abaixo (Figura 4):

Figura 4 — Ilustrag@o da area de seccdo transversal do osso femoral, mostrando

as medidas necessarias para o calculo da area.

v
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Fonte: elaborado pelo autor

Dessa forma, além da espessura mesiodistal (a) e anteroposterior (b), mensuradas
antes da realizagdo do teste, as medidas de espessura cortical da regido lateral (a-a;) e anterior

(b-b1) também foram obtidas para o calculo da area de sec¢ao transversal do osso (S), através

n(ab-a'b")
-

da formula S =

Os dados obtidos em cada ensaio foram utilizados para geragdo de um grafico e
posterior estabelecimento de uma linha de tendéncia em regime elastico (teoricamente uma
reta cujo coeficiente angular € a rigidez), bem como determinacao de ponto de escoamento
(ponto no qual o gréfico for¢ca-deformacao passa a nao obedecer a linha de tendéncia) (Figura
5). O célculo da éarea sob a curva também foi realizado, a fim de determinar a energia

necessaria e despendida pelo material até a quebra (trabalho total a fratura).
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Figura 5 — Ilustracdo do grafico forca-deformacdo gerado a partir dos dados

obtidos no teste de flexdo de trés pontos.

F = Rigidez * §|

Fratura

Regime
Elastico !

Regime
Plastico

& (mm) 3

Fonte: elaborado pelo autor

A partir da area de secgao transversal, pode-se calcular os demais parametros. O
momento de inércia tem relacao com o grau de dificuldade em se alterar o estado de rotagao
da amostra, baseado no sentido de aplica¢do da forca. Como a carga ¢ aplicada no sentido y
(sentido anteroposterior da sec¢do transversal do fémur), a tendéncia de flexdo ¢ um giro em
torno do eixo x (sentido mesiodistal da secc¢do transversal do fémur). Reflete a distribuicao da
area de osso cortical ao redor de um eixo fixo de rotagao passando pelo centro da se¢ao cortical

, 3
7T<ab3—ab )

no sentido do eixo x e pode ser calculado através da formula: I, = <

Os dados de carga maxima (maximo de carga aplicado durante o teste) e carga

para escoamento (carga maxima no inicio da deformacao plastica) permitem o célculo da

. , . . ) , , FLb
tensdo maxima e tensdo de escoamento, respectivamente, através da formula o = 5. 0=
*lx

5Fb
8xl,

Considerando, ainda, a rigidez a flexdo, que representa a rigidez do material em
regime elastico, obtida pelo coeficiente angular da reta de crescimento de esfor¢o, podemos
depreender o valor do Modulo Flexural (E) (propriedade dos materiais que quantifica a
resisténcia a deformagdo). No caso especifico do ensaio de flexdo de 3 pontos, 0 mddulo
flexural se refere a dificuldade de se fletir um material em especifico, enquanto a rigidez mede
a taxa de variagdo da for¢ca em fungao do deslocamento, ou seja, a dificuldade em fletir o corpo

de prova no regime elastico):
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dF (Rigidez) 48E1, £ = Rigid L3 - 125 Rigidez
D — = . = ¥ — = * —
s - areer) =T T 481

Os parametros mecanicos avaliados a partir do teste de flexao de trés pontos foram
os de area de secgdo transversal (mm?), carga maxima (N), carga para escoamento (N), rigidez
a flexao (N/mm), tensdo maxima (MPa), tensao de escoamento (MPa), mddulo de flexao
(MPa), momento de inércia (mm®*) e trabalho total a fratura (Nmm) (BEER et al., 2015;
AKHTER et al., 2004)

6.7. Preparo das amostras e analise por espectroscopia Raman

Todas as amostras coletadas (hemimandibula direita e esquerda, fémur e dente)
foram avaliadas por meio de microespectrometria Raman (Alpha 300, WITec®, Ulm, Baden-
Wiirttemberg, Alemanha). As amostras de osso foram seccionadas de acordo com a area de
interesse, utilizando uma cortadeira metalografica de precisdo (Isomet 4000, Buehler®,
Uzwil, Sui¢a) e disco diamantado, sob irrigagdo com agua destilada e em baixa velocidade
(150RPM). Posteriormente, foram polidas com uma sequéncia de lixas de papel abrasivas de
baixa granulacdo (1600, 1800, 2000), sob irrigacdo e durante 30 segundos cada. Devido as
limitagdes de tamanho das amostras de dente, utilizou-se apenas o polimento com as lixas
abrasivas, nas mesmas condi¢des de irrigacdo. No entanto, um maior periodo de tempo foi
necessario para a realizagdao da seccao transversal (até atingir a linha oclusal do dente). As
amostras foram dispostas em cuba ultrassonica durante 10 minutos para a remocao de residuos

e posteriormente secas em papel absorvente.

Ao final das etapas de seccdo e polimento, as amostras foram observadas em
estereomicroscopio (SSAPO, Leica Microsystems®) para confirmagio de visualiza¢do e

polimento satisfatorio da area de interesse para a realiza¢do das leituras.

Os espécimes foram submetidos a leituras em areas distintas: para as amostras de
fémur, foi realizada uma leitura na regiao cortical. Para as amostras de hemimandibula (direita
e esquerda), realizou-se uma leitura na regido cortical e uma leitura na regido medular (regiao
do segundo molar inferior). Para as amostras de dente, realizou-se uma leitura na regido de
esmalte, uma leitura na regido de dentina coronéria e uma leitura na regido de dentina radicular

(Figura 6).
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Figura 6 — Ilustragdo dos pontos de aquisi¢ao do espectro Raman.

B‘—

Imagens obtidas em lupa estercoscopica, ilustrando a regido na qual foram realizadas a(s)
aquisicao(des) dos espectros Raman (pontos pretos), na regido de fémur (A), hemimandibulas
direita (B) e esquerda (C), e segundo molar inferior esquerdo (D).

A distribuicdo espacial dos componentes organicos e inorganicos foi determinada

através das intensidades relativas correspondentes aos picos Raman. Foi utilizado um laser de

argénio, com comprimento de onda de 532 nm e poténcia de 22,9mW, no aumento de 200x.

O espectro Raman foi obtido na faixa de 200 cm™ a 1800 cm™', com 24 segundos

de analise e

total de 6 acumulagdes por regido (4 segundos por acumulagdo). A partir da

analise da intensidade dos picos Raman, os parametros analisados foram:

Relacao matriz mineral/matriz organica, que ¢ determinada pela intensidade do
pico de fosfato banda vi (~960 cm™!) dividido pela intensidade das bandas de
cadeias laterais 5(CHa) das moléculas de colageno (1450 cm™);

Propor¢do de conteudo de monohidrogenofosfato, determinada pela
intensidade entre bandas de v3HPO4 (1003 cm™) e viPO4 (~960 cm™);
Cristalinidade, determinada pelo inverso da largura total na metade da
intensidade maxima (full width at half maximum - FWHM) da banda de viPOs;
Relagdo de substitui¢do de carbonato tipo B, determinada pela intensidade
entre as bandas CO3 (1071 cm™) e v POu;

Relagdo entre hidroxiprolina-prolina, que corresponde a intensidade entre

bandas de prolina (855 cm™!) e hidroxiprolina (870 cm™);

(CARVALHO et al., 2018; CARVALHO et al., 2017; OLEJNIK et al., 2016). Os

espectros foram avaliados através do software Project 2.08 (WITec®).
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6.8. Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o software
Statistical Package for the Social Sciences (versao 17.0) para Windows. Os dados
quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e expressos em

forma de média + erro-padrao da média (EPM).

Para a variacdo de massa corpdrea, utilizou-se o teste ANOVA one-way para
medidas repetidas (considerando o fator tempo) seguido do pos-teste de Bonferroni e o teste
ANOVA 2-way para medidas repetidas (considerando os fatores sexo e tratamento) seguido
do pos-teste de Bonferroni. Para os demais parametros, a andlise estatistica foi realizada
utilizando o teste ANOVA 2-way, seguido do pos-teste de Bonferroni, aonde consideraram-

se os fatores sexo ¢ tratamento.

As varidveis independentes consideradas para o teste ANOVA-2-way possuiam

dois niveis a saber: macho ou fémea (fator sexo) e AZ ou salina (fator tratamento).

Para todos os testes a analises foi atribuido indice de confianga de 95%.
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Os fatores sexo e tratamento ndo influenciaram na variagdo de massa corporea dos animais

ao longo do protocolo experimental.

Ao longo do protocolo experimental, os animais aumentaram significativamente

a massa corporea em todos os grupos experimentais, tanto os grupos de camundongos tratados

com solugdo salina (p=0,039 e p<0,001) quanto com AZ (p=0,013 e p=0,03), machos e

fémeas, respectivamente. Portanto, os fatores sexo (p=0,216) e tratamento (p=0,544) nao

exerceram influéncia nesse parametro, nem tampouco a interagao entre eles (p=0,305) (Tabela

2).

Tabela 2 — Massa corporea dos animais ao longo dos dias experimentais.

SALF AZF SALM AZM p-Valor* p-Valor® p-Valor®
Massa corpodrea

Dia 0 21,13+0,67 20,46+0,38 27.,42+0,57 25,46+0,59 0,305 0,216 0,544
Dia 7 24,04+0,73* 21,9240,35* 30,58+0,71* 29,96+0,69*

Dia 14 24,55+0,52 23,46+0,30* 31,96+0,67* 31,67+0,58%*

Dia 21 25,95+0,51* 24,71+0,27* 33,58+0,75* 32,75+0,56*

Dia 28 27,20+£0,52 26,13+0,30* 33,544+0,62 33,38+0,61

Dia 35 28,65+0,65 26,79+0,37 35,75+0,71* 35,17+0,67*

Dia 42 29,30+£0,62 27,83+0,27 37,71+0,76* 37,08+0,70*

Dia 49 27,85£0,86 27,17+0,65 36,54+1,12 36,75%0,72

Dia 56 28,75+0,55 27,67+0,61 37,00+1,04 36,88+0,76

Dia 63 29,40+0,97 29,00+0,63* 38,29+1,16* 37,42+0,85

Dia 70 30,65+1,20 30,00+0,59 38,75+1,10 37,83+0,93

p-Valor? <0,001 0,003 0,039 0,013

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: SALF (camundongos fémea tratados com solugdo salina); AZF (camundongos
fémea tratados com AZ); SALM (camundongos machos tratados com solugdo salina); AZM (camundongos machos
tratados com AZ); Teste ANOVA 2-way para medidas repetidas/Bonferroni (*p-Valor da interagdo; °p-Valor do fator
sexo; °p-Valor do fator tratamento); Teste ANOVA one-way para medidas repetidas/Bonferroni (p-Valor do fator

tempo) (*p<0,05 em relag@o ao dia imediatamente interior) (média + EPM; n=12/grupo)
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O tratamento com AZ promove alteragoes histologicas na estrutura epifisaria femoral, bem
como alteragoes histologicas e histomorfométricas (considerando pardmetros estruturais e

inflamatorios) em sitios de exodontia.

Nas amostras de fémur de todos os grupos pode-se observar, na regido da didfise
femoral, a preservagdo das membranas periosteais e endosteais, bem como a presenga de 0sso

compacto lamelar integro em continuidade com a medula 6ssea.

A regido epifisaria dos animais era composta por trabéculas de 0sso esponjoso em
meio a medula hematopoiética, na qual, no grupo salina, notou-se a presenca de células
adiposas e megacariocitos. Nos grupos tratados com soluc¢do salina, constatou-se a presenca
da linha epifisaria (fina camada de cartilagem hialina associada a uma delgada regido de osso
em crescimento). Os grupos tratados com AZ, por sua vez, apresentaram uma regiao mais
espessa da area de tecido 6sseo em crescimento (compativel com tecido osteocondroide),
refletindo um aumento do trabeculado 6sseo dessa regido, ainda que todos os animais

utilizados no experimento tivessem o mesmo tempo de vida (Figura 7).

A analise microscopica das hemimandibulas esquerdas dos grupos tratados com
solucdo salina, machos e fémeas, evidenciou, no septuagésimo dia experimental (28 dias apos
a exodontia), a presenca de tecido dsseo viavel, com lacunas de ostedcitos preservadas.
Mesmo notando-se a presenga de infiltrado inflamatoério em alguns animais, constatou-se a
presenga de reepitelizacdo, e os osteoclastos presentes (em menor nimero) no sitio de

exodontia, ndo apresentavam sinais histoldgicos sugestivos de apoptose (Figura 8).

Diferentemente, nos grupos tratados com AZ, apesar de se visualizar uma
deposi¢ao de matriz 6ssea mineralizada, houve uma maior quantidade de lacunas de ostedcitos
vazias. Além disso, evidenciou-se a presenca de sequestros 6sseos, bem como de um intenso
infiltrado inflamatorio, predominantemente, neutrofilico. Constatou-se, ainda, a presenca de
um maior namero de osteoclastos, cuja maioria apresentava sinais histologicos sugestivos de
apoptose (hipo/hipercromasia e picnose nuclear, além de vacuolizagdo citoplasmatica) (Figura

8).

A analise histomorfométrica das hemimandibulas esquerdas evidenciou que o
tratamento com AZ foi responsavel pela alteracdo da maioria dos parametros. Observou-se
um aumento do percentual (%) de lacunas de ostedcitos vazias (p<0,001) e percentual de
osteoclastos apoptoticos (p<0,001), bem como um aumento no total de células inflamatérias

(p=0,002) e, particularmente, de células polimorfonucleares (p<0,001), ndao estando
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associado, no entanto, a alteracdes no numero de células mononucleares (p=0,476) (Tabela

3).

Por outro lado, nao houve influéncia do fator sexo ou da interagao entre os fatores
estudados nos parametros avaliados por histomorfometria (p>0,05 em todos os parametros)

(Tabela 3).

Tabela 3 — Analise histomorfométrica da drea de exodontia dos grupos experimentais.

Analise p- p- p-
Histomorfométrica SALF AZF SALM AZM Valor* Valor® Valor®
% lacunas vazias 10,21+1,37 41,54+5,47 11,57+0,91 32,13+2,90 0,101 0,212 <0,001

% Osteoclastos apoptoticos  2,24+1,45 42,7142 51 5,95+5,95 53,45+9,73 0,534 0,207 <0,001
Total células inflamatorias  41,00£20,00 205,40+£8,45 99,00+18,17 206,67+6,67 0,422 0,403 0,002
Mononucleares 121,50+£28,47 201,50+50,54 171,57450,62 155,20+£30,55 0,285 0,966 0,476
Polimorfonucleares 0,00£0,00  54,00£19,00  5,83+3,34  69,50+40,30 0,607 0,267 <0,001

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: SALF (camundongos fémea tratados com solugéo salina); AZF (camundongos fémea
tratados com AZ); SALM (camundongos machos tratados com solugdo salina); AZM (camundongos machos tratados com
AZ); Teste ANOVA 2-way/Bonferroni; *p-Valor da interagdo; *p-Valor do fator sexo; °p-Valor do fator tratamento (média +
EPM; n=5-6/grupo).
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Figura 7 — Aspecto microscopico da regido epifisaria femoral.

SOLUCAO SALINA ACIDO ZOLEDRONICO

-

em
continuidade com osso lamelar trabecular (OT) nos animais tratados com solucdo salina (A e C) ¢ um aumento da
regido osteocondroide (OC) e do trabeculado 6sseo nos grupos tratados com AZ (B e D) (HE, 100 x).



45

Figura 8 — Aspecto microscopico da regido de exodontia dos grupos experimentais.
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Fotomicrografias da regido de exodontia, evidenciando a presenca de lacunas de ostedcitos vazias no osso alveolar
(OA) e de infiltrado inflamatorio (IN) nos grupos AZF e AZM (C e G) (HE, 200x), bem como a presenga de
osteoclastos com sinais histologicos de apoptose (setas vermelhas) (D e H) e viaveis (setas verdes) (H) (HE, 400x).
Os grupos SALF e SALM, entretanto, apresentaram trabeculado 6sseo com osteodcitos viaveis na regido de OA,
auséncia de IN (A e E) (HE, 200x), além de osteoclastos viaveis (setas verdes) (B e F) (HE, 400 x).
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Modifica¢oes nos parametros microtomogrdficos sdo observadas em animais tratados com

AZ, sendo relagdo entre volume osseo e volume tecidual também influenciada pelo sexo.

Na area correspondente ao sitio de exodontia do segundo molar inferior esquerdo,
constatou-se que o tratamento com AZ foi responsavel pela diminui¢ao significativa da
relacdo entre volume 6sseo (VO) e volume tecidual (VT) (p=0,003), bem como do numero de
trabéculas 6sseas (p<0,001). Por outro lado, tais trabéculas encontravam-se mais separadas

nos animais tratados com AZ (p=0,001) (Tabela 4).

Vale ressaltar que o fator sexo ¢ influenciador da relagao entre VO e VT.
Observou-se, portanto, um valor significantemente inferior desse paraimetro nos camundongos
fémeas, quando comparados aos machos (p=0,016). Apesar disso, ndo foram observadas
diferencas deste parametro na avaliacdo da interagdo entre os dois fatores (p=0,461),

mostrando que os mesmos nao apresentaram influéncia sinérgica (Tabela 4).

Tabela 4 — Variaveis microtomograficas analisadas em hemimandibulas esquerdas de camundongos

tratados com AZ ou solugdo salina e submetidos ao procedimento de exodontia.

Parametros p- p- p-
Microtomogrificos SALF AZF SALM AZM Valor® Valor® Valor*
Densidade mineral 0ssea 72,26+3,20  72,21+£3,25 75,35+0,71 75,82+1,62 0,932 0,189 0,932
VO/VT 73,61+7,84 50,04+5,46 84,41+1,05 69,24+£5,57 0,461 0,016 0,003
Espessura trabecular 0,17+0,01 0,20+£0,03  0,20+0,01  0,20+0,01 0,550 0,325 0,550
Numero de trabéculas 4,33+0,25  3,56+0,13  4,29+0,16  3,384¢0,20 0,722 0,586 <0,001
Separagao de trabéculas 0,07+0,01  0,13+0,02  0,06+0,00  0,12+0,02 0,890 0,412 0,001

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: SALF (camundongos fémea tratados com solugdo salina); AZF (camundongos fémea
tratados com AZ); SALM (camundongos machos tratados com solugao salina); AZM (camundongos machos tratados com AZ);
VO (Volume 6sseo da area de interesse); VT (Volume tecidual (area de interesse)). Teste ANOVA 2-way/Bonferroni; *p-Valor

da interagdo; ®p-Valor do fator sexo; °p-Valor do fator tratamento (média + EPM; n=5/grupo).

Imagens microtomograficas representativas dos cortes sagitais avaliados
mostraram que as fémeas apresentavam aparentes diferencas no padrao estrutural 6sseo. Além
disso, observou-se, mesmo 28 dias apds a exodontia, uma pronunciada deficiéncia de

cicatrizagdo da regido alveolar nos animais tratados com AZ. (Figura 9)
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Figura 9 — Cortes sagitais da regido de exodontia (hemimandibula esquerda) de animais

tratados com AZ ou salina.

SOLUCAO SALINA ACIDO ZOLEDRONICO

1 mm
I

Cortes sagitais de microtomografia computadorizada evidenciando total cicatrizagdo da area de exodontia dos
animais tratados com solugdo salina (A e C), em contraste com os animais tratados com AZ, os quais
apresentaram uma maior regido de areas hipodensas, consistente com deficiéncia (B) ou auséncia de cicatrizagao

D).
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Os fatores sexo e tratamento exercem influéncia sobre os pardmetros mecdnicos do osso

femoral de camundongos, de forma independente.

Os fémures dos animais tratados com AZ apresentaram aumento da area de corte
transversal (p=0,001), e suportaram, durante os testes, cargas mais elevadas (p<0,001). Além
disso, 0 momento de inércia mostrou-se elevado (p<0,001) com o tratamento, e as amostras
apresentaram um trabalho total a fratura superior (p=0,030). Por outro lado, observou-se uma
diminui¢do do mddulo de flexdo (p=0,007) e da tensdo de escoamento (p=0,038) dessas
amostras submetidas ao teste de flexdo de trés pontos. Apesar disso, os grupos tratados com

AZ apresentaram uma maior rigidez a flexdo (p=0,001) (Tabela 5).

Além disso, ha uma influéncia nos parametros biomecanicos teciduais quando se
compara o fator sexo em camundongos. Fémeas apresentaram uma menor area de seccao
transversal (p<0,001) e, durante os testes de flexao, suportaram cargas inferiores (p<0,001).
Além disso, 0 modulo de flexdo dos fémures de camundongos fémeas também se apresentou
superior (p=0,001), bem como o momento de inércia (p<0,001) e o trabalho total a fratura
(p<0,001). A tensdo de escoamento, por sua vez, mostrou-se superior (p=0,004) nos fémures
de fémeas submetidas ao teste de flexdo de trés pontos, quando comparados aos dos
camundongos machos. No entanto, os fatores sexo e tratamento exercem influéncia nos
parametros biomecanicos de forma independente (*p-Valor>0,05 em todos os parametros)

(Tabela 5).

Tabela 5 — Parametros mecanicos obtidos através do teste de flexao de trés pontos em camundongos fémeas e

machos tratados com AZ ou solucao salina.

p- p- p-
Parametros Mecénicos SALF AZF SALM AZM Valor* Valor” Valor®
Area de secc¢do transversal (diafise) 1,81+0,04 2,09+0,04 2,21+0,08 2,354+0,04 0,223 <0,001 0,001
Carga maxima (N) 23,24+1,11 28,62+1,23 32,63+1,32 37,12+0,80 0,701 <0,001 <0,001
Carga para escoamento (N) 16,07+1,41 15,63+0,93 15,06+0,74 16,06+1,02 0,484 0,784 0,776
Rigidez a flexdo (N/mm) 150,42+12,00 185,02+6,47 143,93+10,27  181,53+10,34 0,881 0,620 0,001
Momento de inércia (mm*) 0,19+0,01 0,25+0,01 0,26+0,02 0,32+0,01 0,892 <0,001 <0,001
Trabalho total a fratura (Nmm) 4,98+0,69 8,46+1,07 11,46+0,73 12,09+0,97 0,126 <0,001 0,030
Tensdo maxima (MPa) 106,00+6,15 107,28+5,59 117,58+6,67 113,28+3,91 0,627 0,131 0,793
Tensdo de escoamento (MPa) 73,41£7,09 58,95+4,20 54,77+4,19 49,17+3,60 0,350 0,004 0,038
Modulo de flexdo (MPa) 2268,20+101,47 1762,52+142,57 1665,42+174,45 1354,73+118,48 0,499 0,001 0,007

Fonte: Dados da pesquisa; Legenda: SALF (camundongos fémea tratados com solugdo salina); AZF (camundongos fémea tratados
com AZ); SALM (camundongos machos tratados com soluc¢ao salina); AZM (camundongos machos tratados com AZ); Teste ANOVA

2-way/Bonferroni; *p-Valor da interagdo; ’p-Valor do fator sexo; °p-Valor do fator tratamento (média = EPM; n=10-12/grupo).
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O tratamento com AZ alterou o pardmetro espectroscopico de cristalinidade em osso cortical

e medular de camundongos.

Dentre os parametros analisados através da microscopia Raman, houve mudanca
significativa apenas do parametro de cristalinidade, que se mostrou superior nas amostras de
0sso de camundongos tratados com AZ. Pdde-se observar essa diferenca na regido de osso
cortical femoral (p=0,048) e hemimandibular (tanto do lado esquerdo (p=0,048) quanto direito
(p<0,001)) (Tabela 6)

Tabela 6 — Varidveis espectroscopicas em regido de osso cortical femoral e hemimandibular

Espectroscopia Raman SALF AZF SALM AZM  p-Valor* p-Valor® p-Valor®

Osso cortical

Fémur
Relag@o Mineral/Organico 2,97+0,17 3,42+0,41 3,11+0,66 3,24+0,38 0,731 0,962 0,526
Cont. monohidrogenofosfato  0,34+0,02 0,31+0,02 0,35+0,06 0,34+0,01 0,647 0,576 0,574
Substituigao carbonato tipo B 0,41+0,02 0,37+0,02 0,42+0,05 0,39+0,02 0,915 0,659 0,365
Cristalinidade (x107%) 4,82+0,09 5,45+0,29 5,13+0,45 5,16+£0,09 0,071 0,960 0,048
Razao hidroxiprolina-prolina  0,99+0,01 0,69+0,29 1,01+0,01 1,00£0,01 0,298 0,241 0,270

Hemimandibula direita

Relag¢do Mineral/Organico 1,94+0,81 2,35+0,22 2,76+0,23 2.67+0,15 0,502 0,150 0,668
Cont. monohidrogenofosfato  0,34+0,05 0,41+0,04 0,38+0,02 0,37+0,02 0,233 0,990 0,287
Substituigdo carbonato tipo B 0,40+0,05 0,49+0,03 0,45+0,02 0,45+0,02 0,162 0,999 0,167
Cristalinidade (x10?) 4,51+0,26 5,34+0,17 4,95+0,08 5,30+0,34 0,074 0,127 <0,001
Razio hidroxiprolina-prolina 1,02+0,02 1,00+0,01 1,02+0,01 0,98+0,05 0,692 0,725 0,241

Hemimandibula esquerda
Relag¢do Mineral/Organico 2,46+0,28 2,30+0,30 2,40+0,31 2,82+0,32 0,368 0,469 0,678
Cont. monohidrogenofosfato  0,43+0,04 0,45+0,06 0,44+0,07 0,56+£0,04 0,416 0,297 0,222
Substitui¢do carbonato tipo B 0,49+0,03 0,52+0,05 0,50+0,06 0,62+0,04 0,355 0,283 0,173
Cristalinidade (x107?) 4,98+0,14 5,38+0,21 5,20+0,76 5,71+0,39 0,815 0,277 0,048
Razao hidroxiprolina-prolina  0,99+0,01 0,99+0,01 0,88+0,03 0,98+0,01 0,796 0,802 0,777

Fonte: Dados da pesquisa; Legenda: SALF (camundongos fémea tratados com solugdo salina); AZF (camundongos fémea

tratados com AZ); SALM (camundongos machos tratados com solugdo salina); AZM (camundongos machos tratados com
AZ); Teste ANOVA 2-way/Bonferroni; *p-Valor da interagio; ®p-Valor do fator sexo; °p-Valor do fator tratamento (média +
EPM; n=4/grupo).
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Adicionalmente, o tratamento com AZ também foi responsavel por aumentar a
cristalinidade 6ssea na regido medular, tanto em hemimandibulas direitas (p<0,001) quanto

esquerdas (p<0,001) (Tabela 7).

O fator sexo, por sua vez, ndo interferiu nos parametros espectroscopicos do tecido
, . ~ a b
0sseo, nem tampouco a interacdo entre os fatores sexo e tratamento (*p-Valor>0,05 e °p-

Valor>0,005 em todos os parametros) (Tabelas 6 e 7).

Tabela 7 — Variaveis espectroscopicas em regido de osso medular hemimandibular

Espectroscopia Raman SALF AZF SALM AZM p-Valor* p-Valor® p-Valor

Osso medular

Hemimandibula direita
Relagdo Mineral/Orgénico 2,52+0,27 1,90+0,18 2,44+0,40 2,69+0,33 0,234 0,319 0,600
Cont. monohidrogenofosfato 0,38+0,02 1,24+0,71 0,44+0,05 0,38+0,04 0,320 0,376 0,381
Substitui¢ao carbonato tipo B 0,44+0,02 0,55+0,04 0,50+0,04 0,46+0,03 0,105 0,615 0,394
Cristalinidade (x107?) 4,224+0,26 5,26+0,24 4,63+0,21 5,25+0,00 0,083 0,093 <0,001
Razao hidroxiprolina-prolina ~ 1,01+£0,01 0,82+0,16 1,04+0,04 0,98+0,01 0,527 0,391 0,272

Hemimandibula esquerda
Relagdo Mineral/Orgéanico 1,81+0,28 1,80+0,19 1,96+0,18 1,96+0,13 0,234 0,319 0,600
Cont. monohidrogenofosfato 0,53+0,09 0,55+0,05 0,52+0,04 0,45+0,06 0,320 0,376 0,381
Substituigdo carbonato tipo B 0,58+0,08 0,47+0,14 0,56+0,03 0,56+0,04 0,105 0,615 0,394
Cristalinidade (x107%) 4,74+0,17 5,38+0,20 4,74+0,19 5,76+0,60 0,074 0,127 <0,001
Razao hidroxiprolina-prolina ~ 0,97+0,00 1,00+0,07 0,99+0,01 0,99+0,01 0,796 0,802 0,777

Fonte: Dados da pesquisa; Legenda: SALF (camundongos fémea tratados com solugdo salina); AZF (camundongos fémea
tratados com AZ); SALM (camundongos machos tratados com solugdo salina); AZM (camundongos machos tratados com AZ);
Teste ANOVA 2-way/Bonferroni; ®p-Valor da interagdo; ®p-Valor do fator sexo; °p-Valor do fator tratamento (média + EPM,;

n=4/grupo).

O tratamento com AZ modifica o parametro de cristalinidade da estrutura dental.

Dentre os parametros espectroscopicos estudados na estrutura dental, observou-se
que apenas a cristalinidade se apresentou significantemente superior nos animais tratados com
AZ, em regido de esmalte (p<0,001), dentina coronaria (p<0,001) e radicular (p<0,001)
(Tabela 8).

Ademais, constatou-se que em dentina radicular o fator sexo (p=0,019) e o fator
interacdo (p<0,001) influenciaram no parametro de cristalinidade, o qual apresentou-se

significantemente superior em fémeas, sobretudo tratadas com AZ (Tabela 8).
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Apesar de nao haver influéncia dos fatores tratamento (p=0,179) e sexo (p=0,071)

de forma independente, a interacdo entre os dois fatores foi responsavel pela diminuicao

significativa da razao hidroxiprolina-prolina nas fémeas tratadas com AZ (p=0,015) (Tabela

8).

Tabela 8 — Varidveis espectroscopicas do dente (esmalte, dentina corondria e dentina radicular).

Espectroscopia Raman SALF AZF SALM AZM  p-Valor® p-Valor® p-Valor®
Dente
Esmalte
Cont. monohidrogenofosfato 0,24+0,04 0,31+0,04 0,19+£0,04 0,22+0,02 0,484 0,073 0,171
Substitui¢do carbonato tipo B 0,25+0,04 0,34+0,04 0,29+0,03 0,24+0,02 0,074 0,384 0,538
Cristalinidade (x107?) 5,85+0,36 6,63+0,08 5,69+0,39 6,25+0,47 0,464 0,083 <0,001
Dentina coronaria
Relagdo Mineral/Orgénico 2,84+0,34 1,99+0,20 2,35+0,28 2,54+0,37 0,088 0,928 0,270
Cont. monohidrogenofosfato 0,41+0,05 0,53+0,03 0,50+0,06 0,45+0,04 0,081 0,869 0,470
Substituicao carbonato tipo B 0,43+0,04 0,54+0,03 0,52+0,06 0,48+0,04 0,091 0,802 0,477
Cristalinidade (x107?) 5,04+0,23 5,93+0,19 5,15+0,16 5,93+0,12 0,492 0,455 <0,001
Razao hidroxiprolina-prolina 1,00+£0,01 0,96+0,01 0,99+0,01 1,00+0,01 0,015 0,071 0,179
Dentina Radicular
Relag@o Mineral/Organico 2,58+0,20 2,12+0,24 2,67+0,27 2,41+0,08 0,618 0,357 0,096
Cont. monohidrogenofosfato 0,47+0,03 0,50+0,05 0,45+0,03 0,47+0,02 0,991 0,441 0,566
Substituigao carbonato tipo B 0,50+0,03 0,53+0,05 0,47+0,03 0,49+0,02 0,880 0,320 0,376
Cristalinidade (x107%) 4,93+0,20 6,02+0,15 5,05+0,00 5,60+0,09 <0,001 0,019 <0,001
Razao hidroxiprolina-prolina 1,02+0,01 0,95+0,01 0,93+0,07 2,49+1,49 0,336 0,388 0,378

Fonte: Dados da pesquisa; Legenda: SALF (camundongos fémea tratados com solugdo salina); AZF (camundongos fémea

tratados com AZ); SALM (camundongos machos tratados com solugdo salina); AZM (camundongos machos tratados com AZ);

Teste ANOVA 2-way/Bonferroni; *p-Valor da interagio; *p-Valor do fator sexo; °p-Valor do fator tratamento (média + EPM,;

n=6/grupo).



52

8. DISCUSSAO

A idade, o sexo e o tratamento farmacoldgico sdo fatores que sabidamente
influenciam no metabolismo 0sseo. Parametros como a densidade e a geometria 6ssea podem
indiretamente repercutir em variacdes de tamanho e massa corporal (NIEVES, 2017). No
entanto, neste estudo, as altera¢des induzidas pelo tratamento com AZ, um aminobisfosfonato
e potente inibidor do turnover 6sseo, e as diferencas encontradas entre o sexo dos animais em
alguns parametros ndo foram suficientes para repercutir em variagdes significativas da massa

corporea.

Sabe-se que o tratamento cronico com AZ ¢ associado a ocorréncia de OM, no
entanto a sua incidéncia estd diretamente associada a durac@o da terapia com bisfosfonatos, a
via de administragdo e ao tipo de medicamento utilizado. Achados histologicos e
histomorfométricos encontrados no presente estudo, como aumento do percentual de lacunas
de osteocitos vazias, aumento de osteoclastos apoptoticos, presenca de infiltrado inflamatorio
e eventuais sequestros dsseos refletem a ocorréncia de OM e a acdo inibitdria deste farmaco
em sitios que requerem um turnover 6sseo aumentado, dados corroborados por outros autores
(KUROSHIMA et al., 2014; SCOLETTA et al., 2013; SILVA et al., 2015; SONIS et al.,
2009).

Mesmo 28 dias ap6s a realizacdo do procedimento cirtirgico, o tratamento com
AZ em doses elevadas (1,0 mg/kg) foi responsavel pelo atraso cicatricial dos alvéolos
dentarios e pela ocorréncia de OM, sob aspectos histologicos, histomorfométricos e

microtomograficos.

Achados histomorfologicos e microtomograficos em modelo de exodontia de
animais tratados com alendronato (outro farmaco aminobisfosfonato), por exemplo, realizado
por Hikita e colaboradores em 2009, revelaram deficiéncia de cicatrizagdo dos alvéolos apenas
no sétimo dia pds operatdrio, enquanto que, apos 10 e 14 dias da exodontia, ndo houve

modificac¢des significativas destes pardmetros ou ocorréncia de OM (HIKITA et al., 2009).

Outro estudo executado por Lim e colaboradores em 2016, no entanto, constatou,
apdés quatro semanas, uma nitida alteracdo de parametros microtomograficos de sitios de
exodontia em ratas tratadas com AZ (diminuic¢ao da razdo VO/VT, densidade mineral 0ssea e
padrdo trabecular), por via intravenosa, mesmo em uso de uma dose inferior (LIM et al.,

2016).
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Observou-se, no entanto, através da microTC, alteragdes na razdo VO/VT
induzida pelo sexo dos animais, de forma independente a influéncia do tratamento,
corroborando com o ja reportado na literatura, de que ha diferengas na microarquitetura dssea
de acordo com o sexo (POPP etal., 2019; NIEVES, 2017; POPP et al., 2017; WILLINGHAM
et al., 2010; ECKSTEIN et al., 2007)

Eckstein e colaboradores, em 2017, mostraram que alteragdes na fragao de volume
do osso trabecular (VO/VT) dependentes do sexo de fato existem, mas variam ainda de acordo
com o sitio anatdmico avaliado. Mulheres apresentam valores inferiores desse parametro em
regido distal de radio, colo e trocanter femoral. No entanto, o estudo ndo avaliou a regido

mandibular (ECKSTEIN et al., 2007).

A analise histoldgica na regido epifisaria dos fémures de animais tratados com AZ
mostrou alteragdes na regido de osso esponjoso, o qual apresentou uma maior area de
trabeculado e presenca de tecido osteocondroide. Tal altera¢ao no padrdo do trabeculado 6sseo
pode ser explicada pela acdo do farmaco frente a extensa duracdo do protocolo, uma vez que

0s animais se encontravam em fase de crescimento.

O tratamento com AZ afetou o processo de remodelacao dssea, fisiologicamente
inerente ¢ concomitante com o processo de ossificagdo endocondral que ocorre durante o
crescimento de ossos longos. Apesar de o tratamento com AZ nao necessariamente prejudicar
o crescimento 6sseo, nota-se um aumento do trabeculado e da area de seccdo transversal de
fémures, em nivel de osso cortical e medular. Tais alteragdes nao estdo associadas a placa
epifisaria de crescimento. Aminobisfosfonatos, apesar de diminuirem o comprimento da
coluna de condrdcitos hipertroficos, ndo induzem a apoptose dessas células. A principal acdo
desses farmacos no padrdo histomorfologico de ossos longos, por conseguinte, reside na

diminui¢do de osteoclastos metafisarios (ZHU et al., 2014).

Infere-se, portanto, que as mudangas observadas histologicamente, mesmo em
regido de epifise, tenham associacdo com as alteragdes biomecanicas do osso femoral. No
presente estudo, a avaliagdo desses pardmetros mostrou que os animais tratados com AZ
apresentaram, em geral, respostas positivas ao teste de flexao de trés pontos. A redugdao no
modulo de flexdo e na tensdo de escoamento do osso tratado com AZ, mesmo com aumento
da cristalinidade, pode ser explicada pela organizacgdo estrutural e conforma¢ao dimensional

do o0sso, que ¢ um material anisotropico.
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Um estudo prévio demonstrou que a terapia cronica com AZ em camundongos,
com doses variando de 0,5 a 1,0 mg/kg, além fornecer impactos na remodelacdo Ossea por
interferéncia em linhagens de células osteoblasticas e osteoclasticas, altera a morfologia do
osso cortical e trabecular, bem como suas propriedades biomecanicas. Camundongos tratados
com AZ apresentaram um aumento da espessura cortical 0ssea, associada a um aumento da
rigidez a flexdo e do momento de inércia, na maior dose administrada, corroborando com os

achados do presente estudo (POZZI et al., 2009).

Outro estudo realizado em camundongos revelou que o tratamento crénico com
AZ diminuiu a resisténcia e o modulo de flexdo em comparacdo ao grupo controle, apesar de
aumentar a rigidez a flexdo. O autor relata que uma das limita¢des do estudo foi a realizagdo
apenas em fémeas, visto que podem haver respostas diferentes a depender do sexo do animal

(BARTLOW et al., 2018).

Os parametros mecanicos do presente estudo foram avaliados tanto em machos
quanto em fémeas, e constatou-se que o sexo e o tratamento exercem, de fato, influéncia em

tais parametros, mas de forma independente.

Um estudo prévio realizado em camundongos avaliou a influéncia do sexo nos
parametros biomecanicos 0sseos de diferentes sitios, mostrando que ndo apenas o sexo, mas
a idade dos animais influencia nesses aspectos de forma independente e, por vezes, associada,

com resultados semelhantes aos do presente estudo (WILLINGHAM et al., 2010).

Dentre as caracteristicas espectroscopicas avaliadas em tecido 0sseo, apenas a
cristalinidade apresentou modificagdes em animais tratados com AZ. Nao houve, por

conseguinte, diferengas associadas ao sexo dos animais.

O tratamento com AZ promoveu um aumento da cristalinidade no tecido dsseo,
tanto em regido cortical quanto em regido medular. A realiza¢do da exodontia ndo repercutiu,

portanto, na modificacao desses parametros.

A cristalinidade reflete o tamanho e a organizagdo estequiométrica dos cristais de
hidroxiapatita. Ja ¢ bem estabelecido que a quantidade de matriz mineral determina a rigidez
Ossea. No entanto, aspectos estruturais dos cristais de hidroxiapatita parecem, também,
influenciar na biomecanica tecidual (GEISSLER; BAJAJ; J. CHRISTOPHER FRITTON,
2015; COLE; VAN DER MEULEN, 2011).

A literatura sugere que o tamanho da estrutura cristalina interfere no reforgo

mecanico das redes de colageno e, direta ou indiretamente, nos parametros de resisténcia 6ssea
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(YERRAMSHETTY; AKKUS, 2008). Infere-se, portanto, baseado nos achados do presente
estudo, que o aumento da cristalinidade provocado pelo tratamento cronico com AZ esta
associado, junto as modificagdes estruturais do osso femoral, a melhorias das propriedades

biomecanicas teciduais.

Estudos envolvendo biofluidos, sobretudo salivares, tém ganhado cada vez mais
respaldo na comunidade cientifica visto que sdo excelentes ferramentas de diagndstico e
monitoramento de doengas (através do estudo de biomarcadores), além de exercer importancia
nos estudos de farmacodindmica medicamentosa. O transporte de substancias presentes no
soro para a saliva se dd por meio de transporte ativo ou difusdo passiva por diferencas no
gradiente de concentrag¢do. Evidentemente, a presenca de uma substancia farmacologica na
saliva dependerda de uma série de fatores, como as caracteristicas fisico-quimicas da
substancia, a interagao com glandulas salivares, estabilidade e possiveis alteragdes a depender
do pH salivar, além da dose administrada e do tempo de uso (NUNES; MUSSAVIRA;
BINDHU, 2015; LIU; DUAN, 2012).

A possivel presenga de AZ na saliva explicaria as alteragdes na cristalinidade da
estrutura do esmalte devido a sua alta afinidade por cristais de hidroxiapatita, apesar da

estrutura dental ndo obedecer aos padrdes metabolicos do tecido dsseo.

Estudos in vitro de incorporacio de AZ em substratos de hidroxiapatita
evidenciaram consequentes modificacdes nos parametros espectroscopicos desses substratos
(JUILLARD et al., 2010). Infere-se, portanto, que mesmo em baixas concentragdes, a
provavel presenca de AZ em saliva justificaria uma incorporagao ao esmalte dental. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar a presenga e concentracao de bisfosfonatos

em fluidos salivares, bem como sua repercussdo na estrutura do esmalte dental.

O tratamento com AZ também elevou a cristalinidade nas regides de dentina
coronaria e radicular dos segundos molares inferiores analisados. Vale ressaltar que esses

espécimes, antes da exodontia, ja se encontravam em fase pos-eruptiva.

Diferentemente do tecido 6sseo, a dentina ndo sofre remodelagdo, nem tampouco
participa da homeostase de calcio e fosfato. No entanto, linhagens de células odontoblasticas,
bem como células dos tecidos dentais (mesenquimais e epiteliais) de ratos neonatos,
expressam o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL) e
osteoprotegerina (OPG), importantes reguladores do metabolismo 6sseo, o que demonstra a

similaridade dos tecidos Osseo e dental na formagdo de uma matriz extracelular que
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posteriormente sera mineralizada (OPSAHL VITAL et al., 2012; RANI; MACDOUGALL,
2000). Dessa forma, sabendo que, mesmo apds a erupc¢ao dentaria, ainda ocorre o processo de
mineralizagdo de pré-dentina e formacdo de dentina secundaria (TJADERHANE, 2018;
CARUSO etal., 2016; BOSKEY, 2007), o tratamento com AZ poderia, indiretamente, induzir

alteracdes na matriz mineralizada do tecido dentinario.

Observou-se, ainda, a influéncia da interacdo entre os fatores analisados (sexo e
tratamento) na razao hidroxiprolina-prolina de dentina coronaria, mostrando que as fémeas

tratadas com AZ tiveram uma redugdo deste parametro.

Diferente da cristalinidade, essa razdo avalia modificagdes pds-translacionais da
estrutura de colageno e sua estabilidade intracadeias, o que poderia refletir também no padrao
de mineralizagdo (BUCKLEY et al., 2012). Um estudo prévio demonstrou que doses elevadas
de AZ culminaram na diminui¢dao desse fator em tecido 6sseo neoformado de ratos, o que

levaria a uma menor estabilidade da matriz de colageno (OLEJNIK et al., 2016).

Em resumo, o tratamento cronico com AZ promoveu alteragdes histologicas na
estrutura epifisaria femoral, bem como alteracdes microscopicas e histomorfométricas em
sitios de exodontia. Adicionam-se modificagdes nos parametros microtomograficos, sendo a
relacdo entre volume 6sseo e volume tecidual influenciada pelo sexo. Em relagdo aos aspectos
mecanicos, ressalta-se que o sexo dos animais e o tratamento exerceram influéncia sobre estes
parametros no osso femoral de camundongos, de forma independente. Finalmente, observou-
se que ha alteracdo do padrdo de cristalinidade em osso cortical e medular de camundongos,

e na estrutura dental.

Diante dessas alteragdes, principalmente, as biomecanicas e as espectroscopicas,
encontradas em tecido Osseco e dentario oriundas do tratamento com AZ, suscita-se a
necessidade de determinar a concentracdo de bisfosfonatos acumulado em tecidos
mineralizados (osso e dente) e a possivel relacdo, especialmente nos tecidos dentais, no

estabelecimento da OM.

Até onde se sabe, ndo existem outros relatos na literatura avaliando o efeito do
tratamento com bisfosfonatos na estrutura dentaria, nem tampouco a provavel influéncia do

sexo nesses achados, sendo este o primeiro estudo a realizar essa avaliagao.
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9. CONCLUSAO

O tratamento crénico com AZ induz alteragdes morfologicas e melhorias nas
propriedades mecanicas na regido de osso femoral. No entanto, as fémeas apresentam
diferencas em tais propriedades, quando comparadas aos machos, além de possuirem uma

arquitetura dssea trabecular menos densa na regido de alvéolo dentario pos-exodontia.

O tratamento cronico com AZ, apesar de estar associado a ocorréncia de OM,
promove modificagdes composicionais na matriz mineral osseodentdria e contribui para

melhorias da biomecanica tecidual.
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

Universidade Federal do Ceara
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teofilo
Cep: 60430270 Fortaleza — CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “ANALISE FIiSICO-QUIMICA E
ESTRUTURAL DO TECIDO OSSEODENTARIO TRATADO COM ACIDO
ZOLEDRONICO: ESTUDO IN VITRO E IN VIVO?”, protocolo N°89/17, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Ana Paula Negreiros Nunes Alves que envolve a
produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo, pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica, para fins de pesquisa
cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de n° 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 Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFC) da

Universidade Federal do Ceard, em reunifio no dia 17 de agosto de 2017.

Vigéncia do projeto ] 17/09/2017 a 17/09/2018
Espécie/Linhagem iCamun&BEégHieit;r(;égnico Swiss
N° de Animais 96

Peso 20-30g

Sexo © |48-Machos e 48-Fémeas

Origem ~ |Biotério Central da UFC

Fortaleza, 18 de agosto de 2017
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Prof. Dr. Alexandre Havt Binda
Coordenador do CEUA UFC




