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MOMESSO, N. R. Impacto da estropausa induzida quimicamente ou por ovariec-
tomia, associada ao uso do acido zoledrénico no reparo 6sseo alveolar de ca-
mundongos fémeas C57BI/6J. 2023. 50 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Odon-
tologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

RESUMO

A osteoporose € uma doencga esquelética sistémica caracterizada pela baixa densi-
dade mineral e deterioracdo da microarquitetura éssea que acometem, predominan-
temente, individuos do sexo feminino decorrente da menopausa. Estudos em modelos
animais auxiliam de maneira importante seu entendimento e as possiveis interferén-
cias que esta condigao pode causar no processo de reparo 0sseo, e para tanto, diver-
sos métodos experimentais podem ser utilizados. O objetivo do presente trabalho foi
o de avaliar o impacto da condigdo de estropausa induzida quimicamente e por ovari-
ectomia, associado ao uso do acido zoledrénico (ZL) no reparo 6sseo alveolar de ca-
mundongos. Para tanto, foram utilizadas 50 camundongos fémeas C57BI/6J de 4 e 6
meses, com aproximadamente 28 gramas. Os animais foram divididos em grupos, de
acordo com o tratamento: CT — animais controle, sem tratamento (6 meses), OVX —
submetidas a ovariectomia (4 meses), VCD — medicadas com diepdxido 4-vinilciclohe-
xeno (4 meses) na dose de 160 mg/Kg/dia, via intra peritoneal (IP) por 20 dias conse-
cutivos, CT+ZL — medicadas com ZL na dose de 500mg/Kg/semanal, via IP (6 meses),
OVX+ZL - submetidas a ovariectomia e medicadas com ZL e VCD+ZL — medicadas
com VCD e ZL. Constatada a condigao de diestro persistente nos animais de todos
0S grupos, iniciou-se o tratamento com ZL quatro semanas antes da exodontia do
incisivo superior direito, continuando até o final do experimento. O tratamento com
VCD iniciou 115 dias antes da exodontia. Os periodos de analise foram estabelecidos
em 7 e 21 dias pos-exodontia para analise dos alvéolos por meio de microtomografia
computadorizada (microCT), histopatologia, birrefringéncia e imuno-histoquimica para
marcadores OPG e TRAP. Os valores obtidos a partir das analises de microCT, PS,
OPG e TRAP, foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e ANOVA, seguidos pelo
teste de Dunn’s, considerando-se p<0,05. Aos 21 dias, os grupos tratados com ZL
apresentaram aumento significativo de BV/TV quando comparados com seus pares
sem tratamento. A analise histopatoldgica revelou processo de reparo sem intercor-

réncias no grupo CT, assim como no grupo OVX, destacando-se a presenga de trabé-



culas delgadas e pouco celularizadas aos 21 dias. Os alvéolos do grupo VCD mostra-
ram trabéulas 6sseas imaturas e irregulares, com focos de coagulo aos 7 dias; porém,
aos 21 dias as trabéculas se mostravam maduras e regulares. O ZL melhorou a qua-
lidade 6ssea ao final do reparo nos grupos CT e OVX. No entanto, no grupo VCD, o
ZL parece ter interferido de modo mais importante, sendo possivel observar atividade
osteogénica e focos de infiltrado inflamatorio aos 21 dias. A analise de birrefringéncia
revelou aumento significativo de fibras colagenas vermelhas no grupo CT+ZL quando
comparado com VCD+ZL aos 21 dias. Ndo foram detectadas diferencas significativas
entre os grupos considerando-se as imuno-marcagdes para TRAP e OPG. A partir
destes resultados, pode-se concluir que no presente modelo, a FOP induzida por OVX
e VCD nao impedem a reparacao 6ssea alveolar, apesar de interferirem na qualidade
trabecular. Entretanto, nos animais submetidos a FOP por VCD interferiu de modo

importante, atrasando o processo de reparo 6sseo intra-alveolar.

Palavras-chave: Osteonecrose da arcada osseodentaria associada a difosfonatos.
Acido zoledrénico. Osteoporose. Difosfonatos. Menopausa.



MOMESSO, N. R. Impact of chemically or ovariectomically induced menopause
associated with zoledronic acid on bone dental socket repair in C57Bl/6J female
mice. 2023. 50 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Esta-
dual Paulista, Aragatuba, 2023.

ABSTRACT

Osteoporosis is a systemic skeletal disease characterized by low mineral and motor
density of the bone microarchitecture that predominantly affects female individuals due
to menopause. Studies in animal models help in an important way to understand and
the possible interference that this condition can cause in the bone repair process, and
for that, several experimental methods can be used. The objective of the present study
was to evaluate the impact of chemically and ovariectomy-induced estropause asso-
ciated with the use of zoledronic acid (ZL) on alveolar bone repair in mice. For this
purpose, 50 female C57BI/6J mice aged 4 and 6 months, weighing approximately 28
grams, were used. The animals were divided into groups, according to the treatment:
CT — control animals, without treatment (6 months), OVX — maintained with ovariec-
tomy (4 months), VCD — medicated with 4-vinylcyclohexene diepoxide (4 months) at a
dose of 160 mg/Kg/day, intraperitoneally (IP) for 20 consecutive days, CT+ZL — medi-
cated with ZL at a dose of 500mg/Kg/week, via IP (6 months), OVX+ZL — mandatory
for ovariectomy and medicated with ZL and VCD+ZL — drugs with VCD and ZL. Once
the condition of persistent diestrus was verified in the animals of all groups, treatment
with ZL was started four weeks before the extraction of the upper right incisor, contin-
uing until the end of the experiment. Treatment with VCD started 115 days before tooth
extraction. The analysis periods lasted 7 and 21 days post-extraction for analysis of
the sockets by means of computed microtomography (microCT), histopathology, bire-
fringence and immunohistochemistry for OPG and TRAP markers. The values ob-
tained from the microCT, PS, OPG and TRAP analyses, were approved by the
Shapiro-Wilk and ANOVA tests, followed by the Dunn's test, considering p<0.05. At 21
days, the ZL-treated groups demonstrated a significant increase in BV/TV when com-
pared to their untreated peers. Histopathological analysis revealed an uneventful re-
pair process in the CT group, as well as in the OVX group, highlighting the presence
of thin and poorly cellularized trabeculae at 21 days. The sockets in the VCD group
had immature and irregular bone trabeulas, with clot foci at 7 days; however, at 21
days the trabeculae were mature and regular. ZL improved bone quality at the end of



repair in the CT and OVX groups. However, in the VCD group, ZL seems to have
interfered more significantly, with osteogenic activity and foci of inflammatory infiltrate
being possible to observe at 21 days. An ascending birefringence analysis revealed a
significant number of red collagen fibers in the CT+ZL group when compared to the
VCD+ZL group at 21 days. No differences were identified between the groups consid-
ering the immunostaining for TRAP and OPG. Based on these results, it can be con-
cluded that in the present model, FOP induced by OVX and VCD does not impede
alveolar bone defense, despite interfering with trabecular quality. However, in animals
treated with FOP, VCD interfered significantly, delaying the process of intra-alveolar

bone repair.

Keywords: Bisphosphonate Associated Osteonecrosis. Zoledronic acid. Osteoporo-
sis. Diphosphonates. Menopause.
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1 INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

Segundo um consenso realizado pela Fundagédo Europeia de Osteoporose e
Doenca Ossea, em 1993, a osteoporose é uma doenca esquelética sistémica carac-
terizada pela baixa densidade mineral 6ssea (DMO) e a deterioragdo da microarqui-
tetura 6ssea, acometendo principalmente mulheres na fase entre a terceira e quarta
década de vida e/ou na fase pds-menopausa, de modo que tal condicdo aumenta o
risco de fraturas dsseas devido a fragilidade existente (ARCEO-MENDOZA; CAMA-
CHO, 2015, 2021; BHATNAGAR; KEKATPURE, 2022; EASTELL et al., 2016; OSTE-
OPOROSIS, 1993). Os sitios mais comuns de tais fraturas sdo quadril, coluna verte-
bral e punho, o que gera alta morbidade, além de que outros ossos podem ser aco-
metidos (EASTELL et al., 2016; STONE et al., 2003). Neste sentido, devido ao au-
mento da expectativa de vida, a incidéncia de fraturas ocasionadas por essa doenca
tem aumentado consideravelmente ao longo dos anos, se tornando desse modo um
problema de saude publica por estarem relacionadas ao aumento de morbidade, mor-
talidade e altos custos socioeconémicos (BACCARO et al.,, 2015; BHATNAGAR;
KEKATPURE, 2022; SCHUIT et al., 2004).

A Fundacao Nacional de Osteoporose, estima que até 2030, o numero de de
adultos com osteoporose e baixa massa 6éssea aumentara para 71 milhées (ARCEO
MENDOZA; CAMACHO, 2021; WRIGHT et al., 2008).

Em 1994, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), idealizou critérios de diag-
nostico utilizando escores de desvio padrao da DMO, utilizando como controles mu-
Iheres jovens saudaveis em comparagao a pacientes com osteoporose, sendo defi-
nida uma numeracéo padréao de 2,5 ou menos para DMO, correlacionando-se tal pa-
rametro com a patogenia das fraturas e fragilidade 6ssea (BHATNAGAR; KEKAT-
PURE, 2022; COMPSTON; MCCLUNG,; LESLIE, 2019). Porém, em estudos realiza-
dos por Schuit et al. (2004) e Siris et al. (2015), a DMO isoladamente é limitada como
indicador clinico de osteoporose, sendo considerada como um dos varios fatores de
risco para fraturas, ja que existem relatos de fraturas por fragilidade em individuos
com valores DMO acima desse limiar (ARCEO-MENDOZA; CAMACHO, 2021; KANIS,
2002; KANIS et al., 2019; SCHUIT et al., 2004; SIRIS et al., 2015).

Embora seja considerado um problema de saude publica, o diagndstico dessa

doenga ocorre muitas vezes apos o primeiro episodio de fratura, ja que os pacientes
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nao apresentam sintomatologia (UNNANUNTANA et al., 2010) e a prevengao anteci-
pada ainda é deficiente (RACHNER; KHOSLA; HOFBAUER, 2011). Entretanto, ha um
grande interesse por parte da sociedade médica e cientifica sobre métodos de trata-
mento e prevencgéo, ja que ainda existem métodos totalmente eficazes e seguros para
o tratamento apds a primeira ocorréncia de fratura (CONSENSUS, 1993; MANAGE-
MENT OF OSTEOPOROSIS IN POSTMENOPAUSAL WOMEN, 2021; UNNANUN-
TANA et al., 2010). Dessa forma o objetivo da avaliagdo clinica do paciente € identifi-
car aqueles que estdo em risco de fratura osteoporoética, sendo os principais fatores
de risco relacionados a: histérico familiar de fratura por fragilidade em parentes de
primeiro grau (principalmente materna), baixo peso corporal (BHATNAGAR; KEKAT-
PURE, 2022; UNNANUNTANA et al., 2010), hipertireoidismo prévio, tabagismo, al-
cool, uso de corticoterapia e benzodiazepinicos, independentes, deficiéncia nutricio-
nais, como, de vitaminas (D, B12 e K) e calcio e sedentarismo (BHATNAGAR; KEKAT-
PURE, 2022; CONSENSUS, 1993; KANIS et al., 2019; UNNANUNTANA et al., 2010).

Neste sentido, além de modificagdes no estilo de vida (aumento de atividade
fisica, redugdo no consumo de alcool e suspensao do tabagismo), os pacientes que
apresentam-se em risco de fraturas sédo orientados a realizarem suplementacdo de
vitamina D e calcio (RACHNER; KHOSLA; HOFBAUER, 2011), a fim de minimizar
perda 0ssea. Entretanto, tais medidas nao restauram a DMO e ndo podem ser consi-
deradas terapias suficientes para pacientes com alto risco de fratura (COMPSTON,;
MCCLUNG; LESLIE, 2019). Desse modo, interven¢des farmacoldgicas mais radicais
como o uso de inibidores reabsortivos s&o altamente indicadas para tais pacientes.

Os bisfosfonatos nitrogenados (BPns) sdo uma classe de medicamentos anti-
reabsortivos classicamente indicados para o tratamento de osteoporose, podendo va-
riar na sua poténcia e via de administrag&o, tais como alendronato de sédio e risedro-
nato, ambos administrados por via oral, ou melhor desempenho, o acido zolendrénico,
administrado por via intravenosa nos casos de osteoporose severa (COMPSTON, J
etal.,2017; MARTINS et al., 2023). De fato, o uso de BPns & associado com a redugao
de fraturas em acompanhamentos por até 5 anos de tratamento, porém existem pou-
cos dados na literatura além desse periodo (ARCEO-MENDOZA; CAMACHO, 2021,
COMPSTON; MCCLUNG; LESLIE, 2019; FREEMANTLE et al., 2013).

De forma importante, sabe-se que os BPns s&do mantidos no osso por algum

tempo apds cessar seu uso e continuam a ter efeitos benéficos por periodos variados,



17

dependendo da escolha (COMPSTON; MCCLUNG; LESLIE, 2019). As recomenda-
¢bes de tratamento sdo de 5 anos para os BPns orais e de 3 anos para os intravenosos
(COMPSTON, J et al., 2017; KANIS et al., 2019; MILLER et al., 2002; REGINSTER;
RABENDA, 2006), sendo que apos esse periodo se DMO estiver estavel e ndo apre-
sentar riscos de queda ou fraturas durante o periodo de tratamento, a droga podera
entdo ser interrompida (COMPSTON; MCCLUNG; LESLIE, 2019). Como o acido zo-
lendrénico (ZL) se mostra mais efetivo que os outros bisfosfonatos (BERENSON et
al., 2001) e altamente eficaz para a osteoporose pés-menopausa grave em mulheres
idosas (VAN POZNAK et al., 2011), é entédo considerado de primeira escolha para o
tratamento (HAMDY, 2010).

Enquanto o uso de BPns parece ter efeitos benéficos sobre esqueleto sistemi-
camente, seus efeitos colaterais nos ossos maxilares podem também levar a impor-
tantes comorbidades aos pacientes que fazem uso cronico deste medicamento. As
Osteonecroses dos Maxilares relacionada ao uso de Medicamentos (OMAMSs) princi-
palmente relacionadas ao uso dessa classe de medicamentos antirreabsortivos, com
excegao do tratamento prévio com radiagao (BIGUETTI et al., 2019; GUPTA; GUPTA,
2022; HOEFERT et al., 2015; KANIS et al., 2019; KOZUTSUMI et al., 2022; MARTINS
et al., 2023; RUGGIERO et al., 2014).

O risco de OMAMSs ocasionado pelo uso de BPns em pacientes com osteopo-
rose ser estimado em 0,0001% a 0,01% marginalmente superior a incidéncia na po-
pulacao geral (<0,001%) (KHAN et al., 2014), eles n&o estao isentos do aparecimento
da doenga quando submetidos a procedimentos odontologicos invasivos como extra-
¢Oes dentarias (KHAN et al., 2017). Além disso, tais dados epidemioldgicos ainda con-
tinuam em evolugéo, uma vez que as OMAMSs consistem em uma classe de patologias
clinicas ainda pouco diagnosticada fora dos ambientes académicos. Acredita-se que
com o uso dessas medicagdes, a resposta inflamatoria inicial no local cirurgico torna-
se comprometida, afetando a capacidade de resposta, bem como o reparo adequado
do tecido 6sseo (HOEFERT et al., 2015).

Diante deste quadro, ha um crescente interesse na comunidade cientifica sobre
o entendimento dos mecanismos relacionados ao desenvolvimento das OMAMs. Para
tanto, modelos com murinos tem sido amplamente utilizado, principalmente camun-
dongos, uma vez que apresentam maior homogeneidade nas analises intra grupo por

serem em sua maior partes consanguineos e possuirem resposta mais homogénea,
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serem de facil manipulagéo, além de requerer uma quantidade reduzida da drogas e
reagentes (BIGUETTI et al., 2019). Segundo uma revisao recente desenvolvida pelo
nosso grupo, camundongos C57BL/6 sdo os mais utilizados para a indugdo das
OMANMSs experimentais, notasse assim uma escassez na literatura com esses modelos
animais, que representam a epidemiologia das OMAMs em mulher idosas, menopau-
sadas (BIGUETTI et al., 2019).

E importante destacar que a maioria dos trabalhos experimentais em OMAM
em camundongos sao realizados em animais adultos jovens e machos, excluindo im-
portantes variaveis experimentais presente na clinica: condicdo de menopausa, se-
nescéncia e sexo feminino. Assim, torna-se oportuna a analise do desenvolvimento
experimental das OMAMs frente a condicdo de osteoporose pdés-menopausa. Neste
contexto, nosso grupo tem desenvolvido diferentes trabalhos comparando-se as
OMAMs em fémeas senescentes, ja na fase pos-menopausa. Entretanto, ndo se sabe
se o0 processo de senescéncia por si ja configura uma variavel suficiente para o agra-
vamento de tal condigdo. Torna-se claro, que o isolamento dessas varias (sexo, idade,
comorbidades) em condi¢gbes experimentais sdo de fundamental importancia para o

entendimento dessa patologia.

A osteoporose experimental em murinos tem sido classicamente realizada por
meio de um procedimento cirurgico que envolve a remogao dos ovarios (ovariecto-
mia). A ovariectomia (OVX), ou remoc&o cirurgica dos ovarios, € conhecida como pa-
dréo-ouro para avaliar os efeitos do horménio gonodal em modelos animais (KOEB-
ELE; BIMONTE-NELSON, 2016). O procedimento padréo é a exciséo bilateral dos
ovarios (trompas de falopio) e pontas do corno uterino da cavidade peritoneal (OL-
SON; BRUCE, 1986), considerada o modelo ideal para avaliar os efeitos especificos
da privagdo do horménio e os tratamentos hormonais exdgenos e na periferia do cé-
rebro em modelos experimentais (KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016). Apesar
dessas possibilidades, vale ressaltar que a principal desvantagem desse modelo é
que nao reproduz a menopausa fisioldégica que ocorre para a maioria das mulheres.
Durante a menopausa, ocorre a atrofia do ovario, porém o mesmo continua a liberar
horménios androgenos e baixos niveis de esteroides (KOEBELE; BIMONTE-NEL-
SON, 2016). Além de que ja é descrito na literatura que para a OVX induzir a osteo-

porose com maior precisdo € necessario combinar ela com uma dieta pobre em calcio
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(RAMALHO-FERREIRA et al., 2016; TEOFILO; BRENTEGANI; LAMANO-CARVA-
LHO, 2004).

Entretanto, uma outra alternativa interessante consiste na indug¢ao a atrofia do
ovario por meio de uma droga citotoxica, denominada diepoxido de 4-vinilciclohexeno
(VCD) (BRINTON, 2014). O VCD foi inicialmente desenvolvido para reduzir a fecundi-
dade e a proliferagdo das espécies de pragas de roedores sem uso de venenos que
colocam em risco o meio ambiente (DYER et al., 2013). Como o VCD causa um es-
gotamento seletivo dos foliculos ovarianos, que ndo s&o renovaveis, o seu tratamento
com essa droga se torna irreversivel (MAYER et al., 2004). Este modelo permite uma
transicdo da menopausa mais semelhante a condigdo de menopausa humana se com-
parado ao modelo de OVX, ja que neste caso se mantém os 6rgéos reprodutivos da
fémea no estagio pos-reprodutivo da vida, ou seja, o foliculo ovariano e perfil hormonal
esteroide circulante se assemelham a maioria das mulheres em fase de transicéo
(KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016). A desvantagem apresentada esta no es-
tresse gerado ao animal durante a aplicagdo da droga, diminuindo peso corporal, mas
geralmente retornam aos pesos basais apds a administragdo da medicagao (KOEB-
ELE; BIMONTE-NELSON, 2016).

Diante do atual contexto e dessas interessantes alternativas experimentais,
acredita-se que tais modelos possam auxiliar no entendimento da influéncia da varia-
vel menopausa, sem a interferéncia do processo de senescéncia, sobre o desenvol-
vimento da OMAM relacionada ao uso de ZL. De fato, ainda ndo existem trabalhos
gue mostram a qualidade do reparo 6sseo em paciente ha menopausa ou portadores
de osteoporose, fazendo uso do ZL, de modo que acreditamos ser de grande valia

para a qualidade de vida de pacientes que iniciam essa fase.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto da condi¢do de estropausa
induzida quimicamente ou por OVX, associado ao uso do ZL no reparo 0sseo alveolar
de camundongos C57BL/6J.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus Aragatuba, protocolo n° 00910-
2019 (Anexo A).

3.2 Modelo Experimental

Foram utilizados 52 camundongos da linhagem C57BL/6J, com idades de 4 e
6 meses e peso variando entre 28 gramas, provenientes do Biotério Central da Uni-
versidade de S&do Paulo de Ribeirdo Preto (USP — Ribeirdo Preto/SP) e mantidos no
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — FOA-UNESP. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno, com até cinco animais em cada gaiola, forradas
com maravalha branca de pinho trocada duas vezes por semana. Durante todo o pe-
riodo experimental, os animais permaneceram no biotério da Faculdade de Odontolo-
gia de Aragatuba —FOA-UNESP, sob condi¢des controladas de temperatura (22 +
2°C), ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, recebendo agua a vontade e ragéo solida
sem restricdo. Foram seguidas as recomendagdes do guia ARRIVE (KILKENNY et al.,
2010).

3.3 Delineamento Experimental

Os camundongos foram distribuidos em 6 grupos, de acordo com o tratamento:
Controle (CT) — sem tratamento, OVX — ovariectomizadas (SOUZA et al., 2019), VCD
- 160mg/Kg/dia de VCD via intraperitoneal (IP) durante 20 dias (KOEBELE; BIMONTE-
NELSON, 2016; WRIGHT et al., 2008), CT+ZL - 500ug/Kg de ZL uma vez por semana
via IP, OVX+ZL — 500ug/Kg de ZL via IP uma vez por semana, VCD+ZL -
160mg/Kg/dia de VCD via IP durante 20 dias e 500ug/Kg de ZL via IP uma vez por
semana. Apos 20 dias da OVX e 52 dias do final do tratamento com VCD, realizou-se
a analise do ciclo estral por 10 dias, a fim de se confirmar a condigao de diestro per-
manente. Apos este periodo, nos grupos CT+ZL, OVX+ZL e VCD+ZL, iniciou-se o

tratamento com ZL durante 4 semanas, e apds a extracido dentaria, que ocorreu na 52
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semana de aplicacao do ZL, foram mantidas as aplica¢des até o momento das euta-
nasias (7 e 21 dias, pds exodontia). No grupo CT+ZL, os animais receberam a medi-
cacao, apos 10 dias do inicio da citologia vaginal ao inicio do experimento. A distribui-
¢ao dos animais de acordo com a idade e a quantidade (n) por grupo, encontram-se
na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribui¢ao por idade e quantidade de animais nos grupos CT, OVX, VCD,
CT+ZL, OVX+ZL e VCD+ZL, no inicio do experimento

Grupos/tratamentos CT ovX VCD CT+ZL OVX+ZL VCD+ZL

7 dias pé_s exodon- 6 meses 4 meses 4 meses 6 meses 4 meses 4 meses
tia n=3 n=>5 n=>5 n=3 n=>5 n=>5

21 dias pé_ts exodon- 6 meses 4 meses 4 meses 6 meses 4 meses 4 meses
tia n=3 n=>5 n=5 n=3 n=5 n=>5

CT - Controle; OVX — ovariectomizadas; VCD — tratadas com VCD; CT+ZL- tratadas com ZL; OVX+ZL — ovariec-
tomizadas e tratadas com ZL e VCD+ZL — tratadas com VCD e ZL.
Fonte: Autor, 2023

3.4 Tratamento Farmacolégico com VCD

Os camundongos fémeas na idade de 04 meses dos grupos VCD e VCD+ZL
foram tratadas com inje¢des IP 160mg/Kg de 4-vinylcyclohexene diepoxide (VCD) ob-
tido do laboratério Sigma-Aldrich (#S453005), durante 20 dias, seguindo protocolo
previamente estabelecido (KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016; WRIGHT et al.,
2008). Apds 32 dias da ultima dose da medicagao, iniciou-se avaliag&o diaria da cito-
logia vaginal, apos 10 dias de diestro persistente, concluiu-se que a insuficiéncia ova-
riana foi atingida (BROOKS; POLLOW; HOYER, 2016; LOHFF et al., 2006).

3.5 Procedimento Cirurgico Para OVX

Com 4 meses de idade, os animais do grupo OVX foram pesados em balanca
digital imediatamente antes de qualquer procedimento cirurgico, para quantificagcao
correta da dosagem das drogas. Os animais foram submetidos a sedac¢do por meio
de injecao IP do anestésico Ketamina a 1% com dose de 50 mg/kg (Francotar®, Virbac
Ltda., Sdo Paulo, Brasil) associado ao relaxante muscular Cloridrato de Xilazina a 2%

com dose de 5 mg/kg (Virbaxyl 2%®, Virbac Ltda., Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, foi
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realizada tricotomia unilateral a coluna lombar, e antissepsia da regido a ser incisada
com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%®, Riodeine Degermante, Rio-
quimica, Sédo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil), associado ao PVPI tépico. A téc-
nica de escolha para a cirurgia seguiu o protocolo estabelecido na literatura atual
(SOUZA et al., 2019). O animal foi colocado na mesa operatoria com as costas ex-
postas e a cauda voltada para o operador. A incisdo de aproximadamente 0,5 cm foi
realizada na area abdominal dorsolateral entre a ultima costela e quadril (SOUZA et
al., 2019). A musculatura foi divulsionada usando uma tesoura de ponta romba curva.
Ap0s localizar o ovario, a almofada de gordura ovariana foi cuidadosamente tracio-
nada para fora da incisdo, de modo a expor o oviduto com o auxilio de uma pinga
hemostatica. Com o auxilio de um fio de sutura estéril, foram realizados dois nds para
delimitar a area a ser removida e para evitar sangramentos apdés remogao do ovario.
O ovairio foi removido cortando cuidadosamente o oviduto, usando uma tesoura pe-
quena. O utero e o restante do oviduto foram recolocados na cavidade abdominal. Foi
entdo realizada uma sutura simples com fio ndo absorvivel de nylon 5.0 (Shalon, Sha-
lon Fios Cirurgicos LTDA, S&o Luis de Montes Belos — GO, Brasil). Os animais foram
mantidos em caixas individuais e em observacao por aproximadamente 2 a 4 horas,
até que se recuperassem totalmente da anestesia. Apds 24 horas da cirurgia (periodo
de recuperagao) os animais foram recolocados nas caixas que ocupavam. Nenhuma

restricdo alimentar ou de movimentagao foi imposta aos animais.

3.6 Avaliagao da Citologia Vaginal Diaria

Para coleta do lavado vaginal e posterior analise citoldégica do conteudo, utili-
Zou-se uma pipeta automatica coletou-se 50ul de solucdo salina estéril. Cada uma
das camundongos foi segurada pela cauda, garantindo que as patas traseiras estives-
sem suspensas. A ponteira foi colocada delicadamente na abertura do canal vaginal,
aproximadamente 1-2mm de profundidade (CORA; KOOISTRA; TRAVLOS, 2015). Os
50ul foram expelidos e o liquido foi espontaneamente aspirado para dentro do canal.
Apos, liberou-se lentamente a pressao exercida sobre a pipeta para que o fluido re-
tornasse & ponteira. E necessario expelir e aspirar o liquido de 2-3 vezes para garantir
um numero de células suficientes na amostra. O liquido foi colocado sobre a lamina

de vidro. ApsGs secar em temperatura ambiente, recebeu o corante azul de toluidina
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durante 1 minuto. Posteriormente, foi feita lavagem em agua destilada por 1 minuto e
deixado para secar em temperatura ambiente. Utilizando-se um microscépio de luz,
foram determinados os tipos e propor¢des de células presentes que permitissem iden-
tificar em qual fase do ciclo estral o animal se encontrava. Considerou-se a fase dies-
tro quando houvesse predominio de neutroéfilos, algumas células epiteliais nucleadas
e raras células epiteliais escamosas cornificadas (CORA; KOOISTRA; TRAVLOS,
2015; MCLEAN et al., 2012).

3.7 Tratamento Farmacolégico com ZL

Para tratamento com ZL foi utilizado a formulagédo laboratorial da Sigma-Aldrich
(#SML0223) diluido em solugéo fisiologica estéril (SF 0,9%), administrado na dosa-
gem de 500ug/Kg/semana, via IP, durante 4 semanas antes da exodontia do incisivo
central superior direito (ICSD) e até o final dos periodos experimentais (7 e 21 dias).
A dose utilizada ja apresenta estudo piloto com resultados satisfatorios para a linha-
gem de escolha (BIGUETTI et al., 2019).

3.8 Procedimento Cirurgico para Exodontia

As exodontias nos grupos que néo realizaram a aplicagdo do ZL, seguiram da
seguinte forma: CT — 10° dia, OVX — 35° dia e VCD - 87°, contando a partir do inicio
da citologia vaginal. Ja os animais que receberam o ZL, as exodontias ocorreram apés
28 dias do inicio da citologia vaginal, no grupo CT+ZL, o grupo OVX+ZL 56 dias apds
a OVX e o grupo VCD+ZL 115 dias apos a primeira dose do VCD. Os animais foram
submetidos a sedagao por meio de injegao IP do anestésico Ketamina a 1% com dose
de 50mg/Kg (Francotar®, Virbac Ltda., Sdo Paulo, Brasil) associado ao sedativo Clo-
ridrato de Xilazina a 2% com dose de 5 mg/kg (Virbaxyl 2%®, Virbac Ltda., Sdo Paulo,
Brasil). Constatada a sedagéo profunda dos animais, foi realizada uma incisédo sulcu-
lar ao redor do ICSD com micro lamina de bisturi (Fine Science Tools®). Em ato con-
tinuo, foi realizado divulsdo da mucosa inserida com auxilio de uma sonda exploradora
adaptada, conforme previamente descrito, a mesma utilizada para luxagao e extracao
propriamente dita (BIGUETTI et al., 2019). Posteriormente, o alvéolo foi irrigado com
soro fisiologico 0,9% estéril.
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O desenho do modelo experimental pode ser observado na Figura 1.

Figura 1 — Linha do tempo referente aos procedimentos que foram realizados nos
grupos CT, OVX, VCD, CT+ZL, OVX+ZL e VCD+ZL.
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Fonte: Autor, 2023
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3.9 Eutanasia dos Animais e Coleta dos Espécimes

As eutanasias ocorreram nos periodos de 7 e 21 dias pds-exodontia, por meio
sobredosagem do anestésico cloridrato de quetamina (250mg/Kg) via IP, seguido de
deslocamento cervical, seguindo-se as normas vigentes pelo CONCEA (Conselho Na-
cional de Experimentagc&do Animal). Constatada a morte dos animais, as maxilas foram
imersas em frascos individuais contendo formalina a 10% tamponada, lavados em
agua corrente apos 48 horas do processo de fixagao, e acondicionados em alcool 70,
para o escaneamento microtomografico (MicroCT). Apds o escaneamento as pegas
foram lavadas e imersas em solugao de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%

para desmineralizacao e posterior emblocamento em parafina.

3.10 Analises MicroCT

Espécimes 6sseos acondicionados em alcool 70 v/v foram escaneados em equi-
pamento de microCT (SkyScan 1174v2, Bruker MicroCT, Kontich, Bélgica), da Facul-
dade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP, para posteriores analises quanti-
tativa e qualitativa do tecido 6sseo (BOUXSEIN et al., 2010).

O escaneamento das maxilas, foi realizado com tempo de aquisi¢ao de 28 minutos,
utilizando-se os seguintes parametros tomograficos: 70kV, 142 uA, com filtro de Al de
0.5mm, sendo as imagens capturadas um tamanho de voxel de 14um. Na sequéncia,
as projegdes das imagens microtomograficas foram reconstruidas no software NRe-
con (versdo 1.6.9.8, SkyScan 2005-2012, Bruker microCT®), com parédmetros de re-
construgéo padronizados para todas as amostras, sendo os coeficientes de atenuagao
minimo de 0.006364 até 0.081541 de conversao maxima em escala de cinza, corre¢ao
de Beam Hardening de 52% para conversao das imagens. Dessa forma, as projegdes
das imagens apresentadas foram convertidas em cortes microtomograficos compati-
veis para serem analisados nos softwares subsequentes. Na sequéncia, as maxilas
foram realinhadas no software DataViewer (versédo 1.5.1.2, SkyScan 2004-2011, Bru-
ker microCT®), nas trés posigdes sugeridas pelo Software (Coronal, Sagital e Axial).
Foram entdo realizadas analises quantitativas da neoformagado dssea por meio do
software CT Analyser (versao 1.14.4.1, SkyScan 2003-2011, 2012-2014 Bruker mi-
croCT®). Para tanto, a realizagao da delimitagdo de uma Regi&o de Interesse (ou ROI
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— do inglés Region Of Interest), no formato cilindrico, de didmetro 1x1mm com profun-
didade 2mm. Seguindo os parédmetros para quantificacdo de diferentes parametros
trabeculares e corticais, foram quantificados os seguintes parametros: percentual de
volume 6sseo (BV/TV, %), numero de trabéculas (Tb.N,1/mm), espessura de trabécu-
las (Tb.Th mm) e separagéo de trabéculas (Tb.Sp, mm). Para definicdo de regides de
interesse, foram utilizadas padronizacbes previamente estabelecidas na literatura
(GAO et al., 2015).

3.11 Procedimentos Histotécnicos

Para o procedimento histotécnico os espécimes ja finalizados das capturas de ima-
gem e escaneamentos pelo microCT, foram lavadas em agua corrente e acondiciona-
dos em solucédo de EDTA a 10% tamponado com pH 7,0, com trocas realizadas duas
vezes por semana por 30 dias aproximadamente, até que ndo apresentassem resis-
téncia ao corte com navalha. Entdo, as amostras foram novamente lavadas em agua
corrente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina (His-
tosec® Merck, Darmstadt, Alemanha). Os blocos de parafina foram submetidos a cor-
tes histolégicos semi-seriados no sentido transversal ao longo eixo do alveolo, utili-
zando-se microtomo Leica RM. Foram obtidos cortes semi-seriados de 5 ym de es-
pessura para coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrosirius-Red, e cortes
de 3 ym de espessura para técnica de imuno-histoquimica.

3.12 Analise Histolégica

A analise qualitativa dos espécimes foi feita em todos os cortes corados em HE,
considerando-se presenca de tecido de granulagao, neoformag¢ao, maturagéo e remo-
delagao do tecido ésseo, atividade osteoclastica e/ou osteoblastica, bem como carac-
teristicas da medula 6ssea.
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3.13 Analise de Birrefringéncia em Picrosirius-Red (PS)

Para a analise de birrefringéncia os alvéolos da maxila foram analisados em mi-
croscopio de luz polarizada a fim de se avaliar a organizagao e quantidade de feixes
de fibras colagenas considerando-se a intensidade de birrefringéncia da matriz cola-
genosa. A quantificacdo da intensidade do brilho de birrefringéncia foi realizada utili-
zando-se o software KS 300/400 com AxioVision versao 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Alema-
nha). Inicialmente foram definidos os espectros de cor verde, amarela e vermelha,
seguindo valores de RGB (red, green, blue), os quais foram padronizados para todas
as imagens (BIGUETTI et al., 2018; VIEIRA et al., 2015; VIVAN et al., 2016). Para a
quantificagdo, as imagens foram binarizadas nos respectivos espectros de cor acima
mencionados e mensurados quanto a quantidade em pixels?. Posteriormente, foram
calculadas as médias dos valores em pixels? e submetidas a analise estatistica para
calculo das médias e desvios-padréo de cada grupo em cada periodo experimental.

3.14 Técnica Imuno-histoquimica

A técnica imuno-histoquimica foi adaptada de Ortiz et al. (2018) e usada para iden-
tificar a presenca e distribuicdo de células positivas para os marcadores, Osteoprote-
gerina (OPG) e Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP). As laminas foram
desparafinizadas por duas imersdes de 15 minutos e uma imersao por 5 minutos em
xilol. Posteriormente, os cortes foram reidratados concentragcdes decrescentes de al-
cool etilico, com duas imersdes em alcool absoluto e uma imers&o em alcool 70%,
todos por 5minutos e lavados em agua. A recuperagéo antigénica foi feita em panela
de presséo (Decloaking Chamber — Biocare Medical) usando solugao de citrato pH 6,0
(Sigma-Aldrich) por dois ciclos, o primeiro ciclo a 80°C por 3minutos e o segundo ciclo
a 70°C por 3 minutos, seguidos de lavagem em solugéo salina com Tris (TBS; do
inglés Tris Buffered Saline) pH 7,4. As laminas foram devidamente marcadas ao en-
torno dos cortes, e estes foram entdo incubados em 3% peréxido de hidrogénio
(Spring Bioscience Corporation, CA, USA) por 10 minutos para bloquear a peroxidase
endogena atividade, lavadas em TBS e imersas com leite em pd desnatado a 7% por
15 minutos em temperatura ambiente (TA) para bloquear a ligagéo inespecifica com

as proteinas séricas.
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Os cortes foram incubados por 1 hora em TA com os seguintes anticorpos prima-
rios: anti-OPG (#10205, 1:100, BD Santa Cruz Biotechnology, Carpinteria, USA) ou
anti-TRAP (#L2115, 1:100, BD Santa Cruz Biotechnology, Carpinteria, USA). Apos a
lavagem em TBS, os cortes foram incubados com o polimero secundario anti-goat
(Impress Vector) por 30 minutos em TA. Ao final, foi utilizado o cromogéno 3,3'-diami-
nobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) (DAKO Carpinteria, CA) aplicado por 1 minuto e,
apos a lavagem em agua, os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Meyer,
passaram por um banho em alcool 70°, dois banhos em alcool 100° e trés banhos em

xilol. Por fim, os cortes foram protegidos com auxilio de Permount e laminula.

3.14.1 Analise Imuno-histoquimica

A quantificacdo dos marcadores foi realizada mediante padronizagao prévia esta-
belecido pelo nosso grupo de pesquisa nos periodos de 7 e 21 dias para ambos os
marcadores (BIGUETTI et al., 2019). Inicialmente, as laminas foram digitalizadas em
imagens de alta resolu¢ao pelo Aperio Image Scope v. 12.3.3 (Leica Biosystems, Buf-
falo Grove, EUA). Posteriormente, a area do alvéolo foi demarcada para avaliagdo dos
pixels positivos de acordo com a percentagem e intensidade da marcagao pelo algo-
ritmo Positive Pixel Count, utilizando o Aperio Image Scope (Leica Biosystems, Buffalo
Grove, EUA). Posteriormente, todos os pixels positivos foram calculados e apenas os
dados referentes a marcagéao intensa foram considerados como positivos, para excluir
marcacao inespecifica tecidual. Tecidos de controle negativo foram usados para con-
firmacdo da marcacgéo e detegdo negativa. Os resultados foram apresentados como

meédia e desvio padrao para cada marcador.

3.15 Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram tabulados e submetidos ao software estatistico
GraphPadInStat e Prism7 (GraphPad, San Diego, CA). Inicialmente, os dados foram
avaliados quanto a distribuicao de normalidade pelo teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Comparacgdes entre os grupos foram feitas utilizando o teste Kruskal-Wallis, se-

guido pelo teste de multiplas comparagdes feitos pelo teste de Dunn’s. Os valores
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obtidos foram considerados de acordo com o nivel de significancia de 5% (p<0.05)

para todos os testes.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise MicroCT

Aos 21 dias, o grupo CT apresentou aumento significativo de BV/TV (88.52+2.114)
em comparagéo ao grupo CT+ZL (64.67+2.901). Do mesmo modo, os grupos VCD
(80.05+2.813) e OVX (80.05+2.813) apresentaram aumento significativo deste mesmo
parametro em comparagédo com VCD+ZL (67.0348.51) e OVX+ZL (68.08+1.531), res-
pectivamente (Figura 2A e Tabela 2). Os demais parametros n&o revelaram diferengas
significativas entre os grupos nos mesmos periodos (Figura 2B, C e D e Figura 3)
Figura 2 — Resultados estatisticos referentes as analises microtomograficas dos alvéo-
los pos extragado. A) Quantifica a area BV/TV%. B) Quantifica o numero de Tb.Th(mm). C)
Quantifica o nimero de Tb.Sp (mm). D) Quantifica o nimero de Tb.N (1/mm). Os (*) repre-

sentam diferencga estatisticamente significante entre os grupos.. A normalidade dos resultados
foi analisada pelo teste Shapiro-Wilk. A analise estatistica realizada utilizando-se os testes

ANOVA seguido de Tukey, considerando p<0,05.
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Figura 3 — Representagcao microtomografica bidimensional dos alvéolos pés extragcao
dos animais CT, OVX e ZL, tratados ou ndao com ZL. Imagens sédo apresentadas no sentido
transaxial. Imagens obtidas pelo Software Data Viwer, Bruker (Skycan, Kontich, Belgium).

VCD+ZL
$

Fonte: Autor, 2023

Tabela 2 — Média e desvio-padrao obtidos a partir das analises microtomograficas dos
alvéolos po6s extragao. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos
(p<0,05). Normalidade dos resultados foi analisada pelo teste Shapiro-Wilk. A analise estatis-
tica realizada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de comparag¢des multiplas
de Tukey.

CT OovX vCD CT+ZL OVX+ZL VCD+ZL CT ovX vCD CT+ZL OVX+ZL VCD+ZL
7D 7D 7D 7D 7D 7D 21D 21D 21D 21D 21D 21D

BV/TV 20,53+ 20,06+ 16,14+ 30,43% 16,5+ 12,78+ 88,62+ 76,94+ 80,05+ 64,67+ 68,08+ 67,03+
2,865 1,338 2,574 9,626 2,398 1,199 2,142 16,81°  2,813°  2,9012 1,5631° 8,51°

TB.TH 0,14+ 0,11+ 0,09+ 0,13+ 0,11+ 0,07+ 0,27+ 0,22+ 0,032+ 0,20+ 0,21+ 0,22+
0,005 0,014 0,031 0,017 0,024 0 0,014 0,011 0,062 0,005 0,0041 0,031

TB.N 1,34+ 1,77+ 1,67+ 2,14+ 1,43+ 1,74+ 3,23+ 3,54+ 2,50+ 3,08+ 3,23+ 2,988+
0,185 0,273 0,508 0,565 0,204 0,137 0,098 0,812 0,391 0,021 0,631 0,372
TB.SP 0,62+ 0,55+ 0,57+ 0,42+ 0,60+ 0,59+ 0,08+ 0,09+ 0,10+ 0,19+ 0,14+ 0,16+
0,02 0,082 0,038 0,145 0,026 0,031 0,021 0,029 0,005 0,01 0,028 0,048

Os resultados sédo apresentados com as médias (+SD) para cada parametro.

2|ndica diferencga estatistica significante em relagéo ao grupo CT 21 dias

b Indica diferenga estatistica significante em relagéo ao grupo OVX 21 dias

¢Indica diferenga estatistica significante em relagdo ao grupo VCD 21 dias
Fonte: Autor, 2023
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4.2 Analise Histopatologica

Aos 7 dias, os alvéolos dos Grupos CT e CT+ZL, apresentaram similaridade
nos aspectos histopatologicos, estando preenchidos por trabéculas 6sseas primarias
irregulares, concentradas na periferia do alvéolo em meio a tecido conjuntivo frouxo
rico em vasos sanguineos e discreto infiltrado inflamatério mononuclear. O Grupo
OVX, apresentou trabéculas 6sseas imaturas em intensa atividade osteogénica, com
discreto infiltrado inflamatoério, e presenga de tecido conjuntivo frouxo, ja no Grupo
OVX+ZL foi possivel observar trabéculas 6ésseas imaturas, delgada e irregular na pe-
riferia do alvéolo. No Grupo VCD, foi possivel observar a presenca de trabéculas 6s-
seas neoformadas com matriz 6ssea desorganizada e ostedcitos grosseiramente apri-
sionados na matriz envolto por tecido conjuntivo. Os alvéolos dos camundongos
VCD+ZL também se apresentavam com raras trabéculas 0sseas imaturas e desorga-
nizadas. Chamou a atengao estarem restritas a periferia do alvéolo, em atividade de
areas de osteogénese, com grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo apresen-
tando quase que a totalidade do alvéolo com a presenga de infiltrado mononuclear

discreto.

Aos 21 dias, os Grupos CT, VCD, CT+ZL, apresentaram presenca de trabécu-
las 6sseas maduras e regulares em remodelagao éssea, envoltas por tecido conjun-
tivo frouxo e discreto infiltrado leucocitario mononuclear. Nos alvéolos do grupo OVX,
contatou-se trabéculas 6sseas maduras mais delgadas e espagadas com ostedcitos
esparsos, permeadas por tecido conjuntivo frouxo vascularizado. No Grupo OVX+ZL,
observou-se reparo 6sseo alveolar, com grande quantidade de trabéculas dsseas es-
pessas com pequeno espagamento entre si e pouco celularizadas, com uma menor
quantidade de tecido conjuntivo frouxo. De modo interessante os animais medicados
com VCD+ZL, apresentaram alvéolo com presencga de trabéculas ésseas irregulares
em remodelacgdo, esparsas entremeadas por tecido conjuntivo frouxo, atividade oste-
ogénica, em maior concentragdo proximo a periferia do alvéolo, com grande quanti-
dade de tecido conjuntivo frouxo e infiltrado inflamatorio discreto, além de apresenta-
rem algumas lacunas vazias de ostedcitos (Figura 4). As analises relatadas encon-
tram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 — Aspectos histopatolégicos dos alvéolos pés exodontia dos grupos CT, OVX,
VCD, CT+ZL, OVX+ZL e VCD+ZL aos 7 e 21 dias.

Grupos

Controle

ovX

VvCD

Controle+ZL

OVX+ZL

VCD+ZL

7 dias
Trabéculas 6sseas imaturas, con-
centradas na periferia do alvéolo
Entremeadas por tecido conjuntivo
frouxo com discreto infiltrado infla-
matdrio mononuclear
Trabéculas 6sseas imaturas em
intensa atividade osteogénica
Discreto infiltrado inflamatdério mo-
nonuclear
Tecido conjuntivo frouxo
Trabécula 6ssea neoformadas e ir-
regulares
Tecido conjuntivo com discreto in-
filtrado inflamatério mononuclear
Focos de coagulo.
Trabéculas désseas neoformadas,
concentradas na periferia do alvé-
olo
Tecido conjuntivo frouxo e pre-
senca de infiltrado inflamatdrio
mononuclear discreto.
Trabécula éssea imatura, delgada
e irregular na periferia do alvéolo
Tecido conjuntivo frouxo com dis-
creto infiltrado inflamatério mono-
nuclear

Raras trabéculas 6sseas imaturas
e desorganizadas, estritamente
restrita a periferia do alvéolo
Grande quantidade de tecido con-
juntivo frouxo ocupando quase
que a totalidade do alvéolo
Infiltrado inflamatoério mononuclear
discreto

Fonte: Autor, 2023

21 dias
Trabéculas 6sseas maduras e
regulares em remodelacao
Tecido conjuntivo frouxo com
discreto infiltrado inflamatério

Trabécula 6sseo madura e del-
gada

Reduzida quantidade de os-
tedcitos, envolto por tecido
conjuntivo frouxo

Trabéculas 6sseas maduras e
regulares, envolto por tecido
conjuntivo frouxo

Trabéculas 6sseas maduras e
espessas, envoltas por tecido
conjuntivo frouxo
Osteoclastos arredondados e
distante da matriz

Grande quantidade de trabé-
culas 6sseas espessas

Menor quantidade de tecido
conjuntivo frouxo

Numerosa quantidade de oste-
oclasto

Alvéolo 6sseo ainda em repa-
ragao

Trabéculas 6ésseas maduras e
regulares em atividade osteo-
génica, em maior concentra-
¢ao proximo a periferia do al-
véolo

Grande quantidade de tecido
conjuntivo frouxo com infiltrado
inflamatério mononuclear
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Figura 4 — Aspectos histopatolégicos apos exodontia nos periodos de 7 e 21 dias, dos
grupos CT, OVX, VCD, CT+ZL, OVX+ZL e VCD+ZL (HE, aumento original 10x e 40x).

CT+ZL OVX+ZL VCD+ZL

7 dias

21 dias

Fonte: Autor, 2023

4.3 Analise de Birrefringéncia em PS

Aos 21 dias, o grupo CT+ZL (266384+1009672) apresentou aumento significa-
tivo de fibras vermelhas em comparagéo com VCD+ZL (338077+266108) (Figura 5B),
assim como fibras totais, CT+ZL (2675002+1021698) com VCD+ZL
(3773819+299518) em pixels? (Figura 5C). Nao foram detectadas diferencgas signifi-
cativas considerando-se as fibras verdes na comparagao entre os grupos nos mesmos

periodos (Figura 5A, Tabela 4, Figura 6).
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Figura 5 — Resultados estatisticos referentes as analises do Picrosirius-Red dos alvéo-
los poés extragdo. A) Quantifica a area verde de fibras de colageno. B) Quantifica a area de
fibras vermelhas de colageno. C) Quantifica a area total de fibras de colageno. Os (*) repre-
sentam diferenga estatisticamente significante entre os grupos. A normalidade dos resultados
foi analisada pelo teste Shapiro-Wilk. A analise estatistica realizada utilizando-se os testes
ANOVA seguido de Tukey, considerando p<0,05.
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Tabela 4 — Média e desvio-padrao obtidos a partir das analises de birrefringéncia dos
alvéolos poés extracao. Os (*) indicam diferengas significativas entre os grupos (p<0,05).
Normalidade dos resultados foi analisada pelo teste Shapiro-Wilk. A analise estatistica reali-
zada pela anadlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de comparagées multiplas de Tu-

key.

CT ovX vCD CT+ZL OVX+ZL  VCD+ZL CT ovX vCD CT+ZL OVX+ZL  VCD+ZL

7D D 7D 7D 7D D 21D 21D 21D 21D 21D 21D
FIBRAS 29013+ 31939+ 54563+ 3962+ 45386+ 12322+ 1017+ 169796+ 53835+ 11161+ 68386+ 35743+
VERDES 35759 24034 102875 2150 35382 11906 8771 285435 27780 13001 16136 52530
FIBRAS 1373911+ 1263375+ 1236912+ 1209582+ 1773189+ 639474+ 1094938+ 1013373+ 1316303+ 2663841+ 1018989+ 338077%
VERMSE- 212128 301278 646730 303748 637726 269568 129545 949806 695492 1009672 1292134 266108

LHA

TOTAL 1402924+ 1295314+ 1291475+ 1213544+ 1818575+ 649743t 1095955+ 1183169+ 1370138+ 2675002+ 1087375+ 373819+

DE FIS- 245746 280210 681363 303187 627058 268979 128852 793268 699558 1021698* 1282301 299518
BRA

Os resultados sédo apresentados com as médias (+SD) para cada parametro.
*Indica diferenga estatistica significante em relagéo ao grupo CT+ZL e VCD+ZL 21 dias, nas fibras
totais e vermelhas.

Fonte: Autor, 2023

Figura 6 — Analise de birrefringéncia por Picrosirius-Red e quantificagado das fibras de
colageno na regiao dos alvéolos nos periodos de 7 e 21 dias (aumento original 10x).

OVX+ZL VCD+ZL

Fonte: Autor, 2023

4.4 Analise Imuno-histoquimica

No periodo de 7 e 21 dias, a imunomarcacgao para células TRAP+, ndo apre-
sentaram diferenga estatistica significativa quando comparados entre os grupos. (Fi-
gura 7 e Figura 8). Ja aimunomarcacgao para OPG foi realizada para analisar a regu-
lagdo do metabolismo 6sseo dos alvéolos com a densidade de area (%) de osteoblas-
tos (Figura 9). Nos periodos iniciais (07 dias) e, 21 dias, o qual n&o foi observado
diferenca estatistica significativa de imunomarcagao para OPG em nenhum grupo (Fi-
gura 10). Nas analies de imuno-histoquimica, ndo houveram diferengas estatisticas

significativas em nenhum grupo e periodo. (Tabela 5).
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Figura 7 — Resultados estatisticos referentes as analises da imunomarcagao para TRAP
dos alvéolos pés extragao. A normalidade dos resultados foi analisada pelo teste Shapiro-
Wilk. A analise estatistica realizada utilizando-se os testes ANOVA seguido de Tukey, consi-
derando p<0,05.
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Fonte: Autor, 2023

Figura 8 — Imunomarcacgao para células TRAP+, aos 7 e 21 dias regiao dos alvéolos nos
periodos de 7 e 21 dias (aumento original 20x obtida pelo Software Aperio ImageScope
-v12.4.6.5003).

CT VCD CT+ZL OVX+ZL VCD+ZL

7 dias

21 dias

Fonte: Autor, 2023
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Figura 9 — Resultados estatisticos referentes as analises da imunomarcagao para OPG
dos alvéolos pés extragao. A normalidade dos resultados foi analisada pelo teste Shapiro-
Wilk. A analise estatistica foi realizada utilizando-se os testes ANOVA seguido de Tukey, con-
siderando p<0,05.
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Fonte: Autor, 2023

Figura 10 — Imunomarcagao para OPG, na regido dos alvéolos nos periodos de 7 e 21
dias (aumento original 20x obtida pelo Software Aperio ImageScope —v12.4.6.5003).

cT OovX VCD CT+ZL OVX+ZL VCD+ZL

7 dias

21 dias

Fonte: Autor, 2023
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Tabela 5 — Média e desvio-padrao obtidos a partir das analises de imunomarcagidao TRAP
e OPG dos alvéolos pos extragao. A normalidade dos resultados foi analisada pelo teste
Shapiro-Wilk. A analise estatistica foi realizada pela analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de comparag¢des multiplas de Tukey.

CT7d CT OovX OovX vCD vCD CT+ZL CT+ZL OVX+ZL OVX+ZL VCD+ZL VCD+ZL

21d 7d 21d 7d 21d 7d 21d 7d 21d 7d 21d
Total 6609+ 8822+ 2585+ 19137+  1171x 4381+ 1557+ 18060+ 1028+ 14279+ 1887+ 5947+
de 8764 4469 2455 16002 755 3714 687.8 12324 789.3 12952 846.4 3902
TRAP
Total 3.387+ 1517+ 3.305+ 25.80+ 4.548+x 5977+ 4.330+ 28.85% 3.530% 15.57+ 1.845+ 4.980+
de 2.756 8.317 1.155 6.887 1.746 2472  0.6081 13.72 1.131 10.66 1.528 2.389
OPG

Fonte: Autor, 2023
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi proposto, a fim de investigar os efeitos destes diferentes mé-
todos de faléncia ovariana precoce (FOP) no reparo 6sseo utilizando o alvéolo denta-
rio pés-exodontia como modelo de estudo. Nos modelos OVX, observa-se uma ten-
déncia das consequéncias que este procedimento causa no metabolismo 6sseo inter-
fere de modo significativo no reparo alveolar (KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016;
RAMALHO-FERREIRA et al., 2016; WRIGHT et al., 2008). Em estudo realizado por
Li e Wang (2018), houve um importante questionamento acerca da influéncia da OVX
em modelo de camundongos BALBc no reparo pos exodontia de molar superior, cons-
tatando-se que o reparo pode ocorrer de forma mais lenta (dobro do tempo), que nos
animais controles. Com o mesmo objetivo, estudos anteriores utilizando ratas (TA-
NAKA et al., 2001) e camundongos C57BI/6J fémeas também destacaram a repara-
¢ao dos alvéolos dentarios destes animais no grupo controle, 0 que nao apresentou
reparo significativamente mais lento em comparacgdo, assim como observado em

nosso estudo.

Pensando na influéncia que o tratamento com VCD pudesse ocasionar na neofor-
magao o0ssea do interior dos alvéolos considerando-se a manutencao da androstene-
diona (WRIGHT et al., 2008), no presente estudo chamou a atencg&o as caracteristicas
histolégicas das trabéculas 6sseas neoformadas, de aspecto irregular acompanhada
de distribuicdo “desorganizada” dos ostedcitos, na primeira semana do reparo, ficando
evidente aos 21 dias a atividade osteoclastica mais intensa em comparagao ao grupo
OVX. Contrariamente aosestudos que avaliam os efeitos do VCD no reparo de 0ssos
longos ou intramembranosos ndo foram encontrados na literatura a fim de que se
possa confrontar nossos resultados a outros. No entanto, pode-se inferir que a deple-
¢ao folicular gradual, bem como a permanéncia de tecido ovariano nestes animais
possa interferir de modo mais intenso na formacéao e maturagao do tecido 6sseo em
areas de reparagédo (KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016; LIU et al, 2015).

Apo6s conseguirmos demonstrar as condigdes clinicas pré-existentes, semelhantes
a pacientes do sexo feminino em menopausa, a selecdo da dose e protocolo de apli-
cacao do ZL (500um/Kg/semanal) de escolha, baseou-se em estudos anteriores, que
apresentam resultados de desenvolvimento de osteonecrose (BIGUETTI et al., 2019;
KOZUTSUMI et al., 2022; POZZI et al., 2009).
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Na analise microtomografica, foi possivel observar uma diferenga estatistica signi-
ficativa entre os grupos CT vs CT+ZL, OVX vs OVX+ZL e VCD vs VCD+ZL, no periodo
de 21 dias, com reduc¢ao significativa nos valores do BV/TV%, nos grupos medicados
com ZL, indo de encontro com trabalho realizado por Biguetti et al. (2019), o qual
apresenta aplicacdo de 250ug/Kg de ZL, em camundongos fémeas 129 S/v, idosas
(15 meses), e a mesma resposta de redugcédo nos parametros BV/TV% no grupo que
recebeu a dose de ZL..

Assim com também foi observado em um estudo realizado por Kozutsumi e cola-
boradores (2022), os resultados de BV/TV%, na analise microCT dos grupos com do-
ses de ZL consideradas altas (500ug/Kg e 1000ug /Kg) pelos autores. Apesar da dose
administrada correlacionar com o nosso estudo, eles realizaram as analises em ca-
mundongos de 8 meses, sem induzir a menopausa, o que dificulta afirmar as evidén-
cias apresentadas (KOZUTSUMI et al., 2022).

Além dos dados apresentados, relacionado a dose e modelo animal, a Associagao
Americana de Cirurgia Oral e Maxilofacial, incluiu uma variante de OMAMs sem expo-
sicdo Ossea (estagio 0), sem nenhuma evidéncia clinica de osso necroético e ou/infe-
¢ao, permitindo que nao seja mais necessario aguardar esse quadro clinico citado
para considerar um caso de OMAMs (RUGGIERO et al., 2014). No presente trabalho,
nao observamos sinais clinicos de exposi¢cao dssea, 0sso necrotico, supuragao, nes-
tes animais (BIGUETTI et al., 2019; KANG et al., 2013; RUGGIERO et al., 2014).

Apesar de usarmos a dose de ZL ja utilizada na literatura para a indugdo da OMAM
(BIGUETT!I et al, 2019; KOZUTSUMI et al., 2022; POZZI et al, 2009), as analises
quantitativas de imunomarcacdo TRAP e OPG, MicroCT e PS, ndo apresentaram uma
diferenca significativamente estatistica, ndo permitindo afirmar a ocorréncia de uma

indugao de osteonecrose.

Até o momento final da escrita ndo foram encontrados trabalhos que correlacionas-
sem as alteragdes encontradas no grupo VCD+ZL, de modo que ndo podemos justifi-
car, porque da alteracdo encontrada apenas neles na analise de Picrosirus-Red,

quando comparados ao grupo CT.
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6 CONCLUSAO

A partir destes resultados, pode-se concluir que no presente modelo, a FOP
induzida por OVX e VCD nao impedem a reparacao ossea alveolar, mas interferirem
na qualidade trabecular. Entretanto, o tratamento com ZL nos animais submetidos a
FOP por VCD interferiu de modo importante, atrasando o processo de reparo 6sseo

intra-alveolar.
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