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SIMIONATO, G. B. Padréao inflamatdrio morfolégico e imuno-histoquimico do
reparo alveolar em camundongos com fendtipo esqueletal osteopetrotico

tratados com bifosfonato nitrogenado. 2022.
RESUMO

A acao dos bifosfonatos nitrogenados (BFs) consiste em inibir a reabsorgéo
do tecido 6sseo por meio de sua capacidade de interferir na organizacéo e funcéo
das células osteoclasticas, tornando-o altamente mineralizado e pouco reativo,
favorecendo a instalacdo da osteonecrose dos maxilares quando associado a
procedimentos invasivos na cavidade bucal. No entanto, estudos tem demonstrado
que além de sua interferéncia direta sobre a dinAmica 6ssea o sistema imunol6gico
também pode ser acometido pela sua administracdo crénica, ndo sendo o fator
gualidade é6ssea o Unico a ser considerado. O presente estudo teve como objetivo
analisar o padrdo inflamatério microscépico morfolégico do alvéolo e mucosa
sobrejacente e imuno-histoquimico durante o processo de reparo dos alvéolos
dentarios de incisivos superiores recém-extraidos de camundongos 129/Sv
geneticamente modificados (knockout - KO) para a enzima 5-lipoxigenase (5-LO) 5-
LOKO e selvagens (WT), com e sem administracdo de BF. Foram confeccionados
cortes histolégicos de todos os grupos nos periodos de 3, 7, 14 e 30 dias pos-
operatorios para analise histopatolégica e histomorfométrica dos alvéolos em
reparacao corados com H.E., bem como para marcacdo imuno-histoquimica para
COX-2 e 5-LO. Na analise histopatolégica, os alvéolos do grupo WT C repararam
sem intercorréncias. No entanto, o grupo KO C apresentou presenca de trabéculas
0sseas regulares ja aos 7d. A presenca do ZL alterou de modo importante o reparo
dos animais WT e KO, resultando em trabéculas 6sseas irregulares com areas nao
viaveis, e persistente infiltrado inflamatério especialmente no grupo KO-ZL. Nestes
animais, a mucosa sobrejacente mostrou hiperortoqueratinizagdo da camada
superficial do epitélio e areas de acantose. Além disso, a administracdo do ZL
ocasionou uma reducao significativa de matriz 6ssea nos animais KO ao final do
reparo, com aumento de leucécitos mononucleares no grupo KO-ZL 30d quando
comparado ao grupo WT-ZL 30d, além de uma diminuicdo de leucdcitos
polimorfonucleares no grupo WT-ZL 30d quando confrontados aos grupos KO C e
KO-ZL 30d. O grupo WT C apresentou imunomarcacgao para 5-LO aos 7d e 14d,
enquanto o grupo WT-ZL apenas aos 7d. Niveis de COX-2 se mantiveram



constantes durante os periodos nos grupos analisados. Os resultados obtidos nos
permitem concluir que o tratamento com ZL influenciou de maneira mais importante
0s animais 5-LOKO, alterando o reparo da mucosa bucal sobrejacente ao alvéolo e
influenciando negativamente a neoformacéo 6ssea no curso do reparo alveolar. No
reparo 0sseo, o medicamento parece estimular a producdo da enzima 5-LO nos
periodos iniciais, observados nos animais WT C, sem no entanto, alterar niveis de
COX-2.

Palavras-chave: 5-leucotrieno. Bifosfonatos. Camundongos. Osteonecrose dos

maxilares.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A osteoimunologia se dedica ao estudo das interacdes que ocorre entre as
células do sistema imune e células do tecido 6sseo e que sdo determinantes no
processo de reabsorcdo e formacdo oOssea (RAUNER; SIPOS; PIETSCHMANN,
2007; TAKAYANAGI, 2007). Desse modo, quando algo é capaz de provocar um
desequilibrio osteoimunoldgico, por condigbes de imunocomprometimento ou por
drogas terapéuticas, o processo de reabsorcdo e formacdo do osso fica

comprometido.

A terapéutica com bifosfonatos (BFs) € comumente realizada por pacientes
portadores de doencas de carater osteolitico a fim de se minimizar a reabsorcao do
tecido 6sseo (CONWELL; CHANG, 2012). A inibicdo das funcfes osteoclasticas por
BFs consiste em alteracbes morfoldégicas que envolvem tanto mudancas no
citoesqueleto quanto na borda pregueada, membrana tipica de osteoclastos em
atividade (RODAN; FLEISCH, 1996). A partir de parametros moleculares, Mercatali
et al. (2013) avaliaram os niveis de RANK, RNAK-L e OPG em 49 pacientes
portadores de patologia tumoral, os quais receberam as mesmas doses de BFs e em
intervalos de tempo iguais e foram observados durante 12 meses. Ao final do
estudo, observaram uma diminuicdo do valor de RANK-L e um grande aumento do
valor de OPG, ambos comparados a linha base de normalidade. Portanto, os BFs
modulam a expressdo dos ligantes no sentido de inibir a acdo osteoclastica.
Todavia, em longo prazo, a acdo dos BFs pode acarretar uma deficiéncia no
processo de remodelacdo durante o reparo 6sseo0 ou em um processo de
cicatrizacdo, por agirem inibindo funcdes fisioldgicas dos osteoclastos (RUSSEL,
2011), bem como atuarem na supressao de células T reguladoras e de células Th17
inflamadas (ZHANG et al., 2013) comprometendo fungbes essenciais do sistema

imune.

Em um ambito imunoldgico, mesmo a posologia de &cido zoledrbnico por
pacientes que desejam tratar doencas malignas, osteoporose ou doenca O0ssea de
Paget, pode acabar acometendo o sistema imune dos mesmos, uma vez que O
medicamento induz respostas inflamatoérias e uma consequente expansao de células
T gamma-delta, modulando a expressdo de uma diversidade de mediadores da

inflamacé&o, tais como IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) nas células imunes
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— macrofagos e monocitos (BRINGMANN et al., 2007; PAZIANAS, 2010). No caso
da osteonecrose dos maxilares (OM) induzida por BFs, a area de tecido necrotico
atingida é preenchida por células do infiltrado inflamatorio, composto principalmente
por células plasmaticas, mondcitos, linfocitos e fagodcitos polimorfonucleares,
recrutados da circulacdo sanguinea (HOEFERT et al., 2015), sendo os macrofagos
0s principais alvos para os BFs (ROGERS et al.,, 2011). Assim, pode-se afirmar
satisfatoriamente que a inflamacao atrapalha a homeostase regular do tecido 6sseo
(SHAW; GRAVALLESE, 2016).

Ademais, com a inibicdo da COX-2 o AA pode ser deslocado para a via da
Lipoxigenase-5 (5-LO), uma das isoformas da LOX, para produzir anormalmente
altos niveis de leucotrienos (MARTEL-PELLETIERET et al., 2004). Os metabdlitos
da 5-LO, leucotrieno B4 (LTB4) e os lucotrienos peptidicos atuam estimulando a
osteoclastogénese. Mais especificamente, o LTB4 possui fun¢cdo analoga ao RANK-
L na diferenciacdo dos osteoclastos, tornando osteoclastos precursores em
osteoclastos ativos. Assim, sustenta-se que a 5-LO seja um regulador negativo da
formacdo Ossea. Tais informacdes a respeito da 5-LO sobre o reparo 6sseo
confirmam os achados de Bonewald et al. (1997) e Manigrasso e O’Connor (2010)
em estudos realizados com camundongos knockout para 5-LO (KO C), os quais
revelaram o fenétipo 6sseo destes animais com importante espessamento da
cortical e processo de reparo mais acelerado de fratura de fémur, respectivamente.
Andlise dos fémures destes animais por meio de microtomografia computadorizada

(microCT) por nés realizada, revelou também trabéculas ésseas mais espessas.

Entende-se, assim, que se fez importante a realizacdo de estudo comparativo
utilizando modelo animal com fenétipo esqueletal osteopetrético submetido a terapia
antirreabsortiva em condicdo de reparo de ferida cirdrgica realizada na cavidade
bucal, a fim de se observar até que ponto a condicdo O0ssea rege 0 processo de
reparo, ou se o BF altera a resposta inflamatoria do hospedeiro tornando-o
susceptivel ao desenvolvimento das osteonecroses do maxilares (OMs), por meio da
observacdo do curso do processo de reparo alveolar destes animais, e assim

contribuindo com uma parcela para o entendimento da etiopatogenia das OMs.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente estudo teve como objetivo analisar o padrdo inflamatorio
microscopico morfolégico do alvéolo e de sua mucosa adjacente e imuno-
histoquimico durante o processo de reparo dos alvéolos dentarios de incisivos
superiores recém-extraidos de camundongos 129/Sv 5-LOKO e WT, com e sem

administracdo de bifosfonato nitrogenado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/USC) da Universidade do Sagrado Coracao — USC, Bauru, SP, atualmente
denominada UNISAGRADO, protocolo n® 9589271017-2017 (Anexo 1).

3.2 Modelo experimental

Foram utilizados 80 camundongos machos da linhagem 129/Sv selvagens
(WT) e geneticamente modificados para a 5-LO (5-LOKO), com idades entre 6 a 8
semanas e peso médio de 28 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade de S&o Paulo de Ribeirdo Preto e mantidos no Biotério da
Universidade do Sagrado Corac¢do — USC. Os animais foram colocados em gaiolas
de polipropileno, com até cinco animais em cada gaiola, forradas com maravalha
branca de pinho autoclavada trocada duas vezes por semana. Durante todo o
periodo experimental, os animais permaneceram no biotério da Universidade do
Sagrado Coracdo — USC, sob condi¢cdes controladas de temperatura (22°+2°C) e
ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e exaustdo, recebendo agua a vontade e racéo

solida (Racéo Ativada Produtor — Anderson & Clayton S.A.) sem restri¢&o.

3.3 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em 4 grupos, conforme discriminado na Tabela
1.

TABELA 1 - Apresentacéo dos grupos de acordo com o tratamento recebido.

Identificagéo
do grupos

n

Tratamento

Controle (WT C) 20 | 0,05 ml de soro fisioldgico 0,9% IP 1x por semana
Controle tratado 20 | 0,5 mg/Kg de &cido zoledronico* IP 1x por semana
com ZL (WT-ZL)

5-LO (KO C) 20 | 0,05 ml de soro fisioldgico 0,9% IP 1x por semana
5-LO tratado com 20 | 0,5 mg/Kg de acido zoledrénico* IP 1x por semana

ZL (KO-ZL)

* Zoledronic acid mononydrate (SLM0223, Sigma-Aldrich, Darmstad, Alemanha
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3.4 Tratamento farmacoldgico com ZL

Os camundongos machos jovens do grupo WT-ZL e KO-ZL foram tratados
com inje¢Bes intraperitoneais (IP) 0,5mg/Kg de acido zoledrbénico (SML0223, Sigma-

Aldrich, Darmstad, Alemanha) uma vez por semana durante quatro semanas.

3.5 Procedimento cirargico

Inicialmente todos os animais foram submetidos a sedacdo profunda
administrada via IP, utilizando combinacéo do sedativo cloridrato de quetamina (80-
100mg/kg - Dopalen®, Agribrans do Brasil LTDA) com o relaxante muscular
xilazina (10mg/kg - Anasedan®, Agribrands do Brasil LTDA). Procedeu-se a
antissepsia da cavidade bucal com polivinilpirrolidona 1% tépica (PVPI)
(Dermoidine® - Gessy Lever Industrial Ltda.) e montagem dos campos cirurgicos
estéreis. Foi realizada uma incisdo sucular ao redor do dente incisivo superior
(ICS) direito com lamina de bisturi nimero 15c. Em ato continuo, sera realizada
divulsdo da mucosa inserida com Hollembeck namero 3s. Com pinca adaptada
para este modelo animal, o dente foi luxado e extraido (Figura 1). Posteriormente,
o alvéolo foi irrigado com soro fisiolégico 0,9% estéril. Todo o procedimento foi
feito com o auxilio de estereomicroscopio a fim de se possibilitar visualizacao
satisfatoria do sitio cirGrgico e evitar possiveis acidentes e traumas
desnecessarios. Imediatamente apdés o procedimento cirdrgico, todos 0s animais
foram encaminhados e mantidos em ambiente apropriado até sua completa
recuperacao onde receberam fosfato de codeina (Codein[][J[ICristalia, SP,

Brasil) na dose de 50mg/kg a cada 4 horas por trés dias, por via subcutanea.

Figura 1 - A) Administracao de ZL via IP; B) Exodontia do incisivo superior direito
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3.6 Eutanéasia dos animais e coleta dos espécimes

Os animais foram selecionados ao acaso em numero de 5 por grupo, em
quatro tempos distintos 3, 7, 14 e 30 dias apds o procedimento cirdrgico, sendo
submetidos a eutanasia por meio de sobredosagem anestésica. Constatada a morte
dos animais, as maxilas contendo os alvéolos extraidos foram imediatamente

imersas em frascos individuais contendo formalina a 10% tamponada.

3.7 Procedimentos histotécnicos

Apoés a fixacdo por 48 horas, os espécimes foram acondicionados em solucéo
de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Merck, Dramstadt, Alemanha) a 10%
tamponado com ph7,0 com trocas realizadas duas vezes por semana por 10 dias
aproximadamente, até que ndo apresentassem resisténcia ao corte com navalha. As
amostras foram novamente lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina histolégica. Os blocos de parafina
foram submetidos a cortes histolégicos semi-seriados no sentido coronal na regiao
média do alvéolo. Foram obtidos cortes semi-seriados de 5um de espessura para
coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e cortes de 3um de espessura para

técnica imuno-histoquimica.
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3.8 Andlise histopatoldgica

Para os alvéolos dentérios, a analise qualitativa foi feita em todos os cortes
corados em HE, considerando a presenca de tecido de granulacdo, grau de
maturacdo do tecido 6sseo, presenca ou auséncia de sequestros 0sseos, presenca
ou auséncia de biofilme microbiano e padrdo de resposta inflamatéria. No que diz
respeito a analise histopatolégica da mucosa sobrejacente aos alvéolos, foi realizada
considerando a qualidade do revestimento com presenca ou auséncia de
atrofia/hiperplasia, acantose, grau de queratinizagdo, exocitose, bem como as
condi¢cdes da lamina propria, qualidade do tecido conjuntivo e tipo de infiltrado

inflamatorio, se presente.

3.9 Técnica imunohistoquimica

Para a determinacdo dos padrdes moleculares da regido de reparo 0sseo
foram selecionados os seguintes alvos: COX-2 e 5-LO. Para tanto, cortes de 3 um
foram tratados com proteinase K por 30 minutos em temperatura ambiente. A
peroxidase endogena foi bloqueada com peréxido de hidrogénio a 2% por 10
minutos e lavados em PBS (Phosphate buffer solution). ApGs este periodo, foram
utilizados os anticorpos primérios monoclonais anti-COX-2 (SC#1474, SantaCruz
Biotechnology, Carpinteria, EUA) e anti-5LO (SC#136195), em ambiente refrigerado
por 1 hora, e lavados com PBS por 30 minutos, por trés vezes. Ap0s isso, 0S cortes
incubados com o anticorpo primario foram incubados com o kit Histofine (Mousestain
kit, Nichirei Biosciences Inc., Tokio, Japao), e em seguida, corados com o DAB
(diaminobenzidina) (DAKO, Lab.) e contra-corados com Hematoxilina de Harris (para
COX-2) e Fast Green (para 5-LO).

3.10 Analise histomorfométrica

A andlise quantitativa dos alvéolos dentarios foi feita em todos os cortes
corados em HE e pela imuno-histoquimica, sendo capturados 10 campos em

objetivas de 100x de cada alvéolo. Para se realizar a histomorfometria foi
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determinado um reticulo no software ImageJ contendo 120 pontos, a fim de se
quantificar: fibras colagenas, fibroblastos, vasos sanguineos, matriz 0ssea,
ostedcitos e lacuna, osteoblastos e leucécitos. Além disso, usando 0 mesmo
software, foi quantificado: leucocitos polimorfonucleares neutréfilos e mononucleares
plasmadcitos e linfécitos. O mesmo foi realizado para quantificacdo das células
imunomarcadas pela COX-2 e 5-LO.

3.11 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos a partir das andlises quantitativas foram analisados
guanto a sua distribuicdo de normalidade pelo teste de Shapiro-WIik a fim de se
definir os testes apropriados a serem aplicados, paramétricos ou néao
paramétricos, considerando o nivel de significAncia de 5% (p<0.05) e foram
aplicados através dos programas GraphPadInStat e Prism5 (GraphPad, San Diego,
CA).
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4 RESULTADOS

4.1 Descricao Morfologica Microscopica Qualitativa do Alvéolo

Aos 3 dias poOs-operatério ndo foram observadas diferengcas microscopicas
que distinguissem um grupo de outro, sendo que os alvéolos se encontravam
preenchidos predominantemente por coagulo sanguineo. A partir dos 7 dias,
entretanto, algumas diferencas importantes foram detectadas. O grupo WT C seguiu
0 curso de reparo dentro da normalidade, sendo que aos 7 dias foi possivel notar
neoformacdo Ossea evidente a partir das paredes do alvéolo, estando a porcéo
central preenchida predominantemente por tecido de granulacdo e presenca de
atividade osteogénica identificada pela presenca de células osteoblasticas
associadas a matriz mineralizada irregular, caracterizando neoformacao 6ssea. Aos
14 dias ja era possivel identificar as trabéculas 6sseas maduras, recobertas por
células de revestimento e permeadas por espa¢os medulares definidos. Quando da
associacdo com BF (grupo WT-ZL), chamou atencdo a presenca de focos de
coagulo sanguineo em meio a areas de atividade osteogénica no interior dos
alvéolos. A matriz 6ssea depositada abrigava ostedcitos mais evidentes, em meio a
matriz irregular circundada por osteoblastos ora colunares, ora irregulares em sua
morfologia. Moderado infiltrado inflamatério mononuclear (MN) difuso pbéde ser
observado. Aos 30 dias, as trabéculas 0sseas encontravam-se mais evidentes, no
entanto, com &reas centrais irregulares e linhas de reversdo também irregulares. As
lacunas de ostedcitos mostravam-se ora evidentes e de contorno irregulares, ora
pequenas e vazias, conferindo um aspecto distinto na matriz. Neste periodo, ainda
era possivel visualizar a presenca de leucocitos polimorfonucleares (PMN)

neutrdfilos.

De modo diferente, aos 7 dias pdés-operatdrio o grupo KO C ja apresentava
trabéculas mais definidas que o grupo WT C, no entanto, mais delgadas e
entremeadas por células osteoblasticas em meio a tecido conjuntivo frouxo. Aos 14
dias as trabéculas 6sseas estavam mais organizadas e aos 30 dias, encontravam-se
robustas e maduras. Por toda a extensdo do alvéolo foi possivel notar infiltrado
inflamat6rio MN e PMN difuso. Aos 7 dias, o grupo KO-ZL apresentava atividade
osteogénica com deposicdo de matriz irregular em meio a focos de coagulo. De

permeio notou-se infiltrado inflamatério difuso MN e PMN. No periodo de 14 dias ja
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se observava trabéculas regulares localizadas nas paredes dos alvéolos, ora com
ostedcitos evidentes, ora com lacunas pequenas e vazias, em meio a tecido de
granulacdo com focos de infiltrado predominantemente MN. A matriz apresentava
numerosas linhas de reversao irregulares, bem como discretas areas semelhantes a
“algodao”. Aos 30 dias, tem-se trabéculas 6sseas em sua maioria ainda primarias e
irregulares, ricas em ostedcitos aprisionados em grandes lacunas. Observam-se
osteoclastos ora aderidos a superficie 0ssea, ora arredondados e néo aderidos a
matriz. Focos de leucocitos MN e eventuais PMNs também estdo presentes.
Detalhes da andlise histopatoldgica podem ser observadas na Figura 1.

FIGURA 1 - Aos 3 dias, observa-se predominio de coagulo (Cg) em todos 0s grupos.
Aos 7 dias observa-se atividade osteogénica (*) nos grupos WT C, WT-ZL e KO-ZL. J4 no
KO C, as trabéculas mostram-se regulares (Tb). Aos 14 dias tem-se trabéculas regulares
(Tb) nos grupos WT C, WT-ZL e KO C, enquanto que o grupo KO-ZL ainda apresenta-se em
atividade osteogénica. Aos 30 dias, os grupos WT C, WT-ZL e KO C apresentavam um 0SS0
trabeculado maduro (Tm), porém, no grupo KO-ZL estava presente trabéculas ainda

primérias (Tp). Além disso, para o grupo WT-ZL chama-se atengéo para as lacunas vazias
(Lz) (HE; aumento original 100x)

14 dias 30 dias

WT C

WT-ZL

KOC

KO-ZL

Fonte: Autor, 2022
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4.2 Descricao Morfoldgica Microscopica Qualitativa da Mucosa

Aos 7 dias poOs-operatérios ndo foram observadas diferencas microscépicas
que distinguissem os grupos WT C e KO C, sendo que as mucosas sobrejacentes
aos alvéolos se encontravam dentro da normalidade. Por sua vez, os grupos WT-ZL
e KO-ZL apresentavam aos 7 dias areas de acantose, hiperortoqueratinizacdo da
camada cornea, bem como presenca de exocitose com focos de infiltrado
inflamatério MN visiveis na lamina prépria integra. Aos 14 dias o grupo WT C
apresentou caracteristicas da mucosa muito semelhantes aquelas vistas aos 7 dias,
com epitélio estratificado pavimentoso sem alteragdes, camada cérnea com grau de
queratinizacdo compativel com a normalidade — ortoqueratinizado —, nao foi
observada exocitose significante e a lamina propria apresentava-se integra sendo
composta por tecido conjuntivo propriamente dito denso ndo modelado. A partir dos
30 dias, entretanto, o epitélio apresentava regidbes acantéticas, mantendo
normalidade na camada cOrnea e na lamina prépria. Quando da associacdo com BF
(grupo KO-ZL), aos 14 dias, chamou a atencdo um epitélio acantético pelo
espessamento da camada espinhosa, com uma camada cornea completamente
hiperortoqueratinizada, bem como a presenca de focos de infiltrado inflamatério
cronico presentes na lamina propria. Aos 30 dias, as alteracBes epiteliais e a

exocitose se mantiveram.

De modo semelhante ao grupo WT C, aos 14 dias pés-operatério o grupo KO
C apresentava caracteristicas histologicas epiteliais e conjuntivas muito semelhantes
aquelas observadas em seu periodo de 7 dias, com excecao de pequenas areas que
se mostravam com leve acantose. JA aos 30 dias pdés-operatério a mucosa
mostrava-se mais regular, com alteracbes restritas as regides de
hiperortoqueratinizacdo da camada cérnea. Aos 14 dias e 30 dias, o grupo KO-ZL
apresentava as mesmas anormalidades vistas aos 7 dias, retratadas por uma
mucosa alterada devido a um epitélio acantético com hiperortoqueratinizacdo e
focos de infiltrado inflamatério MN, com predominancia de linfcitos, principalmente,
presentes na lamina propria. Os aspectos histopatologicos dos grupos podem ser

observados na Figura 2.
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FIGURA 2 — Observadas areas de acantose (*) e hiperotoqueratinizacéo (Hq) aos 7
dias nos grupos WT-ZL e KO-ZL. Nos grupos tratados com ZL, aos 14 dias, observou-se
focos de infiltrado inflamatério mononuclear (Mn) e aos 30 dias as condi¢des se mantiveram.
No grupo WT C e KO C, aos 30 dias, foi observado leve acantose (*) e notou-se area de

hiperortoqueratinizagéo (Hq), respectivamente (HE; aumento original 20x)

7 dias 14 dias 30 dias
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4.3 Analise Morfoldgica Microscoépica Quantitativa do Alvéolo

Para os animais do grupo WT C, foi notado diferenga estatisticamente
significante entre WT C 7 dias vs KO C 7 dias, com niveis elevados de fibroblastos
do grupo KO C (Figura 3.B). Além disso, houve diferenca estatisticamente
significante entre WT C vs WT-ZL no periodo de 30 dias com relacdo ao nivel
elevado de osteoclastos aderidos nos animais WT-ZL (Figura 3.I) e também
observou-se diferenca estatisticamente significante com relacdo aos niveis de
células inflamatodrias entre WT C vs WT-ZL no periodo de 14 dias, com maiores
niveis no grupo WT C, e entre os animais WT C 30 dias vs KO C 30 dias, com niveis
elevados para o grupo KO C (Figura 3.J). Por fim, foram conservados os niveis de
vasos sanguineos, fibras, matriz 6ssea, ostedcitos, lacunas vazias, osteoblastos,

osteoclastos desaderidos, coagulo e outros do grupo WT.

O grupo de animais WT-ZL foi o que apresentou maiores diferencas
estatisticamente significantes, podendo ser citado um baixo nivel de fibroblastos
guando comparado WT-ZL 7 dias vs KO-ZL 7 dias (Figura 3.B); niveis elevados de
matriz 6ssea quando comparado todos os periodos do WT-ZL vs KO-ZL (Figura
3.D); alto nivel de osteoblastos quando confrontado o grupo WT-ZL vs KO-ZL aos 7
dias (Figura 3.G); niveis aumentados de osteoclastos aderidos aos 30 dias na
comparacdo entre WT-ZL vs WT C (Figura 3.H); niveis baixos de células
inflamatorias na comparacdo do WT-ZL vs WT C e WT-ZL vs KO-ZL, ambos aos 14
dias (Figura 3.J) e por ultimo, baixos niveis da categoria “outros” quando na
comparacao entre WT-ZL vs KO-ZL aos 14 dias e 30 dias (Figura 3.L). Nas demais
categorias (vaso sanguineos, fibras, ostedcitos, lacunas vazias, osteoclasto
desaderido e coagulo) os niveis foram conservados quando confrontados com 0s

outros grupos de animais.

Os resultados apresentados pelo grupo KO C revelam que houve diferenca
estatisticamente significante com baixos niveis de fibroblastos quando comparados
aos animais KO-ZL no periodo de 7 dias (Figura 3.B); niveis elevados de fibras
quando confrontados com KO-ZL no periodo de 7 dias (Figura 3.C); elevada
porcentagem de matriz 6ssea a partir da comparacdo com o grupo KO-ZL aos 14

dias (Figura 3.D); e elevados niveis de células inflamatdrias na comparagcdo com o
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grupo WT C no periodo de 30 dias (Figura 3.J). Para os outros parametros, foram

conservados os niveis durante os trés periodos.

Por fim, temos que os resultados do grupo KO-ZL revelam diferenca
estatisticamente significantes com elevados niveis de fibroblastos aos 7 dias quando
comparado aos grupos KO C e WT-ZL (Figura 3.B); com baixos niveis de fibras aos
7 dias e altos niveis aos 30 dias quando confrontado com o grupo KO C (Figura
3.C); baixos niveis de matriz 6ssea aos 7, 14 e 30 dias na comparacdo com 0S
grupos WT-ZL, KO C e WT-ZL, respectivamente, e altos niveis aos 14 dias
comparado ao grupo WT-ZL (Figura 3.D); baixos niveis de osteoclastos aos 7 dias
gquando comparado ao outro grupo de animais medicados (WT-ZL) (Figura 3.G);
altos niveis de células inflamatérias aos 14 e 30 dias na comparacdo com 0S mesmo
periodos do grupo WT-ZL (Figura 3.J). Os demais parametros ndo citados com

diferenca estatisticamente significante, mantiveram os niveis entre 0s outros grupos.
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FIGURA 3 - Resultados estatisticos referentes as analises histomorfomeétricas dos alvéolos.
Os asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos e periodos.
A normalidade dos resultados foi analisada pelo teste Shapiro-Wilk. A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se os testes ANOVA seguido de Tukey, considerando p<0,05
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4.4 Analise Quantitativa de Células Inflamatorias MN e PMN

Para os animais do grupo WT C, nao foi notado diferenca estatisticamente
significante no que diz respeito a andlise dos leucdcitos MN e leucocitos PMN
neutrofilos quando comparado aos outros grupos e até mesmo entre seus periodos,

mantendo niveis estaveis durante o processo de reparo alveolar.

O grupo de animais WT-ZL foi o que apresentou maiores diferencas
estatisticamente significantes, com menor numero de leucocitos MN quando
comparado ao WT-ZL 7 dias vs KO C 7 dias; foi observado também menor nimero
de linfocitos e plasmaocitos quando se comparou WT-ZL 30 dias vs KO-ZL 30 dias
(Figura 4.A); com relacdo a quantidade de leucdcitos PMN neutroéfilos, o grupo WT-
ZL manteve as maiores diferencas estatisticamente significantes com menor
guantidade comparado WT-ZL 30 dias vs KO C 30 dias e WT-ZL 30 dias vs KO-ZL
30 dias (Figura 4.B).

Os resultados apresentados pelo grupo KO C, revelam que houve diferenca
estatisticamente significante com maior quantidade de leucécitos MN quando
comparados aos animais WT-ZL no periodo de 7 dias (Figura 4.A); maior nimero de
leucécitos PMN neutrdéfilos foi observado quando confrontados com o WT-ZL no
periodo de 30 dias (Figura 4.B).

Por fim, o grupo KO-ZL revelou diferencas estatisticamente significantes com
maior numero de leucocitos MN aos 30 dias quando comparado ao grupo WT-ZL
(Figura 4.A); e maior quantidade de leucdcitos PMN neutrofilos aos 30 dias quando

confrontado com o grupo WT-ZL (Figura 4.B).
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TABELA 2 — Médias e desvio-padrdo obtidos a partir da analise histomorfométrica. Foi
observado distribuicdo dos valores para alguns grupos fora da normalidade, utilizando teste
de Shapiro-Wilk, assim, optou-se pelo teste estatistico ndo paramétrico Kruskall Wallis
seguido de Dunn, considerando nivel de significancia de 5%

Leucoitos Mononucleares (MN)
WT C7d Wrciad WrTcC30od KOC7d KOC14d KOC30d WTZL7d WTZL14d WTZL30d KOZL7d KOZL14d KOZL30d

Media 3889 0,3953 0,1579 0,9333 0,4706 0,4545  0,06667 0,125 0,125 0,5526 0,5 1,36
Desvio padrdo  0,7775 0,7283 0,5015 1,304 0,8798 0,7111 0,2515 0,3349 0,3349 1,155 0,7223 1,858
B

Leucécitos Polimorfonucleares (PMN)
WT C7d WTC14d WrTC30d KOC7d KOC14d KOC30d WTZL7d WTZL14d WTZL30d KOZL7d KOZL14d KO ZL30d
Média  0,1111 1,186 0,8214 0,6136 0,8235 1,424 0,05 0,1111 0,1 0,5 0,5 0,7312
Desvio padréo 0,3234 3,614 2,639 1,434 1,292 2,208 0,2207 0,3234 0,3789 1,007 0,7802 1,162

FIGURA 4 — Representacdo grafica dos resultados obtidos pela andlise histomorfométrica
dos grupos MN e PMN. Os astericos (*) indicam diferenca estatisticamente significante entre
0S grupos e periodos .
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4.5 Analise Imuno-histoquimica para COX-2 e 5-LO

Referente a imunomarcacéao para COX-2, foram realizadas analises descritiva
e quantitativa, assim, na analise histopatologica, observou-se marcacdo positiva
para a enzima COX-2 nas células do tecido 6sseo, como ostedcitos e osteoblastos,
bem como nas células inflamatérias (Figura 5). Além disso, os resultados estatisticos
revelaram que o grupo WT C apresentou aumento significativo das células
imunomarcadas para COX-2 no periodo de 14 dias em comparagédo ao periodo de
30 dias. Na comparacdo entre os demais grupos e periodos, ndo foi detectada

diferenca estatisticamente significante (Figura 6).

Para a analise imuno-histoquimica da 5-LO, foi realizada apenas analise
descritiva das células imunomarcadas. Observou-se marcacao de 5-LO no periodo
de 7 dias no grupo WT-ZL. Nesse periodo, para o grupo dos animais WT C foi
observado marcacdo predominantemente citoplasmatica, indicando um possivel
estagio de ativacdo da enzima. Ja no grupo dos animais tratados com ZL, houve
uma marcacao predominantemente na membrana nuclear. No periodo de 14 dias no
grupo WT C, ainda podia ser notado persisténcia de marcacdo da 5-LO
predominantemente no citoplasma das células inflamatérias. No entanto, ndo foi
observado marcacéo nesse periodo no grupo WT-ZL (Figura 7). No grupo WT C 30
dias e no grupo WT-ZL, 14 e 30 dias, ndo houve marcacao plausivel de andlise da 5-
LO, sendo observado apenas hemacias intravasculares e elementos de matriz

extracelular corados.
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FIGURA 5 — Marcagdo imunohistoquimica para COX-2 nos osteoblastos, ostedcitos e

leucdcitos (aumento original 100x)

7 dias 14 dias 30 dias
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WT-ZL

KO-ZL

Fonte: Autor, 2022
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FIGURA 6 — Grafico representativo da marcacado de COX-2 entre os grupos e periodos. Os
asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente significantes. Resultados obtidos foram
submetidos aos testes de Kruskall Wallis seguido de Dunn considerando o nivel de

significancia de 5%
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FIGURA 7 - Setas indicam células marcadas positivamente para 5-LO com imunomarcacao
predominantemente citoplasmatica no grupo WT C e predominantemente na membrana

nuclear no grupo WT-ZL (aumento original 100x)

WTC WT-ZL

7 dias

14 dias

30 dias

Fonte: Autor, 2022
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que a terapéutica com bifosfonatos nitrogenados (BFs) € comumente
realizada por pacientes portadores de doencas de carater osteolitico a fim de se
minimizar a reabsorcao do tecido 6sseo (CONWELL; CHANG, 2012), de modo que a
inibicdo das funcbes osteoclasticas pelos BFs consiste em alteracdes morfoldgicas
que envolvem tanto mudancas no citoesqueleto quanto na borda pregueada,
membrana tipica de osteoclastos em atividade (RODAN; FLEISCH, 1996), tornando-

0, assim, inativo para reabsorcéo 6ssea.

No presente estudo, foram utilizados como modelos animais camundongos da
linhagem 129Sv como modelos experimentais devido a sua semelhancga fisiologica
com o organismo humano (DUTTA; SENGUPTA, 2016), assim, facilitando e
trazendo para mais proOximo 0s eventos gerais, sendo como enfoque do trabalho o

metabolismo 6ésseo.

Os resultados apresentaram aspectos interessantes sobre o modelo animal
em questdo. A dose de 500ug/Kg parece ter sido insuficiente para alterar de maneira
importante o processo de reparo alveolar, considerando-se o os resultados obtidos
pelos testes estatisticos, ndo tendo sido detectadas diferencas nos parametros:
vasos sanguineos, lacunas vazias, ostedcitos, osteoclastos ndo aderidos e
coagulos, o que nos faz questionar a instalacdo da osteonecrose neste modelo.
Apesar disso, parametros importantes como o infiltrado inflamatério e matriz éssea
neoformada revelou que os animais com inibicdo da enzima 5-LO (KO C) sofreram
uma influéncia mais significativa do BF, refletindo um atraso no reparo 6sseo na
comparacao dos periodos. Se somente os valores numéricos fossem considerados,
poderiamos concluir que ndo houve instalagcdo de osteonecrose. No entanto, o
aspecto histopatolégico revelou morfologias importantes que devem ser

consideradas.

Na andlise do grupo WT C, notou-se claramente que o curso biologico do
reparo ocorreu dentro dos padroes de normalidade (VIEIRA et al.,, 2015). Na
presenca de BF (WT ZL), apesar de a matriz 6ssea j& ser visualizada aos 7 dias, a
mesma se encontrava irregular com contornos difusos, com infiltrado inflamatério
evidente, o qual persistiu até os 30 dias. O grupo KO C, mostrou reparo alveolar

acelerado aos 7 dias, confirmando informagdes ja descritas previamente
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(BONEWALD et al., 1997). Quando da associacdo com BF (KO ZL), ficou evidente
um atraso no processo de reparo alveolar, com atividade osteogénica perdurando
até os 14 dias. Assim sendo, o grupo que aparentemente foi mais afetado pela dose
do medicamento, especialmente quando comparado com o WT ZL, foi o KO ZL.
Chamou a atencado neste grupo (KO ZL) suas caracteristicas histopatoldgicas. No
periodo de 14 dias, as trabéculas 6sseas primarias exibiam ostedcitos com nucleos
ora grande e evidentes, ora picnéticos em grandes lacunas. Eventualmente, a matriz
O0ssea mostrava-se irregular, semelhante a “algodao”, sendo que essa caracteristica

persistiu até os 30 dias.

No que diz respeito a mucosa sobrejacente ao alvéolo, na analise do grupo
WT C, notou-se uma condicdo de normalidade desta mucosa, exceto por pequenas
areas do epitélio aos 30 dias que apresentavam leve acontose. Na presenca de BF
(WT ZL), houve importantes alteracdes, porém caracteristicas dose-dependentes
descritas por Scheper et al. (2009), em estudo in vitro, ndo foram evidenciadas em
nenhum dos periodos analisados, visto que apesar de ter sido observado
espessamento da camada espinhosa do epitélio hiperortoqueratinizacdo da camada
cOrnea, a presenca de queratinécitos e fibroblastos apoptéticos nao foi detectada,
sugerindo que provavelmente a dose administrada de 500ug/Kg nado foi suficiente
para ocasionar tais eventos patoldgicos em nosso modelo animal — camundongo
129Sv macho jovem. Apesar disso, confirmou-se a agéo dos bifosfonatos sobre as
funcdes do recrutamento dos neutréfilos (KUIPER et al., 2011) nesse grupo, tanto
pela auséncia significante de leucdcitos polimorfonucleares na lamina prépria,
perceptivel pela analise descritiva da mucosa, como pelos resultados estatisticos
expressivos com niveis muito baixos dessas céulas polimorfonucleares quando

comparado aos outros grupos.

O grupo KO C, apresentou condi¢coes dos tecidos moles da mucosa bucal
sem alteracbes aos 7 dias, porem aos 14 e 30 dias foram observadas alteracdes
isoladas em cada periodo, retratadas por leve acantose e areas restritas de
hiperortoqueratinizacdo, respectivamente. Além disso, embasado nos achadas de
Radmark et al. (2009) em que relatam que um dos eventos relacionados com a
metabolizacdo do acido araquiddnico pela via 5-LO é a migracao de leucocitos dos
vasos para os tecidos, em nosso modelo animal knockout para enzima 5-LO néao foi

observada exocitose quando analisado os tecidos moles da mucosa bucal, ou seja,
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concordando com os achados dos autores citados. No que diz respeito a
quantificacdo dos neutréfilos e leucécitos MN durante o processo de reparo no
interior do alvéolo, esse grupo apresentou niveis estatisticos significantes de
leucdcitos MN quando comparado com o grupo WT-ZL no periodo de 7 dias e de
neutrofilos quando comparado com 0 mesmo grupo aos 30 dias, 0 que era esperado
visto os periodos e especialmente o grupo comparado (WT-ZL), conhecendo os
efeitos negativos dos BFs sobre a funcdo e quimiotaxia dos neutrofilos (FAVOT,;
FOSTER; GLOGAUER, 2013).

Descrevendo o grupo KO-ZL, ficou evidente que os animais tratados com BF
(WT-ZL e KO-ZL) foram os que mais sofreram influéncias negativas do
medicamento, com alteracbes nos tecidos moles da mucosa bucal e com
interferéncias sobre o recrutamento de neutrdéfilos para os tecidos, independente da
delecdo da 5-LO. Chama atencé&o o fato de que nesses grupos de animais tratados
com ZL, focos de infiltrado inflamatério MN foram observados em todos os periodos
analisados. Além disso, o grupo KO-ZL apresentou diferenca estatisticamente

significante comparado com o grupo WT-ZL aos 30 dias.

Com relacédo aos resultados revelados através da técnica imuno-histoquimica
da enzima 5-LO, chamou atencdo os diferentes locais de marcacdo da enzima
dependendo do grupo analisado, ora sendo citoplasmética ora nuclear, WT C e WT-
ZL, respectivamente. Nesse ambito, Radmark et al. (2009) a partir de seus estudos
observaram que a localizacdo da enzima 5-LO varia de acordo com a atividade
metabdlica celular, ou seja, nos leucdcitos em repouso a enzima € encontrada no
citosol celular ou em compartimentos sollveis nucleares e quando ativos a 5-LO
encontra-se na membrana nuclear. Quando confrontados com nossos achados,
temos que no grupo WT C, no periodo de 7 e 14 dias, a predominancia dos
leucdcitos encontram-se em repouso, considerando-se o local de marcagéo da 5-LO
no citosol. No grupo WT-ZL, a marcacao nuclear sugere a acédo da enzima 5-LO na
presenca do medicamento no periodo inicial do reparo. Nos animais KO controle e
tratados com medicacdo, a imuno-histoquimica ndo foi realizada pela delecdo

genética da enzima.

Com relagdo a imuno-marcagdo da enzima COX-2, a mesma n&o mostrou
diferenca estatisticamente significante entre os grupos e periodos com excec¢do do

WT C entre o periodo de 14 e 30 dias, com diminuicdo de COX-2 aos 30 dias.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que o tratamento com ZL
influenciou de maneira mais importante os animais knockout para enzima 5-LO,
alterando o reparo da mucosa bucal sobrejacente ao alvéolo e o curso do reparo
alveolar intramembranoso, com o aumento do infiltrado inflamatorio, e influenciando

negativamente a neoformacgéo 6ssea.

No reparo 6sseo, 0 medicamento parece estimular a producédo da enzima 5-
LO nos periodos iniciais, observados nos animais WT C, sem no entanto, alterar
niveis de COX-2.
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