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Turini HD. Avaliacdo da suplementagdo com 6mega-3 como terapia preventiva a ocorréncia
de osteonecrose dos maxilares associada ao uso de zoledronato [dissertagdo]. Aracatuba:
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2023.

RESUMO

Foi feita a selecdo de 60 ratas ovariectomizadas que foram distribuidas seguindo uma tabela
gerada por um programa computacional. Consistiu em apenas 01 grupo, com periodontite
experimental induzida (PE) (n=60), subdividido em 04 subgrupos que receberam: Grupo
Veiculo (VEI) (n=15): quatro semanas ap06s inicio da administracdo de VEI via
intraperitoneal, os animais tiveram a PE induzida no primeiro molar inferior esquerdo.
Quatorze dias apos indugdo, foi iniciada a administracdo de VEI via gavagem gastrica
(diaria). A exodontia foi realizada 01 dia apds inicio da administragdo de VEI via gavagem
gastrica. A eutanésia ocorreu no 35° dia apds a exodontia. Grupo Zoledronato (ZOL) (n=15):
quatro semanas apdés inicio da terapia com ZOL via intraperitoneal, os animais tiveram a PE
induzida no primeiro molar inferior esquerdo. Quatorze dias ap0ds inducgédo, foi iniciada a
administracdo de VEI via gavagem gastrica (diaria). A exodontia foi realizada 01 dia apds
inicio da administracdo de VEI via gavagem gastrica. A eutanasia ocorreu no 35° dia apés a
exodontia. Grupo Omega-3 (VEIl/®3) (n=15): quatro semanas ap6s inicio da administraco de
VEI via intraperitoneal, os animais tiveram a PE induzida no primeiro molar inferior
esquerdo. Quatorze dias ap0s inducdo, foi iniciada a suplementagdo com ®3 via gavagem
gastrica (diaria). A exodontia foi realizada 01 dia apés inicio da suplementacdo. A eutanasia
ocorreu no 35° dia apds a exodontia. Grupo Zoledronato/6mega-3 (ZOL/®3) (n=15): quatro
semanas apos inicio da terapia com ZOL via intraperitoneal, os animais tiveram a PE induzida
no primeiro molar inferior esquerdo. Quatorze dias ap6s inducdo, foi iniciada a
suplementagdo com ®»3 via gavagem gastrica (diaria). A exodontia foi realizada 01 dia apos
inicio da suplementag¢do com ®3. A eutanasia ocorreu no 35° dia apds a exodontia. Todas as
aplicacBes de ZOL foram feitas com um intervalo de trés dias, entretanto, a suplementacao de
®3 ou VEI foram diarias, durante dez semanas e 36 dias respectivamente. Apos 35 dias da
exodontia, os animais foram submetidos a eutanasia pela administracdo de dose letal de
tiopental (150 mg/kg). As mandibulas coletadas foram divididas em duas partes e processadas
de acordo com as andlises propostas. As hemimandibulas esquerdas foram utilizadas para
processamento histologico para as andalises histométrica, onde foi avaliado a porcentagem de
tecido 0Osseo vital neoformado e a porcentagem de tecido 06sseo ndo-vital. Analises

imunoistoquimicas dos biomarcadores na regido de alvéolo dentario (TRAP, TNF-a e IL-1p,



entre outros) foram realizados. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica (p <
0,05) em programa computacional especializado (Bioestat® 5.0). A suplementacdo com w3
parece ser benéfica frente a osteonecrose dos maxilares associada ao uso de ZOL, diminuindo

a severidade dessa condigéo.

Palavras-chave: Periodontite. Osteonecrose. Difosfonatos.



Turini HD. Evaluation of supplementation with omega-3 as a preventive therapy for the
occurrence of osteonecrosis of the jaws associated with the use of zoledronate [disserta¢éo].
Aracatuba: Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2023.

ABSTRACT

A selection of 60 ovariectomized rats was selected and distributed according to a table
generated by a computer program. It consists of only 01 group, with experimentally induced
periodontitis (EP) (n=60), subdivided into 04 subgroups that received: Vehicle Group (VEI)
(n=15): four weeks after the start of intraperitoneal administration of VEI, the animals had PE
induced in the lower left first molar. Fourteen days after induction, administration of VEI via
gastric gavage (daily) was initiated. The extraction was performed 01 day after the beginning
of the administration of VEI via gastric gavage. Euthanasia occurred on the 35th day after
tooth extraction. Zoledronate (ZOL) group (n=15): four weeks after the start of intraperitoneal
ZOL therapy, the animals had PE induced in the lower left first molar. Fourteen days after
induction, administration of VEI via gastric gavage (daily) was initiated. The extraction was
performed 01 day after the beginning of the administration of VEI via gastric gavage.
Euthanasia occurred on the 35th day after tooth extraction. Omega-3 group (VEI/®3) (n=15):
four weeks after the start of intraperitoneal administration of VEI, the animals had PE induced
in the lower left first molar. Fourteen days after induction, supplementation with ®3 via
gastric gavage (daily) was initiated. The extraction was performed 01 day after the start of
supplementation. Euthanasia occurred on the 35th day after tooth extraction.
Zoledronate/omega-3 (ZOL/®3) group (n=15): four weeks after the start of intraperitoneal
ZOL therapy, the animals had PE induced in the lower left first molar. Fourteen days after
induction, supplementation with @3 via gastric gavage (daily) was initiated. The extraction
was performed 01 day after the start of supplementation with @3. Euthanasia occurred on the
35th day after tooth extraction. All ZOL applications were performed with an interval of three
days, however, ®3 or VEI supplementation were daily, for ten weeks and 36 days
respectively. After 35 days of extraction, the animals were euthanized with the administration
of a lethal dose of thiopental (150 mg/kg). The collected mandibles were divided into two
parts and processed according to the proposed analyses. The left hemimandibles were used for
histological processing for histometric analysis, where the percentage of newly formed vital
bone tissue and the percentage of non-vital bone tissue were evaluated. Immunohistochemical
analyzes of biomarkers in the tooth socket region (TRAP, TNF-a and IL-1p, among others)

were performed. The data obtained were submitted to statistical analysis (p < 0.05) in a



specialized computer program (Bioestat® 5.0). Supplementation with ®3 appears to be

beneficial in the face of osteonecrosis of the jaws associated with the use of ZOL, reducing
the severity of this condition.

Keywords: Periodontitis. Osteonecrosis. Diphosphonates.
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NF-kB Fator nuclear kappa beta

OCN Osteocalcina



OMS Organizagdo mundial da satde

ONM Osteonecrose dos maxilares

ONM-BPs  Osteonecrose dos maxilares associada a terapia com bifosfonatos

PBS Solucdo salina tamponada com fosfato

PCTR1, PCTR2 e PCTR3  Conjugados de protectinas para a regeneracédo de tecidos 1, 2 e 3

PE Periodontite experimental

PG Prostaglandina(s)

PGE2/PGE3/PGE5 Prostaglandina E2, E3 e E5

pH Potencial de hidrogénio

PLAZ2 Fosfolipase A2

PTC/PD1/PDX Protectina, subtipo D1 e subtipo DX

PUFAs Acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa

RANK/RANKL/OPG Sistema receptor ativador do fator nuclear kappa ligante a

osteoprotegerina

Rv Resolvina(s)

RvD1 - D6/ RVE1 - E3 Resolvinas grupo D1 — D6 e resolvinas grupo E1 — E3
RVTR1, RvTR2 e RvTR3  Conjugados de resolvina para a regeneracéo de tecidos 1, 2 e 3

TMH Terapia modulatoria do hospedeiro

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

TONF Porcentagem de tecido ésseo vital neoformado
TONV Porcentagem de tecido 6sseo ndo-vital

TRAP Fosfatase acida resistente ao tartarato

TX Tramboxano(s)

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular

VEI Veiculo

ZOL Zoledronato

pum Micrémetro

®3 Omega-3
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1 INTRODUCAO

Os bisfosfonatos (BPs) sdo uma classe de drogas utilizadas em uma gama ampla de
especialidades da &rea da saide como a oncologia, ortopedia e a odontologia. Normalmente
s8o prescritos para o tratamento de doencas como osteoporose, doenca de Paget, osteogénese
imperfeita, mieloma mdultiplo, ou para controle da progressdo de metéstases 0sseas,
hipercalcemia e dor dssea em neoplasias malignas osteotrdpicas, tais como tumores de mama,
préstata, pulmédo e rim (DRAKE; CLARKE; KHOSLA, 2008).

O zoledronato (ZOL) tém emergido e esse farmaco altera o metabolismo Gsseo
atuando pela inibicdo da via do mevalonato, através de sua interacdo e consequente inativacao
da enzima farnesil difosfato sintase (DUNFORD et al., 2001). Dessa forma, ndo ha a
formacdo de farnesil difosfato e geranil difosfato, sendo essenciais para prenilacdo de
proteinas denominadas Ras, Rho e Rac, que atualmente sdo tidas como os alvos do efeito
dessa classe de BPs (LUCKMAN et al., 1998).

Essas proteinas estdo relacionadas com a inibicdo da osteoclastogénese (ABE et al.,
2012), com a inducdo de apoptose prematura em osteoclastos ativos, especialmente com
significativas alteracfes na dindmica do citoesqueleto dessas células, impossibilitando a
formacéo da zona clara e da zona pregueada nos osteoclastos, as quais sdo essenciais para a
interacdo da célula com a matriz Gssea e para a formacdo do microambiente propicio para o
inicio da atividade reabsortiva (COXON; ROGERS, 2003; ORY et al.,, 2008). A reacao
adversa ocasionada pelo uso dos BPs, com destaque na odontologia, € a osteonecrose dos
maxilares associada a terapia com BPs (ONM-BPs) (OTTO et al., 2011).

A ONM-BPs é definida como a presenca de 0sso exposto na regido maxilofacial por
um periodo maior que oito semanas, em pacientes que faziam ou fazem uso de BPs e que nao
possuiam/possuem historia prévia de radioterapia nos maxilares. Em pacientes que fazem uso
do ZOL pela via intravenosa, ou sua associacdo com outros BPs, prescritos para
complementacdo da terapia oncoldgica, a incidéncia da ONM-BPs atinge de 01 a 12% dos
pacientes e, como os BPs tém efeito cumulativo, essa incidéncia pode atingir 21% dos
pacientes ap6s o terceiro ano de uso desse tipo de farmaco (GOMEZ FONT; MARTINEZ
GARCIA; OLMOS MARTINEZ, 2008).

A ONM-BPs acomete com maior frequéncia o género feminino (73%), com idade

avancada (em média 66 anos e uma variacao entre 42 e 90 anos de idade — pds menopausa),
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que fazem ou fizeram uso cronico de BPs administrados pela via intravenosa (96,8%),
especificamente o ZOL (47,6%) ou este em associagdo com outros BPs (24,6%). H& uma
predilecdo pela ocorréncia na mandibula, especificamente na regido dos pré-molares e
molares (70,6%). A extracdo dentdria ou a combinacdo de exodontia com procedimentos
endodoénticos ou periodontais (63,6%) estdo entre os potentes fatores desencadeantes da
ONM-BPs (OTTO et al., 2011).

Os possiveis fatores etiopatolégicos que atualmente sdo apontados como 0s
desencadeantes da ONM-BPs sdo: a potente supressdo da atividade reabsortiva dos
osteoclastos; o efeito citotdxico dos BPs sobre as células dos tecidos que compdem a mucosa
bucal; o potente efeito antiangiogénico dos BPs; e o favorecimento a infeccdo induzida pelos
BPs (ALLEN; BURR, 2009; MIGLIORATI et al., 2011; SHANNON et al., 2011; SIDDIQI,
PAYNE; ZAFAR, 2009). Estudos clinicos tém mostrado que a exodontia de dentes com
comprometimento periodontal e/ou periapical € o principal fator de risco local para a ONM-
BPs (KANG et al., 2013; RUGGIERO et al., 2014).

O tratamento da ONM-BPs tem sido efetuado por diferentes abordagens: estadiamento
clinico da doenca, compreendendo desde bochechos com digluconato de clorexidina 0,12%,
antibioticoterapia, até desbridamento cirtrgico da lesdo, que em alguns casos pode consistir
em mandibulectomia ou maxilectomia parcial (BAGAN et al., 2006; BERENSON et al.,
1998; PIRES et al., 2005; WOO; HELLSTEIN; KALMAR, 2006).

A terapia modulatoria do hospedeiro (TMH) consiste na utilizacdo de medicamentos
sistémicos ou locais como adjuntos a terapia convencional. A TMH tem por objetivo diminuir
a inflamacdo e a destruicdo tecidual, favorecendo a saude e a possivel regeneracdo. Uma
opcdo de TMH ¢ a utilizacdo sistémica de 6leos de peixes. Os 6leos de peixes sdo ricos em
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (PUFAs), em especial o0 ®3 (LCn3PUFAs). O
®3 ¢ constituido pelos acidos eicosapentaenodico (EPA), docosa-hexaendico (DHA) e alfa-
linolénico (ALA) (BHATAVADEKAR; WILLIAMS, 2009; SALVI; LANG, 2005;
WILLIAMS, 2008).

O EPA e DHA merecem destaque e sdo sintetizados em quantidades minimas pelo
organismo humano, sendo a sua suplementacao dietética extremamente importante. Alimentos
como o salmdo, a cavala e frutos do mar séo fontes ricas em EPA e DHA (CALDER, 2009;
DAWSON et al., 2014; MEYER et al., 2003; YATES; CALDER; ED RAINGER, 2014). O

EPA e o DHA apresentam acdo anti-inflamatoria para diversas doencas. Em ratos, o ®3
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demonstrou diminuir significativamente o0s osteoclastos e sua atividade osteoclastica,
relacionada a reabsorc¢do 6ssea alveolar. O ®3 age nos fosfolipidios de membrana inibindo a
enzima fosfolipase A2 (PLA2), comprometendo a sintese de &acido araquiddnico (AA)
disponivel para as vias ciclo-oxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX), reduzindo dessa forma,
0s seus produtos pro-inflamagdo como o leucotrieno B4 (LTB4) e a prostaglandina E2
(PGE2) (BAGGA et al., 2003; CALDER, 2006; KELLEY et al., 1998; PETERSON et al.,
1998; VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998).

Além disso, o ®3 sintetiza mediadores lipidicos pro-resolucdo como as resolvinas,
lipoxinas, maresinas, protectinas, conjugados de resolvina, conjugados de protectinas e
conjugados de maresinas. Estudos apontam que 0 ®3 também compete pelo substrato das vias
LOX e COX, inibindo a sintese de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-1B, PGE2 ¢ LTB4, ou seja,
moléculas que favorecem a inflamacéo, além de comprometer vias de sinalizagdo celular
como o fator nuclear kappa beta (NF-kP), a proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK), o
transdutor de sinal tirosina quinase janus e ativador de transcri¢cdo (JAK/STAT) e o sistema
receptor ativador do fator nuclear kappa ligante a osteoprotegerina (RANK/RANKL/OPG)
(BAGGA et al., 2003; CALDER, 2006; KELLEY et al., 1998; PETERSON et al., 1998;
VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998).

O o3 circulante ¢ capaz de inibir a diferenciacdo, ativacdo e funcdo dos osteoclastos, o
que acontece devido ao baixo nivel de RANKL disponivel, derivado da baixa expressdo de
citocinas pro-inflamatorias. O RANKL em quantidades pequenas € impedido de se ligar ao
seu receptor RANK pela acdo da OPG, ndo havendo ativacdo do NF-kB e de outras vias de
sinalizacdo celular como o0 MAPK e o JAK/STAT. Com isso, 0s pre-osteoclastos ndo se
diferenciam em osteoclastos ativos e a reabsorcdo Ossea alveolar fica comprometida
(RAHMAN; BHATTACHARYA; FERNANDES, 2008; SUN et al., 2003).

Dentro do contexto da ONM-BPs, ndo apenas a resposta do hospedeiro pode ser um
fator significativo. A presenca de micro-organismos é um fator critico para o
desencadeamento da ONM-BPs (BOFF et al., 2014). Recentemente, Ribeiro-Vidal et al.,
(2020) observou gue tanto o DHA quanto o EPA tém atividade antimicrobiana significativa
contra as seis espécies bacterianas incluidas no seu modelo para estudo do biofilme. Sendo
assim, além da modulacdo positiva das moléculas chaves relacionadas com a ONM-BPs
(mencionadas acima), o ®3 tem potencial para atuar reduzindo os patdgenos presentes no sitio

da extracdo dentaria. Estas caracteristicas podem ser vislumbradas como potenciais para
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atingir equilibrio molecular e homeostase durante o processo de reparacdo alveolar,
prevenindo a ocorréncia de ONM-BPs (RIBEIRO-VIDAL et al., 2020). O proposito do
presente estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo com 0 ®3 na prevencdo de ONM
associada ao uso do ZOL.
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2 MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi enviado para a avaliacdo e homologacao pela Comissao
de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) — Campus de Aracatuba, dentro das normas
vigentes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com os guias ARRIVE (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) (KILKENNY et al., 2010).

2.1 Animais

No presente estudo foram utilizadas 60 ratas ovariectomizadas (Rattus novergicus
albinus, Wistar), pesando aproximadamente 400g, com 04 meses de idade, provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita Filho” (UNESP) — Campus de Aragatuba, que foram mantidas sob as condic6es de
ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura ambiente de 22° C (£ 2° C),
sistema de ventilacdo/exaustdo permitindo 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar em
torno de 55% (+ 05%) e acondicionamento em gaiolas plasticas com maravalha, racdo e agua

ad libitum.
2.2 Calculo amostral

Para determinacdo do tamanho amostral, dois pontos foram considerados: 01 — estudos
prévios com metodologia semelhante realizados em nosso laboratorio; e 02 — Foi realizado
um estudo piloto e determinada a diferenca minima entre as medias obtidas de cada
tratamento. Foi determinado o poder do teste de 80% com valor de o de 05% (ERVOLINO et
al., 2019). Estes dados foram submetidos ao BioEstat® 5.0 (BioEstat® 5.0, Sociedade Civil
de Mamiraua, Belém, PA, Brasil), que determinou um nimero minimo de 08
repeti¢cbes/animais por tratamento em cada periodo. Considerando as perdas em animais
modificados sistemicamente, o nimero de animais em cada periodo experimental foi

estabelecido em n=10.
2.3 Grupos e periodos experimentais

Todas a ratas ovariectomizadas foram submetidas ao acompanhamento do ciclo estral
antes do inicio do experimento, as ratas que estavam com ciclo menstrual ativo foram

desprezadas do experimento.
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Grupo VEI (n=15): quatro semanas apds inicio da administracdo de VEI via

intraperitoneal (a cada 03 dias), os animais tiveram a PE induzida no primeiro molar inferior
esquerdo. Quatorze dias apés inducédo, foi iniciada a administracdo de VEI via gavagem
gastrica (diaria). A exodontia foi realizada 01 dia ap6s inicio da administracdo de VEI via

gavagem gastrica. A eutanasia ocorreu no 35° dia ap0s a exodontia;

Grupo VEIl/®w3 (n=15): quatro semanas apos inicio da administracdo de VEI via

intraperitoneal (a cada 03 dias), os animais tiveram a PE induzida no primeiro molar inferior
esquerdo. Quatorze dias apo6s inducdo, foi iniciada a suplementagdo com ®3 via gavagem
gastrica (diaria). A exodontia foi realizada 01 dia apds inicio da suplementacdo. A eutanéasia

ocorreu no e 35° dia apés a exodontia;

Grupo ZOL (n=15): quatro semanas apos inicio da terapia com ZOL via

intraperitoneal (a cada 03 dias), os animais tiveram a PE induzida no primeiro molar inferior
esquerdo. Quatorze dias apos inducdo, foi iniciada a administragdo de VEI via gavagem
gastrica (diaria). A exodontia foi realizada 01 dia ap0s inicio da administracdo de VEI via

gavagem gastrica. A eutanasia ocorreu no 35° dia apds a exodontia;

Grupo ZOL/®3 (n=15): quatro semanas apés inicio da terapia com ZOL via

intraperitoneal (a cada 03 dias), os animais tiveram a PE induzida no primeiro molar inferior
esquerdo. Quatorze dias apos inducdo, foi iniciada a suplementagdo com ®3 via gavagem
gastrica (diaria). A exodontia foi realizada 01 dia apds inicio da suplementacéo. A eutanasia

ocorreu no 35° dia ap6s a exodontia.
2.4 Delineamento experimental

Figura 01 - Esquema ilustrando o delineamento experimental durante todo o periodo de
execucdo da pesquisa. Fonte: Autor, 2023.

Aplicagio de ZOL ou VEI a cada 03 dias por 10 semanas

Suplementacio com VEI ou bmega-3 didria, com
| | | inicio 01 dia antes da exodontia |

Ovariectomia e ciclo | | | |
estral 04 semanas apés a 15 dias apds a PE: Eutandsia 35 dias
aplicagde de ZOL ou exodontia apds a exodontia
VEI: instalagio da PE

2.5 Sedacdo e anestesia
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Todos os procedimentos experimentais envolvendo dor ou desconforto para os animais
foram realizados sob sedacdo e anestesia geral, obtidos pela associacdo de cloridrato de
cetamina (80 mg/kg, Dopalen®, Ceva, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (02%, Anasedan®,
Ceva, SP, Brasil).

2.6 Ovariectomia

ApoOs 0 preparo da area cirargica (tricotomia e antissepsia), com auxilio de lamina de
bisturi nimero 15, incisGes bilaterais de aproximadamente 01 cm de extensdo foram
realizadas para se obter 0 acesso aos ovarios e, através das quais, foram realizados a remocéo
deles. As suturas internas foram realizadas com fio absorvivel (Vicryl® 4-0, Ethicon
Products®, Johson & Johson®, Somerville, New Jersey, USA) e as suturas externas com fio
de seda 4-0 (Ethicon Products®, Johson & Johson®, Somerville, New Jersey, USA).

2.7 Verificacéo do ciclo estral

A verificagdo do ciclo estral foi realizada por um periodo de 03 meses apos a
ovariectomia, até 0 momento do inicio do periodo experimental (LUIZE et al., 2008). Para
realizacdo da coleta do lavado vaginal, foi utilizada uma pipeta confeccionada a partir de uma
ponteira de polietileno de uma minipipeta (1000 ml, Laborglass®, Belenzinho, SP, Brasil) e
latex de garrote, que contém aproximadamente uma gota (0,3 ml) de VEI. As bordas da
ponteira foram arredondadas para ndo machucarem as paredes vaginais dos animais. A ponta
da ponteira foi introduzida no orificio vaginal, com cuidado para ndo estimular a cérvix
uterina e uma gota de VEI (adgua destilada) foi injetada, aspirada e colocada em uma lamina
para visualizacdo ao microscopio, com magnificacdo de 10 e 40 vezes, sem a necessidade do
uso de laminula. A coleta foi realizada diariamente, no mesmo horéario e o ciclo foi
acompanhado por um periodo de 03 meses (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). Ao
final da 122 semana, 0s animais estavam em estagio de diestro, indicando os baixos niveis de
estradiol e a ndo proliferacdo e exfoliacdo das células da parede uterina, como visualizadas no
periodo de estro, indicando a interrupcdo do ciclo (MARCONDES; BIANCHI; TANNO,

2002). Todas as ratas foram utilizadas no experimento.
2.8 Protocolo de administracéo de ZOL ou VEI

O tratamento com VEI ou ZOL foi realizado por via intraperitoneal a cada 03 dias. O

veiculo consistiu em 0,45 ml de solugdo de agua destilada. A dose de ZOL foi de 100 mg/kg,
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diluida em VEI. Essa dose e o plano de tratamento medicamentoso foram baseados em um
protocolo atualmente utilizado para complementar a terapia oncolégica em humanos (SILVA
et al., 2015), adaptado para ratos (ERVOLINO et al., 2019).

2.9 Inducéo da PE

A PE foi induzida pelo posicionamento de um fio de algoddo nimero 24 (Corrente
Algoddo numero 24; Coats Corrente®, SP, Brasil) ao redor do primeiro molar inferior
esquerdo de todos os animais, sendo mantido em posicdo por meio de nd cirlrgico
(ALMEIDA et al., 2008; JOHNSON, 1975).

2.10 Protocolo de administraciao de 3 ou VEI

A administracdo de VEI (agua destilada) ou @3 foi realizada por meio de gavagem
gastrica, diariamente. Os animais pertencentes aos grupos VEI/w3 e ZOL/®3 receberam uma
dose de 40 mg/kg de w3 em VEI apropriado (AZUMA et al., 2021), enquanto 0s animais
pertencentes aos grupos VEI e ZOL receberam 0,2 ml de agua destilada para serem

submetidos ao mesmo estresse causado pela gavagem gastrica.
2.11 Exodontia

Um dia apds o inicio da suplementacdo, a ligadura foi removida e foi realizada
exodontia do primeiro molar inferior esquerdo de todos os animais. Para isso, 0s animais
foram posicionados adequadamente em mesa cirurgica, onde foi executada a antissepsia da
cavidade bucal, sindesmotomia, luxacdo e extracdo do primeiro molar inferior esquerdo,
através da utilizacdo de instrumentais odontolégicos adaptados. Imediatamente apds a
exodontia, as bordas das feridas cirurgicas foram suturadas com fio de poliglactina-910
(Vicryl® 4-0, Ethicon Products®, Johson & Johson®, Somerville, New Jersey, USA).

2.12 Eutanasia e coleta das amostras

Foram realizadas eutanasias por meio de superdosagem anestésica (150 mg/kg de
tiopental - Cristalia®, Itapira, Sdo Paulo, Brazil) no 35° dia apds a exodontia dos primeiros
molares inferiores esquerdos, consistindo em 15 animais por grupo/periodo. As
hemimandibulas foram removidas e fixadas em solucdo de formaldeido tamponado 04% por

um periodo de 48 horas.

2.13 Processamento tecidual
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Apos fixacdo, as hemimandibulas esquerdas foram desmineralizadas em solugdo de
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% e, posteriormente, submetidas a
processamento histolégico convencional e inclusdo em parafina. Os cortes histologicos (04
um de espessura) foram obtidos em uma progressao vestibulo-lingual, paralelamente ao plano

sagital.
2.14 Coloracoes

Trés seccdes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para analise para a
andlise histométrica de porcentagem de tecido 6sseo vital neoformado (TONF) e porcentagem
de tecido 6sseo ndo-vital (TONV).

2.15 Processamento imunoistoquimico

Seccg0es adicionais foram desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente
de etanol (100°, - 100°, - 100°, - 90° e - 70° GL). A recuperacdo antigénica foi realizada
atraves da imersdo das laminas histologicas em tampéo especifico (Diva decloaker, Biocare
Medical®, Concord, CA, EUA), em camara pressurizada (Decloaking chamber, Biocare
Medical®, Concord, CA, EUA) a 95° C, por 20 minutos. No final de cada etapa da reagéo
imunoistoquimica, as laminas histologicas foram lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4,
Posteriormente, as ldminas foram imersas em 03% de peroxido de hidrogénio por 01 hora e
01% de soro albumina bovino por 12 horas para bloqueio da peroxidase enddgena e bloqueio

dos sitios inespecificos, respectivamente.

As laminas contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas em quatro
lotes, e cada lote foi incubado com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-TNF-a, anti-
IL-1B, anti-VEGF, anti-OCN e anti-TRAP. Os cortes foram incubados com anticorpo
secundario biotinilado por 02 horas e subsequentemente tratados com estreptavidina
conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 01 hora (Universal Dako Labeled HRP
Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories®, CA, EUA). A revelacdo foi realizada
utilizando como cromoégeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen
Kit®, Dako Laboratories®, CA, EUA). Foi realizada a contracoloracdo com hematoxilina de
Harris, desidratados em etanol, diafanizados em xilol e, recobertos com meio de montagem
(Permount, Fisher Scientific®, San Diego, CA, EUA) e laminulas de vidro. Como controle
negativo, 0s espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente

suprimindo-se a utilizagdo do anticorpo primario.
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2.16 Analise dos resultados

As andlises microscopicas foram realizadas por operadores calibrados e cegos aos
tratamentos. Para a analise histométrica, foram avaliados trés cortes histologicos localizados
nas porcdes vestibular, média e lingual do local de exodontia. Um corte histoldgico da por¢édo
média do sitio de extracdo do dente foi usado para analise histoquimica e imunoistoquimica,

como descrito por Ervolino et al. (2019).
2.17 Analise histométrica de TONF e TONV

A quantidade total de tecido 6sseo foi calculada usando um software de analise de
imagem (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss®). Em seguida, a porcentagem de o0sso vital
neoformado (TONF) e a porcentagem de tecido 0sseo ndo-vital (TONV) foram calculadas
usando o mesmo software. O TONF consistiu em regibes onde mais de dez lacunas de
ostedcitos vizinhos se apresentavam vazias ou contendo restos de ostedcitos necroticos
(MARTELLI et al., 2017).

2.18 Analise imunoistoquimica

O numero de células TRAP-positivas/mm? no tecido dsseo vital foram quantificadas
usando um software de analise de imagem (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss®). A quantidade de

células TRAP-positivas foi expressa como media + desvio padrao.

Uma analise semiquatitativa da imunomarcacdo de células TRAP, TNF-a, IL1-B, e
VEGF, OCN foi realizada de acordo com critérios baseados no trabalho de Gusman et al.

(2019), que foram caracterizados da seguinte forma:
* Score 00: sem imunomarca¢do (auséncia total de células imunorreativas [IR]);
* Score 01: baixa imunomarcagdo (IR em ~1/4 de células por area);
* Score 02: moderada imunomarcagdo (IR em ~1/2 de células por area);

* Score 03: alta imunomarcagdo (IR em ~3/4 de células por area).
2.19 Andlise estatistica

A normalidade e a homocedasticidade foram analisadas pelos testes: Anélise de

Variancia de Kruskal-Wallis e pds-teste de Student-Newman-Keuls; Teste de Normalidade de
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Shapiro-Wilk; Analise de Variancia (ANOVA); Pos-teste de Tukey. O nivel de significancia
adotado foi de 05% (p < 0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 TNF-a no sitio de extracédo dental

O padrdo de imunomarcagdo para TNF-a no sitio de extracdo dental nos diferentes
grupos experimentais esta apresentado na figura 02. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI e
VEIl/®w3, a mediana e o desvio interquartis foi de 1 (1 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de
imunomarcacdo) e 1 (1 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcagéo),
respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL e ZOL/w3, a mediana e 0
desvio interquartis foi de 3 (2 — 3; prevaleceu um alto padréo de imunomarcacéo) e 2 (1 — 2;
prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcagdo), respectivamente. O grupo ZOL
apresentou um padrdo de imunomarcacdo para TNF-o. maior que 0s demais grupos
experimentais (VEI, VEl/o3 e ZOL/®w3). O padrao de imunomarcagdo para TNF-o em
ZOL/w3 foi menor que em ZOL. Nédo houve diferenga estatisticamente significante quando

VEI e VEI/®3 sdao comparados entre si.
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Figura 02: Gréfico evidenciando o padrdo de imunomarcacdo de TNF-o no sitio de
extragdo dental nos grupos VEI, ZOL, VEl/o3 e ZOL/w3. Teste estatistico: Analise de
Variancia de Kruskal-Wallis e pés-teste de Student-Newman-Keuls. Simbolos: , diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; i, diferenca estatisticamente

significante em relagéo ao grupo ZOL. Fonte: Autor, 2023.
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3.2 IL-1p no sitio de extracéo dental

O padrdo de imunomarcacdo para IL-1B no sitio de extracdo dental nos diferentes
grupos experimentais esta apresentado na figura 03. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI e
VEIl/®w3, a mediana e o desvio interquartis foi de 1 (1 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de
imunomarcacdo) e 1 (1 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacao),
respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL e ZOL/w3, a mediana e 0
desvio interquartis foi de 3 (2 — 3; prevaleceu um alto padréo de imunomarcacédo) e 2 (1 — 2;
prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcagdo), respectivamente. O grupo ZOL
apresentou um padrdo de imunomarcacdo para IL-1B maior que 0s demais grupos
experimentais (VEI, VEI/©3 e ZOL/®3). O padrdo de imunomarcagdo para IL-1 em ZOL/®w3
foi menor que em ZOL. N&o houve diferenca estatisticamente significante quando VEI e

VEIl/®3 sdo comparados entre si.
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Figura 03: Grafico evidenciando o padrdo de imunomarcacdo de IL-1pB no sitio de
extragdo dental nos grupos VEI, ZOL, VEl/o3 e ZOL/w3. Teste estatistico: Analise de
Variancia de Kruskal-Wallis e pds-teste de Student-Newman-Keuls. Simbolos: , diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; i, diferenca estatisticamente

significante em relacgdo ao grupo ZOL. Fonte: Autor, 2023.
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3.3 Anédlise de OCN no sitio de extracdo dental

O padrdao de imunomarcacdo para OCN no sitio de extracdo dental nos diferentes
grupos experimentais esta apresentado na figura 4. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI e
VEIl/®w3, a mediana e o desvio interquartis foi de 2 (2 — 3; prevaleceu um moderado padréo de
imunomarcacdo) e 2 (2 — 3; prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacéo),
respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL e ZOL/w3, a mediana e 0
desvio interquartis foi de 0 (0 — 1; prevaleceu um padrdo nulo de imunomarcacéo) e 1 (0 — 1;
prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacao), respectivamente. O grupo ZOL e 0 grupo
ZOL/®3 apresentaram um padrdo de imunomarcacdo para OCN menor que 0os demais grupos
(VEI e VEI/®3). Nao houve diferenga estatisticamente significante quando ZOL ¢ ZOL/®3
sdo comparados entre si. Na comparacdo entre VEI e VEI/®w3 também ndo foi detectada

diferenga estaticamente significante.
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Figura 04: Gréafico evidenciando o padrdo de imunomarcacdo de OCN no sitio de
extragdo dental nos grupos VEI, ZOL, VEl/o3 e ZOL/w3. Teste estatistico: Analise de
Variancia de Kruskal-Wallis e pds-teste de Student-Newman-Keuls. Simbolos: , diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; i, diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo ZOL,; 1, diferenca estatisticamente significante em relacédo
ao grupo VEI/w3. Fonte: Autor, 2023.
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3.4 VEGF no sitio de extracdo dental

O padrdo de imunomarcacdo para VEGF no sitio de extracdo dental nos diferentes
grupos experimentais esta apresentado na figura 05. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI e
VEIl/®w3, a mediana e o desvio interquartis foi de 2 (2 — 3; prevaleceu um moderado padréo de
imunomarcacdo) e 2 (2 — 3; prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcagéo),
respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL e ZOL/w3, a mediana e 0
desvio interquartis foi de 0 (0 — 1; prevaleceu um padrdo nulo de imunomarcacéo) e 1 (0 — 1;
prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacao), respectivamente. O grupo ZOL e 0 grupo
ZOL/®w3 apresentaram um padrdo de imunomarcacdo para VEGF menor que os demais
grupos (VEI e VEIl/®3). Nao houve diferenga estatisticamente significante quando ZOL e
ZOL/®w3 séo comparados entre si. Na comparagdo entre VEI e VEl/®3 também ndo foi
detectada diferenca estaticamente significante.
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Figura 05: Gréfico evidenciando o padrdo de imunomarcacdo de VEGF no sitio de
extragdo dental nos grupos VEI, ZOL, VEl/o3 e ZOL/w3. Teste estatistico: Analise de
Variancia de Kruskal-Wallis e pds-teste de Student-Newman-Keuls. Simbolos: , diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; i, diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo ZOL,; v, diferenca estatisticamente significante em relacéo
ao grupo VEI/w3. Fonte: Autor, 2023.
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3.5 TRAP no sitio de extracédo dental

O padrdo de imunomarcacdo para TRAP no sitio de extracdo dental nos diferentes
grupos experimentais esta apresentado na figura 06. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI e
VEIl/®w3, a mediana e o desvio interquartis foi de 2 (1 — 2; prevaleceu um moderado padréo de
imunomarcacdo) e 2 (2 — 3; prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcagéo),
respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL e ZOL/w3, a mediana e 0
desvio interquartis foi de 1 (1 — 1; prevaleceu um padrdo nulo de imunomarcacéo) e 1 (1 — 1;
prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacao), respectivamente. O grupo ZOL e 0 grupo
ZOL/®3 apresentaram um padrdao de imunomarcagdo para TRAP menor que os demais grupos
(VEI e VEl/®3). Nao houve diferenca estatisticamente significante quando ZOL ¢ ZOL/®w3
sdo comparados entre si. Na comparacdo entre VEI e VEl/®w3 também ndo foi detectada

diferenga estaticamente significante.
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Figura 06: Gréafico evidenciando o padrdo de imunomarcacdo de TRAP no sitio de
extragdo dental nos grupos VEI, ZOL, VEl/o3 e ZOL/w3. Teste estatistico: Analise de
Variancia de Kruskal-Wallis e pds-teste de Student-Newman-Keuls. Simbolos: , diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; i, diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo ZOL,; , diferenca estatisticamente significante em relacédo
ao grupo VEI/w3. Fonte: Autor, 2023.
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3.6 Porcentagem de TONF no sitio de extracao dental

A porcentagem de TONF no sitio de extracdo dental nos diferentes grupos
experimentais estd apresentado na figura 07. Os grupos tratados com zoledronato (ZOL e
ZOL/®3) apresentaram menor porcentagem de TONF quando comparados com os grupos
tratados com o veiculo (VEI e VEIl/®3). A porcentagem de TONF em VEI e VEI/®3 ndo
apresentou diferenca estatisticamente significante. N&o houve diferenca estatisticamente
significante quando ZOL e ZOL/w3 foram comparados entre si.
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Figura 07: Grafico evidenciando a porcentagem de TONF no sitio de extracdo dental
nos grupos VEI, ZOL, VEl/w3 ¢ ZOL/w3. Teste estatistico: Teste de Normalidade de
Shapiro-Wilk; Analise de Variancia (ANOVA); Pds-teste de Tukey. Simbolos: ¥, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; i, diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo ZOL,; 1, diferenca estatisticamente significante em relacédo
ao grupo VEI/w3. Fonte: Autor, 2023.

3.7 Porcentagem de TONV nas adjacéncias sitio de extracédo dental

A porcentagem de TONV no sitio de extracdo dental nos diferentes grupos
experimentais esta apresentado na figura 08. O grupo ZOL apresentou maior porcentagem de
TONV quando comparados com os demais grupos experimentais (VEI, VEl/o3 e ZOL/®3).
A porcentagem de TONV em ZOL/w3 foi maior que nos grupos tratados com o veiculo (VEI
e VEl/®3). Nao houve diferenca estatisticamente significante quando VEI e VEI/0w3 foram

comparados entre si.
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Figura 08: Gréafico evidenciando a porcentagem de TONV nas adjacéncias do sitio de
extragdo dental nos grupos VEI, ZOL, VEl/w3 ¢ ZOL/w3. Teste estatistico: Teste de
Normalidade de Shapiro-Wilk; Analise de Variancia (ANOVA); Pdés-teste de Tukey.
Simbolos: , diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; i, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo ZOL; ¢, diferenca estatisticamente

significante em relacédo ao grupo VEl/w3. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 09: Imunomarcagdo para TNF-a no sitio de extragdo dental aos 35 dias pos-
operatodrio. (a — d) Fotomicrografias mostrando o padrdo de imunomarcagdo para TNF-a no
sitio de extracdo dental 35 dias pos-operatorio em VEI (a), ZOL (b), VEl/®3 (¢) ¢ ZOL/®3
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(d). Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala:
30um. Fonte: Autor, 2023.

Figura 10: Imunomarcagdo para IL-1P no sitio de extragdo dental aos 35 dias pos-
operatério. (a — d) Fotomicrografias mostrando o padrdo de imunomarcacdo para IL-1p no
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sitio de extracdo dental 35 dias pos-operatério em VEI (a), ZOL (b), VEl/®3 (¢) ¢ ZOL/®3
(d). Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala:
30um. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 11: Imunomarcacdo para OCN no sitio de extracdo dental aos 35 dias pos-
operatério. (a — d) Fotomicrografias mostrando o padrdo de imunomarcacdo para OCN no
sitio de extracdo dental 35 dias pos-operatério em VEI (a), ZOL (b), VEl/®3 (¢) ¢ ZOL/®3
(d). Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala:
30um. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 12: Imunomarcacdo para VEGF no sitio de extracdo dental aos 35 dias pos-
operatoério. (a — d) Fotomicrografias mostrando o padrdo de imunomarcagdo para VEGF no
sitio de extracdo dental 35 dias pos-operatorio em VEI (a), ZOL (b), VEl/®3 (¢) ¢ ZOL/®3
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(d). Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala:
30um. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 13: Imunomarcacdo para TRAP no sitio de extracdo dental aos 35 dias pos-

operatério. (a — d) Fotomicrografias mostrando o padrdo de imunomarcacdo para TRAP no
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sitio de extracdo dental 35 dias pos-operatério em VEI (a), ZOL (b), VEl/®3 (¢) ¢ ZOL/®3
(d). Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala:
15um. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 14: Aspecto histoldgico do interior do sitio de extracdo dental aos 35 dias pds-
operatério. (a — d) Fotomicrografias mostrando as caracteristicas histoldgicas do(s) tecido(s)
que preenche(m) o interior dos alvéolos dentais aos 35 dias pos-operatério em VEI (a), ZOL
(b), VEl/®3 (¢) ¢ ZOL/®w3 (d). Coloracdo: HE. Aumento original: 200x. Barras de escala:
100pum. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 15: Aspecto histologico do tecido dsseo imediatamente adjacente ao sitio de
extragdo dental aos 35 dias pos-operatorio. (a — d) Fotomicrografias mostrando as
caracteristicas histologicas do tecido 6sseo nas imediagdes do alvéolo dental aos 35 dias pos-
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operatério em VEI (a), ZOL (b), VEl/®3 (¢) e ZOL/®w3 (d). Coloragao: HE. Aumento original:
200x. Barras de escala: 100pum. Fonte: Autor, 2023.
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4 DISCUSSAO

Foram utilizadas 60 ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar) ovariectomizadas,
resultando com baixos niveis de estrogeno, confirmado o ciclo de diestro. A ONM-BPs
acomete com maior frequéncia o género feminino (73%), com idade avancada (pos-
menopausa) (OTTO et al., 2011). O nosso estudo foi composto por quatro grupos: VEI,
VEl/®3; ZOL e ZOL/®w3. A PE e a exodontia foram realizadas no primeiro molar inferior
esquerdo. Estudos clinicos tém mostrado que exodontia de dentes com comprometimento
periodontal e/ou periapical é o principal fator de risco local para a ONM-BPs. A ONM-BPs
ocorre com maior frequéncia na mandibula, especificamente na regido dos pré-molares e
molares (KANG et al., 2013; RUGGIERO et al., 2014; OTTO et al., 2011).

A administragdo de ®3 foi via gavagem gastrica visto que o EPA e o DHA séo
sintetizados em quantidades minimas pelo organismo, sendo a sua suplementacdo dietética
extremamente importante (CALDER, 2009; DAWSON et al., 2014; MEYER et al., 2003;
YATES; CALDER; ED RAINGER, 2014). O ZOL e o VEI foram administrados nos animais
via intraperitoneal. Em pacientes que fazem o uso do ZOL pela via intravenosa, ou sua
associagdo com outros BPs, prescritos para complementacdo da terapia oncoldgica, a
incidéncia da ONM-BPs atinge de 01 a 12% dos pacientes e, como 0s BPs tém efeito
cumulativo, esta incidéncia pode atingir 21% dos pacientes ap6s o terceiro ano de uso deste
tipo de farmaco. A adesdo a outros BPs pela via oral é deficiente (GOMEZ FONT;
MARTINEZ GARCIA; OLMOS MARTINEZ, 2008).

Os BPs séo utilizados em muitas especialidades da area da salde para a prevencdo de
metéstase Ossea, hipercalcemia e dor 6ssea em neoplasias malignas osteotrépicas (DRAKE;
CLARKE; KHOSLA, 2008). O ZOL tem se destacado e atua inibindo a osteoclastogénese.
(DUNFORD et al., 2001). Na odontologia, a ONM-BPs é uma condicdo relativamente
rotineira e merece destaque, estudos clinicos tém mostrado que a exodontia de dentes com
comprometimento periodontal e/ou periapical € o principal fator de risco local para a ONM-
BPs (presenca de micro-organismos no sitio de extracdo dental) (KANG et al., 2013;
RUGGIERO et al., 2014; BOFF et al., 2014). O w3 é uma opcao de TMH devido a sua acéo
anti-inflamatoria. Ele atua produzindo resolvinas e lipoxinas que inativam as vias COX e
LOX e seus subprodutos, como o0 TNF-a, IL-1, IL-6, IL-1B, PGE2 ¢ LTB4, comprometendo

varias vias de sinalizacdo celular, como o RANK/RANKL/OPG e inibindo o crescimento de
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microrganismos (agéo antimicrobiana) (BAGGA et al., 2003; CALDER, 2006; KELLEY et
al., 1998; PETERSON et al., 1998; VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998; BOFF et al., 2014).

Em nosso estudo, a analise semiquantitativa foi feita com um software de analise de
imagem (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss) para a imunomarcacdo de TRAP, TNF-a, IL1-B,
VEGF e OCN em mm? As proteinas que tiveram diferenca estatisticamente significante
foram: TNF-a, IL-1B3. No estudo de Rees et al. (2006) foi identificado que uma ingestdo de
EPA de 1,35 g/dia por 03 meses ndo foi suficiente para diminuir producdo de PGE2 por
células mononucleares estimuladas por LPS, enquanto a ingestdo de EPA de 2,7 g/dia
diminuiu significativamente a producdo de PGE2 e outras citocinas pro-inflamatorias . 1sso
sugere que a ingestdo de EPA deve ser em torno de 1,35 a 2,7 g/dia para um efeito anti-

inflamatorio desejavel.

Neste estudo, foi verificado que o grupo ZOL apresentou uma maior imunomarcagao
para TRAP, quando comparado aos demais grupos. No grupo ZOL/®3, a imunomarcacao
dessa proteina pro-inflamatéria foi menor, quando comparado ao grupo ZOL. J& no grupo
VEI e VEI/w3 ndo houve diferenca estatisticamente significativa, quando comparados entre
si. Este resultado sugere que, com a adesdo da suplementacdo com w3 (grupo ZOL/w3), a
inflamacdo ocorre de forma menos intensa, quando comparado ao grupo ZOL isolado. A
literatura aponta que a suplementacdo de EPA e DHA resulta em um aumento do conteudo de
EPA e DHA nos fosfolipidios de células envolvidas na inflamacdo. Esse processo ocorre de
forma temporal e dose-dependente. A incorporacdo do EPA e DHA ocorre em parte devido a
presenca do AA, dessa forma ndo ha substrato suficiente para a producdo de eicosanoides
(YAQOORB et al., 2000; HEALY et al., 2000; REES et al., 2006; BROWNING et al., 2012;
WALKER et al., 2015).

O grupo ZOL apresentou uma maior imunomarcacdo para IL-1p, quando comparado
aos demais grupos. No grupo ZOL/w3, a imunomarcacao dessa proteina pro-inflamatdria foi
menor, quando comparado ao grupo ZOL somente. J& nos grupos VEI e VEI/®3 nao houve
diferenca estatisticamente significativa, quando comparados entre si. Sendo assim, 0 EPA e 0
DHA (grupo ZOL/w3), quando administrados via gavagem gastrica, resultam em um menor
padrdo de inflamagdo, comparando ao grupo ZOL isolado. De acordo com Kang (2014) 0 3
apresenta atividade anti-inflamatoria e protetora dos tecidos. Acredita-se que o efeito anti-
inflamatorio do ®3 ocorre ndo apenas por competir com a formacdo de eicosandides (vias

COX e LOX) do AA, mas também por fornecer metabdlitos alternativos com atividade menos
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potente do que a dos mediadores derivados do AA. Portanto, hd uma reducdo de mediadores
pré-inflamatorios, como por exemplo, TNF-a e IL-6 (SCHMITZ; ECKER, 2008; BAGGA et
al., 2003; TERANO; SALMON; MONCADA, 1984; CALDER 2007).

Além disso, o uso de PUFAs libera uma série de mediadores bioativos prd-resolutivos
especializados como as resolvinas da série E (RVE1 — E3), resolvinas da série D (RvD1 — D6),
protectinas (PD1 e PDX), maresinas (MaR1 e MaR2), conjugados de resolvina para
regeneracgdo de tecidos (RVTR1, RvTR2 e RVTR3), conjugados de protectina na regeneracao
de tecidos (PCTR1, PCTR2 e PCTR3) e conjugados de maresina na regeneracdo tecidual
(MCTR1, MCTR2 e MCTR3) (SERHAN; LEVY, 2018; KRISHNAMOORTHY et al., 2018).
O 3 e seus mediadores pré-resolutivos (RVE1 — E3, MaR1, MaR2, PD1, PDX e RvD1 — D6)
sdo potenciais candidatos para novas terapéuticas, com o intuito de promover a salde e a
homeostasia tecidual (ISOBE; ARITA, 2014; SERHAN, 2017). Hong et al. (2003)
observaram que a sintese de Rv é aumentada ao alimentar roedores de laboratorio com uma
dieta rica em EPA e DHA. As RVE1, RvD1 e PD1 inibem a migracdo transendotelial de
neutrofilos, evitando assim a infiltracdo de neutrofilos em locais de inflamacéo. A RvDL1 inibe
a producdo de IL-1B ¢ a PD1 inibe a producdo de TNF-a e IL-1, diminuindo assim a
inflamacdo (BANNENBERG; SERHAN, 2010; SERHAN; VAN DYKE; CHIANG, 2008;
HONG et al., 2003).

De um modo geral, a adesdo da suplementacdo com ®3 (grupo ZOL/w3), diminuiu a
severidade do processo inflamatorio, quando comparado ao grupo ZOL de forma Unica. A
literatura aponta que AA juntamente com o oxigénio molecular, através da COX, LOX e
citocromo P450 resultam na formacdo de moléculas pré-inflamatorias, sendo as
prostaglandinas (PG), os leucotrienos (LT) e os tramboxanos (TX) (CALDER, 2020;
CHRISTIE; HARWOOD, 2020). O EPA é substrato para COX, LOX e citocromo P450
resultando na producdo de eicosanoides derivados do EPA. Contudo, a estrutura desses
eicosandides é diferente daqueles derivados do AA. Os eicosaniodes derivados do EPA sdo
biologicamente menos potentes. Assim, 0 EPA geralmente resulta na diminui¢do da producéo
de eicosandides potentes de AA e no aumento da producdo de eicosandides fracos de EPA
(CALDER, 2015; WADA et al., 2007).

Além disso, os efeitos benéficos do 3 obtidos em nosso estudo, frente a menor
imunomarcacdo de TRAP e IL-1p também podem ser explicados pelo fato de que o DHA e o

EPA tornam as membranas celulares mais fluidas, afetando o comportamento de varias
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proteinas de membrana — jangadas lipidicas — com a reducédo da transmissao de LPS ou &cidos
graxos saturados para dentro da célula. Com isso, a ativacdo de fatores de transcricdo pro-
inflamatorios como NF-kB € reduzida, diminuindo a expressdo de citocinas, quimiocinas,

agentes de adesdo molecular e enzimas inflamatdrias.

O EPA e o DHA podem atuar como ligantes e ativadores de fatores de transcri¢cdo
anti-inflamatorios, como os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma, além de
atuarem como substratos para a sintese de eicosanoides e mediadores lipidicos docosandides.
Os eicosandides formados a partir do EPA, como a PGE3 e LTB5 geralmente apresentam pro-
inflamatdria fraca (CALDER, 2015; CALDER, 2020). As evidéncias até 0 momento indicam
que o fornecimento de DHA e EPA por meio de cépsulas, nutricdo oral, suplementos ou
formulas enterais ou parenterais podem ajudar a regular o ambiente inflamatério (CHEN et
al., 2017).

Em relacdo a analise histometrica de TONV, o grupo ZOL foi 0 que expressou maior
imunomarcacao, quando comparado aos demais grupos. Na analise histométrica, a area total
de TONV foi menor no grupo ZOL/w3, quando comparado ao grupo ZOL isolado. Nos
grupos VEI e VEI/®w3 ndo houve diferenca estatisticamente significante. Tal resultado sugere
que a suplementacdo de »3 (grupo ZOL/w3) atua de forma benéfica frente a area total de

TONV, ou seja, diminuindo tal condicao.

Contudo, 0 ®3 demonstrou diminuir a inflamacédo exacerbada e danos ao tecido 6sseo
(BHATTACHARYA et al, 2007; NAKANISHI; ITSUKA; TSUKAMOT, 2013;
SAKAGUCHI; MORITA; MUROTA, 1994; SUN et al., 2008). Nakanishi; Itsuka; Tsukamot
(2013) observaram em seu estudo que uma dieta composta em 05% de 6leo de peixe suprimiu
a atividade osteoclastica e a grande expressdo de NF-kP, TNF-a, IL-6 e RANKL, diminuindo

assim, a inflamacé&o crénica e os danos irreversiveis ao tecido 6sseo.
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5 CONCLUSAO

A suplementagdo com ®3, via gavagem gastrica, ndo preveniu a ocorréncia da ONM-
BPs. Entretanto, reduziu a expressdo de TNF-a, IL-1p e &rea total de TONV, diminuindo
assim, severidade dessa condicdo. Contudo, a suplementagcdo com w3 parece ser benéfica para

0s pacientes que utilizam o ZOL.
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