AYA

Avaray  UMIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ¥ wLIO DE MESQUITA FILHO"

ANA CAROLINA DOS PASSOS

AVALIACAO DO ESTRONCIO APLICADO LOCALMENTE
NO SITIO REPARACIONAL APOS A EXODONTIA DE
INCISIVOS SUPERIORES DE RATOS
ORQUIECTOMIZADOS. ANALISES CONFOCAL,
IMUNOISTOQUIMICA E MICROTOMOGRAFICA

ARACATUBA - SP
2023



ANA CAROLINA DOS PASSOS

AVALIACAO DO ESTRONCIO APLICADO LOCALMENTE
NO SITIO REPARACIONAL APOS A EXODONTIA DE
INCISIVOS SUPERIORES DE RATOS
ORQUIECTOMIZADOS. ANALISES CONFOCAL,
IMUNOISTOQUIMICA E MICROTOMOGRAFICA

Trabalho de Concluséo de Curso
apresentado a Faculdade de Odontologia
de Aragatuba da Universidade Estadual
Paulista (Unesp), como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Cirurgido-Dentista.

Orientadora: Profa. Dra. Roberta
Okamoto.

ARACATUBA - SP
2023



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho", na pessoa do
diretor da Faculdade de Odontologia de Aracatuba Prof. Titular Alberto Carlos

Botazzo Delbeme do vice-diretor Prof. Titular Luciano Tavares Angelo Cintra.

A instituicdo de fomento PIBIC/CNPQ pelo auxilio de processo n144053/2020-

9, oportunidade e apoio na elaboracao e desenvolvimentos desse trabalho.

A minha familia, em especial aos meus pais, Cosmo e Luzia, que se
esforcaram e criaram eu e meus 3 irmdos honrosamente, acompanham-me
diariamente, e me ensinaram 0s principais valores da vida. Aos meus irmaos, em
especial ao Robson, que esteve ao meu lado em todos os momentos da graduacéo
e ndao mediu esfor¢cos para me apoiar emocionalmente e financeiramente. Ao meu
namorado Rafael, que desde o primeiro dia de aula me incentiva a estudar e me
dedicar na profissdo. Vocés foram essenciais nessa fase e sem eles nada disso

seria possivel. Todo apoio e amor deles me trouxeram até aqui.

A minha orientadora Roberta Okamoto por se dedicar em me ensinar com
tanto carinho ao longo desses sete anos. Por ser exemplo de pessoa ética,
cuidadosa e dedicada a tudo que se propde a realizar. Professora, sua orientacao foi
essencial para meu crescimento profissional, senso critico de pesquisas e processo
de formacado durante o curso. Neste ambito, também estendo meus agradecimentos
ao grupo LSMT, que a partir do meu ingresso na instituicdo, me incentivam e me
acompanham desde o meu primeiro projeto de iniciacdo cientifica — Obrigada, pela
amizade, trabalho em grupo e conhecimento adquirido. Foi uma honra trabalhar com

pessoas competentes e que admiro.

Aos meus amigos: Carolina, Isabela, Leonardo e Vitor Hugo. Vocés foram
meus primeiros companheiros de profissado, aprendi odontologia sendo parceira de
vocés. Dividir essa jornada tornou tudo mais leve e especial. Obrigada pela unido e

amizade, contem sempre comigo.

A toda equipe e Unidade Auxiliar CAOE, ndo imaginei que aprenderia tanto. O
CAOE € um lugar especial na minha trajetoria e coracdo. Fui acolhida por todos, que
me ensinaram muito sobre a profissdo e vida. Aprendi que o quao necessario 0s

estudos, atualizagfes e ter um atendimento humanizado, independente da area que



pretendo seguir. E que € preciso também, compreender e respeitar fielmente as

demandas fisiologias.

A Professora Leticia Theodoro, por ser exemplo de lideranca, dialogo e
respeito. Estendo também a ela, meus agradecimentos e admiracéo pela formacéo,
orientacdo, ética e forma com que conduz seus trabalhos, vida e pesquisas.
Agradeco também ao Professor Gabriel Mulinari por dispor a compor a banca, e por

ser uma pessoa extremamente querida, admiravel e prestativa.

Ao corpo docente e técnicos administrativos da Universidade, que se
empenham todos os dias e tém muito carinho pelo que fazem. Obrigada por toda a
bagagem que acrescentaram em minha formacéo pessoal e profissional através dos

trabalhos e orientacdes desenvolvidas.



A persisténcia € o caminho do éxito.
Charles Chapin



PASSOS, A. C. Avaliacdo do estroncio aplicado localmente no sitio
reparacional apds a exodontia de incisivos superiores de ratos
orquiectomizados. analises confocal, imunoistoquimica e microtomografica.
2023. 40 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagédo) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

RESUMO

A osteoporose é uma doenca esquelética sistémica multifatorial, caracterizada pela
perda éssea progressiva, acarretada pelo processo de desequilibrio ou ainda
acompanhada pelo desacoplamento da atividade de remodelacéo 6ssea. O ranelato
de estrbncio é um medicamento que pertence ao grupo de agentes anabdlicos
favorecendo a neoformacdo 6ssea e suprimindo a reabsorcdo 6ssea. A sua acao
como um modulador seletivo de estrégeno sugere um possivel efeito local sobre o
metabolismo do tecido 6sseo. Tornando-se necessario, a realizacdo de estudos que
buscam a otimizacdo do processo de reparo 0sseo alveolar para tratamentos
reabilitadores através do farmaco. Objetivo: Avaliou-se o reparo 0sseo alveolar
apo6s a exodontia em ratos orquiectomizados, bem como o possivel efeito positivo da
medicacdo anabdlica local sobre o osso comprometido pela deficiéncia de
esterdides gonadais. Material e Métodos: Foram utilizados 24 ratos Wistar (Rattus
novergicus albinus, Wistar), divididos em grupos experimentais: ORQ — animais que
passaram pela cirurgia de orquiectomia sem o tratamento medicamentoso. ORQ/RE
- grupo de animais que foram submetidos a orquiectomia bilateral e tratados com
ranelato de estréncio local. Apos 30 dias, todos os animais foram submetidos a
cirurgia de exodontia do incisivo superior direito. A eutanasia de todos os animais
ocorreu 60 dias apés a cirurgia de exodontia. Posteriormente, foi realizada analise
imunoistoquimica e foram utilizados anticorpos para TRAP, OC, OPG, WNT e
RANKL, onde avaliou-se as caracteristicas 6sseas no alvéolo em reparo. As
analises microtomografica e de microscopia confocal, por sua vez, sdo relevantes,
pois nos traz dados sobre as caracteristicas 0sseas locais e de precipitacdo de
célcio na matriz orgéanica local. Assim, concluimos a partir dos resultados
imunoistoquimicos, microtomograficos e confocais que o ranelato de estroncio local
possui efeito positivo no reparo 6sseo pés exoddntico em ratos orquiectomizados,

Vvisto que 0 mesmo promoveu um mecanismo compensatério para a atividade



osteoblastica. Os resultados demonstram a importancia da utilizagdo de biomateriais
com propriedades que se assemelham ao comportamento biolégico para auxiliar no
reparo e reabilitacdo de pacientes.

Palavras-chave: Osteoporose. Estroncio. Exodontia.



PASSOS, A. C. Evaluation of strontium applied locally at the reparational site
after exodontia of upper incisors of orchiectomized rats. confocal,
immunohistochemical and microtomographic analyses. 2023. 40 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdo) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

ABSTRACT

Osteoporosis is a multifactorial systemic skeletal disease, characterized by
progressive bone loss, caused by the imbalance process or accompanied by the
uncoupling of bone remodeling activity. Strontium ranelate is a medication that
belongs to the group of anabolic agents that promote bone formation and suppress
bone resorption. Its action as a selective estrogen modulator suggests a possible
local effect on bone tissue metabolism. It becomes necessary to carry out studies
that seek to optimize the alveolar bone repair process for rehabilitative treatments
using the drug. Objective: Alveolar bone repair after tooth extraction in
orchiectomized rats was evaluated, as well as the possible positive effect of local
anabolic medication on bone compromised by gonadal steroid deficiency. Material
and Methods: 24 Wistar rats (Rattus novergicus albinus, Wistar) were used, divided
into experimental groups: ORQ — animals that underwent orchiectomy surgery
without drug treatment. ORQ/RE - group of animals that underwent bilateral
orchiectomy and treated with local strontium ranelate. After 30 days, all animals
underwent right upper incisor extraction surgery. All animals were euthanized 60
days after tooth extraction surgery. Subsequently, immunohistochemical analysis
was performed and antibodies to TRAP, OC, OPG, WNT and RANKL were used,
where the bone characteristics in the socket undergoing repair were evaluated.
Microtomographic and confocal microscopy analyses, in turn, are relevant, as they
provide us with data on local bone characteristics and calcium precipitation in the
local organic matrix. Thus, we conclude from the immunohistochemical,
microtomographic and confocal results that local strontium ranelate has a positive
effect on post-exodontic bone repair in orchiectomized rats, as it promoted a
compensatory mechanism for osteoblastic activity. The results demonstrate the
importance of using biomaterials with properties that resemble biological behavior to

assist in the repair and rehabilitation of patients.



Keywords: Osteoporosis. Strontium. Exodontics.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma doenca esquelética sistémica multifatorial, caracterizada
pela perda 6ssea progressiva, acarretada pelo processo de desequilibrio ou ainda
acompanhada pelo desacoplamento da atividade de remodelacdo éssea. Como
consequéncia, observa-se a deterioracdo da microarquitetura 6éssea decorrendo em
fraturas (HARVEY; DENNISON; COOPER, 2010).

Esta alteracdo sistémica é classicamente reconhecida como um problema de
saude publica muito discutido em mulheres, ja que um terco das mulheres com mais
de 50 anos, podem ser afetadas com riscos iminentes de sofrer algum tipo de fratura
pela deplecdo no fornecimento de estrogeno na fase pdés-menopausa, além da
associacdo desta situacdo sistémica com doencas cardiovasculares (DRAKE;
KHOSLA; 2012; KHOSLA; AMIN; ORWOLL, 2008).

Entretanto, sua significancia em estudos desta modificacdo sistémica e
possivel dimorfismo sexual, ainda é pouco relatado, sendo que atualmente, a
osteoporose acomete cerca de um quinto da populacdo masculina. A osteoporose
nos homens, geralmente é ocasionada pela reducdo da producdo de testosterona,
ocorrendo com maior incidéncia nos individuos com idade superior a 50 anos, onde
estes sofreram o processo de aromatizagdo perdendo a efetividade de estrogeno.
De acordo com Kaufman, Lapauw e Goemaere (2014), os efeitos deste hormonio
sdo necessarios para a manutencédo eficaz da remodelacdo 6ssea e ha evidéncias
de que os niveis de estradiol biodisponivel podem limitar a perda 6ssea relacionada
com a idade em homens (VANDERSHUEREN et al., 2004).

O farmaco optado foi desenvolvido para o tratamento da osteoporose pos-
menopausa (BRENNAN et al., 2009), estimulando a neoformagéo e suprindo a
reabsorcdo Ossea (MARIE et al., 2001). Para Hurtel-Lemaire et al. (2009), o
medicamento atua através da ativacao do receptor sensitivo de calcio e ocasionando
aumento da OPG e diminuicdo do RANKL. Sugere-se que ocorra desacoplamento
do processo de remodelagcédo 6ssea agindo positivamente na arquitetura e for¢a do
0ss0. Alguns estudos experimentais demonstraram que 0 ranelato de estroncio
preveniu perda 6ssea em ratos orquiectomizados, aumentando a massa 0ssea em
animais osteopénicos e a resisténcia 6ssea em animais normais (MARIE et al.,
2005; TELLA; GALLAGHER, 2014).
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Contudo, seu uso sistémico leva a alteracBes nos habitos intestinais e esta
associado a um ligeiro aumento do risco tromboembodlico, principalmente em idosos.
Em consequéncia, sua indicacao esta restrita a osteoporose grave em homens e
mulheres pds-menopausicas com alto risco de fratura que ndo podem ser tratados
com outros medicamentos (TARANTINO et al., 2017).

Como justificativa, observa-se notavel envelhecimento da populacdo e
aumento da expectativa de vida, com isso, cresce 0 numero de pacientes que
procuram por tratamentos reabilitadores em busca de melhora na qualidade de vida.
No entanto, grande parte desta populacdo apresenta condi¢cOes sistémicas
desfavoraveis, tais como a osteoporose que atinge 7,7% do género masculino na
faixa etaria de 50 a 69 anos (SAMBROOK; COOPER, 2006). Por isso, torna-se
necessario, a realizacdo de estudos que busquem a otimizacdo do processo de
reparo 6sseo alveolar através de vias osteoblasticas locais. Posto isso, este projeto
teve como proposta avaliar o efeito local do reparo 0sseo alveolar em condi¢des
sistémicas que predisp0e a osteoporose no género masculino, descrevendo as
alteracdes fisiologicas que possui peculiaridade das respostas do tecido 0sseo

relevantes ao planejamento cirdrgico do paciente.
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2 OBJETIVO

Avaliou-se 0 reparo 0sseo alveolar ap06s a exodontia em ratos
orquiectomizados, bem como o possivel efeito positivo da medicacédo anabdlica local

sobre 0 0sso comprometido pela deficiéncia de esteroides gonadais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Com a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal n° de
processo: 00335-2018, para o desenvolvimento do experimento, utilizou-se 24 ratos
machos (Rattus novergicus albinus, Wistar), com peso médio de 300 gramas
provenientes do biotério central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP.

Estes animais foram orquiectomizados e como consequéncia, tornaram-se
osteopénicos, sendo predispostos a osteoporose, assim como, apresentados em
literatura para caracterizacdo da osteopenia de ratos (SEIFI et al., 2015). Avaliou-se
o reparo alveolar pos exodéntico, sendo divididos nos seguintes grupos
experimentais: (ORQ e ORQ/RE).

Decorre-se que o grupo ORQ, sao ratos submetidos a orquiectomia bilateral
sem tratamento medicamentoso e ORQ/RE - grupo de animais submetidos a

orquiectomia bilateral tratados com ranelato de estréncio local.

A linha do tempo apresenta os procedimentos experimentais realizados, sendo: A
inducdo da osteoporose nos animais através da cirurgia de orquiectomia, ambas
bilaterais (ORQ) contabilizada no dia 0. Apos o periodo de 30 dias, foi realizada a
exodontia do incisivo direito onde os animais receberam o ranelato de estroncio local
através de uma esponja de fibrina embebida com a solucdo do medicamento. 14
dias apls a extracdo dentaria e 42 dias, injetaram-se os fluorocromos respectivos

para o periodo. Sendo ser visualizada na figura 1.
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Figura 1 — Delineamento experimental proposto

Dia0 Dia 30 Dia 44 Dia 72 Dia 90
L
>
Y Y Y Y Y
Orquiectomia Extragdo do elemento Aplicago de Aplicagdo de .
dentério e aplicagio Calceina Alizarina Eutanasia
do RE local

Fonte: Autora, 2023

3.1 Cirurgia
3.1.2 Orquiectomia

Os animais submetidos a cirurgia de orquiectomia foram anestesiados com
cloridrato de xilazina (Xilazina - Coopers, Brasil, Ltda.) e Cloridrato de Cetamina
(Cloridrato de quetamina injetavel, Fort Dodge, Saude Animal Ltda.) e, a seguir,
imobilizados sobre prancha cirtrgica em posi¢cdo de decubito dorsal, onde realizou-
se uma incisdo mediana anterior no escroto, abertura da tdnica vaginal e
exteriorizacao dos testiculos. Em seguida, os funiculos espermaticos foram ligados
com fio de Nylon 5.0 (Ethicon — Jhonson&Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados
Unidos) e seccionados. Os testiculos e os epididimos sdo removidos e o escroto
suturado com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl'™ — Jhonson&Jhonson, New
Brunswick, NJ, Estados Unidos). Os animais do grupo SHAM passam pelo mesmo
procedimento, porém apenas foi realizada a exposicéo cirurgica dos testiculos e dos

epididimos sem suas respectivas remoc¢des (PETROIANU et al., 2010).

3.1.2 Técnica para Extracédo Dental

Os ratos foram sedados por infiltracdo intramuscular de Cloridrato de Xilazina

e Cloridrato de Cetamina na dosagem indicada pelo fabricante e realizada a
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antissepsia do campo operatorio com polivinilpirrolidona iodada (Riodeine IndUstria
Quimica e Farmacéutica Rio Quimica, S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil) em
seguida, realizada a exodontia do incisivo superior direito, utilizando instrumental
especialmente adaptado para este fim. Efetivou-se a sutura da mucosa gengival com
fio de poliglactina 910 (Vicryl 4.0 — Jhonson&Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados
Unidos). No grupo ranelato de estréncio local (ORQ/RE), ap0s a exodontia, realizado
o tamponamento com gaze estéril, o farmaco é administrado através de uma
esponja de fibrina sendo introduzida ao terco médio do alvéolo em reparacéo

através de uma cureta odontolégica.

3.2 Tratamento com Ranelato de Estroncio Local

A administracéo do ranelato de estréncio local no alvéolo em reparacgéo foi
realizada, a partir de uma esponja de fibrina hemostatica (Hemospon — Maquira),
embebida e homogeneizada em uma solucdo de soro fisioldgico associado ao
farmaco, sendo a concentragdo: 1g de RE em 15ml de solugéo fisiologica.
Inicialmente, a esponja é cortada em 0,5 x 0,5 x 0,5 cm (metade) e em sua
totalmente, é introduzida nesta solugcdo e embebida por 30 segundos, sendo

posteriormente inserida no alvéolo.

3.3 Injecao de Fluorocromos

No dia 44 ap6s as cirurgias de orquiectomia, foram administrados 20mg/kg de
calceina por via intramuscular nos grupos, e no dia 72 foram se administrados
20mg/kg de alizarina vermelha respectivamente. Os fluorocromos foram diluidos em
1,5ml de &gua deionizada, com agitador magnético. Os animais submetidos a
eutanasia 18 dias depois da aplicacao da alizarina vermelha. O objetivo pelo qual de
se realizar esta metodologia estd em nas propriedades quimicas encontradas nos
fluorocromos. Os fluorocromos sdo componentes quimicos com propriedades que se
ligam ao célcio no momento de sua precipitagdo na matriz organica. Assim, as
marcacdes pelos fluorocromos representaram a quantidade da precipitacéo de célcio
0 que nos permite a mensuracdo da neoformacgédo dssea. Respeitando a cronologia

de aplicacdo e depdsito, a calceina (verde), foi a primeira a ser injetada, onde o0s
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fluorocromos verdes representam o osso velho. J& a alizarina, o segundo
fluorocromo que foi injetado, portanto, representa-se 0 0sso marcado em
fluorocromos vermelhos, condizendo a matriz 6éssea depositada recentemente.
Desta forma, quanto maior a prevaléncia de fluorescéncia vermelha, maior é a
formacéao de osso novo. Essa dinamica nos permitiu observar as duas situagdes no
mesmo corte, portando, observar a neoformacao 0ssea sendo possivel calcular a

taxa de deposicdo mineral diaria.

3.4 Eutanasia e Coleta das Amostras

Os animais de todos os grupos experimentais foram submetidos a eutanasia
por sobredosagem anestésica aos 60 dias ap0s a exodontia. Retirou-se as areas da
regido da cirurgia experimental para a realizagdo das andlises. Logo apds a
eutanasia, os animais dos grupos do reparo alveolar pés-exodontico, tiveram suas
maxilas removidas e separadas ao meio. As pecas foram fixadas em formol e
lavadas em agua corrente. Foram mantidas em EDTA (10%) para descalcificacdo e
posterior processamento histotécnico, Parte das amostras, apds a fixacdo, foram
lavadas em &gua corrente e mantidas em alcool 70. Na sequéncia foram
escaneadas em microtomografo computadorizado. Estas mesmas amostras, ao final
da analise microtomografica, foram submetidas a desidratacdo, inclusdo em

metilmetacrilato para posterior anélise em microscopia confocal.

3.5 Analises

Neste trabalho serdo apresentados os dados qualitativos referentes as

andlises realizadas.

3.5.1 Andlise Imunoistoquimica

Apés a descalcificacdo dos tecidos alveolares e confeccdo das laminas
histolégicas que estavam incluidas em parafina, para as reacbes de
imunoistoquimica, inibiu-se a atividade da peroxidase enddgena com peréxido de

hidrogénio. A seguir, as laminas passaram pela etapa de recuperacdo antigénica
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com tampao fosfato citrato (pH 6.0). Os anticorpos primérios utilizados contra
fosfatase resistente ao tartarado (TRAP), osteoprotegerina (OPG), receptor ativador
do fator nuclear kapa B ligante (RANKL), osteocalcina (Santa Cruz Biotechnology),
com o objetivo de analisar as respostas celulares quanto ao processo de reabsorcao
0ssea (TRAP), remodelacdo (OPG e RANKL) e mineralizagdo (osteocalcina). Tendo
em vista que o ranelato de estréncio € descrito na literatura por apresentar efeito na
via Wnt, utilizamos também anticorpos que marcam esta via (Beta catenina/Wnt),
para avaliarmos se essa medicacao interfere na producao dessas proteinas durante
0 reparo 6sseo. ApoOs a incubacdo do anticorpo primério, utilizou-se o polimero
universal imunoperoxidase para sec¢cOes de ratos, contra anticorpos policlonais
produzidos em cabra (Histofine, Nichirei, Chuo-ku, Tokyo, Japao). O cromdgeno
empreendido foi a diaminobenzidina (Dako). Para cada um dos anticorpos utilizados,
foi avaliado a expressdo das proteinas semi-quantitativamente (analise qualitativa
ordinal) pela atribuicdo de diferentes “scores” de acordo com o numero de células
imunomarcadas no processo de reparo alveolar. A analise realizada em microscoépio
optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland), por meio de escores atribuidos
representando: auséncia de marcacédo (0); marcacao leve (1), marcacdo moderada
(2) e marcacédo intensa (3), sendo consideradas positivas as marcacdes com
diaminobenzidina, tomando-se o cuidado de se realizar controles negativos para

avaliar a especificidade dos anticorpos.

3.5.2 Avaliacao Microtomografica (Micro-Ct)

Para a analise tridimensional, nos animais pertencentes ao processamento
para tecidos calcificados, apos a eutanésia dos mesmos aos 60 dias e exodontia, 0s
alvéolos foram removidos, reduzidos e armazenados em alcool 70%, e sendo
primeiramente submetidos a analise por varredura de feixe de raios-X em um
sistema de microtomografia digital computadorizada. As pecas foram escaneadas
pelo microtomégrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003) utilizando cortes de 9 um de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e
Aluminio e passo de rotacdo de 0.3 mm. As imagens obtidas pela projecdo dos
raios-X nas amostras sdo armazenadas e reconstituidas determinando a area de

interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Versao 1.6.6.0).
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No software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64-bit) realizou-se a
reconstrucdo das imagens para adequacéo do posicionamento padréo para todas as
amostras, podendo ser observada nos planos transversal, longitudinal e sagital. Em
seguida, utilizando o software CT Analyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker
MicroCT Versdo 1.12.4.0) em toda a extensdo do alvéolo reparacional
correspondente ao incisivo superior direito. O software CTAn analisa e mede a
imagem de acordo com a escalas de cinza (threshold) sendo utilizado na analise de
25-90 tons de cinza, que possibilitou a obtencdo do volume de osso formado no
alvéolo em reparo. Também houve avaliacdo dos parametros que caracterizam o
trabeculado 6sseo, como espessura do trabeculado 6sseo (Th.th), nimero (Tb.N) e
separacéo (Th.S) entre as trabéculas 6sseas. Vale destacar que as imagens obtidas
a partir da microtomografia computadorizada também foram utilizadas para
caracterizar a densidade 6ssea mineral em cada um dos grupos experimentais,
utilizando o software CT Analyser (ZACCHETTI et al., 2014).

3.5.3 Microscopia Confocal — Dindmica Ossea Alveolar

Os cortes montados em lamina e levados a analise de microscopio confocal
reproduziram imagens em diferentes sec¢fes na regido alveolar sendo que a
espessura precisa e definida para que assim, os cortes obtidos e operados por
meio do z-stack passem a ter melhor ajuste das imagens representando a melhor
seccdo de cada animal dos grupos experimentais. As imagens comecaram desde
inicio da fluorescéncia representando o comeco da calcificacdo (precipitacdo de
célcio na matriz organica). Estas imagens possuem a dimensdo de 1x1 mmz2 e
correspondem a secgdes Oticas de 512 por 512 pixels. Secgdes de 2um foram
escaneadas por 2,5min. Assim, 28 cortes foram obtidos para cada 56um de
varredura. Utilizou-se filtros de barreira BP 530/30 nm e 590 LP, combinados com a
ativagao “double dochroic” 488/568 nm, e o fotomultiplicador ajustado em 534 para
calceina e 357 para alizarina. Os cddigos 534 e 357 nm representaram os filtros
gue permitiram visualizar os fluorocromos. Um dos filtros possibilita a visualizacéo
da calceina (filtro azul) e o outro da alizarina (filtro verde). Ocorreu a reconstrucao
das imagens através da pilha de software que esta instalado para manipular o
microscoépio confocal Leica CTR 4000 CS SPE. A regido alveolar apresentou duas

sobreposi¢coes de fluorocromos (calceina e alizarina) e cada sobreposicao
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representa uma sobreposi¢ado de célcio que se precipitou em cada um dos periodos
0 que mostra a conversdo de 0sso velho para 0sso novo. As imagens foram salvas
no formato TIFF e transportadas para o software ImageJ. Usando a ferramenta
“color threshold”, padronizou-se de acordo com a tonalidade, a saturacao, e o brilho
para revelar primariamente os fluorocromos. Primeiro, a calceina sera destacada, e
a ferramenta “measure” foi usada para prover a area em um? Os mesmos
procedimentos foram feitos para a alizarina, obtendo dados da dindmica do 0sso
alveolar. O turnover 6sseo, nessa abordagem metodoldgica, representa a diferenca

entre 0sso velho (verde) e 0sso novo (vermelho).
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados Andlise Imunoistoquimica

Figura 2 - Andlise imunoistoquimica com avaliacdo da demarcacéo de proteinas em
area dos grupos ORQ e ORQ/RE em um aumento de 20x

Fonte: Autora, 2023
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4.2 Escores Aplicados para a Analise Imunoistoquimica

Grafico 1 - Demarcacao imunoistoquimica da proteina OC para os grupos ORQ E
ORQ/RE
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Fonte: Autora, 2023

Grafico 2 - Demarcacao imunoistoquimica da proteina OPG para os grupos ORQ E
ORQ/RE
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Gréfico 3 - Demarcagdo imunoistoquimica da proteina RANKL para os grupos ORQ E
ORQ/RE
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Fonte: Autora, 2023

Grafico 4 - Demarcacdo imunoistoquimica da proteina TRAP para os grupos ORQ E
ORQ/RE
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Fonte: Autora, 2023
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Grafico 5 - Demarcag¢do imunoistoquimica da proteina WNT para os grupos ORQ E
ORQ/RE
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Fonte: Autora, 2023

Tabela 1 - Analise imunoistoquimica dos grupos ORQ e ORQ/RE mediante as
proteinas OC, WNT, TRAP, RANK-L e OPG

RANK-L TRAP

2 2 3 2 2

3 1 2 1 1

Fonte: Autora, 2023
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4.3 Resultados Analise Microtomografica (Micro-Ct)

Grafico 6 - Percentual de Volume Osseo (Bv.Tv): Neste parametro, a média dos
resultados foi de 59,69% para o grupo ORQ e de 50,48% para o grupo ORQ/RE

Bv.Tv (%)

PERCENTUAL DE VOLUME OSSEO (Bv.Tv)

B ora

B ora/re

ORQ ORQ/RE
Fonte: Autora, 2023

Gréfico 7 - Espessura Trabecular (Tb.Th): Neste parametro, a média dos resultados foi
de 1,21mm para o grupo ORQ e de 0,14mm para o grupo ORQ/RE

Th.Th (mm)

ESPESSURA TRABECULAR (Tb.Th})

s
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05
: ]

ORQ ORQ/RE

Fonte: Autora, 2023
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Grafico 8 - Numero de Trabéculas (Tb.N): Neste parametro, a média dos resultados
foram de 0.49mm para o grupo ORQ e de 2,78mm para o grupo ORQ/RE
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Fonte: Autora, 2023

Gréfico 9 - Separacéo de Trabéculas (Th.Sp): Neste parametro, a média dos resultados
foi de 0,76mm para o grupo ORQ e de 0,42mm para o grupo ORQ/RE

SEPARAGAO DE TRABECULAS (Tb.Sp)

B ora
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Fonte: Autora, 2023
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4.4 Resultados Analise de Dinamica Ossea

Figura 3 - Analise de Dinamica Ossea dos animais referente aos grupos: ORQ e

ORQRE - machos
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Fonte: Autora, 2023

Gréfico 10 - Dinamica Ossea dos animais referente aos grupos: ORQ (representados
por: OR C e OR A) e ORQ/RE (representados por ORRE C e ORRE A)
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Fonte: Autora, 2023
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4.5 Resultados Analise de Aposicédo Mineral Diaria

Figura 4 - Analise de Aposicao Mineral Diaria dos animais referente aos grupos: ORQ
e ORQ/RE - machos

ORQ

MACHOS

Fonte: Autora, 2023

Gréfico 11 - Taxa de Aposicdo Mineral Diaria dos animais referente aos grupos: ORQ e
ORQ/RE - machos
1.0+

0.8

0.6 1

MAR (um/day)

0.2+

0.0~

Fonte: Autora, 2023
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5 DISCUSSAO

Segundo Luvizuto et al. (2010) e Ramalho-Ferreira et al. (2017) a osteoporose
ainda € motivo de discussdo na literatura, no tocante de reparo alveolar e
remodelacdo 0ssea, visto que esta associada no atraso do processo de cicatrizacao
alveolar. Em contrapartida, necessita-se adquirir estudos para se obter respostas de
como reproduzir um tecido mineralizado de boa qualidade, visando suportar forcas
mecanicas e fisiolégicas para quadros de reabilitacbes realizadas no ambito
odontologico, além da melhora na qualidade de vida do paciente (ELSUBEIHI;
HEERSCH, 2002; VON WOWERN; KOLLERUP, 1992).

Sabe-se também que a utilizacdo sistémica do ranelato de estréncio possui
diversos efeitos colaterais insatisfatorios descritos na literatura (OLIVEIRA et al.,
2019), porém poucos estudos abordam os resultados positivos na melhora da
gualidade do reparo O6sseo alveolar e formacdo 6ssea local. Mediante os aspectos
abordados, o intuito deste estudo foi avaliar a acéo topica do ranelato, inibindo os
efeitos colaterais sistémicos e otimizando resultados promissores na melhora nas

caracteristicas da reparacao do osso alveolar.

No presente estudo, varios aspectos devem ser levados em consideracao
guanto as caracteristicas de imunomarcagdo observadas, como a relacdo aos
valores obtidos pelas andlises executadas e a avaliacdo do alvéolo em reparacdo

preenchido funcionalizado com o biomaterial.

Na comparacdo entre o alvéolo reparacional de ratos orquiectomizados que
receberam ou ndo o ranelato de estroncio local, foram avaliadas as proteinas
relacionadas ao metabolismo 0sseo, como 0s novos membros dos fatores de
necrose tumoral, OPG e RANKL. Ambas as proteinas apresentam um padrdo de
marcacgao semelhante, no entanto, por ser um “decoy receptor”, a osteoprotegerina
apresenta um padrdo de marcacdo menos marcante, quando comparado a RANKL.
Ambos se apresentam marcados em ceélulas semelhantes a osteoblastos. A
avaliagdo comparativa do padrédo de marcacdo dessas duas proteinas sinaliza um
padrdo de resposta onde ha predominio de reabsorcdo (representado por maior
escore para RANKL) ou predominio de formagdo 6ssea (representado por maior

escore para OPG).
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Observa-se entdo que as proteinas RANKL e OPG que o grupo ORQ para a
proteina RANKL apresenta areas de imunomarcacao intensa, enquanto ORQ/RE se
apresenta de forma moderada. Em contrapartida, a proteina OPG para o grupo ORQ

se apresenta de forma moderada e no grupo ORQ/RE se apresenta de forma leve.

A TRAP € uma enzima presente no lisossomo de osteoclastos em atividade
de reabsorcdo. Portanto, marca osteoclastos em atividade de reabsorcao, podendo
estar avaliada em conjunto com OPG e RANKL (proteinas ligadas a via de
reabsorcdo 0ssea), se apresentando de forma moderada no grupo néo tratado ORQ

e possuindo uma marcacao leve para o grupo ORQ/RE.

Posteriormente, a proteina WNT é a proteina chave da via Wnt, descrita e
relacionada a atividade de formacdo Ossea a partir da sinalizacdo paracrina entre
ostedcitos e osteoblastos, portanto estd ligada a resposta de formacdo Ossea,
apresentando-se especialmente marcada em células da linhagem osteoblastica,
apresenta-se concomitante com a proteina OC sinalizando a mineralizagdo 6ssea
observa-se o efeito anabdlico do medicamento de maneira local, pois no grupo
ORQ/RE possui marcacdo de maior intensidade para a expressdo da area de

demarcacao quando comparado ao grupo nao tratado.

Quando analisado os resultados do grupo ORQ/RE comparado ao grupo
sistemicamente afetado pela diminuicdo dos horménios gonadais, percebe-se que a
resposta celular se encontra melhorada quanto ao aspecto osteoporético quando

associa-se o tratamento local com o medicamento.

Vale destacar que estes resultados sdo referentes a andlise de
imunomarcacao em que as caracteristicas do osso reparacional formado na &rea de
interesse, sendo o terco médio do alvéolo, onde foram avaliadas a partir de
diferentes parametros que sao correlacionados a qualidade e quantidade Ossea
caracterizando o tecido Osseo reparacional quanto as proteinas da matriz
extracelular presentes “in situ”. Consideramos que a associacdo de destas
ferramentas metodolégicas foi de extrema importancia para analisarmos as
caracteristicas do comportamento do o0sso reparacional formado no interior do

alvéolo.

No presente estudo, varios aspectos devem ser levados em consideracao

guanto as caracteristicas microtomograficas observadas (OLIVEIRA et al., 2019).
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Com relagéo aos valores obtidos pelas analises executadas, a avaliagdo do alvéolo
em reparacdo preenchido com ranelato de estréncio local, mostrou para o grupo
ORQ maiores valores para Percentual de Volume Osseo (Bv.Tv), Espessura
Trabecular (Tb.Th) e Separacdo Trabecular (Tbh.Sp). Ja o grupo ORQ/RE possui
maiores valores para Numero de Trabéculas (Th.N). Sabe-se do possivel efeito
anabdlico do farmaco no sitio reparacional, fator este que correlaciona-se com 0s
dados apresentados no aumento do Numero de Trabéculas (Tb.N) e na diminuicdo

guanto a Separacéao Trabecular (Tb.Sp).

A aplicacdo de fluorocromos, por sua vez, nos traz dados importantes sobre a
precipitacdo de calcio na matriz organica local, permitindo a mensuracdo da
neoformacdo 6ssea. Os fluorocromos possuem cores diferentes e foram injetados
em periodos distintos para representar a precipitacdo de 0sso antigo (calceina —
primeiro injetado, obtendo a marcacao na cor verde), e apés 28 dias, a aplicacdo de

alizarina (marcacéao na cor vermelha — demarcando a deposicdo recente 0ssea).

Através da microscopia confocal, conseguimos a realizacdo das analises de
dindmica do tecido 6sseo, que é representada pelo turnover ésseo, resultado dos
processos de reabsorcdo e neoformacao. E, a analise da taxa de aposi¢cdo mineral
diaria onde calculamos através da mensuracdo em comprimento de deposi¢do dos
dois fluorocromos (RAMALHO-FERREIRA et al., 2015).

Considerando o terco médio alveolar como a area de interesse para analise,
podemos observar que para a analise de dinamica 6ssea (precipitacdo de calceina
vs alizarina) notamos que o0 grupo dos animais machos ORQ apresenta maior
precipitacdo de calceina quando comparado ao grupo ORQ/RE. Enquanto ao grupo
ORQ/RE apresenta maiores indices de precipitacdo de alizarina comparado. Apesar
de o grupo ORQ apresentar maiores taxas de precipitacdo para calceina, este é o
anico grupo que também se mantém quase que em equilibrio estatistico com a

precipitacdo aos indices de alizarina.

Para a taxa de aposi¢cdo mineral diaria (MAR) o grupo ORQ/RE apresentou 0s

maiores valores quando comparado ao grupo que nao recebeu o tratamento.
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6 CONCLUSAO

Assim, concluimos a partir dos resultados imunoistoquimicos que o ranelato
de estréncio local possui efeito positivo no reparo ésseo pds exoddntico em ratos
orquiectomizados, visto que 0 mesmo promoveu um aumento na expressado de
marcadores de formacéo dssea a0 mesmo tempo em que promoveu uma reducao
na expressdo de TRAP. Demonstrando assim, que a acdo do farmaco ativou um
mecanismo compensatério para a atividade de OC. Atividade esta, que também
notamos presente aos resultados atraves das analises complementares de
microtomografia e Microscopia confocal. Por isso, 0s resultados evidenciam que a
manutencdo 6ssea é fundamental para um progndéstico favoravel reabilitavel e, esta
€ a principal justificativa para a utilizagdo de biomateriais, visando a escolha daquele
gue possui propriedades que mais se assemelham ao comportamento biolégico do

coagulo sanguineo.
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