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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da aplicagdo local do plasma rico em
plaquetas (PRP) autélogo no sitio de extracdo dental de ratas que apresentam os principais
fatores de risco para a osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa
(MRONJ). Durante sete semanas ratas senis foram submetidas a tratamento sistémino com
veiculo (VEH e VEH-PRP) ou 100 pg/Kg de zoledronato (ZOL e ZOL-PRP) com um
intervalo de dois dias entre as aplicacdes. Apos trés semanas coletou-se 1,5mL de sangue, via
pungdo cardiaca, e realizou-se a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Em VEH-
PRP e ZOL-PRP o sangue foi destinado ao preparo do PRP, o qual foi aplicado no sitio de
extracdo dental. A eutanasia foi realizada aos 28 dias pds-operatdrios. Nas amostras do sitio
de extragdo dental e adjacéncias foi efetuadas analise imunoistoquimica para detec¢ao de fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 beta (IL-1p), antigeno nuclear de proliferagao
celular (PCNA), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), proteina morfogenética
Ossea 2/4 (BMP-2/4), osteocalcina (OCN) e fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP).
Em ZOL constatou-se menor imunomarcagao para PCNA, VEGF, BMP2/4, OCN e TRAP. A
imunomarcagao para TNFa e IL-1 em ZOL foi maior que nos demais grupos. Em VEH e
ZOL-PRP houve similaridade na marca¢do para VEGF, BMP2/4 e OCN. A aplicacdo local de
PRP autologo se mostrou uma terapia preventiva viavel, segura e efetiva para restabelecer a
capacidade das células envolvidas no processo de reparagdo tecidual do sitio de extragdo

dental e evitar a MRONJ durante tratamento com dose oncologica de zoledronato.

PALAVRAS CHAVES: Osteonecrose dos Maxilares Associada a Terapia Medicamentosa,

plasma rico em plaquetas, preven¢do, alvéolo dental, cicatrizagao da ferida.



Ferreira, LF. Platet Rich Plasma: a preventive therapy to the medication-related
osteonecrosis of the jaw. Trabalho de conclusdo de curso — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™, Aracatuba, 2018.

Abstract

This study evaluated the effects of local application of autologous platelet-rich plasma (PRP)
on the tooth extraction site of rats presenting the main risk factors for medication-related
osteonecrosis of the jaw (MRONJ). For seven weeks, senile rats were submitted to systemic
treatment with vehicle (VEH and VEH-PRP) or 100 pg/Kg of zoledronate (ZOL and ZOL-
PRP) every two days. After three weeks were collected 1,5 ml of blood via cardiac puncture,
and the first lower left molar was extracted. The blood was used for the PRP preparation, and
in the VEH-PRP and ZOL-PRP it was applied at the tooth extraction site and adjacencies.
Euthanasia was performed at 28 days postoperative. Immunohistochemical analyses were
carried out in histological sections from the tooth extraction site to indentify the
immunolabeling pattern for tumor necrosis factor alpha (TNFa), interleukin 1 beta (IL-1p),
proliferating cell nuclear antigen (PCNA), vascular endothelial growth factor (VEGF), bone
morphogenetic protein 2/4 (BMP2/4), osteocalcin (OCN) and tartrate-resistant acid
phosphatase (TRAP). ZOL showed a higher immunolabeling for TNFa and IL-1B. In
addition, ZOL presented lower immunolabeling for PCNA, VEGF, BMP2/4, OCN and
TRAP. VEH and ZOL-PRP showed similarities in the imunolabeling for VEGF, BMP2/4 and
OCN. Local application of autologous PRP showed a viable preventive therapy, which is safe
and effective to restore tissue repair capacity of the tooth extraction site and prevent MRONJ

during treatment with zoledronate.

KEYWORDS: Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the Jaw, platelet rich plasma,

prevention, tooth socket, wound healing.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVO

Os bisfosfonatos (BPs) sdo drogas antirreabsortivas (Rogers et al., 2011; Cremers &
Papapoulos, 2011) muito efetivas no tratamento de doencas Osseas liticas tais como
osteoporose, doenga de Paget, osteogénese imperfeita, hiperparatireoidismo primario,
mieloma multiplo, assim como, no controle de dor 6ssea, modulagdo de hipercalcemia e
conten¢do da progressdo de metastase 6ssea em neoplasias malignas osteotropicas (Macedo et
al., 2017; Soares et al., 2016; Drake et al., 2008). A osteonecrose dos maxilares associada a
terapia medicamentosa (MRONJ) ¢ umas das reacdes adversas ocasionadas pelo uso dos BPs,
a qual seu tratamento e prevencao constituem um grande desafio na area da odontologia. A
American Association of Oral and Maxillofacial Surgery (AAOMS) define a MRONIJ como
presenca de 0sso exposto na regido maxilofacial, por um periodo maior que oito semanas, em
pacientes submetidos a tratamento prévio ou atual com droga antireabsortiva e que nao

possuem historia prévia de radioterapia nos maxilares (Ruggiero et al., 2014).

A incidéncia da MRON]J ¢ de 1:100.000 — 1:10.000 quando se faz uso oral de BPs em
dose osteoporotica, todavia, quando se faz uso de BPs administrados por via intravenosa em
dose oncoldgica essa incidéncia ¢ de 1:100 — 1:10 (Khosla et al., 2007). Os BPs associados
com a maioria dos casos de MRONIJ sdo os nitrogenados administrados por via intravenosa,
dentre os quais se destaca o mais potente desta classe, o zoledronato. Os pacientes mais
acometidos por esta condicdo sdo do sexo feminino, com idade avancada e que sdo
submetidos a terapia adjuvante com BPs para tratamento oncoldgico, predominantemente de
mieloma multiplo, cancer de mama e cincer de prostata. A mandibula é o osso mais afetado e
os dois principais fatores de risco locais sdo extracdo dentdria e presenca de doenca

periodontal (McGowan et al., 2017; Otto et al., 2012).

Marx (2003) foi quem primeiramente descreveu a MRONJ. Atualmente, mesmo
depois de anos de investigacao, sua etiopatogenia ainda nao foi totalmente elucidada. Dentre
0s supostos fatores etiopatogénicos destacam-se: a severa inibi¢do da atividade osteoclastica,
0 que impossibilitaria a remodelagdo Ossea, e resultaria no acimulo de tecido 6sseo ndo vital;
a acdo toxica sobre as células da mucosa bucal, o que reduziria a capacidade de reparagao dos

tecidos moles, consequentemente ocasionaria o comprometimento do tecido 6sseo subjacente;
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o efeito antiangiogénico, que resultaria tanto na necrose avascular do tecido 6sseo quanto no
comprometimento da reparacdo tecidual; a maior susceptibilidade a infeccdo uma vez que
ocorre aumento na adesdo e colonizacdo de bactérias ao tecido 6sseo sob terapia com
bisfosfonato quando o mesmo fica exposto na cavidade bucal (Aghaloo et al., 2015; Badel et

al., 2013; Migliorati et al.,2011; Allen et al., 2009).

A limitada compreensdo da etiopatogenia restringe sobremaneira a prevencao € o
tratamento da MRONJ, os quais nao obedecem uma conduta padrdo. Como prevencdo tem
sido predominantemente empregada a antibioticoterapia (Bermudez-Bejarano et al., 2017),
todavia, esta pode se mostrar falha (Ji et al.,2012). O tratamento tem sido efetuado por
diferentes abordagens clinicas, as quais tém se baseado no estadiamento clinico da doenca. A
terapia tem sido medicamentosa e/ou cirurgica (El-Rabbany et al., 2017; Hayashida et
al.,2017; Rollason et al., 2016). A terapia medicamentosa consiste predominantemente no uso
prolongado de agentes antimicrobianos. A terapia cirurgica vai da conservadora a agressiva e
consiste desde curetagem e/ou sequestrotomia até ressec¢do dos maxilares. O tratamento
geralmente ¢ longo, afeta a qualidade de vida dos pacientes, pode falhar ou resultar em

sequelas (El-Rabbany et al., 2017; Hayashida et al.,2017; Rollason et al., 2016).

As propriedades bioldgicas apresentadas pelo plasma rico em plaquetas (PRP)
autologo o colocam como uma potencial terapia preventiva para MRONIJ. O PRP consiste em
uma elevada concentracdo de plaquetas contida em um pequeno volume de plasma sanguineo
(Marx et al., 2004; Marx et al., 1998;). As plaquetas ativadas, retidas em uma matriz de
fibrina, sdo uma fonte de moléculas bioativas capazes de promover ativacdo, proliferacdo e

diferenciag¢do de uma variedade de tipos celulares (Cohn et al., 2015).

Estudos mostram que o PRP ¢ capaz de acelerar o processo de reparagdo tanto de
tecido 6sseo (Albanese et al., 2013; Alsousou et al. 2013; Griffin et al., 2009; Plachokova et
al., 2008), quanto de tecidos moles, como tecido epitelial e conjuntivo (Chicharro-Alcantara
et al., 2018; Anitua et al., 2012; Nikolidakis & Jansen, 2008; Petrungaro, 2001). Além disso,
tem sido reportado que a utilizacdo de PRP tem acdo anti-inflamatoria (El-Sharkawy et al.,
2007) e efeito antimicrobiano (Fabbro et al., 2016). Embora o emprego do debridamento
cirargico em associa¢do com aplicacdo de PRP autdlogo no tratamento de casos graves da
MRONIJ tenha sido bem sucedido (Del Fabbro et al., 2015), sua efetividade como terapia
preventiva para esta condicao ainda foi pouco explorada. Ervolino et al. (2018), em um estudo

empregando avaliagdo clinica do sitio de extragdo dental, avaliacdo histoldgica do processo de
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reparo alveolar e avaliagdo histométrica da quantidade de tecido 6sseo vital e de tecido 6sseo
ndo vital no sitio cirrgico, reportou que a aplicacdo de PRP autélogo no sitio de extracao
dental de ratas senis tratadas com zoledronato melhorou o processo de reparacao tecidual e
consequentemente evitou o desencadeamento da MRONIJ. O objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos da aplicagdo local do plasma rico em plaquetas (PRP) autélogo no sitio de
extracdo dental de ratas que apresentam os principais fatores de risco para a osteonecrose dos
maxilares associada a terapia medicamentosa (MRONJ). Tal avaliagdo consistiu em analisar
no sitio de extragdo dental a imunomarcacgao para o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e
interleucina 1 beta (IL-1p), as principais citocinas com atividade pré-inflamatoria; antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA), um marcador de proliferagdo celular; fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e proteina morfogenética dssea 2/4 (BMP-2/4), os
principais fatores de crescimento que regulam a angiogénese e a osteoblastogénese/atividade
osteoblastica, respectivamente; osteocalcina (OCN), um biomarcador de osteoblastos e;

fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), um marcador de osteclastos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizadas vinte e oito ratas fémeas (Rattus novergicus — Wistar) senis (20
meses) com peso corporal compreendido entre 350 — 450g. Os animais fordo obtidos no
Biotério Central de Criagao da Faculdade de Odontologia de Aragatuba da Universidade
Estadual Paulista (FOA - UNESP) e posteriomente serdo mantidos no Biotério de
Experimentacdo da Disciplina de Histologia ¢ Embriologia da FOA-UNESP sob as seguintes
condigdes: ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura ambiente de 22 + 2
°C, sistema de ventilagao/exaustao permitindo 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar
em torno de 55 £+ 5%, acondicionamento em caixas plasticas, onde terdo livre acesso ao
alimento e a agua. Serdo tomadas todas as medidas cabiveis para se minimizar o numero de
animais utilizados, assim como evitar o seu sofrimento. O protocolo experimental seguiu as
normas estabelecidas pelo “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” e foi

aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da FOA — UNESP (00581-2013).
2.2. Delineamento experimental

2.3. Anestesia
Os procedimentos cirargicos (instalagdo da ligadura, pun¢do cardiaca, exodontia e
eutanasia) foram executados sob anestesia com cloridrato de cetamina (80 mg/Kg,
Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg, Rompum®, Bayer, RS,
Brasil).

24. Grupos experimentais
As ratas foram distribuidas aleatoriamente nos grupos: VEH, VEH-PRP, ZOL e ZOL-
PRP. Um dia antes do inicio do tratamento medicamentoso foi instalada um ligadura de
algoddo ao redor do primeiro molar inferior esquerdo. Iniciou-se um protocolo de tratamento
medicamentoso com sete semanas de duragdo que consistitu na admistrag@o intraperitoneal de
veiculo (VEH and VEH-PRP) ou zoledronato (ZOL and ZOL-PRP) a cada intervalo de dois
dias. Apos trés semanas coletou-se 1,5mL de sangue, via puncdo cardiaca, e em seguida

realizou-se a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. O sangue coletado dos grupos
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VEH-PRP e ZOL-PRP foi destinado ao preparo do PRP. Em VEH e ZOL nao foi efetuado
nenhum tratamento local. Em VEH-PRP e ZOL-PRP foi aplicado PRP autologo no sitio de

extracdo dental. Decorridos 28 dias pds-operatérios foi efetuada a eutanasia (Fig. 1).

2.5. Periodontite experimental induzida por ligadura
Foi instalada uma ligadura de algodao (fio de algodao #24; Coats Corrente, SP, Brasil)
ao redor do primeiro molar inferior esquerdo. A ligadura foi mantida durante trés semanas

com o intuito de induzir periodontite experimental (PE) (Statkievicz et al. 2018), (Fig. 1, B-
O).

2.6. Plano de tratamento medicamentoso
O plano de tratamento medicamentoso teve duragdo de 7 semanas. A administragdo de
veiculo ou zoledronato (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) ocorreu pela via
intraperitoneal obedecendo um intervalo de dois dias entre as inje¢des. O veiculo consistiu de
0,45mL de solugdo de cloreto de sodio 0,9%. A dose de zoledronato foi de 100ng/Kg, a qual
foi diluida em 0,45 ml do veiculo. O plano de tratamento medicamentoso e a dose de
zoledronato consistiram em uma adaptagdo para o rato do protocolo empregado para

complementacdo de terapia oncologica de humanos (Statkievicz et al. 2018).

2.7. Protocolo de preparacio PRP

Foi coletado 1,5 ml de sangue, via pun¢do cardiaca, em seringa contendo 0,15ml de
citrato de sodio 3.2%. A preparacdo do PRP foi realizada através de uma adaptagao do
protocolo de Sonnleitner et al. (2000). As amostras foram centrifugadas a 160 G por 20
minutos a 22°C para a separagdo da parte do plasma sanguineo que contém as plaquetas. Esta
foi removida e novamente centrifugada a 400 G por 15 minutos a 22 °C. O plasma pobre em
plaquetas foi descartado. Com auxilio de uma micropipeta foram coletados 100ul de PRP. A
centrifugacdo foi realizada em centrifuga refrigerada (Hermle Centrifuga Z323K, Hermle
Labortechnik GmbH, Alemanha) e a manipulacdo das amostras foi executada em capela de
fluxo laminar (Cabina de Fluxo Laminar Vertical Veco®, Veco do Brasil Industria e

Comércio de Equipamentos Ltda., Brasil).
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2.8. Exodontia

Apos a remocdo da ligadura, foi executada a anti-sepsia da cavidade bucal,
sindesmotomia, luxacdo e extracdo do primeiro molar inferior esquerdo com a utilizagao de
instrumentais odontolégicos adaptados (Fig. 1, G). Imediatamente ap6s a exodontia, as bordas
das feridas cirurgicas foram suturadas com fio de seda 4-0 (Johnson e Johnson) (esta manobra
foi realizada para auxiliar o processo de reparo alveolar e para assegurar a contengao do gel

de PRP ativado no interior do alvéolo).

2.9. Aplicacao local do PRP

O volume de PRP foi submetido a ativacdo com cloreto de calcio a 10% (ScienceLab,
TX, EUA) (Fig. 1, F) e com auxilio de uma micropipeta com ponteira adaptada foi depositado
no centro do alvéolo dental, de modo que tanto a raiz mesial quanto a raiz distal do sitio de

extragdo dental ficasse preenchida por quantidades equivalentes de PRP (Fig. 1, G).

2.10. Eutanasia e obtencao das amostras
Apds 28 dias da axodontia, os animais foram profundamente anestesiados e
submetidos a perfusdo transcardiaca com solugdo 0,9% de cloreto de sodio acrescida de 0,1%
de heparina (100 ml), seguida de solugdo fixadora (800 ml) constituida de 4% de formaldeido
(Sigma, Saint Louis, MO, USA) em tampao fosfato salino (PBS — Sigma, Saint Louis, MO,
USA), 0,1M, 40C, pH 7,4 (Fig. 12). As hemimandibulas foram cuidadosamente dissecadas e

submetidas a pés-fixacdo na mesma solucdo fixadora durante 72 horas.

2.11. Analise qualitativa e quantitativa das plaquetas
Amostras contendo 25ul de sangue e 25ul de PRP de cada rata foram empregadas para
a confeccdo de esfregago citologico que foi corado com mistura do tipo Romanovsky
(Panotico Répido LB, LaborClin, Brasil). Tais amostras foram submetidas a andlise

quantitativa e qualitativa das plaquetas em microscopia Optica.
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2.12. Processamento histologico das amostras
As amostras foram desmineralizadas em 10% de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(Sigma Chemical®) em PBS por 60 dias. Em seguida as amostras foram desidratadas em série
crescente de etanol (70° - 80° - 90° - 95° - 100° - 100° - 100° GL), diafanizadas em xilol,
impregnadas e incluidas em parafina e seccionadas em micrétomo com 4 pm de espessura. A
microtomia foi executada seguindo o plano sagital e a confeccdo das seccdes histologicas
progrediu da face vestibular para face lingual da hemimandibula. Foram coletados os cortes
seriados da porcdao do alvéolo dental anteriormente ocupada pelas raizes mesial e distal do
primeiro molar inferior. As sec¢des histologicas foram montadas em laminas de vidro

silanizadas.

Para andlise imunoistoquimica, as secc¢des histologicas foram divididas em sete lotes e
submetidas a técnica da imunoperoxidase indireta. Os cortes histologicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° -
95° - 70° GL). A recuperacao antigénica foi realizada através da imersdo das laminas
histologicas em tampao citrato (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 reacdo imunoistoquimica, as laminas histologicas foram
lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, as ldminas foram imersas em 3% de peroxido
de hidrogénio por 1 hora e 1% de soro albumina bovino por 12 horas para bloqueio da
peroxidase enddgena e bloqueio dos sitios inespecificos, respectivamente. As ldminas
contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas em sete lotes, e cada lote foi
incubado com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-PCNA do rato gerado em
camundongo (SC-7269, Santa Cruz Biotechnology), anti-VEGF do rato gerado em
camundongo (SC-7269, Santa Cruz Biotechnology), anti-BMP2/4 do rato gerado em cabra
(SC-15065, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-OCN do rato gerado em
cabra (SC-18319, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), e anti-TRAP do rato
gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz Biotechnology®). Os cortes foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado por 90 minutos e subsequentemente tratados com
estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 90 minutos (Universal
Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). A revelagdo foi
realizada utilizando como cromogeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB
chromogen Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). Foi realizada a contracoloracdo com

Hematoxilina de Harris nas amostras imunomarcadas para TRAP. As amostras
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imunomarcadas para TNFa e IL-1p ndo foram submetidas a contracolora¢do para que ndo
houvesse interferéncia na andlise de densidade Optica de imunomarcagdo. As amostras
imunomarcadas para PCNA foram contracoradas com fast green ¢ as imunomarcadas para
VEGEF, BMP2/4, OCN e TRAP foram contracoradas com Hematoxilina de Harris. Os cortes
foram entdo 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, os espécimes foram submetidos aos mesmos procedimentos, suprimindo-se

a utilizagao do anticorpo primario.

2.13. Analise dos resultados
As andlises imunoistoquimicas foram efetuadas por um histologista certificado e blindado aos
tratamentos. Para cada marcador foi utilizada uma seccdo histologica da por¢do central do

alvéolo.

2.14. Regiao de interesse (ROI)
No presente estudo foram consideradas ROI (1), ROI (II) e ROI (III) de acordo com a

imunomarcacgao efetudas.

A ROI (I) englobava uma visdo panoramica do sitio de extra¢do dental e adjacéncias.
Consistiu de uma area de 4mm x 4mm que englobava a por¢do do alvéolo anteriormente
ocupado pela raiz mesial e pela raiz distal do primeiro molar inferior esquerdo e suas
adjacéncias. O seu limite distal consistiu de uma linha situada paralelamente a superficie da
dentina coronaria e radicular do segundo molar inferior esquerdo, a partir da qual se estendia
para a mesial por 4mm. O seu limite coronario consistiu de uma linha situada paralelamente
ao limite amelo-cementario do segundo molar inferior esquerdo, a partir da qual se estendia

para apical por 4mm (Statkievicz et al. 2018).

A ROI (II) englobava amostras do tecido conjuntivo sobrejacente ao sitio de extragao
dental. Consistiu de duas areas de 250 pum x 250 pum situadas no tecido conjuntivo
sobrejacente ao sitio de extracao dental. A situacdo de tais areas seguiu uma linha localizada
no centro do tecido conjuntivo, perpendicular ao longo eixo dos dentes e que dividia tal tecido

em seu sentido corono-apical. Outras duas linhas foram empregadas, uma paralela ao centro



25

da por¢ao do alvéolo anteriormente ocupada pela raiz mesial e outra paralela ao centro da
porcdo do alvéolo anteriormente ocupado pela raiz distal do primeiro molar inferior. A
interseccdo de tais linhas determinava o centro das duas areas analisadas (Statkievicz et al.

2018).

A ROI (IIT) englobava concomitantemente amostras do tecido dsseo pré-existente na
parede alveolar e tecido dsseo neoformado no interior do alvéolo dental. Consistiu de um area
de 250 um x 250 um situada na porgao apical do alvedlo dental. Tal area englobava parte do
tecido 6sseo pré-existente na parede alveolar e parte do tecido 6sseo neoformado contido no
interior da por¢do do alvéolo dental anteriormente ocupado pelas raizes mesial e distal. O
centro desta area ficava posicionado no limite entre o tecido dsseo pré-existente e tecido

0sseo neoformado no interior do alvéolo dental.

2.15. Padrao de imunomarcacio para TNFa, IL-1p, PCNA, VEGF,
BMP2/4, OCN e TRAP

A técnica imunoistoquimica empregada para a deteccdo de TNFa, IL-1p, PCNA,

VEGF, BMP2/4, OCN e TRAP mostrou especificidade na detecgdo de tais proteinas, a qual

foi comprovada pela auséncia total de marcagdo no controle negativo da reacdo. As células

imunorreativas apresentaram uma coloracdo marrom-escura confinada exclusivamente ao

nucleo, no caso de PCNA (Fig. 3), confinada exclusivamente ao citoplasma, no caso de TRAP

(Fig. 5), e confinada ao citoplasma e em menor escala a matriz extracelular, no caso de TNFa,

IL-1B (Fig. 2), VEGF (Fig. 3), BMP2/4 ¢ OCN (Fig. 4).

2.16.  Analise imunoistoquimica de TNFo e IL-1p na mucosa

sobrejacente ao sitio de extracio dental
Na ROI (II) foram adquiridas imagens das sec¢des histologicas imunomarcadas com TNF-a e
IL-1B, como descrito anteriormente. Com o auxilio do programa de analise de imagens
(Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss) foi demarcada a area correspondente a imunomarcagao por
meio da ferramenta limiar de cor, o que possibilitou a obten¢do da densidade optica de
imunomarcag¢do (Statkievicz et al., 2018), expressa em porcentagem sob a forma de média +

desvio padrao.
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2.17.  Analise imunoistoquimica de PCNA e VEGF na mucosa

sobrejacente ao sitio de extracao dental
Na ROI (IT) foram adquiridas imagens das secc¢des histolégicas imunomarcadas com PCNA e
VEGF, como descrito anteriormente. Com o auxilio do programa de analise de imagens
(Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss) foram quantificadas as células PCNA-positivas e as células
VEGF-positivas. A quantidade de células imunomarcadas por mm? foi expressa sob a forma

de média + desvio padrio.

2.18.  Analise imunoistoquimica de BMP2/4 ¢ OCN no tecido dsseo do
sitio de extraciao dental

Na ROI (III) foram adquiridas imagens das sec¢des histologicas imunomarcadas com

BMP2/4 e OCN, como descrito anteriormente. Com o auxilio do programa de andlise de

imagens (Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss) foram quantificadas as células BMP2/4-positivas e

as células OCN-positivas. A quantidade de células imunomarcadas por mm? foi expressa sob

a forma de média + desvio padrao.

2.19. Analise imunoistoquimica de TRAP no sitio de extracio dental
Na ROI (I) foram adquiridas imagens das secgdes histologicas imunomarcadas com
TRAP, como descrito anteriormente. Com o auxilio do programa de andlise de imagens
(Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss) foram quantificadas as células TRAP-positivas e as células
TRAP-positivas acopladas a matriz 6ssea. A quantidade de células TRAP-positivas por mm?

de tecido dsseo foi expressa sob a forma de média + desvio padrao.

2.20.  Analise estatistica
Empregou-se o programa Bioestat 5.3 (Instituto Mamirua, Manaus, AM, Brasil). O
tamanho da amostra foi calculado para assegurar um poder do teste estatistico de 95%

(p<0.05). Para a andlise da distribui¢do dos dados foi empregado o testes de Shapiro-Wilk.
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Em seguida empregou-se Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p<0.05).
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3. RESULTADOS

3.1. Aspectos qualitativos e quantitativos das amostras de PRP
Nos esfregacos de amostras de PRP constatou-se a integridade estrutural das
plaquetas. Estabeleceu-se uma comparacio da quantidade de plaquetas por mm? contidas nas
amostras de sangue e nas amostras de PRP de cada animal. Foram empregadas neste estudo
amostras de PRP com quantidade de plaquetas, no minimo, 3.5 vezes superior aquela contida

na amostra do sangue que o deu origem.

3.2. Imunomarcaciao para TNFa e IL-1p na mucosa sobrejacente ao

sitio de extraciao dental

No grupo ZOL a densidade optica de imunomarcagdo para TNFa e IL-1P no tecido
conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sitio de extracdo dental se mostrou significativamente
maior que nos demais grupos experimentais. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre VEH e ZOL-PRP. Em VEH-PRP a imunomarcagao para tais citocinas pro-
inflamatorias se apresentou significativamente menor que em ZOL-PRP e ndo diferiu

estatisticamente de VEH (Fig. 2).

3.3. Imunomarcaciao para PCNA e VEGF na mucosa sobrejacente

ao sitio de extracao dental

No grupo ZOL a quantidade de células PCNA-positivas e VEGF-positivas no tecido
conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sitio de extracdo dental se mostrou significativamente
menor que em VEH, VEH-PRP e ZOL-PRP. Nio houve diferenca estatisticamente
significante entre VEH e ZOL-PRP. Em VEH-PRP a imunomarcacdo para PCNA e VEGF se

apresentou significativamente maior que em ZOL-PRP e ndo diferiu estatisticamente de VEH

(Fig. 3).

34. Imunomarcaciao para BMP2/4 e OCN no sitio de extracio

dental
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A quantidade de células BMP2/4-positivas e de células OCN-positivas em ZOL foi
menor que em VEH, VEH-PRP e ZOL-PRP. Em ZOL-PRP a quantidade de células BMP2/4-
positivas e OCN-positivas foi menor que em VEH-PRP. Com relagdo a imunomarcagao para
OCN, esta foi maior em VEH-PRP e menor em ZOL-PRP quando comparado com VEH (Fig.
4).

3.5. Imunomarcaciao para TRAP no sitio de extracio dental
A quantidade células TRAP-positivas ¢ a quantidade de células TRAP-positivas
acopladas a matriz 6ssea ndo diferiu nos grupos tratados com zoledronato, ZOL e ZOL-PPR,

e se mostrou menor em relagdo aos grupos tratados com o veiculo, VEH e VEH-PRP (Fig. 5).
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4. DISCUSSAO

Os modelos experimentais tem contribuido para a proposi¢ao/avaliacao de terapias
preventivas e/ou curativas para a MRONJ, constituindo em importante fonte de
direcionamento para as pesquisas clinicas. No presente estudo foi adotado um modelo
experimental estabelecido por nosso grupo de pesquisa que foi delineado tendo como base
estudos epidemioldgicos (Mcgowan et al., 2017; Otto et al. 2012). O modelo experimental
utilizado reuniu os principais fatores de risco para a MRONJ. Com relagdo ao fator de risco
relacionado ao individuo: empregou-se ratas fémeas senis (20 meses), tendo em vista que a
doencga acomete com maior frequéncia mulheres com idade avangada (Mcgowan et al., 2017,
Otto et al. 2012). Com relagdo ao fator de risco relacionado a droga: empregou-se o
zoledronato na dose oncoldgica, o BPs mais potente e relacionado com a maioria dos casos de
MRONJ (Mcgowan et al., 2017; Otto et al. 2012). Com relag@o aos fatores de risco locais:
induziu-se a periodontite experimental no primeiro molar inferior e posteriormente extraiu-se
o dente, tendo em vista que a extragao de dentes com comprometimento periodontal e/ou
periapical ¢ apontada como um importante fator precipitante (Otto et al., 2015; Thumbigere-

Math et al., 2014).

Del Frabbro et al. (2017), em revisdo sistematica e metanalise de estudos clinicos,
reportaram que a aplicacdo de PRP autologo no sitio de extragao dental melhora a reparacao
tanto dos tecidos moles quanto dos tecidos duros, o que corrobora os achados do presente
estudo. Os queratinocitos, fibroblastos e osteoblastos sdo as principais células que, de uma
maneira orquestrada, participam do processo de reparo alveolar e estdo dentre os principais
alvos da acao bioestimulatéria do PRP (Albanese et al., 2013; Alsousou et al. 2013; Griffin et
al., 2009; Plachokova et al., 2008), quanto de tecidos moles, como tecido epitelial e
conjuntivo (Chicharro-Alcéntara et al., 2018; Anitua et al., 2012; Nikolidakis & Jansen, 2008;
Petrungaro, 2001). Em contrapartida, estudos mostraram que o tratamento com zoledronato
exerce efeitos negativos sobre queratindcitos (Pabst et al., 2012; Saracino et al., 2012),
fibroblastos (Jung et al., 2018; Scheper et al., 2009) e osteoblastos (Huang et al., 2016; Basso
et al., 2013). A ag@o do zoledronato sobre tais células exerce grande importancia tanto no
comprometimento da reparagdo tecidual do sitio de extracdo dental quanto no
desencadeamento da MRONJ (Aghaloo et al., 2015; Badel et al., 2013; Migliorati et al.,2011;
Allen et al., 2009), o que esta de acordo com os resultados obtidos no presente estudo. Este

estudo mostrou que no grupo ZOL-PRP a aplicacdo de PRP autélogo no sitio de extragdo
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dental foi capaz de evitar a ocorréncia de consequéncias negativas do zoledronato sobre tais

células e tecidos.

Outro ponto de grande importancia durante terapia com zoledronato ¢ sua a¢ao sobre a
vasculatura e os principais moduladores locais da angiogénese, o que pode comprometer tanto
o processo de reparagdo dos tecidos moles e tecidos duros do sitio de extracao, quanto pode
desencadear necrose avascular do tecido 0sseo alveolar. Estudos mostraram que o zoledronato
afeta negativamente a viabilidade (Walter et al., 2011; Zafar et al., 2014), prolifera¢ao
(Michailidou et al., 2010), migragdo (Walter et al., 2011; Michailidou et al., 2010),
diferenciagdo (Ziebart et al., 2013) e formacao de tubo (Michailidou et al., 2010) de células
endoteliais, além disso, aumenta o indice de apoptose em tais células (Walter et al., 2011;
Zafar et al., 2014). O zoledronato também reduz a capacidade de migragdo e de diferenciacao
de células progenitoras endoteliais (Walter et al., 2011; Ziebart et al., 2013). Santini et al.
(2013) demonstraram redugdo na quantidade de precursores de células endoteliais e células
endoteliais no sangue periférico de pacientes sob tratamento com dose oncoldgica de
zoledronato. Outros estudos mostraram que em amostras da mucosa bucal de pacientes com
MRON]J ocorreu severa diminuigdo na angiogénese (Wehrhan et al., 2011) e reducdo na
expressdao dos seus principais moduladores locais, dentre eles VEGF (Mozzati et al., 2012),
em concordancia com o que foi observado no presente estudo. No grupo ZOL-PRP um dos
indicios de que a reparagdo tecidual também foi estimulada por uma atuacdo favoravel do

PRP sobre os elementos vasculares foi o0 aumento na imunomarcacao de VEGF.

Os BPs nitrogenados, como o zoledronato, tem como principal célula alvo de atuacao,
os osteoclastos (Rogers et al., 2011; Cremers & Papapoulos, 2011). Este medicamento atua
bloqueando a ac¢do da enzima farnesil difosfato sintase, que pertence a via do mevalonato
(Rogers et al., 2011; Cremers & Papapoulos, 2011). O bloqueio desta via inibe a
osteoclastogénese, impede a ativagao de osteoclastos maduros e induz apoptose prematura em
osteoclastos ativos (Rogers et al., 2011; Cremers & Papapoulos, 2011). Em ZOL e ZOL-PRP
foi observada menor quantidade tanto de osteoclastos totais quanto de osteoclastos acoplados
a matriz 6ssea no sitio de extragdo dental e adjacéncias, o que confirma a efetividade do
tratamento com zoledronato. Embora alguns estudos in vitro demonstrem que o PRP promova
a reducdo na osteoclastogénese (Cenni et al., 2010; Wang et al., 2018), no presente estudo,
ndo se observou alteracdo na quantidade de osteoclastos ocasionada pelo uso do PRP,

supostamente pela diferencas inerentes entre estudos in vitro e in vivo.
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Uma outra acdo do PRP que provavelmente contribuiu para os resultados observados
no presente estudo foi sua acdo anti-inflamatoria (El-Sharkay et al., 2007) ZOL apresentou
maior magnitude da resposta inflamatoéria local e niveis mais elevados das principais citocinas
com atividade pro-inflamatoria, TNFa e IL-1p, no sitio de extragao dental. Tais dados estao
de acordo Morita et al. (2017), que sugerem uma estreita relagcdo entre os elevados niveis das
citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-1 e IL-6 com a etiopatogenia da MRONJ uma vez que
camundongos deficientes para tais citocinas foram resistente ao desenvolvimento de
osteonecrose. Em contraposicao, foi constatado em ZOL-PRP que a aplicagdo de PRP
promoveu modulacio da resposta inflamatéria local. Tal acdo supostamente tenha sido uma
das responsaveis por favorecer o processo de reparagdo tecidual e evitar a ocorréncia da

MRONIJ pos extracao dental.

Entretanto, Barba-Recreo et al. (2015) reportaram que ratos tratados com zoledronato
e submetidos a exodontia nao exibiram melhora no processo de reparo alveolar apos aplicagao
local de PRP aldgeno associado ao recobrimento do sitio de extragdo dental com retalho
mucoperiosteal. O uso do PRP aldégeno pode ter colaborado para que nio se alcangasse os
beneficios deste tipo de terapia. Tais dados e os achados do presente estudo destacam a
importancia relacionada com a origem do PRP. Além disso, as discrepancias entre os achados
cientificos relacionados ao uso do PRP podem estar relacionadas aos diferentes os protocolos

de preparagdo (Jovani-Sancho et al., 2015).

O presente estudo avaliou a utilizagdo local do PRP aut6logo como uma terapia
preventiva para a MRONJ e, como mencionado anteriormente, sdo escassos os estudos que
tiveram essa finalidade. No entanto, a associagdo de debridamento cirurgico da lesdo e o uso
do PRP autdlogo como terapia curativa para a MRONIJ foi avaliado em alguns estudos
experimentais em animais e em estudos clinicos. Sarkarat et al. (2014), utilizando um modelo
experimental em ratos, apos exodontia e confirmacdo clinica do desencadeamento da
MRONIJ, realizaram a curetagem e o tratamento local com PRP aut6logo. Nesse estudo os
autores nao constataram diferenca em relagdo ao grupo controle no que se refere a
regeneragdo epitelial, neoangiogénese e formacdo de sequestro dsseo, todavia, a quantidade
de tecido 0sseo vital no sitio cirurgico se mostrou maior nos ratos tratados com PRP autélogo.
Longo et al. (2014) e Coviello et al. (2012), em estudos clinicos, avaliaram comparativamente
a eficécia da terapia cirargica isolada e da terapia cirirgica associada ao uso local de PRP

autdlogo. Ambos estudos constataram que esta ultima modalidade terapéutica se mostrou bem
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mais efetiva no tratamento da MRONJ, o que corrobora com nossos achados, e sugere que o

uso local de PRP autologo pode ser tanto uma opgao terapéutica preventiva quanto curativa.

A ocorréncia da MRONJ compromete a qualidade de vida dos pacientes. O tratamento
desta condi¢do pode ser extenso, pouco efetivo, atrapalhar o tratamento da doenca de base e
resultar em graves sequelas (El-Rabbany et al., 2017; Hayashida et al.,2017; Rollason et al.,
2016). Por outro lado, o emprego de estratégias terapéuticas preventivas ¢ o ideal em se
tratando da MRONJ. Os achados do presente estudo podem se constituir em importante
norteador para futuras pesquisas clinicas. Levando-se em consideragdo os efeitos
biomodulatérios, acdo antimicrobiana local e a auséncia de efeito adverso o emprego local de
PRP autdlogo pode se constituir em uma terapia preventiva promissora para a MRONJ. Além
disso, apesar de utilizar um modelo experimental em animais, os achados do presente estudo
podem constituir-se em importante norteador para futuras pesquisas clinicas. Sendo assim,
estudos clinicos em humanos visando o estabelecimento de protocolos preventivos, para ser
empregado em pacientes que fazem uso de drogas com agdo antirreabsortiva e que necessitam

de intervengdes odontologicas invasivas sao necessarios.
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5. CONCLUSAO
Dentro dos limites do presente estudo, concluiu-se que a aplicagdao local de PRP autologo
demonstrou ser uma terapia preventiva efetiva para restabelecer a capacidade de reparagao
tecidual do sitio de extracdo dental, a qual foi severamente comprometida pelo tratamento

com zoledronato.
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Figura 1 - Design experimental. (A): Esquema ilustrando os procedimentos

experimentais realizados durante o estudo. (B): Instalacdo da
ligadura ao redor do primeiro molar inferior esquerdo para
inducdo da periodontite experimental. (C): Periodontite
experimental apos trés semanas da instalagao da ligadura. (D):
Procedimento cirargico da extracao dentaria. (E): Aspecto clinico
do alvéolo dental antes da aplicacdo do PRP. (F): Aspecto do
PRP ativado. (G): Aspecto clinico do alvéolo dental depois da
aplicagdo do PRP.
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Figura 2 - Padrdo de imunomarcagdo para TNFa e IL-1P no alvéolo dental.
A — B: Grafico apresentando a imunomarcacao para TNFa (A) e
IL-1p (B) no tecido do alvéolo dental nos diferentes grupos
experimentais 28 dias apds extragdo dentdria. C — I:
Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagdo para
TNFa (C, E, G, I) e IL-1B (D, F, H, J) no grupo VEH (C, D),
VEH-PRP (E, F), ZOL (G,H), e ZOL-PRP (1,J). Simbolos: T,
diferenca estatisticamente significativa em relacdo a VEH; i,
diferenca estatisticamente significativa em relacdo a VEH-PRP;
q|, diferenca estatisticamente significativa em relacdo a ZOL.

Amplificacdo do original: 1000x. Barra de escala: 25 pm.
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Padrdo de imunomarcacdo para PCNA e VEGF no alvéolo
dental. A — B: Gréafico apresentando a imunomarcagdo para
PCNA (A) e VEGF (B) no tecido do alvéolo dental nos

diferentes grupos experimentais 28 dias apos extra¢ao dentaria. C

— J: Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagao
para PCNA (C, D, G, H) e VEGF (E, F, 1, J) no grupo VEH (C,
E), VEH-PRP (D, F), ZOL (G,I), e ZOL-PRP (H,J). Simbolos:
setas  pretas, células  imunomarcadas; T, diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a VEH; I, diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a VEH-PRP; ¢,
diferenca estatisticamente significativa em relagdo a ZOL.

Amplifica¢do do original: 1000x. Barra de escala: 25 um.
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FIGURA 4
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Figura 4 -

Padrdao de imunomarcacdo para BMP2/4 e OCN no alvéolo

dental. A — B: Gréafico apresentando a imunomarcagdo para
BMP2/4 (A) e OCN (B) no tecido do alvéolo dental nos

diferentes grupos experimentais 28 dias apds extracdo dentéria. C

— J: Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagao
para BMP2/4 (C, E, G, I) e OCN (D, F, H, J) no grupo VEH (C,
D), VEH-PRP (E, F), ZOL (G,H), e ZOL-PRP (LJ). Simbolos:
setas  pretas, células imunomarcadas; T, diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a VEH; }, diferenca
estatisticamente significativa em relacgdo a VEH-PRP; ¢,
diferenga estatisticamente significativa em relagdo a ZOL.

Amplificagdo do original: 1000x. Barra de escala: 25 um.
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Figura S -

Padrao de imunomarcacdo para TRAP no alvéolo dental. A — B:

Grafico apresentando a imunomarcagdo para células TRAP
positivas (A) e células TRAP positivas acopladas a matriz 0ssea
(B) no tecido do alvéolo dental nos diferentes grupos
experimentais 28 dias apo6s extracdo dentaria. C — F:
Fotomicrografias evidenciando o padrao de imunomarcagao para
TRAP no grupo VEH (C), VEH-PRP (D), ZOL (E), e ZOL-PRP
(F). Simbolos: setas pretas, células imunomarcadas; 1, diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a VEH; f, diferenca
estatisticamente significativa em relacio a VEH-PRP; ¢,
diferenca estatisticamente significativa em relacio a ZOL.

Amplifica¢do do original: 1000x. Barra de escala: 25 pm.
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CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Efeito do zoledronato sobre o processo de reparo alveolar
em ratas: estudo envolvendo os principais fatores de risco para o desenvolvimento de
osteonecrose dos maxilares e avaliagido de diferentes terapias preventivas” sob
responsabilidade do Pesguisador EDILSON ERVOLINO e colaboracdo de Valdir Gouveia
Garcia, Claudio Aparecido Casatti, Leticia Helena Theodoro, Juliano Milanezi de Almeida,
Maria José Hitomi Magata, Jodo Paulo Mardegan Issa, Rita Cassia Menegatti Domeles,
Luan Felipe Toro, Thamires Priscila Cavazana, Jodo Martins de Mello Neto e Jodo Vicente
Feres-Redrigues estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pelo CEUA, de acordo com o processo FOA-00581-2013.

CERTIFICATE

We cerify that the research “Effect of zoledronate during the alveolar healing process
in rats: study involving the major risk factors for developing osteonecrosis of the jaws
and evaluation of different preventive therapies”, process number FOA-00581-2013,
under responsibilty of EDILSON ERVOLING and with collaboration of Valdir Gouveia
Garcia, Claudio Aparecido Casatti, Leticia Helena Theodoro, Juliano Milanezi de Almeida,
Maria José Hitomi Magata, Jodo Paulo Mardegan Issa, Rita Cassia Menegatti Domeles,
Luan Felipe Toro, Thamires Priscila Cavazana, Jodo Martins de Mello Neto and Jodo Vicente
Feres-Rodrigues agree with Ethical Principles in Animal Research (COBEA) and was
approved by CEUA.
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