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Oliva AH. Processo de reparo alveolar frente a administracdo de bifosfonato
nitrogenado: avaliacdo comparativa em camundongos 129/Sv-WT e 129/Sv 5-LOKO

[tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2022.
RESUMO

A instalacdo das osteonecroses dos maxilares(OM) tem sido relacionada ao uso
cronico de medicamentos antirreabsortivos indicados para doencas e distarbios do
metabolismo 06sseo, como os bifosfonatos nitrogenados (nBF), especialmente
quando associados a intervengdes cirdrgicas-odontoldgicas. Deste modo, especula-
se que a instalacdo desta doenca ndo ocorre somente devido a condi¢cdo do tecido
0sseo e sua capacidade reacional, mas principalmente pela sua condicdo de defesa
imunoldgica. O presente estudo tem como objetivo analisar o padrdo de reparo
0sseo de alvéolos dentarios de incisivos superiores recém-extraidos de
camundongos 129/Sv geneticamente modificados (knockouts — KO) para a enzima
5-lipoxigenase (5-LO), os quais apresentam fendtipo esqueletal osteopetrotico,
comparando-os com tipo selvagem (Wild Type — WT), com e sem administracdo de
nBF. Para tanto foram utilizados 80 camundongos machos com idades variando
entre 8 e 10 semanas, sendo 46 animais 129/Sv WT e 46 animais 129/Sv 5-LOKO,
os quais foram submetidos a exodontia do dente incisivo superior direito e divididos
em quatro grupos de acordo com o tratamento: Grupo WT — 0,1 ml de soro
fisiolégico 0,9%, Grupo WT-ZL — 0,5 mg/Kg de acido zoledrbnico (ZL), Grupo 5-
LOKO - 0,1 ml de soro fisiolégico 0,9%, Grupo 5-LOKO-ZL — 0,5 mg/Kg de ZL,
sendo ambas solu¢cbes administradas intraperitonealmente (IP) 1x por semana até o
final do experimento. Apés os periodos de 7, 14 e 30 dias, cinco animais de cada
grupo foram submetidos a eutanasia para remocéo das maxilas direitas contendo os
alvéolos para as analises histopatoldgica, histomorfométrica e imuno-histoquimica
para COX-2, OPG, RANKL e TRAP. Os resultados ndo mostraram diferenca
significativa para a quantidade de matriz éssea entre os grupos WT, KO e WT-ZL.
Contudo, foi observado que o grupo KO-ZL apresentou significativamente menos
matriz 6ssea em todos os periodos quando comparado com WT-ZL, além de maior
guantidade de células inflamatérias no 14 e 30 dias. Observou-se aumento
significativo de células COX-2+ no grupo WT aos 14 dias em comparacdo com 0S
demais. Detectou-se aumento de OPG ao final do reparo em todos os grupos.

Aumento significativo de RANKL foi observado no grupo KO aos 7 dias, em



comparacao com 5-LOKO, sendo que ao final do reparo WT-ZL mostrou células
RANKL+ significativamente elevadas em comparacdo com WT e KO-ZL. No entanto,
somente aos 14 dias observou-se aumento significativo de células TRAP+ nos
grupos WT e WT-ZL em comparagdo com KO e KO-ZL. A partir destes resultados,
pode-se concluir que os animais 5-LOKO apresentaram formacao éssea precoce em
alvéolos dentéarios pos-exodontia comparados com os animais WT. No entanto, os
efeitos do ZL foram mais deletérios nos camundongos 5-LOKO, possivelmente pela
influéncia da droga e efeitos da inibicdo desta enzima nos eventos inflamatérios no

curso do reparo.

Palavras-chave: Bisfosfonatos.Camundongos. 5-Lipoxigenase. Regeneracao 0ssea.



Oliva AH. Alveolar bone repair of mice under administration of bisphosphonate
containing nitrogen: comparative investigation between 129/Sv-WT and 129/Sv 5-
LOKO [tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista;
2022.

ABSTRACT

Osteonecrosis of the jaws has been related to the chronic use of antiresorptive drugs
indicated for diseases and disorders of bone metabolism, such as nitrogenous
bisphosphonates (nBP), especially when associated with surgical-dental
interventions. Thus, it is speculated that the onset of this disease does not occur only
due to the condition of the bone tissue and its reactive capacity, but mainly due to its
immunological defense condition. The present study aimed to analyze the bone
repair pattern of dental alveoli of maxillary incisors recently extracted from 129/Sv 5-
LOKO mice, which had an osteopetrotic skeletal phenotype, comparing them with
wild type, 129/Sv WT, with and without administration of nBP. For that, 80 male mice
were used with ages varying between 8 and 10 weeks, being 46 animals 129/Sv WT
and 40 animals 129/Sv 5-LOKO, which were submitted to the extraction of the upper
right incisor tooth and divided into four groups of according to treatment: WT Group -
0.1 ml of 0.9% saline solution, WT-ZL Group - 0.5 mg/Kg of zoledronic acid, Group 5-
LOko - 0.1 ml of 0.9 saline solution %, Group 5-LOko-ZL — 0.5 mg/Kg of zoledronic
acid, both solutions being administered intraperitoneally (IP) 1x a week until the end
of the experiment. After periods of 7, 14 and 30 days, five animals from each group
were euthanized to remove the right jaws containing the alveoli. They were
immediately fixed in order to be prepared for the following methodological
procedures: histotechnical processing for making histological slides stained with
hematoxylin and eosin and immunohistochemical No significant difference was found
for the amount of bone matrix between the WT, KO and WT-ZL groups. However, it
was observed that the KO-ZL group presented significantly less bone matrix in all
periods when compared to WT-ZL, in addition to a greater amount of inflammatory
cells at 14 and 30 days. There was a significant increase in COX-2+ cells in the WT
group at 14 days compared to the others. An increase in OPG was detected at the
end of the repair in all groups. Significant increase in RANKL was observed in the KO
group at 7 days, compared to 5-LOKO, and at the end of repair WT-ZL showed
significantly elevated RANKL+ cells compared to WT and KO-ZL. However, only at



14 days there was a significant increase in TRAP+ cells in the WT and WT-ZL groups
compared to KO and KO-ZL. From these results, it can be concluded that 5-LOKO
animals showed early bone formation in post-extraction tooth sockets compared to
WT animals. However, the effects of ZL were more deleterious in 5-LOKO mice,
possibly due to the influence of the drug and the effects of inhibition of this enzyme

on inflammatory events in the course of repair.

Keywords: Mice. Bone regeneration. Bisphosphonates.
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1 INTRODUCAO

Atualmente ndo ha duvidas sobre a relacédo entre o uso cronico de bifosfonato
nitrogenados (nBFs) e a instalacdo das osteonecrose dos maxilares (OM),
especialmente no que diz respeito ao mecanismo de acao desta classe de
medicamentos sobre as células do tecido 6sseo, resultando em diminuigdo no ritmo
de remodelacdo do mesmo. Sabe-se que o0s osteoclastos (OCs) sdo as principais
células-alvo da acéo dos nBFs, os quais atuam interferindo na organizacdo do seu
citoesqueleto e impedem a formagéao da borda corrugada pela via mevalonato [1].
Deste modo, ndo ha a formacdo do compartimento de reabsor¢ao celular, o que leva
as ceélulas a apotose [2]. No entanto, evidéncias tém revelado que efeito contrario,
anti-apoptético, é exercido pelos nBFs sobre os ostedcitos [3, 4]. Como
consequéncia, 0s osteOcitos perecem por senescéncia e por acumulo de danos, ndo

sendo repostos pelo déficit na remodelacéo 6ssea instalada [5].

Apesar das claras evidéncias sobre a acdo dos nBFs sobre as células 6sseas,
recentes investigacdes tem apontado para outras atuacOes deste grupo de drogas
levando-se em conta a heterogeneidade existente entre as células OCs localizadas
em diferentes o0ssos do esqueleto (ossos de origem endocondral e
intramembranosa), bem como a influéncia dos nBFs nas células do sistema
imunolégico [6, 7], especialmente com as ceélulas do sistema mononuclear
fagocitario, mondécitos e macréfagos, os quais se encontram suprimidos em locais de
OM induzida por uso de bifosfonatos [8]. De fato, sabe-se que o sistema imune
exerce um papel importante sobre a homeostasia do tecido 6sseo, atuando na
regulacdo das células Osseas por meio da producdo de citocinas pro e

antiinflamatérias por macrofagos e linfocitos.

Héa tempos sabe-se que os produtos gerados durante o processo inflamatério
tém uma influéncia no reparo de feridas 0sseas, especialmente no que se refere a
acao das prostaglandinas (PGE?2) sobre os osteoblastos, as quais sdo produtos das
enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2) na metabolizacdo do acido araquidénico [9, 10].
Adicionalmente, a enzima 5-lipoxigenase (5-LO) também atua na metaboliza¢do do
acido araquidonico, catalisando a conversdo desse substrato em dois grupos
principais de leucotrienos: LTB4 e cistenil leucotrieno (CysLT), os quais atuam via

dois receptores acoplados a proteina G. Uma das fungdes do receptor-1 de CysLT
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(LTR1) é a inducéo do sinal de Ca2+ intracelular. No inicio da osteoclastogénese, o
RANKL aumenta a concentracdo de Ca2+ no interior das células precursoras dos
OCs, ativando o fator nuclear de células T ativadas c1 (NFATc1), principal fator de
transcricdo dos genes osteoclasticos, pela fosfatase calcineurina e deste modo,
regulando a formacao dos OCs via sinalizacéo deste ion [11]. Sugere-se ainda que a
inibicdo medicamentosa da via COX desviaria a metabolizacdo do acido
araquidonico para a via 5-LO, produzindo altos niveis de leucotrienos [12]. Apesar
da falta de informagfes sobre a influéncia da 5-LO no metabolismo 6sseo em
condicBes fisiologicas, evidéncias sugerem que o0s leucotrienos gerados a partir
desta enzima estimulem a atividade dos OCs [13]. De modo interessante, a COX-2 e
a 5-LO exercem efeitos opostos, considerando-se a COX-2 essencial para a

reparagéo 0ssea e a 5-LO deletéria para este processo.

Tais informacfes a respeito da 5-LO sobre o reparo 6sseo confirmam os
achados de Bonewald et al. [14] e Manigrasso e O’Connor [15] em estudos
realizados com camundongos knockout para 5-LO (5-LOKO), os quais revelaram o
fendtipo 6sseo destes animais com importante espessamento da cortical e processo

de reparo mais acelerado de fratura de fémur, respectivamente.

7

A supressao osteoclastica exercida pelos bifosfonatos é apontada como
principal fator, dentre sua etiologia multifatorial, para a instalacdo de OM. Porém, a
condicdo de déficit da atividade ou génese de osteoclastos, ndo € exclusiva da acao
dos bifosfonatos. Algumas condicGes sistémicas de causa genética, como a
osteopetrose congénita, reproduzem o déficit de osteoclastos, bem como a reducao
da capacidade do turnover 6sseo, sem, contudo, apresentar OM como risco iminente
[16].

O perfil osteopetrético dos camundongos knockout para enzima 5-LO ocorre,
pois, esta enzima é responsavel pela via que, a partir de seus subprodutos, resulta
na osteoclastogénese, como descrito anteriormente [11]. Desta forma, a delecéo
genética desta enzima prejudica a formacdo de osteoclastos, podendo,
supostamente, reproduzir um dos fatores causais da OM e sua influéncia no reparo
0sseo. Este modelo animal, portanto, permite a analise da resposta de 0ssos de
fendtipo osteopetrético frente a uma injaria dento-alveolar, podendo submete-los a

terapia antirreabsortiva a fim de se observar o padrao de resposta inflamatéria local,
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susceptibilidade ao desenvolvimento de OMs e influéncia no curso do processo de

reparo.

O presente estudo teve como objetivo analisar o padrdo de reparo 6sseo de
alvéolos dentéarios de incisivos superiores recém-extraidos de camundongos com
fendtipo normal (129/Sv-WT) e osteopetrotico (129/Sv 5-LOKO), com e sem
administracao de nBF.



18

2 MATERIAL E METODO

2.1 Validagédo do modelo animal

Previamente foi realizado um estudo piloto para confirmagdo do
desenvolvimento do perfil 6sseo osteopetrotico esperado para os animais 129/Sv 5-
LOKO. A partir da analise de MicroCT, como visto na Figura 1, foi possivel observar
0 aumento de massa Ossea, tanto da espessura trabecular quanto cortical,
confirmando osteopetrose nesses animais e validando o modelo animal para a

premissa do estudo.

Figura 1 - Reconstrucéo de MicroCT de fémures de camundongos

color scale

transparency radiopacity

129 SVIWT 129 Sv LOS*°

129 Sv/WT 129 Sv LO5k®

129 SVIWT 129 Sv LO5*° 129 SvIWT 129 Sv LO5X®

A reconstrucdo microtomografica compara a massa 0ssea cortical e trabecular entre fémures de
animais da linhagem 129 Sv/WT (selvagem) e 129/Sv 5-LOKO.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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2.2 Modelo experimental

Para a presente pesquisa, seréo utilizados um total de 60 camundongos (30
da linhagem 129/Sv 5-LOKO e 30 da linhagem 129/Sv-WT) machos com idade entre
8 e 10 semanas, peso médio de 28 gramas, a serem divididos em 4 grupos distintos
e analisados em quatro periodos experimentais (n=5 por grupo para os periodos de
7, 14 e 30 dias), de acordo coma Tabela 1. Todos os animais foram mantidos sob
condicbes controladas de temperatura (22 + 2°C), ciclo de luz de 12 horas
claro/escuro, recebendo agua a vontade e racao solida (Racédo Ativada Produtor -
Anderson & Clayton S.A.) sem restricdo. O acido zoledrdnico foi aplicado via
intraperitoneal na dose de 0,5mg/Kg (500 pg/Kg), uma vez por semana, iniciando-se
4 semanas antes da exodontia do incisivo superior direito e persistindo até a

eutanasia.

Tabela 1 - Apresentacéo dos grupos de acordo com o tratamento recebido

Identificacdo do n Tratamento
grupos
Grupo WT 20 | 129/Sv-WT - 0,05 ml de soro fisioldgico 0,9% IP 1x por semana
Grupo WT-ZL 20 | 129/Sv-WT - 0,5 mg/Kg IP de acido zoledrdnico 1x por semana
Grupo KO 20 [ 129/Sv 5-LOX° - 0,05 ml de soro fisioldgico 0,9% IP 1x por semana
Grupo KO-ZL 20 | 129/Sv 5-LO*° - 0,5 mg/Kg™ 4cido zoledrdnico IP 1x por semana

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

2.3 Procedimento cirdrgico

Inicialmente os animais foram submetidos a sedacédo profunda administrada
via intraperitoneal (IP), utilizando combinacdo do sedativo cloridrato de quetamina
(80-100 mg/kg Dopalen®, Agribrans do Brasil LTDA) com o relaxante muscular
xilazina (10 mg/kg- Anasedan®, Agribrands do Brasil LTDA). Procedeu-se a

antissepsia da cavidade bucal com polivinilpirrolidona 1% tépica (PVPI)
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(Dermoidine®- Gessy Lever Industrial Ltda.) e montagem dos campos cirdrgicos
estéreis. Foi realizada uma inciséo sulcular ao redor do dente incisivo superior (ICS)
direito com lamina de bisturi numero 15c. Em ato continuo, foi realizado divulséo da
mucosa inserida com Hollembeck niumero 3s. Com pinca adaptada para este modelo
animal, o dente foi luxado e extraido. Posteriormente, o alvéolo foi irrigado com soro
fisiologico 0,9% estéril (Figura 1). Todo o procedimento foi feito com auxilio de
estereomicroscopio a fim de se possibilitar visualizacéo satisfatoria do sitio cirdrgico
e evitar possiveis acidentes e traumas desnecessarios. Imediatamente apos o
procedimento cirdrgico, todos os animais foram encaminhados e mantidos em
ambiente apropriado até sua completa recuperacdo onde receberdo fosfato de
codeina (Codein®, Cristalia, SP, Brasil) na dose de 50mg/Kg a cada 4 horas por trés
dias, por via subcutanea. Os animais foram divididos em quatro grupos distintos de

acordo com o tipo de tratamento como mostra a Tabela 1.

Figura 2 - Farmacoterapia e exodontia

Em A. Administracdo semanal de ZL via IP; B. Luxacdo com sonda exploradora adaptada para
realizar exodontia do incisivo superior direito com pinca clinica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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2.4 Eutanasia

Os animais foram selecionados ao acaso em numero de 5 por grupo nos
periodos de 7 e 14 e 30 dias apés o procedimento cirdrgico, sendo eutanasiados por
meio sobredosagem do anestésico cloridrato de quetamina (250mg/Kg) via IP.
Constatada a morte dos animais, as maxilas contendo os alvéolos extraidos foram

mediatamente imersas em frascos individuais contendo formalina a 10% tamponada.

2.5 Procedimentos histotécnicos

Finalizadas as capturas de imagem e escaneamentos dos espécimes, 0s
mesmos foram acondicionados em solucdo de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 10% tamponado com pH 7,0, com trocas
realizadas duas vezes por semana por 10 dias aproximadamente, até que néo
apresentem resisténcia ao corte com navalha. As amostras foram novamente
lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina (Histosec® Merck, Darmstadt, Alemanha). Os blocos de parafina foram
submetidos a cortes histologicos semi-seriados no sentido sagital, utilizando-se
micrétomo Leica RM. Foram obtidos cortes semi-seriados de 5 ym de espessura
para coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e cortes de 3 um de espessura para

técnica imuno-histoquimica.

2.6 Andlise histopatoldgica

A andlise qualitativa dos alvéolos dentarios foi feita em todos os cortes
corados em HE, considerando-se a presenca de tecido de granulacdo, grau de
maturagdo do tecido 0sseo, presenca ou auséncia de sequestros 6sseos, presenca

ou auséncia de biofilme microbiano e padrao de resposta inflamatoéria.

2.7 Técnica imunohistoquimica

Para a determinacdo dos padrées moleculares da regido de reparo 6sseo

foram padronizados os anticorpos para a caracterizacado da capacidade osteogénica
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e osteoclastogénica, bem como a qualidade do tecido ésseo por meio de marcacgao
imunohistoquimica do fator de transcricdo TRAP e o balanco da remodelacdo 0ssea
pela marcacdo de RANKL e OPG, além da marcagéo da enzima COX-2 mostrando
atividade celular de potencial inflamatério. Para tanto, cortes de 3 um foram tratados
com proteinase K por 30 minutos em temperatura ambiente. A peroxidase enddégena
foi bloqueada com peroxido de hidrogénio a 2% por 10 minutos e lavados em PBS
(Phosphate buffer solution). ApGs este periodo, foram utilizados os anticorpos
primarios policlonais em ambiente refrigerado por 1 hora, e lavados com PBS por 30
minutos, por trés vezes. ApOs isto, os cortes incubados com anticorpos primarios
anti-rabbit foram incubados com o polimero-HRP (Easy Link One, EasyPath,
Immunobioscience Corp., EUA) por 10 a 25 minutos, e em seguida, corados com o
DAB (diaminobenzidina) (DAKO, Lab.) e contra-corados com Hematoxilina de Harris.
Os cortes incubados com anticorpos primarios anti-goat foram incubados com
polimero Immpress/HRP (Vector Labs, Southfield, EUA). Para controle negativo foi
omitido o anticorpo primario. Uma vez realizadas as marcacdes, estas foram
submetidas a analise semi-quantitativa. Foram realizadas fotomicrografias de cerca
de 8 campos de cada alvéolo em objetiva de 40, a partir das quais foram realizadas
analises semi-quantitativas, considerando-se os seguintes escores: 0 = auséncia de
células imunomarcadas; 1 até 25% do campo contendo células imunomarcadas; 2 =
entre 25% e 50% do campo contendo células imunomarcadas; 3 = mais de 75% do
campo contendo células imunomarcadas, e 4 = 100% do campo com ceélulas

imunomarcadas [17].

2.8 Analise histomorfométrica

A analise quantitativa dos alvéolos dentarios foi feita em todos os cortes
corados em H.E., sendo capturados 8 campos em objetiva de 100x de cada alvéolo.
Para se realizar a histomorfometria foi determinado um reticulo no software ImageJ
contendo 120 pontos, a fim de se quantificar: fibras colagenas, fibroblastos, vasos
sanguineos, matriz 0ssea, osteocitos e lacunas, osteoclastos, osteoblastos e

leucocitos.
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2.9 Andlise estatistica

Os testes estatisticos da analise qualitativa histométrica e da analise semi-
guantitativa imunohistoquimica foram realizados no software GraphPad Prism® 7.04
(La Jolla, CA, USA). Para distincdo dos dados paramétricos e ndo paramétricos,
foram aplicados os testes de normalidade e homoscedasticidade (Shapiro-Wilk).
Posteriormente, os dados foram submetidos ao teste One-Way ANOVA, seguidos do

pos-teste de Tukey, com nivel de significancia de p<0,05.
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3 RESULTADOS
3.1 Analise microscopica histolégica

3.1.1 Descricdo morfolégica qualitativa

O reparo 6sseo do grupo WT foi observado a partir do primeiro periodo (7
dias), onde notou-se formacéo éssea e ostedide nas paredes do alvéolo e o centro
do defeito com predominancia de tecido de granulacéo e osteoblastos associados a
matriz mineralizada irregular, demonstrando atividade osteogénica. No periodo de
14 dias houve formacdo de trabéculas Osseas primarias, ricas em osteécitos e
osteoblastos em atividade na superficie 6ssea. Avan¢cando para o ultimo periodo (30
dias), observou-se trabéculas 6sseas maduras com células de revestimento 0sseo
bem definidas em seu entorno e espacos medulares delineados. A associagdo com
bifosfonatos (grupo WT-ZL), aos 7 dias, evidenciou regides com matriz 0ssea
definida e preenchida com lacunas de ostedcitos coexistindo com areas de matriz
Ossea irregular e osteoblastos circunjacentes cuja morfologia poderia se apresentar
colunar ou irregular. Aos 14 dias do grupo WT-ZL, as trabéculas apresentavam-se
delineadas, porém com lacunas acelulares. Os osteoclastos presentes
demonstravam aspecto arredondado, desacoplados da superficie 6ssea, irregulares
e sem formacdo da borda corrugada. Um moderado infiltrado inflamatério
predominantemente mononuclear (MN) foi observado. No periodo de 30 dias as
trabéculas 6sseas eram mais evidentes, porém marcadas por regifes centrais com
lacunas osteociticas ndo delineadas e vazias, cujo tamanho variava, bem como
linhas de reversdo irregulares. O infiltrado inflamatério persistiu neste periodo,

porém com polimorfonucleares (PMN) neutrofilos.

Aos 7 dias o grupo KO apresentou trabéculas mais definidas quando
comparado com o grupo WT, apesar de delgadas e entremeadas por células
osteoblasticas em meio ao tecido conjuntivo frouxo. Eventualmente, a matriz 0ssea
mostrava-se nitidamente desorganizada. Aos 14 dias, as trabéculas Osseas
mostravam-se regulares, tornando-se maduras aos 30 dias. Por toda a extensdo do
alvéolo foi possivel notar infiltrado inflamatério MN e PMN difuso, persistente aos 30
dias. Aos 7 dias, o grupo KO-ZL apresentava atividade osteogénica com deposicao
de matriz irregular em meio a focos de coagulo. De permeio notou-se infiltrado

inflamatorio difuso MN e PMN. No periodo de 14 dias j& se observam trabéculas
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regulares localizadas nas paredes dos alvéolos, ora com ostedcitos evidentes, ora
com lacunas pequenas e vazias, em meio a tecido de granulacdo com focos de
infiltrado predominantemente MN. A matriz apresenta numerosas linhas de reversao
irregulares, bem como discretas areas semelhantes a “algodao”. Aos 30 dias,
observou-se trabéculas 0sseas em sua maioria ainda primarias e irregulares, ricas
em ostedcitos aprisionados em grandes lacunas. Observam-se osteoclastos ora
aderidos a superficie 6ssea, ora arredondados e ndo aderidos a matriz. Focos de
leucécitos MN e eventuais PMNs também estavam presentes. Detalhes da anélise

histopatolégica podem ser observadas na Figura 3.
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Figura 3 — Imagens representativas histologicas

14 dias 30 dias

Aos 7 dias observa-se atividade osteogénica (*) nos grupos WT, WT-ZL e KO-ZL. J& no KO, as
trabéculas mostram-se regulares (Th). Aos 14 dias tem-se trabéculas regulares (Tb) nos grupos WT,
WT-ZL e KO, enquanto que o grupo KO-ZL ainda se apresenta em atividade osteogénica. Aos 30
dias, os grupos WT, WT-ZL e KO apresentavam um 0sso trabeculado maduro (Tm), porém, no grupo
KO-ZL estava presente trabéculas ainda primarias (Tp). Além disso, para o grupo WT-ZL chama-se
atencdo para as lacunas vazias (Lz). Coloragdo das laminas por hematoxilina e eosina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

3.1.2 Descricdo morfolégica quantitativa

Para os animais do grupo WT, ao avaliar a quantidade de fibroblastos no
periodo de 7 dias, foi notado que o grupo KO apresentou um aumento
estatisticamente significante da quantidade dessas células no mesmo periodo. Além
disso, houve diferenca estatisticamente significante entre WT e WT-ZL no periodo

de 30 dias com relagdo ao nivel elevado de osteoclastos aderidos nos animais WT-
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ZL e também se observou diferenca estatisticamente significante com relacdo aos
niveis de células inflamatérias entre WT e WT-ZL no periodo de 14 dias, com
maiores niveis no grupo WT, e entre os animais WT 30 dias e KO 30 dias, com
niveis elevados para o grupo KO. Por fim, foram conservados os niveis de vasos
sanguineos, fibras, matriz &ssea, osteécitos, lacunas vazias, osteoblastos,

osteoclastos ndo aderidos, coagulo e outros do grupo WT.

O grupo de animais WT-ZL foi o que apresentou maiores diferencas
estatisticamente significantes, podendo ser citado um baixo nivel de fibroblastos
guando comparado WT-ZL 7 dias e KO-ZL 7 dias (Figura 5); niveis elevados de
matriz 6ssea quando comparado todos os periodos do WT-ZL e KO-ZL; alto nivel de
osteoblasto quando confrontado o grupo WT-ZL e KO-ZL aos 7 dias; niveis
aumentados de osteoclastos aderidos aos 30 dias na comparagcdo entre WT-ZL e
WT; niveis baixos de células inflamatérias na comparacdo de WT-ZL e WT; e WT-ZL
vs KO-ZL, ambos aos 14 dias e por ultimo, baixos niveis da categoria “outros”
quando na comparacao entre WT-ZL vs KO-ZL em ambos os periodos de 14 e 30
dias. Nas demais categorias (vaso sanguineos, fibras, ostedcitos, lacunas vazias,
osteoclasto desaderido e coagulo) os niveis foram conservados quando

confrontados com os outros grupos de animais.

Os resultados apresentados pelo grupo KO revelam que houve diferenca
estatisticamente significante com baixos niveis de fibroblastos quando comparados
aos animais KO-ZL no periodo de 7 dias; niveis elevados de fibras quando
confrontados com KO-ZL no periodo de 7 dias; elevada porcentagem de matriz
0ssea a partir da comparacdo com o grupo KO-ZL aos 14 dias; e elevados niveis de
células inflamatorias na comparacdo com o grupo WT no periodo de 30 dias. Para

0S outros parametros, foram conservados o0s niveis durante os trés periodos.

Por fim, temos que os resultados do grupo KO-ZL revelaram diferencas
estatisticamente significantes com elevados niveis de fibroblastos aos 7 dias quando
comparado aos grupos KO e WT-ZL; baixa quantidade de fibras aos 7 dias e maior
namero de fibras aos 30 dias quando confrontado com o grupo KO; baixos niveis de
matriz 6ssea aos 7, 14 e 30 dias na comparagcdo com os grupos WT-ZL, KO e WT-
ZL, respectivamente e altos niveis aos 14 dias comparado ao grupo WT-ZL; baixos
niveis de osteoblastos aos 7 dias quando comparado ao outro grupo de animais

medicados (WT-ZL); altos niveis de células inflamatorias aos 14 e 30 dias na
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comparacao com os mesmos periodos do grupo WT-ZL. Os demais parametros nao
citados com diferenca estatisticamente significante, mantiveram os niveis entre os
outros grupos. Os gréficos representativos dos resultados estatisticos referentes aos
parametros analisados podem ser observados nas Figuras de 4 a 15.

Figura 4 — Mensuracao &rea de vasos sanguineos
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Porcentagem da densidade de area de vasos entre 0s grupos e seus periodos.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022

Figura 5 — Mensuracgao da area de fibroblastos
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Porcentagem da densidade de fibroblastos entre os grupos e seus periodos. O (*) revela as
diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022
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Figura 6 — Mensuracao da area de fibras coladgenas
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Porcentagem da densidade de area de fibras entre os grupos e seus periodos. O (*) revela as
diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022

Figura 7 — Mensuragao da &rea da matriz 6ssea
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Porcentagem da densidade de area de matriz 6ssea entre os grupos e seus periodos. O (*) revela as
diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022
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Figura 8 — Mensuracgao da area de ostedcitos
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Porcentagem da densidade de &rea de ostedcitos entre 0s grupos e seus periodos. O (*) revela as
diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022

Figura 9 — Mensuragao da area de lacunas vazias

2.0+
1.54
1.0

“| (L

A QP 2 tP QP '\“-’ h"’ Qb \:\b P

“S\‘\Y{‘ R *“\é‘é‘ 4‘°+°4~°V

% densidade de area
lacunas vazias

Porcentagem de densidade de area de lacunas vazias entre 0s grupos e seus periodos. O (*) revela
as diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022
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Figura 10 — Mensuracao da area de osteoblastos
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Porcentagem de densidade de area de osteoblastos entre os grupos e seus periodos. O (*) revela as
diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022

Figura 11 — Mensuracgdo da &rea de osteoclastos aderidos
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Porcentagem de densidade de area de osteoclastos entre os grupos e seus periodos. O (*) revela as
diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022
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Figura 12 — Mensuracao da area de osteoclastos desaderidos
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Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022).

Figura 13 — Mensuracgao da area de células inflamatorias
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Porcentagem de densidade de area de células inflamatérias entre os grupos e seus periodos. O (*)
revela as diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022).
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Figura 14 — Mensuracao da area de coagulo sanguineo
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Porcentagem de densidade de area de codgulo sanguineo entre os grupos e seus periodos. O (*)
revela as diferengas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022).

Figura 15 — Mensuracgdo da area de outros elementos
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Porcentagem de densidade de area de outros elementos entre os grupos e seus periodos. O (*)
revela as diferencas estatisticamente significantes.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022).
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3.2 Imuno-histoquimica

3.2.1 Andlise semiquantitativa

Apoés a imunomarcacao, identificacao e analise semiquantitativa das proteinas
COX-2, OPG, RANK-L e TRAP, os escores obtidos foram submetidos ao teste de
Kruskall Wallis seguido do pos-teste de Dunn considerando o nivel de significancia
de 5%. Um gréfico representativo obtido das médias dos scores foi produzido para
ilustrar as diferengas significativas dos scores.

COX-2 - Observou-se marcacao positiva para a enzima COX-2 nas células do tecido
0sseo, como ostedcitos e osteoblastos, bem como nas células inflamatérias. O
grupo WT apresentou aumento significativo das células imunomarcadas para COX-2
no periodo de 14 dias quando comparado com todos 0s outros grupos e periodos.
Na comparacdo entre os demais periodos e grupos, ndo se detectou diferenca
estatisticamente significante (Figuras 16 e 17).
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Figura 16 - Imagens imuno-histoquimicas representativas para COX-2

7 dias 14 dias .30 dlas

Ostedcitos e osteoblastos marcados posmvamente para COX 2, bem como nos Ieucocnos (aumento
original 100x)
Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Figura 17- Média dos scores para COX-2
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Letras individuais diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05) na comparacdo de grupos ou
periodos. Associacao de letras indica semelhanca estatistica caso coincida a totalidade das letras de,
pelo menos, uma das partes comparadas.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022).

OPG - Imunomarcacdo OPG+ foi constatada em todos os periodos de todos os
grupos e identificada em osteoblastos, células do tecido conjuntivo e ostedcitos,
como pode ser observado no esquema representativo da Figura 18.As
imunomarcacdes de OPG no periodo de 7 dias ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os grupos WT, WT-ZL e KO-ZL, apresentando apenas diferenca
estatistica significante para o grupo KO. No periodo de 14 dias, o grupo KO
apresentou diferenca estatistica quando comparado aos grupos WT e KO-ZL, néo
apresentando diferenca estatistica com WT-ZL. No tempo de 30 dias, houve
diferenca estatistica apenas entre os grupos KO e KO-ZL (figura 18). Na
comparacao intragrupo, é possivel observar uma diferenga estatistica entre periodos
de um mesmo grupo, sendo que todos o0s grupos apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) na marcacdo de OPG quando comparado o periodo de 7 dias

com o de 30 dias (Figuras 18 e 19).
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Figura 18 - Imagens imuno-histoquimicas representativas para OPG

14 dias 30 dias

Ostedcitos, osteoblastos e células do tecido conjuntivo apresentaram marcagdo positiva para a
proteina OPG (aumento original 100x).
Fonte: Elaborado pelo autor (2022)



Figura 19- Média dos scores para OPG
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Letras individuais diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) na comparacdo de grupos ou
periodos. Associacao de letras indica semelhanca estatistica caso coincida a totalidade das letras de,
pelo menos, uma das partes comparadas.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022).

RANKL - Células RANKL+ também foram identificadas em todos os periodos dos
quatro grupos. A imunomarcacdo positiva no periodo de 7 dias se deu
principalmente em tecido conjuntivo e osteoblastos proximos ao ostedide, néo
obstante, nos periodos de 14 e 30 dias, a imunomarcacao predominava em
osteoblastos proximos a superficie 6ssea e ostedcitos. A marcacdo de RANKL dos
grupos KO e KO-ZL se manteve sem variagao significativa em todos os periodos de
eutanasia, tanto na comparacdo intergrupo quanto intragrupo. Aos 7 dias houve
diferenca estatistica apenas entre o grupo WT e KO-ZL. No periodo de 14 dias
somente WT-ZL e KO-ZL apresentaram diferenca estatistica significante. Os grupos
WT, KO e KO-ZL, quando comparados, ndo apresentaram diferenca estatistica nos
periodos de 14 e 30 dias. Aos 30 dias, WT-ZL apresentou-se com marcacao
significativamente maior quando comparado com WT e KO-ZL (p<0,05) (Figuras 20
e 21).
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Figura 20 - Imagens imuno-histoquimicas representativas para RANKL
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A marcacdo de RANKL de todos os grupos se manteve entre fraca e moderada, evidenciando
principalmente osteoblastos e ostedcitos (aumento original 100x)
Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Figura 21- Média dos scores para RANKL
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Letras individuais diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) na comparacdo de grupos ou
periodos. Associacao de letras indica semelhanca estatistica caso coincida a totalidade das letras de,
pelo menos, uma das partes comparadas.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022).

TRAP — N&o detectou-se imunomarcdo TRAP+ no periodo de 7 dias, nos grupos
WT-ZL e KO-ZL. Consequentemente, quando comparados aos respectivos grupos
controle (WT e KO) apresentaram diferenca estatistica, apesar da fraca marcacéao
para TRAP neste periodo. Aos 14 e 30 dias ndo houve diferenca estatistica
intragrupos, porém, no periodo de 14 dias, WT e WT-ZL apresentaram score
semelhante e diferenca estatistica (p>0,05) quando comparados com KO e KO-ZL
(Figuras 22 e 23).
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Figura 22 - Imagens imuno-histoquimicas representativas para TRAP

14 dias 30 dias

A marcacdo de TRAP de todos os grupos se manteve principalmente fraca em 7 dias, com
significativo aumento de sua expressdo em 14 dias (aumento original 100x).
Fonte: Elaborado pelo autor (2022)



42

Figura 23 - Média dos scores para TRAP

1 TRAP
=== WT
3 - KO
. == WT-ZL
[<}]
§ " ce ce - KO-ZL
(/]
= e
P b
= 1 b bb be
abe
a
0 a
7D 14D 30D

Letras individuais diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) na comparacdo de grupos ou
periodos. Associacdo de letras indica semelhanga estatistica caso coincida a totalidade das letras de,
pelo menos, uma das partes comparadas.

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022).

4 DISCUSSAO

Sabe-se que a terapéutica com nBF é comumente realizada por pacientes
portadores de doencas de carater osteolitico a fim de se minimizar a reabsor¢éo do
tecido 0sseo [18] de modo que a inibicdo das funcdes osteoclasticas pelos nBF
consiste em alteracbes morfoldgicas que envolvem tanto mudancas no citoesqueleto
guanto na borda pregueada, membrana tipica de osteoclastos em atividade [19],

tornando-o, assim, inativo para reabsorcao 0ssea.

No presente estudo, foram utilizados camundongos da linhagem 129Sv como
modelos experimentais visto sua proximidade fisiolégica com o organismo humano
[20], para facilitar e trazer para mais proximo 0s eventos gerais, sendo, como
enfoque do trabalho, o metabolismo 6sseo. Apesar disso. a maioria dos trabalhos
que investiga o papel da 5-LO no reparo 6sseo utiliza osso endocondral como
modelo [15] diferindo do modelo utilizado neste trabalho, que analisa a reparacéo de

0SSO0 intramembranoso.

A dose de 500 pg/Kg parece ter sido insuficiente para alterar de maneira
importante o processo de reparo alveolar, ndo tendo sido detectadas diferencas

significativas nos parametros: vasos sanguineos, lacunas vazias, osteocitos,
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osteoclastos ndo aderidos e coagulos, o que nos faz questionar a instalacdo da OM

neste modelo.

Apesar disso, parametros importantes como o infiltrado inflamatério e matriz
O0ssea neoformada, revelaram que os animais com inibicdo da enzima 5-LO (KO)
sofreram uma influéncia mais significativa do nBF, refletindo um atraso no reparo
0sseo na comparacao dos trés periodos. Se somente os valores numeéricos fossem
considerados, poderiamos concluir que ndo houve instalacdo da OM. No entanto, o
aspecto histopatolégico revelou morfologias importantes que devem ser

consideradas.

Na analise do grupo WT, notou-se claramente que o curso bioldgico do reparo
ocorreu dentro dos padrbes de normalidade [24]. Na presenca de nBF (WT-ZL),
apesar de a matriz 0ssea ja ser visualizada aos 7 dias, a mesma se encontrava
irregular com contornos difusos, com infiltrado inflamatério evidente, o qual persistiu

até os 30 dias.

O grupo KO, mostrou reparo alveolar acelerado no primeiro periodo,
confirmando informac@es ja descritas previamente [14]. Quando da associacao com
nBF (KO-ZL), ficou evidente um atraso no processo de reparo alveolar, com
atividade osteogénica perdurando até os 14 dias. Assim sendo, o grupo que
aparentemente foi mais afetado pela dose do medicamento, especialmente quando
comparado com o WT-ZL, foi o KO-ZL. Chamou a ateng&o neste grupo (KO-ZL)
suas caracteristicas histopatologicas. No periodo de 14 dias, as trabéculas 0sseas
primarias exibiam ostedcitos com ndcleos ora grandes e evidentes, ora picnéticos
em grandes lacunas. Eventualmente, a matriz éssea mostrava-se irregular,

semelhante a “algod&o”, até o periodo de 30 dias.

O infiltrado inflamatoério foi contabilizado considerando leucocitos PMNs e
MNs, sem distingdo. No entanto, ficou evidente a predominancia de MNs,
especialmente no grupo com nBF. Sabe-se que os PMNs neutrofilos exercem papel
relevante na imunidade inata, especialmente na cavidade bucal, pela sua
capacidade de reconhecimento, alto poder de fagocitose e morte de uma série de
microorganismos, especialmente bactérias [21]. Deste modo, a influéncia dos nBFs
sobre a fungcéo destes leucdcitos também é alvo de investigacdo. Favot et al. [22],

demonstraram por meio de estudo clinico de pacientes portadores de BRONJ, 0s
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efeitos inibitorios prolongados destes medicamentos na populacdo neutrofilica, em
individuos que ja haviam interrompido o tratamento com vBFs tanto administrados
por via oral ou endovenosa, por cerca de 1,5 anos. Somado a isto, constatou-se que
a inibicdo da 5-LO também leva a uma inibicdo da ativagdo de neutrofilos, porém,
em contexto de doenca inflamatdria aguda como a pancreatite [23]. Deste modo,
pode-se sugerir que os efeitos do ZL nos animais 5-LOKO podem potencializar a

instalacdo da OM interferindo na primeira linha de defesa do organismo.

A imunomarcacao da enzima COX-2, ndo mostrou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos e periodos, com excecao do grupo WT na comparacao
entre o periodo de 14 e 30 dias, com diminuicio de COX-2 aos 30 dias.
Considerando-se o papel da COX-2 na osteoblastogénese, tais resultados mostram-
se coerentes. No entanto, poderia se esperar que a auséncia da 5-LO resultasse em

um aumento na expressao de COX-2, o que nao foi possivel observar neste estudo.

O peptideo sinalizador RANKL é responsavel pela diferenciacdo e maturacéo
osteoclasticas e possui a proteina OPG como competidora antagonista para regular
negativamente este estimulo produtivo [24]. Quando é comparada a quantificacdo de
area de osteoclastos aderidos com a imunomarcacdo de RANKL, é observado que
0s grupos e periodos de maior expressdo de RANKL, apresentam também maior
namero de osteoclastos, seguindo a mesma tendéncia numérica em todos 0s
grupos, com diferenca estatistica entre os grupos WT e WT-ZL aos 30 dias,
evidenciando maior densidade de area de osteoclastos aderidos para o grupo WT-
ZL neste periodo. A expressdo de RANKL em pacientes em uso crbnico de nBF
parece ser suprimida em alguns estudos [25, 26], porém também ja foi demonstrado
em humanos que tanto a expressdao de RANKL/OPG quanto a expressdao de
indicadores pro-inflamatorios, como IL-1B3, podem n&o apresentar diferenca
significante entre pacientes que fazem ou ndo o uso crénico de bifosfonatos [27, 28].

Apesar das diferencas, as médias dos grupos apresentaram uma tendéncia
horizontal, porém numericamente decrescente, para a expressdo de RANKL na
comparacao intragrupo e crescente para OPG. Esta tendéncia é esperada quando
se observa o papel da expressao dessas proteinas nas fases do reparo alveolar
0sseo, de forma que o reparo se inicia com um processo inflamatoério que passa pela
reabsorcdo do coagulo presente, proliferacdo celular com deposicdo de fibras

colagenas, maturacao do tecido conjuntivo e sintese, maturacado e mineralizacéo de
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ostedide [29]. A expressdo de OPG foi maior aos 30 dias em todos 0s grupos, o que
demonstra proximidade com o reparo alveolar ésseo fisiologico, de forma que o
aumento de expressdo de OPG acompanha o aumento da area de matriz 6ssea. A
expressdo de RANKL, por outro lado, apresenta uma expressdo menor que OPG,
pois gradativamente a sua acao € inibida por ela, diminuindo a reabsorcdo 0ssea e

permitindo um débito positivo de formacéo dssea [30].

A TRAP é uma enzima presente na borda corrugada dos osteoclastos que,
por tanto, esta associada a atividade osteoclastica [27]. Foi observado expressédo de
TRAP significante aos 7 dias quando comparou-se os grupos WT com WT-ZL e KO
com KO-ZL, evidenciando que o0s grupos com tratamento por bifosfonato
apresentaram menor expressao de TRAP, como também pode ser encontrado na
literatura [28]. Contudo, no modelo do presente trabalho, ndo refletiu com diferenca
estatistica na densidade de area de osteoclastos aderidos na avaliacdo histologica,
o que reforca a importancia de diferentes métodos de analise para entender o papel
dessas proteinas em um modelo animal com poucos estudos acerca da dinamica
dos ossos endocondrais. Ao avaliar individualmente os periodos de cada grupo, a
expressdo de TRAP aumentou significativamente (p<0,05) em quase todos o0s
grupos quando comparados os periodos de 7 e 14 dias, com excecao do grupo KO,
que se manteve no mesmo nivel. Todos 0s grupos apresentaram um pico de valor
numeérico de expressdo de TRAP aos 14 dias, o que corresponde com achados
anteriores que apontam esse periodo com alta taxa de remodelacdo éssea e

expressao desta proteina [31].

Os resultados demonstram que a OM (clinica e subclinica), ndo se
desenvolve facilmente neste modelo animal, mesmo apresentando fendtipo

osteopetrotico, apesar de o nBF ter prejudicado significativamente seu reparo.

A dose aplicada de ZL (500 pug/Kg) ndo exerceu influéncia no reparo do grupo
WT-ZL quando comparado com o grupo WT. Visto a vasta literatura a respeito da
influéncia nociva dos nBF para o reparo 6sseo, pode ser inferido que consistiu em
uma dosagem baixa para este modelo animal. grupo KO se mostrou mais sensivel
aos efeitos deletérios do ZL ao reparo 0sseo. A auséncia da enzima 5-LO deste
modelo animal associada a farmacoterapia com ZL resultou em um atraso
significante no reparo 0sseo quando comparado WT-ZL em todos os periodos,

sendo que além de menor producdo de matriz 6ssea pelo grupo KO-ZL, foi
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observado maior niumero de células inflamatérias, principalmente nos periodos de 14
e 30 dias.

Estudos adicionais sobre o papel da 5-LO associada ao nBF de alta poténcia
na instalacdo das OMs devem ser incentivados, a fim de se contribuir para o

entendimento dos eicosandides em sua etiopatogenia.
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5 CONCLUSAO

Os animais 5-LOKO apresentaram quantidade semelhante de formacédo de
matriz 6ssea em alvéolos dentarios pds-exodontia comparados com os animais WT.
No entanto, a auséncia da enzima 5-lipoxigenase, nos camundongos 5-LOKO,
mostrou papel decisivo para o atraso no reparo 6sseo alveolar causado pelo

tratamento com ZL neste modelo animal.
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Certificamos que a proposta intitulada "Processo de reparo 6sseo intramembranoso e endocondral frente & administracdo de
bifosfonato endovenoso: avaliagdo comp iva em ¢ dongos 129/Sv-WT e 129/Sv 5-LOKO", protocolada sob o CEUA n?
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Origem: Biotério Central

Espécie: Camundongos Knockout sexo: Machos idade: 6 a8 semanas N 89
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Ai lagdo das roses dos ilares tem sido relacionada ao uso cronico de medic irreabsortivos
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ocorre somente devido a condi¢do do tecido 6sseo e sua capacidade reacional, mas principalmente pela sua condi¢do de defesa
imunolégica. O presente estudo tem como objetivo analisar o padrio de repuo bsseo de alvéolos dentérios de incisivos superiores
recém-extraidos de camundongos 129/Sv 5- LOKO 05 quais apr 6tico, comparando-0s com
tipo selvagem, 129/Sv WT, com e sem i ¢do de nBP end: bem como o reparo de defeitos realizados no osso fémur
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grupo receberdo uma injecdo do fluorocromo calceina por via Imramuscular no 140 dia pés-operatéﬁo e apbs o 240 dia receberdo o

fluorocromo alizarina, ambos na dose de 20mg/Kg, e eutanasiados no periodo de 30 dias para andlise da dnsrmca da remodelagao

6ssea por meio de mn:roscopia confocal. Apds a obtencdo dos dados numéricos das anali os serdo
idos a ico, consid o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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