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RESUMO

DOS SANTOS, M. C. G. Avaliacdo 0ssea, histologica e imuno-histoquimica em modelo
animal ovariectomizado e aterosclerotico. 2018. 67 f. Dissertacdo [Mestrado]. Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

A osteoporose é uma doenca osteometabolica que atinge milhares de pessoas; e as doencas
cardiovasculares sdo as principais causas de mortes no mundo. Estudos demonstram que
pacientes com baixa densidade mineral dssea apresentam maior risco de desenvolverem
doencas cardiovasculares. No entanto, os mecanismos patoldgicos, fisiologicos e moleculares
que correlacionam a osteoporose e a aterosclerose ainda sédo desconhecidos. O objetivo deste
estudo in vivo foi realizar avaliacdo histoldgica e imuno-histoquimica do osso fémur de
camundongos ovariectomizados e aterosclerdticos ap0s tratamento com trés drogas:
doxiciclina, atorvastatina e vitamina D. Foram utilizados 36 camundongos fémeas, como
controle (linhagem C57BL/6), divididos aleatoriamente em seis grupos: Grupo |: Agua;
Grupo I1: Etanol; Grupo Il1: Azeite; Grupo 1V: Doxiciclina; Grupo V: Atorvastatina e Grupo
VI: Vitamina D; e 36 camundongos fémeas knockout para Apolipoproteina E (ApoE-/-)
divididos aleatoriamente em seis grupos: Grupo VII: Agua OVX; Grupo VIII: Etanol OVX;
Grupo IX: Azeite OVX; Grupo X: Doxiciclina OVX; Grupo XI: Atorvastatina OVX e Grupo
XII: Vitamina D OVX. Apo6s inducdo dos quadros de osteoporose e aterosclerose foi realizado
o tratamento conforme cada grupo. Decorrido o tempo experimental, os animais foram
eutanasiados e o material coletado submetido ao processamento histotécnico para analise
histologica, em cortes corados com Tricrémio de Masson e avaliagdo da expressdo por imuno-
histoquimica de TRAP, IL-1B, TNF-a, RANKL ¢ MMP-9. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise estatistica por meio dos testes One-Way ANOVA, seguido pelo pos-
teste de Bonferroni (histologia e colesterol); Kruskal Wallis e Student-Newman-Keuls
(imuno-histoquimica). O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os resultados obtidos
evidenciaram diferenca significativa entre 0 nimero de células imunorreativas para MMP-9,
TRAP, IL-1B, TNF-a ¢ RANKL nos grupos VII e X; VIII e XI; demonstrando a agdo da
Doxiciclina e Atorvastatina sob tais moléculas. Os resultados histologicos evidenciaram a
eficacia da vitamina D no tratamento da osteoporose, uma vez que promoveu aumento da area
0ssea.

Palavras-chave: Osteoporose. Aterosclerose. MMP-9.






ABSTRACT

DOS SANTOS, M. C. G. Bone, histological and immunohistochemical evaluation in an
ovariectomized and atherosclerotic animal model. 2018. 67 f. Dissertacdo [Mestrado].
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

Osteoporosis is an osteometabolic disease that affects thousands of people; and cardiovascular
diseases are the leading causes of death in the world. Studies have shown that patients with
low bone density are at a higher risk of developing cardiovascular disease. However, the
pathological, physiological and molecular mechanisms that are correlated to osteoporosis and
atherosclerosis are still unknown. The present work in vivo was to perform a histological and
immunohistochemical evaluation of the femoral bone of ovariectomized and atherosclerotic
mice after treatment with three drugs: doxycycline, atorvastatin and vitamin D. Thirty-six
female mice were used as controls (C57BL/6 strain) randomly divided into six groups: Group
I: Water; Group IlI: Ethanol; Group Ill: Olive oil; Group IV: Doxycycline; Group V:
Atorvastatin and Group VI: Vitamin D; and the 36 knockout mice for Apolipoprotein E
(ApoE-/-) randomly divided into six groups: Group VII: Water OVX; Group VIII: Ethanol
OVX; Group IX: OVX olive oil; Group X: Doxycycline OVX; Group XI: Atorvastatin OVX
and Group XIlI: Vitamin D OVX. After induction of osteoporosis and atherosclerosis,
treatment was performed according to each group. After the experimental time, the animals
were euthanized and the collected material submitted to histotechnical processing for
histological analysis in stained sections with Masson's Trichrome and evaluation of the
expression by immunohistochemistry of TRAP, IL-1p, TNF-a, RANKL and MMP-9. The
results were submitted to statistical analysis using One-Way ANOVA, followed by
Bonferroni post-test (histology and cholesterol); Kruskal Wallis and Student-Newman-Keuls
(immunohistochemistry). The level of significance was 5%. The results obtained showed a
significant difference between the number of immunoreactive cells for MMP-9, TRAP, IL-1p,
TNF-o and RANKL in groups VII and X; VIII and XI; demonstrating the action of
Doxycycline and Atorvastatin on such molecules. The histological results evidenced the
efficacy of vitamin D in the treatment of osteoporosis, since it promoted increased bone area.

Keywords: Osteoporosis. Atherosclerosis. MMP-9.
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1. Introducdo
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1.1 Tecido Osseo

O osso &€ um tipo especifico de tecido conjuntivo, constituido por uma matriz
extracelular mineralizada e por células. Possui fun¢Bes de extrema importancia, tais como:
mobilidade, sustentacéo e protecdo de Orgaos vitais, devido seu conteudo mineral também tem
funcdo importante na regulacao dos niveis de calcio no sangue (1).

Cerca de 90% da matriz 6ssea é composta por colageno, sendo o colageno tipo | o que
se apresenta em maior quantidade. Os outros 10% sdo compostos por proteinas ndo
colagenosas que formam a chamada substancia fundamental do 0sso e s@o essenciais para o
reparo, remodelamento, crescimento e desenvolvimento 0sseo. Algumas das principais
proteinas ndo colagenosas sdo os fatores de crescimento e as citocinas, como o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), o fator transformador do crescimento B (TGF-B), as proteinas
morfogenéticas dsseas (BMP) e as interleucinas (IL) 1 e 6 (1).

As principais células deste tecido sdo os osteocitos, que se localizam em cavidades no
interior da matriz 6ssea, 0s osteoblastos, que sdo as células responsaveis pela formagéo 6ssea;
os osteoclastos, que sdo células gigantes, multinucleadas (2) e as células de revestimento
0sseo, que derivam de osteoblastos e revestem 0 0ss0 que ndo estd em processo de
remodelacdo (1).

Os osteoclastos derivam das células hematopoiéticas mieldides e sdo responsaveis pela
reabsorcdo Ossea. Apresentam forte reacdo histoquimica a fosfatase acida, sendo a mais
comumente utilizada a Fosfatase Acida Tartarato Resistente (TRAP), reacdo utilizada como
marcador de atividade e diferenciacdo osteoclastica. O processo para formacdo dos
osteoclastos é denominado osteoclastogénese.

Um dos principais fatores de estimulacdo para a osteoclastogénese é o ligante do
receptor ativador do NFxf (RANKL). Quando a proteina RANKL se liga ao seu receptor
transmembrana, 0 RANK, presente em pré-osteoclastos promove a ativacdo de vias
importantes para a diferenciacdo dos osteoclastos. Em contrapartida, este processo pode ser
limitado pela osteoprotegerina (OPG). A OPG atua como antagonista do RANKL, pois
blogueia a interagdo RANK/RANKL, inibindo o estdgio final da diferenciacdo osteocléstica
(3).

Citocinas como TNF-a e IL-1p estimulam a diferenciagdo de osteoclastos, com o
aumento da producéo de RANKL (4,5).



As células dsseas sdo responsaveis por coordenarem o processo chamado de
remodelagdo Ossea, que garante a constante renovacgao do 0sso, dependente do equilibrio entre
formacdo e reabsorcdo Ossea. Alguns fatores sdo capazes de afetar o processo de
remodelamento 6sseo como, por exemplo, hormoénios, medicamentos, envelhecimento.

O envelhecimento é responsavel por um desequilibrio entre a formacédo e reabsorcao
6ssea (com predominio de reabsorcdo) e estd associado a um aumento de incidéncia de

doencas osteometabolicas, como a osteoporose.

1.2 Metaloproteinases de Matriz

As metaloproteinases de matriz (MMPSs) sdo enzimas proteoliticas que possuem papel
fundamental na degradacdo da matriz extracelular (6). Sdo classificadas conforme afinidade
pelo substrato em: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, de membrana e
outras.

O descontrole da atividade de MMPs possui importancia em varias doencas, tais
como: osteoporose, doencas cardiovasculares, artrite reumatdide, osteoarterite, entre outras
(7,8).

A MMP-9, classificada como uma gelatinase (6,7) esté relacionada com a reabsorcéo
Ossea através da degradacdo da matriz extracelular e recrutamento dos osteoclastos e € um

importante biomarcador para 0 aumento da reabsorcdo 0ssea (9).

1.3 Osteoporose

A osteoporose € definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma
patologia sisttmica e é caracterizada pela diminuicdo da massa éssea, deterioracdo da
microarquitetura e diminuicdo do tecido 0sseo, 0 que compromete a resisténcia do 0sso e
consequentemente aumenta a ocorréncia de fraturas. Estima-se que a cada trés segundos
ocorra uma fratura 0ssea decorrente de osteoporose, totalizando cerca de 8,9 milhdes por ano
em todo o mundo (10). No Brasil, 10 milhdes de pessoas sado portadoras desta doenca (11).

O grupo mais afetado pela osteoporose sdo as mulheres no periodo pds-menopausa,
tendo em vista que 0 mesmo periodo € caracterizado por uma deficiéncia estrogénica. A

deficiéncia de estrégeno, hormonio sexual, potencializa a perda 0ssea através do aumento da
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formacéo e atividade de osteoclastos, em consequéncia do aumento da sintese de citocinas
como IL-1, TNF-a e da proteina RANKL (12).

1.4 Inducéo de perda de massa 6ssea em animais experimentais

A ovariectomia (OVX) realizada em animais caracteriza um modelo que mimetiza a
pos-menopausa. Tal procedimento provoca redugdo na sintese de estrogeno (13), altera o
perfil lipidico, aumenta a osteopenia, obesidade e doencas cardiovasculares (14). Também
induz a osteoporose, uma vez que ha o aumento da osteoclastogénese, diminuindo a densidade

mineral 6ssea e aumentando os niveis de MMP-9 nos 0ssos (15).

1.5 Aterosclerose

As doencas cardiovasculares sdo um grupo de alteracbes que atingem o sistema
circulatério e correspondem a principal causa de morte do mundo, resultando em 17,5 milhdes
de mortes por ano (cerca de 31% do numero total de mortes) (16).

Dentre as alteracdes cardiovasculares destaca-se a aterosclerose, uma doenca cronica
inflamatdria caracterizada pelo acumulo de lipoproteinas de baixa densidade na parede das
artérias (17). Baixos niveis de lipoproteinas de alta densidade e o estilo de vida como
sedentarismo, dieta hipercaldrica, uso de tabaco e alcool também estdo associados a esta
doenca (18).

Essas lipoproteinas sdo formadas por um componente lipidico e por outro proteico,
denominado apolipoproteina. A Apoliproteina E (ApoE) especificamente, é associada a
lipoproteinas de muito baixa densidade e atua na distribuicdo e no metabolismo do colesterol.
Ja foi descrito na literatura que camundongos knockout para Apolipoproteina E (ApoE -/-) e
para 0 gene OPG (OPG -/-) apresentam um grande aumento em lesdes ateroscleréticas e
severa osteoporose em consequéncia a deficiéncia de OPG (19). Tendo em vista a importante
participacdo da OPG em uma das principais vias de diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos.

J& foi demonstrada a participacdo da MMP-9 no processo aterosclerético, bem como

na instabilidade das placas de ateroma (20).



1.6 Inducgéo do quadro de aterosclerose

Os animais knockout para ApoE -/- submetidos a dieta hipercolesterolémica
apresentaram um quadro de aterosclerose. Para isso 0s animais receberam uma dieta onde foi

acrescido 1% de colesterol & ragdo convencional (21).

1.7 Osteoporose X Aterosclerose

Estudos clinicos e epidemioldgicos ja demonstraram que pacientes com baixa
densidade mineral 6ssea (DMO) apresentam maior risco de desenvolverem doengas
cardiovasculares como, por exemplo, aterosclerose coronariana e calcificacdo vascular (22-
29).

Em estudo com mulheres na p6s-menopausa foi observado aumento nos niveis de
LDL e reducdo nos niveis de HDL associados a uma baixa densidade mineral 6ssea (30).
Outros estudos mostraram que mulheres na menopausa com o0steoporose apresentaram
maiores riscos de desenvolverem doencas cardiovasculares (22,31-33).

Apesar de crescentes relatos na literatura sobre a correlagdo entre baixa DMO e riscos
cardiovasculares, 0s mecanismos patoldgicos, fisioldgicos e moleculares que correlacionam
essas duas patologias sdo ainda desconhecidos.

A MMP-9 estad caracterizada na literatura como super-expressa em modelo de
aterosclerose e 0 aumento da sua atividade tambem estd correlacionado a reabsorcdo Gssea
(9,34-37).

Com base nesses achados da literatura a hipdtese deste estudo é que esta
metaloproteinase seja uma molécula primordial na interface dessas duas patologias e a sua
caracterizacdo bioquimica e molecular podera futuramente ser utilizada como alvo de terapia

para prevencao das doengas ou tratamentos com farmacos de nova geracéo.
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2. Proposicdo
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2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou fazer uma avaliacdo histoldgica e imuno-histoquimica

do osso fémur de camundongos ovariectomizados e ateroscleroticos.

2.1.1 Objetivos Especificos

v Avaliar histologicamente 0 osso fémur direito em microscopia de luz, em cortes
corados por Tricrémio de Masson;

v" Avaliar a expressao de TRAP, IL-1B, TNF-a, RANKL ¢ MMP-9 através da técnica
imuno-histoquimica;

v' Avaliar o efeito das drogas que atuam na inibicdo da atividade da MMP-9
(Doxiciclina), no tratamento da aterosclerose (Atorvastatina) e da osteoporose
(Vitamina D).
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3. Material e Métodos
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3.1 Animais

O projeto da presente pesquisa foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP) da
Universidade de Sao Paulo (USP), protocolo nimero 2014.1.1090.58.0.

Foram adquiridos 36 camundongos C57BL/6, fémeas, com 4 semanas de idade e peso
de 20g a 25g, provenientes do Biotério Central da USP; e 36 camundongos knockout para
Apolipoptroteina E, fémeas, com 4 semanas de idade e peso de 20g a 25g, provenientes do
Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP) da USP. Os
animais foram mantidos no biotério da FORP e anteriormente a realizacdo dos experimentos
foram ambientados por sete dias. Durante todo o periodo foram mantidos em gaiolas coletivas
(méximo de 5 animais por gaiola) forradas com maravalha, em temperatura entre 22°e 25°C e

em um ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas.

3.2 Procedimentos Operatdérios

Anteriormente a realizacdo dos procedimentos, 0s animais foram anestesiados com

cloridrato de ketamina e xilazina em concentracdes de 100mg/kg e 10mg/kg, respectivamente.

3.3 Procedimento de Ovariectomia — Inducédo cirdargica da osteoporose

Com 5 semanas de idade as fémeas knockout para ApoE foram submetidas ao
procedimento de ovariectomia. Inicialmente foi realizada tricotomia entre o rebordo costal
inferior e inicio da pelve, a antissepsia da regido foi realizada com solucdo de polivinil-
pirrolidona-iodo. Ap6s 0 acesso cirurgico — incisdo e divulsdo foi identificado o ovario e
efetuada a evisceracdo do corno ovariano (Figura 1). Por fim foi realizada ligadura para que
ndo ocorresse sangramento (Figura 2). O procedimento foi repetido do lado oposto (38). Os
animais receberam aplicacGes de pentabidtico por 48h apdés a cirurgia.



Figura 1 - Identificacdo do ovario e evisceracdo do corno ovariano.

Figura 2 - Realizagdo da sutura muscular.

3.4 Dieta hipercolesterolémica — Inducéo do quadro de aterosclerose

Os animais knockout também foram submetidos a inducdo do quadro de aterosclerose.
Tais animais receberam uma dieta hipercolesterolémica — onde foi acrescido 1% de colesterol
a racdo convencional.

3.5 Grupos experimentais

Os 36 camundongos fémeas C57BL/6 foram divididos em 6 grupos, assim como 0S

camundongos fémeas knockout ApoE-/-. Trés grupos de cada linhagem de camundongos
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receberam o tratamento com as drogas: doxiciclina, atorvastatina e Vitamina D; e 0s outros

trés grupos receberam os respectivos veiculos (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais e grupos controles

C57BL/6 ApoE (-/-)
Agua Agua
n=6 n=6

Etanol Etanol
n=6 n=6
Azeite Azeite
n==6 n=6
Doxiciclina Doxiciclina
n=6 n==6
Atorvastatina Atorvastatina
n=6 n==6
Vitamina D Vitamina D
n=6 n==6

3.6 Tratamento

Ap0s o periodo de inducdo dos quadros de osteoporose e aterosclerose (12 semanas
apos ovariectomia) os animais foram submetidos ao tratamento com as drogas: doxiciclina,
atorvastatina e vitamina D. As drogas foram utilizadas, durante 28 dias, nas seguintes
concentragdes: doxiciclina - 30 mg/Kg (39), atorvastatina - 10 mg/Kg (40) e vitamina D - 0,1
microgramas/kg (41). As drogas foram diluidas em seus veiculos e administradas por
gavagem. A doxicilina € soluvel em &gua, portanto o veiculo utilizado foi a agua, a
atorvastatina é pouco sollvel em agua, por isso foi acrescido 5% de etanol como veiculo,
enquanto a vitamina D ¢é lipossoluvel, sendo assim, o veiculo utilizado para sua dilui¢do foi o

azeite comercial.

3.7 Eutanésia

Passados os periodos experimentais estabelecidos, os animais foram submetidos a
eutanasia. Para isso foi realizada anestesia com associacdo de ketamina e xilazina em
concentragdes de 100mg/kg e 10mg/kg, respectivamente, seguida de decapitacdo. O fémur
direito foi removido, identificado e imerso em solucdo fixadora de paraformaldeido, com

volume de 20 vezes o tamanho da amostra, por 24 horas.



3.8 Preparo da amostra para andlise histoldgica e imuno-histoquimica

O preparo das amostras para microscopia de luz foi realizado no Departamento de
Morfologia, Fisiologia e Patologia Basica (DMFPB) da FORP.

Apos a fixacdo, as amostras foram lavadas em &gua corrente e imersas em solugéo de
etileno-diamino-tetracetato-dissodico (EDTA) a 10% - solucdo descalcificante. Durante o
periodo de descalcificagdo as amostras foram mantidas em frascos individuais com tal solucao
em volume vinte vezes superior ao seu, a temperatura ambiente e sob agitacdo. Com o
objetivo de neutralizar a acdo do EDTA, ap6s a descalcificacdo, as amostras foram imersas
em sulfato de sédio a 5%, durante 24 horas. O preparo seguiu com desidratacdo das amostras
— feita com banhos em alcoois em uma série de concentragdes crescentes: 70%, 90%, 95% e
100% - permanecendo as amostras 2 horas em cada solucdo. Finalizada a desidratacéo, as
amostras foram diafanizadas em xilol — por meio de trés banhos com duracéo de 2 horas cada
e incluidas em parafina antero-posteriormente. Os blocos contendo os o0ssos fémures foram
cortados horizontalmente em micrétomo (Leica RM2255®) - cortes seriados de 5

micrometros (um) e, posteriormente, corados com Tricromio de Masson.

3.9 Coloracao dos cortes para analise histologica

A coloracdo para histologia foi feita por Tricromio de Masson. Para que 0s cortes
pudessem ser corados foram desparafinizados através de solugdes de xilol — trés banhos com
duragdo de 10 minutos cada. Em seguida foi realizada a hidratag&o desses cortes — feita com
alcoois em concentraces decrescentes: 100%, 100%, 100%, 90% e 70% - cada imerséo
durou 3 minutos e lavagem em agua corrente por 3 minutos. Na sequéncia as laminas foram
imersas em solucdo de hematoxilina de Groat por 10 minutos e lavadas em agua corrente e
agua acética a 1% (agua destilada + acido acético glacial). A seguir, as laminas foram imersas
em solucdo rouge de Mallory por 5 minutos e lavadas com solugdo de &gua acética a 1%
durante 3 minutos, por duas vezes. As laminas entdo foram imersas em solucdo de acido
fosfomolibidico a 10% e lavadas em solucdo de agua acética. Em continuacdo, as laminas
foram colocadas em solucdo de azul de anilina por 10 minutos e lavadas em solucéo de agua
acética a 1% (trés vezes durante trés minutos cada). O procedimento foi finalizado com

imersdes em alcool absoluto — trés banhos de trés minutos cada. E trés banhos de xilol de 5
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minutos cada. Posteriormente foi realizada a montagem das laminas — estabilizacdo da

laminula com Entellan.

3.10 Analise por microscopia de luz

A analise quantitativa 6ssea foi realizada por meio de fotomicrografias das laminas
histolégicas das epifises distais e proximais dos fémures direitos dos grupos animais. As
imagens das laminas coradas por Tricromio de Masson foram capturadas com o auxilio de
uma camera digital acoplada ao microscopio de luz Zeiss Axiolmager Z2 (Oberkochen,
Alemanha) auxiliado por uma Estacdo de trabalho DELL Precision T3500 (DELL, Sao Paulo,
Brasil). O software AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), ap6s calibracdo
técnica inicial, reconhece os tons de azul da coloragdo utilizada por meio da pré-selecdo com
o cursor do “mouse” o tom de azul a ser quantificado, conforme exemplificado nas figuras 3 e
4. A area Ossea foi circundada e seus valores gerados foram utilizados para os testes

estatisticos.

Figura 3 - Fotomicrografia da lamina da epifise distal corada com Tricromio de Masson. A area




Figura 4 - Fotomicrografia da Iamina da epifise proximal corada com Tricormio de Masson. A éarea
circundada pela cor verde representa a area 6ssea quantificada (Zeiss, 5X).

3.11 Processamento para imuno-histoquimica

Para a analise imuno-histoquimica os cortes histologicos foram desparafinizados em
xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 90° - 70° GL). A
recuperacdo antigénica foi realizada através da imersao das laminas histol6gicas em tampéo
citrato (Spring Bioscience, Pleasanton, CA, EUA), em camara pressurizada (Decloaking
chamber®, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos. No final de cada
etapa da reagdo imuno-histoquimica, as laminas histolégicas foram lavadas em PBS 0,1 M,
pH 7,4. Posteriormente, as laminas 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 quatro lotes, e cada lote foi incubado com um dos
seguintes anticorpos primarios: anti-MMP9 do rato gerado em cabra (SC-18319, Santa Cruz
Biotechnology®), anti-TRAP do rato gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz
Biotechnology®), anti-RANKL do rato gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz
Biotechnology®), anti-TNFo do rato gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz
Biotechnology®) e anti-IL-1B do rato gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz
Biotechnology®). Os cortes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado por 2

horas e subsequentemente tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz
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forte - HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®, Dako
Laboratories, CA, EUA). A revelacdo foi realizada utilizando como cromogeno o 3,3’-
tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA).
Foi realizada a contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, e em seguida a desidratacdo em
etanol, diafanizacdo em xilol e, recobrimento com meio de montagem (Permount, Fisher
Scientific, San Diego, CA, USA) e laminulas de vidro. Como controle negativo, 0s espécimes
foram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utilizagdo do
anticorpo primario.

A analise imuno-histoquimica foi realizada por um histologista certificado e cego aos
tratamentos realizados (EE). A regido de interesse foi toda a metafise do fémur. Foi efetuada
uma andlise semi-quantitativa utilizando-se de uma sec¢do histoldgica de cada animal, no
aumento original de 200x. Ao padrdo de imunomarcacédo foi atribuido um escore. O critério
adotado para o estabelecimento dos escores foi baseado e modificado (42), onde: ESCORE 0
= auséncia de imunomarcacdo; ESCORE 1 = baixo padrdo de imunomarcacdo; ESCORE 2 =

moderado padréo de imunomarcacdo; ESCORE 3 = alto padrdo de imunomarcagéo.

3.12 Analise Estatistica

Para andlise estatistica foram realizados os testes One-Way ANOVA, seguido pelo
pos-teste de Bonferroni (para analise histoldgica e dosagem de colesterol); Kruskal Wallis e
Student-Newman-Keuls (para imuno-histoquimica). O nivel de significancia adotado foi de
5%.
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4. Resultados
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4.1 Inducéo do quadro de aterosclerose

Ap0s analise estatistica foi observada diferenca significativa entre os grupos C57BL/6
e ApoE -/-, com o grupo ApoE -/- apresentando maiores valores em todos 0s casos de

colesterol total e LDL e menores valores de HDL (Tabelas 2, 3 e 4).

Tabela 2 - Valores plasmaticos de colesterol total, LDL e HDL dos animais C57BL/6 e knockout
ApoE™ e respectivos tratamentos.

Colesterol total Colesterol LDL Colesterol HDL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
C57 Agua 70+2 19,7+1,3 27,7+3,6
C57 Doxiciclina 73+3 18,0+1,0 37,727
ApoE"‘ Agua 799 + 48* 493 + 54* 5,9+0,3*
ApoE"‘ Doxiciclina 949 + 47# 411 + 48# 6,0 £ 0,5#

Os valores estdo expressos em media = EPM (n=5). Significativamente diferente (p<0,0001) em
relacdo aos animais C57 Agua (*) e C57 Doxi (#). One-Way Anova ANOVA, poés-teste de Bonferroni.

Tabela 3 - Valores plasmaticos de colesterol total, LDL e HDL dos animais controles C57BL/6 e
knockout ApoE™ e respectivos tratamentos.

Colesterol total Colesterol LDL Colesterol HDL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
C57 Etanol 68 +3 19,3+1,2 36,0+2,1
C57 Atorvastatina 706 18,7+1,6 434+21
ApoE™ Etanol 998 + 55* 862 + 107* 5,8+0,1*
ApoE™ Atorvastatina 979 + 63# 658 + 162# 8,2+ 1,3t

Os valores estdo expressos em média + EPM (n=5). Significativamente diferente (p<0,0001) em
relacdo aos animais C57 etanol (*), C57 atorvastatina (#). One-Way Anova ANOVA, pds-teste de
Bonferroni.

Tabela 4 - Valores plasmaticos de colesterol total, LDL e HDL dos animais C57BL/6 e knockout
ApoE'/' e respectivos tratamentos.

Colesterol total Colesterol LDL Colesterol HDL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
C57 Azeite VEERN 232+4,1 38,6 +3,7
C57 Vitamina D 774 23,7+1,6 40,4+1,6
ApoE"‘ Azeite 1144 + 162* 720 £ 63* 6,5+1,1*
ApoE"‘ Vitamina D 1247 + 112# 718 + 54# 6,0 + 0,6#

Os valores estdo expressos em média + EPM (n=5). Significativamente diferente (p<0,0001) em
relacdo aos animais C57 azeite (*), C57 vitamina D (#). One-Way Anova ANOVA, pds-teste de
Bonferroni.



4.2 Anédlise Histologica

A andlise quantitativa foi realizada através das médias percentuais obtidas apos a
quantificacdo Ossea das epifises distal e proximal dos fémures direitos, por meio de
fotomicrografias das laminas histoldgicas (exemplificada nas figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10) e
utilizacdo do software AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) através do qual
foi obtido o percentual de osso pela &rea total, “area Ossea e area total” (BA/TA) nos

diferentes grupos experimentais.

Figura 5 - Fotomicrografias das laminas das epifises proximais coradas com Tricromio de Masson dos
grupos e tratamentos, onde: (A) C57BL/6; agua (TM, Zeiss, aumento de 5X); (B) ApoE -/-; agua (TM,
Zeiss, 5X); (C) C57BL/6; doxiciclina (TM, Zeiss, 5X); (D) ApoE -/-; doxiciclina (TM, Zeiss, aumento
de 5X).
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Figura 6 - Fotomicrografias das laminas das epifises distais coradas com Tricromio de Masson dos
grupos e tratamentos, onde: (A) C57BL/6; agua (TM, Zeiss, aumento de 5X); (B) ApoE -/-; agua (TM,
Zeiss, 5X); (C) C57BL/6; doxiciclina (TM, Zeiss, 5X); (D) ApoE -/-; doxiciclina (TM, Zeiss, aumento
de 5X).

Figura 7 - Fotomicrografias das laminas das epifises proximais coradas com Tricrdmio de Masson dos
grupos e tratamentos, onde: (A) C57BL/6; etanol (TM, Zeiss, aumento de 5X); (B) ApoE -/-; etanol
(TM, Zeiss, 5X); (C) C57BL/6; atorvastatina (TM, Zeiss, 5X); (D) ApoE -/-; atorvastatina (TM, Zeiss,
aumento de 5X).




Figura 8 - Fotomicrografias das laminas das epifises distais coradas com Tricromio de Masson dos
grupos e tratamentos, onde: (A) C57BL/6; etanol (TM, Zeiss, aumento de 5X); (B) ApoE -/-; etanol
(TM, Zeiss, 5X); (C) C57BL/6; atorvastatina (TM, Zeiss, 5X); (D) ApoE -/-; atorvastatina (TM, Zeiss,
aumento de 5X).

g v

Figura 9 - Fotomicrografias das laminas das epifises proximais coradas com Tricromio de Masson dos
grupos e tratamentos, onde: (A) C57BL/6; azeite (TM, Zeiss, aumento de 5X); (B) ApoE -/-; azeite
(TM, Zeiss, 5X); (C) C57BL/6; vitamina D (TM, Zeiss, 5X); (D) ApoE -/-; vitamina D (TM, Zeiss,
aumento de 5X).
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Figura 10 - Fotomicrografias das Iaminas das epifises proximais coradas com Tricromio de Masson
dos grupos e tratamentos, onde: (A) C57BL/6; azeite (TM, Zeiss, aumento de 5X); (B) ApoE -/-;
azeite (TM, Zeiss, 5X); (C) C57BL/6; vitamina D (TM, Zeiss, 5X); (D) ApoE -/-; vitamina D (TM,
Zeiss, aumento de 5X).

Os resultados estatisticos obtidos através das quantificacdes da porcentagem de area

realizadas nas epifises distal e proximal estdo expressos nos graficos a seguir:



Figura 11 - Representacdo grafica das médias obtidas atraves das quantificacOes realizadas nas epifises
distais e proximais.
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Ap0s analise estatistica, nao foi possivel observar diferenca significativa, em relagéo a
area 6ssea das epifises distais e proximais, entre 0s grupos experimentais C57BL/6 e ApoE -/-

(&4gua e doxiciclina) (Figuras 12 e 13).

Figura 12 - Representacdo grafica da area 0ssea das epifises distais do grupos tratados com doxiciclina
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Figura 13 - Representacdo grafica da area 6ssea das epifises proximais do grupos tratados com

doxiciclina
PROXIMAL
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Apds analise estatistica foi possivel observar diferenca significativa, em relacdo a area
0ssea das epifises distais, entre os grupos ApoE -/- (etanol) e C57BL/6 (etanol), sendo a area

6ssea do grupo C57BL/6 (etanol) superior (Figura 14).

Figura 14 - Representagdo grafica da area 0ssea das epifises distais do grupos tratados com
atorvastatina
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Apos andlise estatistica foi possivel observar diferenca significativa, em relagdo a area
Ossea das epifises proximais, entre os grupos C57BL/6 (etanol), C57BL/6 (atorvastatina) e
ApoE -/- (etanol), sendo a area 0ssea do grupo C57BL/6 (etanol) superior aos dois outros

grupos (Figura 15).



Figura 15 - Representagdo grafica da &rea dssea das epifises proximais do grupos tratados com
atorvastatina
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Ap0s analise estatistica foi possivel observar diferenca significativa, em relacdo a area
Ossea das epifises distais, entre os grupos C57BL/6 (azeite) e ApoE -/- (azeite), sendo a area

6ssea do grupo C57BL/6 (azeite) superior (Figura 16).

Figura 16 - Representacdo grafica da area 0ssea das epifises distais do grupos tratados com vitamina D
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Ap0s analise estatistica foi possivel observar diferenca significativa, em relacdo a area
Ossea das epifises proximais, entre os grupos C57BL/6 (azeite) e ApoE -/- (azeite), sendo a
area 0ssea do grupo C57BL/6 (azeite) superior e também entre 0s grupos ApoE (azeite) e
ApoE -/- (vitamina D); sendo a area 0ssea do grupo ApoE -/- (vitamina D) superior (Figura

17).



Resultados | 45

Figura 17 - Representagdo grafica da area 0ssea das epifises proximais do grupos tratados com
vitamina D
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4.3 Analise Imuno-histoquimica

4.3.1 Padrdo de imunomarcagao

A técnica imuno-histoquimica empregada para a deteccdo de MMP-9, TRAP, RANK-
L, TNF-a e IL-1B mostrou alta especificidade na deteccdo de tais proteinas, a qual foi
comprovada pela auséncia total de marcacdo no controle negativo da reacdo. As células
imunorreativas apresentaram uma coloragcdo marrom escura confinada exclusivamente ao
citoplasma, no caso de TRAP, e confinada ao citoplasma e em menor escala a matriz
extracelular, no caso de MMP-9, RANK-L, TNF-a e IL-1p (Figuras 18 a 22).

Figura 18 - Padrdo de imunomarcacdo para MMP-9. (A) Gréfico evidenciando os escores atribuidos
ao padrdo de imunomarcagdo para MMP9 nos fémures de camundongos fémeas dos grupos C57BL/6
e ApoE -/- e seus respectivos tratamentos. (B-C) Fotomicrografias mostrando a imunomarcacao para
MMP9 no fémur. Abreviacgdes e simbolos: tc, tecido conjuntivo; to, tecido dsseo. Aumento original:
1000x. Barras de escala: 15um
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Figura 19 - Padrdo de imunomarcacgdo para TRAP. (A) Gréfico evidenciando os escores atribuidos ao
padrdo de imunomarcacdo para TRAP nos fémures de camundongos fémeas dos grupos C57BL/6 e
ApoE -/- e seus respectivos tratamentos. (B-C) Fotomicrografias mostrando a imunomarcacdo para
TRAP no fémur. Abreviagdes e simbolos: tc, tecido conjuntivo; to, tecido 0sseo; vs, vasos sanguineos;
setas, células imunomarcadas. Aumento original: (B), 4000x; (C), 1000x. Barras de escala: (B), 5um;
(C), 15um
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Figura 20 - Padrdo de imunomarcacdo para RANKL. (A) Grafico evidenciando os escores atribuidos
ao padrao de imunomarcacéo para RANKL nos fémures de camundongos fémeas dos grupos C57BL/6
e ApoE -/- e seus respectivos tratamentos. (B-C) Fotomicrografias mostrando a imunomarcacao para
RANKL no fémur. AbreviacBes e simbolos: tc, tecido conjuntivo; to, tecido dsseo; vs, vasos
sanguineos; setas, células imunomarcadas. Aumento original: (B), 4000x; (C), 1000x. Barras de
escala: (B), 5um; (C), 15um
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Figura 21 - Padrdo de imunomarcagdo para TNFa. (A) Grafico evidenciando os escores atribuidos ao
padrdo de imunomarcacdo para TNFa nos fémures de camundongos fémeas dos grupos C57BL/6 e
ApoE -/- e seus respectivos tratamentos. (B-C) Fotomicrografias mostrando a imunomarcacdo para
TNFa no fémur. Abreviagdes e simbolos: tc, tecido conjuntivo; to, tecido 0sseo; vs, vasos sanguineos;
setas, células imunomarcadas. Aumento original: (B), 4000x; (C), 1000x. Barras de escala: (B), 5um;
(C), 15um

*p<0,05

**p<0,001

A . TNFe "
" r ——

o :

Padrio de imunomarcagio
(ESCORES)

O G BT AZ VD DX AT AG ET AZ VD DX AT
C57BL/6 ApoE -/-
Grupos Experimentais

Figura 22 - Padrdo de imunomarcagdo para IL-1p. (A)Grafico evidenciando os escores atribuidos ao
padréo de imunomarcagédo para IL-1B nos fémures de camundongos fémeas dos grupos C57BL/6 e
ApOE -/- e seus respectivos tratamentos. (B-C) Fotomicrografias mostrando a imunomarcacéo para IL-
1B no fémur. Abreviagdes e simbolos: tc, tecido conjuntivo; to, tecido 0sseo; vs, vasos sanguineos;
setas, células imunomarcadas. Aumento original: (B), 4000x; (C), 1000x. Barras de escala: (B), 5um;
(C), 15um
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A osteoporose € caracterizada pela baixa densidade mineral e deterioracdo da
microarquitetura do tecido Osseo. A aterosclerose, por outro lado, é caracterizada pelo
acumulo de lipoproteinas de baixa densidade na parede das artérias.

A osteoporose e a aterosclerose sdo alteracbes com alta prevaléncia na populacao
mundial e, portanto, acarretam problemas de salde publica e elevados custos governamentais,
0 que justifica a importancia do tema abordado.

Embora tais alteracGes atinjam principalmente mulheres na p6s-menopausa e idosos
em geral, isto ndo é uma restricdo. O aumento no diagnostico de osteoporose em criangas €
uma realidade. Paralelamente a isto, sabe-se que a aterosclerose também tem inicio na
infancia, bem como alguns de seus fatores de risco como obesidade e sedentarismo.

Varios estudos (19,20,30,33) demonstram a correlacdo entre tais alteragdes, entretanto,
ndo € conhecido o mecanismo pelo qual ocorra esta associacdo. Desta forma, o presente
estudo in vivo objetivou avaliar camundongos ovariectomizados e ateroscleréticos quanto a
area 6ssea do fémur por meio de andlise histoldgica; a expressdo de TRAP, IL-1B, TNF-a,
RANKL e MMP-9 através da técnica imuno-histoquimica e quanto ao efeito do tratamento
com doxiciclina, atorvastatina e vitamina D.

O uso de animais com finalidade cientifica, embora muito questionado pela populagéo
ndo académica, € de extrema importancia. 1sso porque estes estudos estabelecem bases para
pesquisas clinicas. O camundongo é comumente utilizado por apresentar uma série de
vantagens, tais como: facil alocacdo, manipulacdo genética, alimentacdo e baixo custo. Tais
fatores possibilitam o uso de um namero consideravel de animais.

O modelo animal ovariectomizado é estabelecido e muito utilizado para avaliacéo da
osteoporose, uma vez que mimetiza a perda Ossea observada nos seres humanos,
especialmente nas mulheres, em decorréncia da deficiéncia de estrogeno (13,43). Sendo
assim, este foi 0 modelo adotado neste trabalho.

Animais knockout sdo aqueles geneticamente modificados, nos quais ocorre inativagéo
de determinado gene (44), o que permite avaliar o efeito da auséncia dele. Os camundongos
knockout para ApoE foram selecionados no estudo por desenvolverem um quadro de
aterosclerose ao receberem uma dieta hipercolesterolémica (21), e com base em estudo prévio
na literatura, no qual associado a deficiéncia de OPG, apresentaram quadro de osteoporose
devido a inativacdo deste gene (19).

No presente estudo os animais knockout foram submetidos ao procedimento de OVX e
receberam uma dieta hipercolesterolémica a partir da sétima semana, ja os C57BL/6 nédo

sofreram OV X e receberam dieta convencional durante todo o periodo do estudo.
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Ressalta-se que o projeto de pesquisa foi previamente submetido e aprovado pela
CEUA da FORP e, consequentemente, respeitou o previsto na Lei n°® 11.794 de 08/10/2008,
responsavel por regulamentar e criterizar a utilizacdo de animais no ambito académico.

Em relacdo aos tratamentos foram utilizadas trés drogas: doxiciclina, atorvastatina e
vitamina D, que atuam respectivamente: em doses subantimicrobianas com acédo inibitdria
sobre as MMPs; diminuindo os niveis de colesterol no sangue; prevenindo a perda éssea e
estimulando a mineralizagcdo 6ssea. As concentracfes utilizadas foram: doxiciclina - 30
mg/Kg (39), atorvastatina - 10mg/Kg (40) e vitamina D - 0,1ug/kg (41), durante um periodo
de 28 dias.

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) na V Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose de 2013 e na atualizacdo da mesma em 2017. Os
valores de referéncia e desejaveis em relagdo ao colesterol séo: Colesterol total: <190 mg/dL;
HDL: > 40 mg/dL e LDL: < 130 mg/dL.

No presente estudo o quadro de dislipidemia foi confirmado por dosagem bioguimica
de colesterol total, LDL e HDL a partir do plasma dos animais, onde foi possivel observar
diferenca significativa entre os grupos C57BL/6 e 0s grupos ApoE -/-. Como esperado estes
animais apresentaram niveis mais elevados de colesterol total e LDL e niveis mais baixos de
HDL quando comparados com aqueles, enfatizando a qualidade do modelo para avaliacdo de
aterosclerose (21,45).

Entretanto, quando comparado os grupos ApoE -/- que receberam tratamentos com 0s
que ndo receberam; ndo houve diferenca significativa permanecendo, em ambos, altos niveis
de colesterol total e LDL e baixo nivel de HDL. Isto demonstra que a droga anti-
aterosclerdtica, atorvastatina, ndo surtiu efeito para 0 que normalmente é utilizada. Talvez
pelo fato de que os niveis estavam muito alterados e dessa forma requeressem ajustes nas
dosagens e no tempo de tratamento. A escolha da dosagem utilizada (10mg/kg) foi baseada
em estudo no qual foi observado, histologicamente, que os animais ApoE-/- tratados tiveram
uma diminuicdo no tamanho da lesdo aterosclerética, quando comparados aos ndo tratados
(40).

No presente estudo a analise histoldgica foi realizada pela coloracdo de Tricromio de
Masson. Foi observado que os animais dos grupos C57BL/6 apresentaram trabéculas dsseas
mais consolidadas quando comparados aos animais dos grupos knockout (ApoE -/-). A OVX
reduziu o trabeculado 6sseo — em numero e espessura destas trabéculas — aumentando o
espaco intertrabecular. Alem disso, reduziu a espessura 0Ossea cortical, alteracdes estas

consistentes na literatura (13,15).
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Foi realizada a quantificacdo Ossea das epifises distal e proximal dos fémures direitos,
onde foi obtido o percentual de osso pela area total (BA/TA). Com relagdo aos resultados da
quantificacdo da area dssea, 0s animais knockout OVX dos grupos veiculos azeite e etanol
apresentaram diferenca significativa em relagdo aos mesmos grupos veiculos da linhagem
C57BL/6, evidenciando as alteractes decorrentes da OV X, tendo em vista que 0s animais
OV X apresentaram uma area 6ssea inferior (13,15).

Além disso, os resultados histoldgicos demonstraram diferenca significativa entre a
area 0ssea do grupo knockout tratado com Vitamina D e o seu respectivo veiculo também
OVX. A diferenca aqui observada demonstra a eficacia deste medicamento no tratamento da
osteoporose, também demonstrada na literatura (46). A vitamina D é um horménio de
extrema importancia para 0 metabolismo 0sseo, e é sabido que sua reducao esta associada a
osteoporose (47), adicionalmente, a relevancia da vitamina D para a absorcdo de calcio €
conhecida (48), sendo comumente utilizada no tratamento desta alteracéo 0ssea.

A técnica imuno-histoquimica € o processo de identificagdo de antigenos com
utilizacdo de anticorpos especificos. Para essa avaliacdo, no presente estudo, foram utilizados
anticorpos contra as proteinas TRAP, IL-1B, TNF-o, RANKL ¢ MMP-9. Para garantir a
especificidade na deteccdo destas proteinas foram realizados controles negativos, onde foi
observada auséncia total de marcacao.

O processo de remodelamento d6sseo € depende do equilibrio entre formagdo e
reabsorcéo 0ssea, constante no tecido 6sseo. Em patologias, como a osteoporose, ocorre um
desequilibrio, onde a taxa de reabsorcdo 0ssea supera a de formacéao (49). Uma caracteristica
desta condicéo € o grande nimero de osteoclastos ativos, que pode ser evidenciado através da
imunomarcacéo da proteina TRAP neste estudo.

A elucidacdo do complexo de proteinas denominado RANK/RANKL/OPG permitiu
melhor compreensdo de patologias e alteracbes Osseas, devido sua importancia na
osteoclastogénese (3). Algumas citocinas como TNF-a ¢ IL-1p também s3o de extrema
relevancia dentro do processo de remodelamento 6sseo, uma vez que estimulam o aumento da
sintese de RANKL (4,5).

Paralelamente, sabe-se que animais ap6s inducdo do quadro de osteoporose revelaram
alto nivel de MMP-9 no tecido 6sseo, sugerindo importante papel da MMP-9 na perda éssea,
durante a osteoporose (15).

Sendo assim, tais moléculas sdo parametros dentro do processo de formacdo e
reabsorcdo Ossea. A utilizacdo de marcadores da remodelacdo dssea € extremamente valida

para avaliacdo do efeito de medicamentos e também acompanhamento de alteraces dsseas.
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Na prética clinica os mais utilizados sd&o o CTx sérico e o P1NP sérico, para reabsorcédo e
formacdo, respectivamente (50). Vale ressaltar que tais marcadores ndo devem ser parametros
unicos para diagnostico nem para instituicdo de tratamento da osteoporose. Entretanto, na
pratica experimental, a técnica imuno-histoquimica € muito utilizada e busca estabelecer
bases e conceitos para posterior aplicacdo clinica.

No presente trabalho as células imunorreativas apresentaram uma coloragdo marrom
escura confinada exclusivamente ao citoplasma, no caso de TRAP, e confinada ao citoplasma
e em menor escala a matriz extracelular, no caso de MMP-9, RANK-L, TNFa ¢ IL-1p.

A doxiciclina, medicamento que pertence a classe das tetraciclinas, é utilizada
usualmente pelo seu efeito antimicrobiano. Entretanto, vem sendo demostrada sua eficacia
também na inativacdo de MMPs e no reparo 6sseo (51). Embora tenha sido registrado um
aumento na expressdo de MMP-9 nos animais veiculos OVX ApoE -/- comparando com
veiculos ndo OVX, este aumento ndo foi estatisticamente significante. Em relacdo ao
tratamento, foi observada reducdo significativa na expressao de MMP-9 nos grupos knockout
OVX tratados com doxiciclina quando comparados com seus grupos veiculos também OVX,
0 que demonstra a acdo de tal medicamento sobre esta molécula.

Ja a atorvastatina, medicamento da classe das estatinas, utilizado rotineiramente no
tratamento para hipercolesterolemia, mostrou-se eficaz em casos de osteoporose associada a
dislipidemia (52-53). A exemplo da doxiciclina, 0 aumento na expressdo de MMP-9 ap06s
OVX ndo foi significante estatisticamente e apds tratamento a atorvastatina reduziu de
maneira significativa a expressao desta molécula.

Estudo (15) demonstrou elevacdo de MMP-9, utilizando um modelo osteoporético
onde associou-se OVX e uso de glicocorticoides. Sabe-se que esta associagdo possui carater
aditivo, ou seja, o glicocorticoide aumenta significativamente o efeito da OVX (54), o que
pode justificar o aumento néo significativo na expressdo de MMP-9 no presente estudo.

Além disso, os animais ApoE -/- OVX tratados com doxiciclina demostraram uma
quantidade inferior de células imunorreativas & TRAP, IL-1p, TNF-a ¢ RANKL quando
comparados com seus veiculos OVX, confirmando sua atividade contra reabsorcdo Ossea —
resultado que corrobora com demais autores (55-58). Isso fortalece a hipoOtese de sua
utilizagdo — inibidor de MMPs — como uma medica¢do adjuvante no tratamento para
osteoporose (59).

Os resultados da presente pesquisa também evidenciaram diferenca significativa na
expressdo de TNF-a entre os animais OVX tratados com atorvastatina e os seus respectivos

animais veiculos OVX, diferenga observada também na expressdo de IL-1B, TRAP e
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RANKL, demonstrando uma protegéo contra reabsorcdo. De fato, isto tem sido relato, estudo
(60) avaliou o efeito da atorvastatina em ratos nos quais foram induzidas osteoporose e
doenca periodontal e observaram reducédo na expressao de TNF-a, IL-1B e RANKL. Outro
trabalho (52) também demonstrou uma dupla acdo da atorvastatina em ratas ovariectomizadas
e dislipidémicas, onde o medicamento foi eficaz na normalizacdo do nivel de colesterol e na
formacdo oOssea. A diferenca na eficacia do controle do nivel do colesterol, em relagdo ao
presente trabalho, pode ser atribuida ao tempo de tratamento, quando comparado a estudo (52)
que estendeu o tratamento por 12 semanas. Em um estudo duplo (61), parte experimental com
ratas ovariectomizadas e parte clinico com mulheres no periodo pds-menopausa, também
observou-se em ambos o0s casos um efeito positivo da atorvastatina no tecido 0sseo.

Com base nas metodologias utilizadas e os resultados obtidos foi verificado uma
diminuicdo na expressdo de MMP-9, TRAP, IL-1B, TNF-o e RANKL ap0s o tratamento com
doxiciclina e atorvastatina, 0 que sugere a acdo destes medicamentos nestas moleculas e
suporta a hipotese da utilizacdo dos mesmos como adjuvantes no tratamento de osteoporose.

O presente estudo deve ser tido como um parametro inicial, tendo em vista que as
patologias avaliadas sdo mediadas por muitos fatores. Assim sendo, mais estudos e pesquisas
serdo necessarios para melhor compreender a dindmica de associa¢do entre osteoporose e

aterosclerose.






6. Conclusdo
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Os resultados da presente pesquisa, com as metodologias e condigfes utilizadas,
permitiram concluir que:
1. Por meio da analise quantitativa da histologia, a vitamina D foi favoravel no
tratamento da osteoporose;
2. O numero de células imunorreativas para MMP-9, TRAP, IL-1B, TNF-a ¢ RANKL foi
significativamente menor nos grupos OVX tratados com doxiciclina e atorvastatina
comparado com os grupos veiculos OVX, o que confirma a acéo de tais medicamentos

sob estas moléculas.
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