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

RESUMO

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

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



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

a severidade dessa condigéo.

Palavras-chave: Periodontite. Osteonecrose. Difosfonatos.



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

ABSTRACT

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

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



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

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

Keywords: Periodontitis. Osteonecrosis. Diphosphonates.
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MaR1 e MaR2 Maresina 1 e 2
MCTR1, MCTR2 e MCTR3 Conjugados de maresinas para a regeneracdo de tecidos 1, 2 e 3

mg Miligrama
ml Mililitros
NF-kB Fator nuclear kappa beta

OCN Osteocalcina



OMS Organizagdo mundial da satde

ONM Osteonecrose dos maxilares

ONM-BPs  Osteonecrose dos maxilares associada a terapia com bifosfonatos

PBS Solucdo salina tamponada com fosfato

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

PE Periodontite experimental

PG Prostaglandina(s)

PGE2/PGE3/PGE5 Prostaglandina E2, E3 e E5

pH Potencial de hidrogénio

PLAZ2 Fosfolipase A2

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

PUFAs Acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa

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

osteoprotegerina

Rv Resolvina(s)

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

TMH Terapia modulatoria do hospedeiro

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

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

TRAP Fosfatase acida resistente ao tartarato

TX Tramboxano(s)

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular

VEI Veiculo

ZOL Zoledronato

pum Micrémetro

®3 Omega-3
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1 INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

0s pacientes que utilizam o ZOL.
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