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BARRETO, A. J. M. Anadlise do metabolismo ésseo sob influéncia do acido
zoledronico e dexametasona durante o processo de reparo 6sseo alveolar
em camundongos C57BI/6J. 2023. Trabalho de Conclusao de Curso
(Graduacéo) — Faculdade e Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aragatuba, 2023.

RESUMO

A homeostasia do metabolismo 6sseo pode ser influenciada por uma série de
fatores incluindo os medicamentosos, ndo somente por aqueles que interferem
diretamente nas células ésseas, mas também, pelos que atuam no sistema
imunolégico. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos sistémicos
causados pelas drogas acido zoledrénico (ZL) e dexametasona (DX) por meio
da analise dos niveis séricos de parametros relacionados ao metabolismo 6sseo
durante o curso do processo de reparo alveolar em camundongos C57BI/6J.
Para tanto, foram utilizados 40 camundongos da linhagem C57BI/6J machos
com idade entre 12 e 18 semanas, peso médio de 28 gramas, 0s quais foram
submetidos a exodontia do incisivo superior direito e divididos em quatro grupos
distintos de acordo com o tratamento: Controle — tratados com 0,05 ml de soro
fisioldgico 0,9% IP, DX - 5 mg/Kg de DX IP, ZL - 50 ug/Kg de ZL IP e DX+ZL —
5mg/kg de DX IP e 50 ug/Kg de ZL IP. Os animais de todos os quatro grupos
receberam os respectivos tratamentos uma vez por semana por quatro semanas
previamente a exodontia, continuando até os periodos de eutanasias, de 7 e 30
dias, quando foram coletados o sangue, para analises dos niveis séricos de
fosfatase alcalina (FAL), TRAP total, calcio e fésforo por meio de ensaios
colorimétricos, bem como as maxilas contento os alvéolos para analise
histopatolégica e histomorfométrica dos cortes corados com hematoxilina e
eosina (HE). Os alvéolos do grupo Controle repararam sem intercorréncias. Ja
0s animais tratados com ZL e DX apresentaram reparo 0sseo precoce e tardio,
respectivamente, com aumento significativo de células dsseas e infiltrado
inflamatoério no grupo ZL aos 30 dias em comparagdo com os demais. Apesar
disto, o tecido 6sseo neoformado apresentava aspecto irregular, com areas néo

viaveis. Niveis elevados de calcio, fosforo e TRAP mostraram-se elevados no



grupo DX. Deste modo, concluiu-se que a administracao das drogas ZL e DX
interferiram nos niveis séricos de marcadores 0sseos durante o curso do
processo de reparo alveolar, levando ao seu aumento e também interferiram no
reparo dos alvéolos, com formacéo precoce de 0sso irregular nos grupos ZL e
tardio no grupo DX.

Palavras-Chave: Acido Zoledrénico. Dexametasona. Metabolismo dos Ossos.

Osteonecrose. Regeneracédo Ossea.



BARRETO, A. J. M. Analysis of bone metabolism under the influence of
zoledronic acid and dexamethasone during the alveolar bone repair
process in C57BI/6J mice. 2023. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacéo) — Faculdade e Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aragatuba, 2023.

ABSTRACT

The homeostasis of bone metabolism can be influenced by a series of factors
including medications, not only those that directly interfere with bone cells, but
also those that act on the immune system. The present study aimed to evaluate
the systemic effects caused by the drugs zoledronic acid (ZL) and
dexamethasone (DX), through the analysis of serum levels of interruptions
related to bone metabolism during the course of the alveolar repair process in
C57Bl/6J mice. To this end, 40 male mice of the C57BI/6J lineage aged between
12 and 18 weeks, with an average weight of 28 grams, were used, which
underwent extraction of the right upper incisor and were divided into four distinct
groups according to the treatment: Control — treated with 0.05 ml of 0.9%
physiological saline IP, DX - 5 mg/kg of DX IP, ZL - 50 ug/kg of ZL IP and DX+ZL
—5mg/kg of DX IP and 50 ug/ Kg of ZL IP. The animals in all four groups received
the benefits of treatments once a week for four weeks prior to extraction,
continuing until the euthanasia periods of 7 and 30 days, when blood was
collected for analysis of serum alkaline phosphatase levels (FAL), total TRAP,
calcium and phosphorus through colorimetric assays, as well as the maxillae
containing the alveoli for histopathological and histomorphometric analysis of
sections stained with hematoxylin and eosin (HE). The alveoli in the Control group
repaired uneventfully. The animals treated with ZL and DX showed early and late
bone repair, respectively, with a significant increase in bone cells and
inflammatory infiltrate in the ZL group at 30 days compared to the others. Despite
this, the newly formed bone tissue presented an irregular appearance, with non-
viable areas. Elevated levels of calcium, phosphorus and TRAP were elevated in

the DX group. Therefore, it was concluded that the administration of the drugs ZL



and DX interfered with the serum levels of bone markers during the course of the
alveolar repair process, leading to their increase and also interfered with the
repair of the alveoli, with early formation of irregular bone in the groups ZL and

late in the DX group.

Keywords: Zoledronic Acid. Dexamethasone. Bone Metabolism. Osteonecrosis.

Bone Regeneration.
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1 Introducao




1 INTRODUGAO

A inflamacdo é um mecanismo de defesa onde o objetivo final € a
eliminagao da causa inicial da lesao celular e das consequéncias desta les&o [1].
Os (glicocorticéides sao hormbnios esteroides essenciais a vida,
desempenhando um papel relevante na saude e na doenca [2]. Aqueles
denominados enddgenos, sédo secretados pelas glandulas supra-renais e
encontram-se envolvidos na modulagdo da resposta ao estresse e ao ritmo
circadiano [2]. Ja suas formas farmacolégicas atuam praticamente em todos os
tipos celulares por possuirem receptores que alteram a expressao e sinalizacao
de genes, por este motivo, s&do utilizadas como potentes agentes
imunossupressores, anti-inflamatoérios, prescritos no tratamento de doencas

inflamatadrias crénicas como asma, choque alérgico e artrite [2].

No entanto, a exposigédo prolongada a este tipo de medicamento pode
predispor o individuo a desenvolver, dentre varias patologias, a osteonecrose em
ossos endocondrais, como iliaco e fémur, sendo caracterizada pelo
comprometimento do suprimento sanguineo e consequentemente a morte éssea
[3;4].

Sabe-se que ha diversos mecanismos que levam estes medicamentos a
causarem a patologia, como a inibicdo da angiogénese, hipercoagulacéo e
apoptose das células endoteliais e de ostedcitos [3]. No entanto, danos aos
vasos sanguineos que suprem 0s 0ssos, desempenham um papel primordial na
patogénese da doenca independentemente da regido do corpo que a mesma se

instale [4].

De modo diferente, as osteonecroses que acometam exclusivamente os
maxilares, denominadas Osteonecroses dos Maxilares relacionadas a
Medicamentos (OMs), representam uma condigao rara, porém importante, uma
vez que comprometem gravemente a qualidade de vida dos pacientes
acometidos [5]. Clinicamente, sdo caracterizadas por tecido 6sseo exposto na
cavidade bucal que nao cicatriza dentro de 8 semanas em pacientes que estao



ou estiveram sob tratamento com bifosfonatos (BPs), denosumab ou drogas
antiangiogénicas e nao foram submetidos a radioterapia na regido craniofacial
nem tampouco apresentam evidéncias de doencas malignas no local [6].
Inicialmente descrita por Marx (2005), foi por ele denominada de BRONJ (do
inglés Bisphosphonate-related Osteonecrosis of the Jaws) uma vez que a droga
relacionada ao desenvolvimento desta intrigante condicdo eram os bifosfonatos

nitrogenados (nBPs).

Os nBFs, correspondem a um grupo de agentes farmacologicos que
atuam na inibicao de osteoclastos e consequentemente na reabsorgéo Ossea,
sendo amplamente utilizados no tratamento da osteoporose, Doenca de Paget e
metastases O0sseas de tumores malignos [7]. Entre os tipos de nBPs, o acido
zoledrénico (AZ) destaca-se sendo o mais recomendado, sua utilizacdo para
tratamento de osteoporose contribui para o desenvolvimento a BRONJ onde, a
via de administracdo e tempo de uso do AZ, sdo determinantes para o
surgimento da patologia [8]. Nao obstante, quando combinado com o
glicocorticéide dexametasona, € comumente utilizado nas terapias para o
tratamento de cancer. Nesta circunstancia, diversos estudos apontam que as
associagdes entre ambas as drogas levam ao retardo da cicatrizacdo Ossea e
consequentemente a BRONJ [7]. Dentre os fatores de risco desencadeantes das
OMs, destacam-se as cirurgias bucais e associagdes entre drogas, uma vez que
a OM, quando observada em humanos, € sempre acompanhada de uma doencga
de base, a qual submete o paciente a uma quantidade consideravel de

medicamentos [9].

No entanto, ao utilizar modelos animais no estudo da OM, sabe-se que
a presenca das doencas de base ndo constitui um fator impeditivo para
investigacdo de sua etiopatogenia e desenvolvimento [10;11], sendo neles
possivel combinar tratamentos antirreabsortivos e fatores de risco, ndo so
delineando caracteristicas clinicas, patolégicas e histoléogicas da doenca
isoladamente [12], mas também tracando possiveis caminhos preventivos e
curativos da OM. Em virtude da importancia do modelo animal para auxiliar no
entendimento desta doengca, os camundongos C57BL-6J apresentam

caracteristicas relevantes para tal objetivo, uma vez que possuem sua linhagem



inteiramente descrita, genoma mapeado, além de serem sensiveis a

perturbagdes que induzem a perda ossea [13].

2 Proposicao




2 PROPOSICAO

Avaliar os efeitos causados pelas drogas acido zoledrbnico e
dexametasona, isoladamente e associadas, por meio da analise dos niveis
séricos e parametros histologicos relacionados ao metabolismo ésseo durante o

curso do processo de reparo 0sseo alveolar em camundongos C57BI/6J.



3 Materiais e Métodos




3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo experimental

Para a presente pesquisa, foram utilizados 40 camundongos da linhagem
C57Bl/6J machos com idade entre 12 e 18 semanas, peso médio de 28 gramas,
divididos em 4 grupos distintos e analisados em dois periodos experimentais
(n=5 por grupo para os periodos de 7 e 30 dias). Todos os animais foram
mantidos sob condi¢cdes controladas de temperatura (22 £ 2°C), ciclo de luz de
12 horas claro/escuro, recebendo agua a vontade e ragao sdlida (Ragao Ativada
Produtor - Anderson & Clayton S.A.) sem restricdo, com exceg¢ao dos trés
primeiros dias apds exodontia, quando a racao foi pastosa. Previamente aos
procedimentos cirurgicos, os animais foram tratados conforme Tabela 1 por 4
semanas e posteriormente, até os momentos das eutanasias. O presente projeto
foi encaminhado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa em animais da
FOA/UNESP, seguindo-se as normas vigentes pelo CONCEA (#00262-2019)

(anexo A).

3.2 Procedimento Cirurgico e tratamento

Inicialmente os animais foram submetidos a sedacdo profunda
administrada via intraperitoneal (IP), utilizando combinagdo do sedativo
cloridrato de quetamina (75 mg/kg - Dopalen®, Agribrans do Brasil LTDA) com o
relaxante muscular xilazina (10 mg/kg - Anasedan®, Agribrands do Brasil LTDA).
Foi realizada a antissepsia da cavidade bucal com polivinilpirrolidona 1% tépica
(PVPI) (Dermoidine® - Gessy Lever Industrial Ltda.) e montagem dos campos
cirurgicos estéreis. Foi realizadada incisdo sulcular ao redor do dente incisivo
superior (ICS) direito com lamina de bisturi niumero 15c. Em ato continuo, foi
realizado divulsdo da mucosa inserida com auxilio de uma sonda exploradora
adaptada, conforme previamente descrito na literatura, a mesma utilizada para

luxacdo e extragao propriamente dita (Biguetti et al., 2018). Imediatamente apds



o procedimento cirurgico, todos os animais foram encaminhados e mantidos em

ambiente apropriado até sua completa recuperacéo.

Tabela 1. Apresentagao dos grupos de acordo com o tratamento recebido.

Grupo n | Tratamento
Grupo 10 | Controle — 0,05 ml de soro fisiologico 0,9% IP 1x por semana.
Controle

10 | Dexametasona - 5 mg/Kg IP de dexametasona
Grupo DX

(SigmaAldrich, Dexamethasone), 1x por semana.

10 | Acido zoledrénico — 50 pg/Kg IP de acido zoledrénico (Sigma-

Grupo ZL . _ _
Aldrich, Zoledronic acid monohydrate) 1x por semana.
10 | Dexametasona — 5 mg/Kg IP de dexametasona
(SigmaAldrich, Dexamethasone). Acido zoledrénico — 50
Grupo DX+ZL

monohydrate) 1x por semana.

Mg/Kg IP de acido zoledrdnico (Sigma-Aldrich, Zoledronic acid

Fonte: Bi et al., 2010; Shuai et al., 2014; Khajuria et al., 2015

3.3 Eutanasia dos animais, coleta de amostras e analises dos

niveis séricos de fosfatase alcalina, TRACP total, calcio e fosforo

Os animais foram selecionados ao acaso em numero de 5 por grupo nos
periodos de 7 e 30 dias apds o procedimento cirurgico, sendo inicialmente
sedados e posteriormente decapitados com guilhotina para proceder a coleta
das maxilas e cerca de 2 ml de sangue de cada animal, imediatamente
transferidos para tubos heparinizados a fim de se obter o plasma por
centrifugacéo (1.000 x g, 40 C, por 10 minutos). As amostras de plasma foram
coletadas e armazenadas em freezer a -800 C para a realizagédo das analises no
periodo de 7 e 30 dias. As concentragdes de calcio e fosfato foram determinadas
por métodos colorimétricos de ponto final baseado na sua reagdo com a purpura
de ftaleina em meio alcalino, formando um complexo de cor violeta que é medido

em 570nm. A concentragao de fésforo inorganico foi determinada por método de



fotometria em ultravioleta de ponto final baseado na sua reagdo com o fosforo
inorganico da amostra que reage com o heptamolibdato de amdbnia em meio
fortemente acido, formando um complexo de fosfomolibdato cuja absorbancia
em 340 nm € proporcional a concentragcdo de fosforo na amostra. As
concentragbes de calcio e fosforo plasmaticas foram expressas em mg/dL
(Connerty; Briggs, 1966; Daly; Ertingshausen, 1972). A analise bioquimica da
fosfatase alcalina (FAL) plasmatica foi determinada pelo método colorimétrico
modificado adaptado (Granjeiro et al., 1997; Chaves-Neto et al., 2012). A
atividade enzimatica foi determinada a 37 °C em tampao glicina (pH 9,4),
contendo 2,0 mmol/L do substrato p-nitrofenilfosfato (p-NPP, Sigma, St. Louis,
EUA) e 2,5 mmol/L de cloreto de magnésio (MgClI2, Sigma, St. Louis, EUA). A
formagao de p-nitrofenil (p-NP) foi determinada colorimetricamente pela leitura
da absorbancia a 405 nm, usando um coeficiente de extingdo molar de 18.000
M-1 cm-1. A atividade enzimatica da FAL foi expressa em Unidades
Internacionais (U/L), onde uma unidade corresponde a quantidade necessaria
de enzima que catalisa a transformacéo de 1 umol/L de substrato por minuto, por
litro de plasma. A analise bioquimica da TRACP total plasmatica foi determinada
pelo método colorimétrico modificado adaptado (Granijeiro et al., 1997; Brasilino
et al., 2018). A atividade enzimatica foi determinada a 37 °C em tampéao acetato
de sédio (pH 5,8), contendo 5 mmol/L do substrato pnitrofenilfosfato (p-NPP,
Sigma, St. Louis, EUA) na presenga de 50 mM tartarato de sédio e 1 mmol/L p-
hidroximercuribenzoato, um inibidor de fosfatases acidas de baixo peso
molecular, (p-HMB, Sigma, St. Louis, EUA). A formacéao de p-nitrofenil (p-NP) foi
determinada colorimetricamente pela leitura da absorbancia a 405 nm, usando
um coeficiente de extingdo molar de 18.000 M-1 cm-1. A atividade enzimatica
residual corresponde a TRACP total foi expressa em Unidades Internacionais
(U/L), onde uma unidade corresponde a quantidade necessaria de enzima que
catalisa a transformacéo de 1 umol/L de substrato por minuto, por litro de soro.
ApoOs a coleta do sangue, extraiu-se as maxilas contendo os alvéolos, estas
foram dissecados e imediatamente imersas em frascos individuais contendo

formalina a 10% tamponada.

3.4 Procedimentos histotécnicos



Apos o periodo maximo de fixagcdo de 48 horas, os espécimes foram
acondicionados em solugéo de acido 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 ndao 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 histoldégicos semi-seriados no sentido transversal dos
alvéolos, utilizando-se micrétomo Leica RM. E obtidos cortes semi-seriados de

5 um de espessura para coloragao com Hematoxilina e Eosina (HE).

3.5 Analise histopatolégica descritiva e histomorfométrica

A analise qualitativa dos defeitos foi feita em todos os cortes corados em
HE, considerando-se a presenca de tecido de granulagao, grau de maturagao do
tecido 6sseo, presenga ou auséncia de sequestros 0sseos, presenca ou
auséncia de biofilme microbiano e padrao de resposta inflamatdria. A analise
quantitativa foi realizada apdés a captura de 10 campos da regido média do
alvéolo em objetiva de 100x utilizando um reticulo de 120 pontos pelo software
Imaged (Version 1.51, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA).
Os pontos coincidentes com as células osteoblasticas, osteoclastos, fibroblastos,
ostedcitos, matriz déssea, fibras colagenas, vasos sanguineos e infiltrado

inflamatoério foram contabilizados e submetidos a tratamento estatistico.

3.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos a partir das analises quantitativas foram submetidos
a teste de normalidade Shapiro Wilk e submetidos ao teste Kruskal Wallis
seguido de Dunn para comparagdes multiplas considerando o nivel de
significancia de 5%.



4 Resultados




4 RESULTADOS

4.1 Analise histopatolégica descritiva

Grupo Controle - Aos 7 dias, os alvéolos dos animais do Grupo Controle
apresentavam-se preenchidos predominantemente por tecido de granulagéo
ricamente celularizado e vascularizado, com discreto infiltrado inflamatorio
mononuclear difuso e polimorfonuclear perivascular. Perifericamente, detectou-
se a presenga ora de atividade osteogénica com deposi¢cdo de tecido 6sseo
primario, ora de trabéculas imaturas e irregulares ricas em osteocitos. Aos 30
dias, observou-se alvéolos preenchidos por tecido é6sseo maduro em
remodelagdo, ora revestidas por células de revestimento, ora por células

osteoblasticas. De permeio, 0s espagcos medulares encontravam-se organizados
(Figura 1).

: P #.3 . Y
B Lot ] el T SR E N NG Loy 3% 0 OB N
- ¢ - - (o o Lo B i
o MoCay w4 ) 354 Py = [ \# s 4% P .
S s, e B ) . T AEREal L ) Wy t RS SOV (6
. - O L - g o ) i v u '\
Controle7dias | = "+ % ; L £ - ";'% . L% "IN o :/,'- e
g | N el ) A s iyl . ool LAY 2 * 4
e LG ‘7.“‘ : v 87 . b Lo, . L e “av .” . ‘/ «?
\\\ \" b - | LN » /“ ”~ ’ " ’/ »r .-‘— - | .“ .
_~-=- S \; 1 - 77 =
- ’ = f \-.: 2 i B ’ . -5
- 9 ’ - - < - -
i A - N % e, T .3 .
. L] - ' -
Controle 30 dias (= LS g = * Voo * - -
= A - Lk N -
! S g0 - R NG e NS
' > T o L R -
ke / [ : | - 4y . = il - . % - 8
v ’ W -~ . ek, S’ 1 3 = =g
- o /7 -~ - . ” N -

Figura 1 — Grupo Controle 7 dias — Observam-se areas de tecido de granulacao
ricamente celularizado e vascularizado (#) permeado por infiltrado inflamatério (setas).
Perifericamente, nota-se intensa atividade osteogénica com a presencga de tecido 6sseo
neoformado (*) (HE, aumento original 100x). Grupo Controle 30 dias — Observam-se
trabéculas ésseas maduras com espagos medulares bem definidos (*) constituidos por
tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado (#) e infiltrado por leucdcitos (setas)

(HE, aumento original 100x).

Fonte: Autor, 2021.



Grupo DX — No periodo de 7 dias foi possivel notar alvéolos preenchidos por
tecido de granulagao ricamente celularizado e vascularizado, moderadamente
infiltrado por leucdcitos mononucleares. Na periferia dos alvéolos, observaram-
se trabéculas Osseas irregulares e imaturas, bem como focos de infiltrado
inflamatoério polimorfonuclear neutrofilico em meio a macréfagos de aspecto
pseudo-xantomatoso. Aos 30 dias, foi possivel notar que os alvéolos ainda
permaneciam preenchidos por tecido ésseo predominantemente imaturo,
apresentando trabéculas irregulares ricas em ostedécitos. Eventualmente, ainda
se observavam areas de osteogénese. Os espagos medulares encontravam-se

constituidos por tecido conjuntivo frouxo (Figura 2).

DX 7 dias

DX 30 dias

B i

Figura 2 — Grupo DX 7 dias — Observa-se tecido de granulagao ricamente celularizado

e vascularizado (#) moderadamente infiltrado por leucocitos mononucleares (setas).
Nota-se ainda a deposigao de tecido 6sseo neoformado (*) (HE, aumento original 100x).
Grupo DX 30 dias - Observa-se extensas areas de tecido 6sseo neoformado (*)

entremeado a tecido conjuntivo frouxo (#). (HE, aumento original 100x).

Fonte: Autor, 2021.

Grupo ZL - Aos 7 dias os alvéolos apresentaram-se preenchidos por areas de
coagulo e tecido de granulagdo ricamente celularizado e vascularizado.
Observou-se intensa deposicao de fibras colagenas pelos fibroblastos. Na
periferia dos alvéolos, observaram-se trabéculas &sseas em formacéao,

irregulares e grosseiras, ja com areas de auséncia de ostedcitos em sua lacuna.



No periodo de 30 dias, observaram-se alvéolos preenchidos por trabéculas
Osseas irregulares ora de aspecto nao-viavel com numerosas lacunas vazias de
ostedcitos, ora com areas de neoformagao dssea, associadas a presencga de
osteoclastos. Notou-se ainda, focos de infiltrado inflamatério predominantemente

mononuclear nos espagos medulares (Figura 3).

ZL 7 DIAS

ZL 30 DIAS

Figura 3 — Grupo ZL 7 dias — Nota-se célere deposi¢ao de tecido 6sseo com a presencga
de trabéculas 6sseas irregulares, areas com auséncia de ostedcitos em suas lacunas
(*) e espagos medulares difusos (HE, aumento original 100x). Grupo ZL 30 dias —
Destacam-se trabéculas 6sseas irregulares nao viaveis (*) com espagos medulares

infiltrados por células mononucleares (#) (HE, aumento original 100x).

Fonte: Autor, 2021.

Grupo DX+ZL - Apds 7 dias, os alvéolos do grupo DX+ZL encontravam-se
preenchidos por tecido de granulagdo ricamente celularizado e vascularizado
com discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear. Na periferia do alvéolo
observou-se neoformagédo 6ssea. Aos 30 dias, o grupo DX+ZL apresentou
alvéolos preenchidos por tecido 6sseo maduro em meio a medula éssea
predominantemente constituida por tecido conjuntivo, apresentando focos de

intenso infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear (Figura 4).

DX+ZL 50 7 dias

DX+ZL 50 30 dias




Figura 4 — Grupo DX+ZL 7 dias - Observa-se tecido de granulagdo ricamente
celularizado e vascularizado (#) com deposicdo de tecido ésseo primario (*) (HE;
aumento original 100x). Grupo DX+ZL 30 DIAS - Nota-se tecido ésseo maduro (*) com
espacos medulares definidos (#) e focos de intenso infiltrado inflamatério mononuclear
(setas) (HE; aumento original 100x).

Fonte: Autor, 2021.

4.2 Analise histomorfomeétrica

Os dados obtidos a partir da quantificagdo dos parametros histoldégicos foram
inicialmente analisados para distribuicdo de normalidade pelo teste Shapiro Wilk
e submetidos ao teste Kruskal Wallis seguido de Dunn para comparagdes

multiplas. O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (p0,05).

A analise de fibroblastos no periodo de 7 dias permitiu constatar diferengas
estatisticas significativas entre o grupo DX e DX+ZL, onde o grupo DX
apresentou maior densidade de area de fibroblastos quando comparado com o
grupo DX+ZL. Considerando-se o parametro vasos sanguineos, o0 mesmo
mostrou-se significativamente elevado no grupo DX+ZL em comparagdo com o
DX.

Aos 30 dias a analise de osteoblastos, osteoclastos desaderidos, lacunas vazias
de ostedcitos detectaram aumento significativo na densidade de area no grupo
ZL quando comparado com os grupos Controle, DX e DX+ZL. Neste mesmo
periodo a analise do infiltrado inflamatério mononuclear revelou densidade de
area significativamente maior no grupo ZL quando comparado com 0s grupos
DX e DX+ZL.

O periodo de 7 dias e 30 dias para a contagem de osteoclastos aderidos, matriz
Ossea, fibras colagenas e infiltrado inflamatério polimorfonuclear ndo apresentou

diferengas estatisticas relevantes conforme mostram a Figura 3 e Tabela 2.

Tabela 2 - Média e desvio padrao da analise quantitativa dos parametros

histolégicos dos alvéolos em reparagao nos diferentes grupos e periodos.



Grupos e periodos/ Controle 7 Controle 30 DX+ZL 7 DX+ZL 30
DX 7 dias DX 30 dias ZL 7 dias ZL 30 dias
Parametros dias dias dias dias
2,333 £ 3,224 1,711,368 2,95+ 2,815+ 4,633 9,161 4,8 + 2,48 £
Osteoblastos
6,022 2,573 5,102 5,52 3,225 2,053
0,08333 0,03333 ¢ 0+0 0x0 0,2333 ¢ 0,2+ 0+0 0,2+
Osteoclastos aderidos
0,2793 0,1826 0,4302 0,4104 0,4949
Osteoclastos 0,04167 0,06667 0+0 0x0 0,1+ 1,1+ 0,3+ 0,16 £
desaderidos 0,2887 0,2537 0,4026 1,021 0,6749 0,4219
9,333 +£5,109 | 2,967 + 2,526 19,69 + 5,074 £ 8,916,424 6,25+ 55% 4,2 +4,903
Fibroblastos 9,407 4,028 5,118 3,308
14,77 £ 15,16 18 +13,93 7,85t 20,96 11,83 11,74 33,5+ 11,96 +
Vasos sanguineos
10,17 15,9 8,615 12,47 16,93 11,52
23,29+ 25,04 | 59,07 £24,13 12,3+ 41,89 + 30,33 ¢ 35,31+ 51,04 £ 51,04 £
Matriz 6ssea
19,91 22,52 29,01 26,68 30,63 30,63
61,9+29,23 | 33,57+21,27 | 71,85 + 37,41+ 48,1+ 30,8 + 40,2 + 42,02 +
Fibras colagenas
22,8 21,14 27,72 26,01 17,71 29,45
1,292 + 1,336 1,8867 2,2 +3,503 0,5556 + 1,367 £ 5,905 + 0,7 1,84+
Infiltrado inflamatério
2,193 0,974 2,22 4,857 1,059 3,279
0,2708 + 0,9+1,626 0,5+1,792 0,2963 + 0,4667 + 2,5+ 0,1+ 0,94 +
Mononuclear
0,5355 0,6688 1,042 2,705 0,3162 2,208
0,9792 1+1,287 1,7+1,976 0,2593 0,8667 0,75 ¢ 0,5+ 0,94 +
Polimorfonuclear
1,176 0,4466 1,57 0,8507 0,7071 2,208

Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos considerando o
mesmo periodo experimental (p<0,05). Normalidade dos resultados foi analisada pelo
teste de Shapiro-Wilk. A analise estatistica foi realizada pelo teste Kruskal Wallis seguido

pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn.

Fonte: Autor, 2021.

4.3 Analise bioquimica

As analises bioquimicas para detec¢ao dos niveis plasmaticos de calcio, fésforo,
FAL e TRAP foram realizadas somente a partir do sangue coletado no periodo
de 30 dias pds-operatorio. Os niveis séricos de calcio plasmatico apresentaram-

se significativamente elevados no grupo DX (10,51+1,751) em comparagdo com



os grupos ZL (7,357+1,035) e DX+ZL (7,725+1,405). Com relagao ao fosforo, o
grupo DX (7,60+1,22) apresentou niveis significativamente elevados em
comparagao com ZL (5,26%£1,33). O grupo DX também apresentou niveis
significativamente aumentados de TRAP total (3,614+1,255) em comparagéo
com ZL (2,0981£0,1901) e DX+ZL (2,15810,4479). Nao foram detectadas

diferencgas significativas entre os grupos no parametro FAL (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvios-padroes obtidos a partir das analises

bioquimicas dos marcadores de metabolismo 6sseo.

C L DX DX+ZL
Calcio (mg/dL) 8,318+1,672 7,357£1,0352 | 10,511,751 | 7,725+1,405
Fésforo (mg/dL) | 6,93410,7403 | 5,260+1,3314 7,600+1,2192 6,542+1,503
FAL (U/L) 2,205:0,3888 | 2,115:0,2025 | 2,366+0,1874 2,26+0,2369
TRAP (U/L) 2,955:1217 | 2,098:0,19012 | 3,614+1,255% | 2,158+0,4479°

Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos considerando o
mesmo periodo experimental (p<0,05). Normalidade dos resultados foi analisada pelo
teste de Shapiro-Wilk. A analise estatistica foi realizada pela andlise da variancia

(ANOVA) seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Fonte: Autor, 2021.



5 Discussao




5. DISCUSSAO

Os BFs vém sendo utilizados desde 1960 para o tratamento de
metastases osseas, cancer de pulm&o, mieloma multiplo, doenga de Paget,
controle de doengas Osseas metabdlicas, como a osteoporose, entre outros.
Devido as variedades de tipos de BFs, como os nitrogenados e os néo
nitrogenados, via de administragéo e poténcia, a indicagcéo destes medicamentos
se da pelo tipo e severidade da doencga a ser controlada. Sabe-se que dentre os
tipos de BFs, os nitrogenados mostram-se mais potentes, uma vez que a
presenga do nitrogénio e sua orientagdo na cadeia R2 da molécula, influenciam
esta propriedade [14]. Dentre os nBFs, considera-se o ZL como sendo o de maior
poténcia, pela sua utilizacao, a possibilidade de instalacdo e desenvolvimento da
OM tem sido relatada principalmente em doses elevadas e associados a outros
medicamentos que possam alterar o sistema imunolégico do individuo, como os
anti-inflamatérios esteroidais [15;16]. No entanto, estudos que analisem os
efeitos de baixas doses do ZL ainda séo escassos [17;18]. Deste modo, propbs-
se o presente estudo, uma vez que o uso da dexametasona é relativamente

frequente e pode ser associada ao ZL.

Considerando-se o0 processo de reparo alveolar, foram observadas diferengas
histopatolégicas importantes comparando-se os quatro grupos. Os animais do
grupo Controle tiveram seus alvéolos reparados sem intercorréncias, estando
preenchidos por tecido 6sseo em remodelacdo no periodo de 30 dias. Ja os
animais medicados com ZL revelaram alteragdes histopatologicas do tecido
0sseo, mesmo com a dosagem utilizada, resultando em uma condicao
semelhante a OM, com aumento significativo de lacunas vazias de ostedcitos,
bem como do infiltrado inflamatdrio total e mononuclear em comparagcéo com os
demais grupos. Sabe-se que nestes modelos animais, a OM nao se apresenta
como em humanos considerando-se os critérios clinicos estabelecidos [6], sendo
entdo denominada osteonecrose-like, uma vez que exibe caracteristicas
histopatolégicas e clinicas distintas [21]. A analise histomorfométrica revelou
aumento significativo das células 6sseas neste grupo no periodo de 30 dias,
incluindo osteoclastos ndo aderidos a superficie O0ssea, os quais exibiam
morfologia arredondada e por vezes volumosa, refletindo o efeito da medicagéo

[21;23]. Justificando os niveis séricos para TRAP total significativamente



diminuidos nos animais medicados com ZL e DX+ZL em comparagdo com os

animais DX.

O animais do grupo DX apresentaram atraso evidente em comparagao com o0s
demais, também identificado pela quantificagao dos parametros histolégicos com
menor quantidade de células ésseas. Apesar de nao terem sido detectadas
diferengas estatisticas com relagdo a matriz 6ssea, neste grupo a mesma se
apresentava imatura em comparagdo com os grupos Controle, ZL e DX+ZL.
Porém, ndo foram encontradas evidéncias de OM. Possivelmente isto tenha
ocorrido devido a dexametasona ser um glicocorticoide sintético que age no
tecido retardando a formacgao 6ssea por meio da diferenciacéo e proliferacéo

celular e indugao da apoptose osteoblastica [24;25].

De modo interessante, os animais medicados com ambas as drogas, DX e ZL,
exibiram padrdo de reparo Osseo alveolar bastante satisfatério, sem as
alteragdes observadas nos grupos DX e ZL separadamente. Desde o inicio do
processo de reparacao (7 dias) foi possivel observar atividade osteogénica
resultando em maturagao das trabéculas 6sseas aos 30 dias. Sabe-se que os
glicocorticéides exercem efeitos diretos sobre eventos inflamatérios [26], bem
como durante o processo de reparo de tecidos moles e duros, provocando a
reducdo da sintese de colageno e alterando as atividades das células
osteoblasticas e osteoclasticas [27;28;29;30]. De acordo com Frenkel et al.
(2015), doses farmacoldgicas desta droga influenciam diretamente a expressao
de fatores de transcri¢cao osteoblastica como osterix, Runx-2, FAL e osteocalcina.
Ainda que nao foram detectadas diferencgas significativas nos niveis de FAL
séricos os demais marcadores de transcricido osteoblastica ndo foram
analisados. Um estudo realizado sobre o efeito dose-resposta da dexametasona
administrada no pré-operatdrio de ratos (4, 8 e 12mg/Kg) submetidos a extragéo
de dentes primeiros molares inferiores, revelou que as doses mais altas do
medicamento interferiram somente apos 3 e 7 dias do reparo, com diferenca na
densidade e formacao Ossea, porém, sem significAncia no periodo pos-
operatdrio de 40 dias [31]. Apesar de quantitativamente n&o terem sido reveladas
diferencas no parametro matriz dssea, microscopicamente pode-se notar a

presenca de trabéculas dsseas imaturas ainda apos 30 dias do reparo.



De fato, os glicocorticdides parecem exercer atividade dual sobre os
osteoclastos uma vez que, inicialmente, altas concentragbes destas drogas
levam a um aumento da atividade dos osteoclastos seguida por um declinio com
seu uso prolongado [32]. Nossos resultados mostraram niveis significativamente
elevados de TRAP e calcio no grupo DX em comparacgéo ao ZL e DX+ZL, bem
como aumento significativo de fésforo no grupo DX em comparagdo ao ZL.
Possivelmente, em se tratando de area de reparagao 6ssea decorrente de injuria
sob tratamento continuo com a dexametasona, os efeitos sobre os osteoclastos
tenham sido prolongados, afetando a atividade osteoclastica e alterando a
remodelagao 6ssea. Os resultados verificados no grupo DX+ZL possivelmente
se devem ao fato de que a dose e posologia do ZL utilizadas neste estudo néo
terem sido suficientes para influenciar negativamente o reparo ésseo intra-
alveolar. Estudos experimentais para inducdo das OMs relacionadas ao uso de
medicamentos usualmente utilizam altas doses de bifosfonatos nitrogenados de
alta poténcia como o ZL, mimetizando protocolo para condigdes osteoliticas
decorrentes de neoplasias malignas [33]. Esta inducdo é ainda mais efetiva
quando associa-se ao bifosfonato drogas imunossupressoras como 0s

glicocorticéides [34].

No entanto, no presente estudo optou-se pela utilizacdo de uma baixa dose do
zoledronato, indicada para o controle de osteoporose severa [8]. Apesar de
nenhum dos animais apresentarem doencas de base que justificassem o
tratamento com ZL, estudos prévios comprovam que animais sadios
desenvolvem a OM, especialmente com altas doses deste tipo de bifosfonato
[11;35]. Porém, os efeitos do bifosfonato de alta poténcia em baixas doses no

reparo alveolar ainda sdo pouco explorados.

Deste modo, os resultados demonstraram que, sob os parametros analisados,
a administragédo do ZL nao influenciou negativamente a neoformacgao éssea, mas
afetou de modo significativo a atividade osteoclastica pela diminuicdo da TRAP
sérica em comparagédo com o grupo DX.



6 Conclusao




6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir deste estudo, nos permitiram concluir que a
administragdo ainda que de baixas doses de ZL e de DX interferem no
metabolismo do tecido d6sseo e, portanto, no curso do processo de reparo

alveolar dos camundongos C57BI-6J.
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