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t is good to love many things, for therein lies true strength,
whosoever loves much, performs and can accomplish much, and what

’

is done in love is well done.’

Vincent van Gogh™

* Van Gogh V. The complete letters of Vincent van Gogh. 2" edition. Connecticut/USA: New York
Graphic Society; 1959.



Cardoso LM. Bisfosfonatos e implantodontia: efeito de inibidores de
metaloproteinases da matriz em modelo in vitro [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

O uso de bisfosfonatos (BFs) é indicado para o tratamento de doengas Osseas
neoplasicas e metabdlicas, controlando a reabsorcdo do tecido Osseo. Esses
medicamentos apresentam alta capacidade de adesao aos tecidos mineralizados e, a
partir de um evento traumatico e/ou inflamatério, podem ser liberados. A instalagcéo de
implantes dentais osseointegrados em pacientes em tratamento com BF é
controversa, pois a indugédo de um evento traumatico no local pode desencadear areas
de osteonecrose. A super-expressao de enzimas metaloproteinases da matriz (MMPs)
por células da mucosa oral e osteoblastos em contato com bisfosfonatos, também
pode interferir negativamente na osseointegragao e formagao do selamento biolégico
dos implantes. Assim, a modulacdo da atividade das MMPs poderia favorecer tais
eventos teciduais. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de dois inibidores de
MMPs — Proantocianidinas (PA) (extrato natural da semente de uva Vitis vinifera) e
Naringenina (NA) (sintética), no controle da sintese e atividade dessas enzimas por
fibroblastos gengivais humanos (HGF) e osteoblastos (Ob; Saos-2) cultivados sobre
superficies de titanio e tratados com o BF &cido zoledrénico (AZ). Discos de titanio
foram individualmente acondicionados em placas de cultura de células, e sobre estes,
foram cultivados HGF ou Ob em meio de cultura DMEM + 10% de soro fetal bovino
(SFB) por 24 horas. Em seguida, as células foram tratadas com concentragdo nao
citotoxica de PA ou NA, previamente definida, por 24 horas, seguido da adi¢do do AZ
(5 yM) em DMEM sem SFB. Apés diferentes periodos de contato, foram avaliadas a
adesao e proliferacéo celular (microscopia de fluorescéncia direta), sintese de MMP-
2 e MMP-9, bem como dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP)-1 e
TIMP-2 (ELISA) e atividade gelatinolitica (zimografia in situ). A capacidade de
mineralizagao pelos Ob foi avaliada por meio da atividade de fosfatase alcalina (ALP)
apos 7 dias de cultura. Os dados foram analisados pelos testes one-way ANOVA e
Tukey post-hoc (a = 0,05). O tratamento com AZ prejudicou a adeséo e proliferagcéo
celular, além de aumentar a sintese (p < 0,05) e a atividade das MMPs; o pré-
tratamento com os flavonoides controlou os efeitos gelatinoliticos induzidos pelo AZ,
regulando negativamente a sintese e atividade de MMPs (p < 0,05) por HGF e Ob,
além de favorecer a adesao e proliferacdo dessas células. Para HGF, o pré-tratamento
com NA e PA nao regulou positivamente a sintese de TIMP apds exposi¢céo ao AZ (p
> 0,05); para Ob, o TIMP-2 foi regulada positivamente (p < 0,05) pelos flavonoides,
seguido de exposicédo ao AZ. A atividade de ALP em Ob foi marcadamente diminuida
pelo AZ e o pré-tratamento com NA modulou levemente esse efeito (p < 0,05).
Portanto, o pré-tratamento com os flavonoides investigados promove resultados
interessantes na modulacado dos efeitos deletérios do AZ, favorecendo a adesao e
proliferagao celular, regulando negativamente a sintese e atividade de MMP-2 e MMP-
9 por HGF e Ob e regulando positivamente o TIMP-2 por Ob.

Palavras-chave: Fibroblastos. Osteoblastos. Acido zoledrénico. Implantes dentarios.
Metaloproteinases da matriz. Flavonoides.



Cardoso LM. Bisphosphonates and implantodontology: effect of matrix
metalloproteinases inhibitors in in vitro model [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

Bisphosphonates (BPs) are used to treat neoplastic and metabolic bone diseases,
controlling bone tissue resorption. These medications have high adhesion capacity to
mineralized tissues and, from a traumatic and/or inflammatory event, can be released.
Osseointegrated dental implants installation in patients undergoing BP treatment is
uncertain, since a local traumatic event induction may trigger areas of osteonecrosis.
Overexpression of matrix metalloproteinases (MMPs) enzymes by oral mucosal cells
and osteoblasts in contact with bisphosphonates may also negatively interfere with
osseointegration and biological sealing of dental implants. Thus, modulation of MMPs
activity could improve such tissue events. The aim of this study was to evaluate the
potential of two MMPs inhibitors — Proanthocyanidins (PA) (natural grape seed extract
from Vitis vinifera) and Naringenin (NA) (synthetic), on controlling of these enzymes
synthesis and activity by human gingival fibroblasts (HGF) and osteoblasts (Ob; Saos-
2) seeded on titanium surfaces and treated with zoledronic acid (ZA) BP. Titanium
discs were individually placed on cell culture plates, and HGF or Ob were seeded on
the discs in DMEM culture medium + 10% fetal bovine serum (FBS) for 24 hours. Then,
the cells were treated with non-cytotoxic concentration of PA and NA, previously
defined, for 24 hours, followed by the addition of ZA (5 uM) in DMEM serum free. After
different time-points of ZA contact, cells adhesion and proliferation (direct fluorescence
microscopy), synthesis of MMP-2 and MMP-9, as well as tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMP)-1 and TIMP-2 (ELISA), and gelatinolytic activity (in situ
zymography) by HGF and Ob were evaluated. Ob mineralization capacity was
assessed by alkaline phosphatase (ALP) activity after 7 days of culture. Data were
analyzed using one-way ANOVA and Tukey post-hoc tests (a = 0.05). The treatment
with ZA impaired cell adhesion and proliferation, as well as increased the synthesis (p
< 0.05) and activity of MMPs; the pre-treatment with flavonoids controlled the
gelatinolytic effects induced by ZA, negatively regulating the synthesis and activity of
MMPs (p < 0.05) by HGF and Ob, moreover, cells adhesion and proliferation was
favored by flavonoids pre-treatment. For HGF, the pre-treatment with NA and PA did
not upregulate TIMP synthesis after exposure to ZA (p > 0.05); for Ob, TIMP-2 was
upregulated (p < 0.05) by flavonoids, followed by exposure to ZA. ALP activity in Ob
was markedly decreased by ZA and NA pre-treatment slightly modulated this effect (p
< 0.05). Therefore, the pre-treatment with the investigated flavonoids promotes
interesting results in modulating the deleterious effects of ZA, favoring cell adhesion
and proliferation, downregulating the synthesis and activity of MMP-2 and MMP-9 by
HGF and Ob and upregulating TIMP- 2 by Ob.

Keywords: Fibroblasts. Osteoblasts. Zoledronic acid. Dental implants. Matrix
metalloproteinases. Flavonoids.
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1 INTRODUGAO

O acido zoledrénico (AZ) é um bisfosfonato (BF) de uso intravenoso com
potente acdo farmacologica e afinidade aos 0ssos, especialmente aos 0ssos
maxilares, onde um alto metabolismo 6sseo é observado'. Esse farmaco é
recomendado para o tratamento da osteoporose, doenga de Paget, tumor de célula
gigante 6sseo, hipercalcemia induzida por tumor, prevengao de metastases 0sseas

de tumores malignos e controle de mieloma multiplo?.

Dentre todos os BFs, o AZ apresenta a maior afinidade ao tecido ésseo e é
comumente associado ao desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares associada
a medicamentos (MRONJ)3>®. Essa condigdo patolégica pode ser caracterizada
clinicamente como 0sso exposto ou 0sso que pode ser sondado através de fistula(s)
intraoral ou extraoral na regido maxilofacial por mais de oito semanas, sem histérico
de radioterapia nos maxilares ou doenca metastatica nos maxilares, associado a um
tratamento atual ou anterior com agentes antirreabsortivos (como BFs) isoladamente
ou em combinagdo com medicamentos imunomoduladores ou antiangiogénicos®.
Embora o primeiro caso da MRONJ relacionada a BF tenha sido relatado em 20036,
a patogénese desta condigdo permanece incerta.

Os principais fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da MRONJ
incluem o tipo de BF utilizado (poténcia e via de administracdo), duragcdo do
tratamento, fatores locais (presenca de infec¢ao ou inflamagéo), cirurgia dentoalveolar
(extragdo dentaria ou colocagdo de implante dentario) e comorbidades sistémicas®’.
Assim, a indicacdo de colocagcdo de implantes dentarios osseointegrados em
pacientes que usam AZ permanece controversa, pois a administracdo intravenosa
desse BF pode aumentar as chances de um paciente desenvolver MRONJ
desencadeada pela colocacdo de implantes”®. Além disso, foi demonstrado
anteriormente que pacientes com implantes dentarios osseointegrados que iniciam
terapia intravenosa com BFs apresentam risco aumentado de desenvolver MRONJ®.

Consequentemente, pacientes com histérico de regime de BFs,
independentemente de ser utilizado para tratamento de osteoporose ou malignidade
O0ssea, apresentam risco de desenvolvimento de MRONJ apds a colocagao de
implantes dentarios®. Outro fato importante a ser considerado é a auséncia de
biomarcadores validados para indicar ou ndo a instalagcdo de implantes em pacientes
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sob regime de BFs, o que significa que nenhum marcador de remodelacéo 6ssea pode
prever o risco de MRONJ®.

Embora o efeito do AZ nos osteoclastos tenha sido bem estabelecido, os seus
efeitos em outros tipos de células ainda ndo foram totalmente elucidados. Estudos
demonstraram que esse farmaco causa efeitos citotdxicos em osteoblastos,
diminuindo a capacidade de mineralizacdo dessas células, que estdo diretamente
envolvidas nos processos de sintese e mineralizagado da matriz 6ssea, além de efeitos
inibitérios na diferenciacao osteoblastica, o que pode favorecer o desenvolvimento de
MRONJ'®". O papel dos tecidos moles na patogénese da MRONJ também foi
avaliado, uma vez que as principais caracteristicas desta condigdo sao a perda de
cobertura dos tecidos moles e exposi¢édo 6ssea'’. Assim, a toxicidade sobre tecidos
moles dos BFs tem sido indicada como um possivel fator capaz de favorecer a
MRONJ.

Outrossim, investigagbes demonstraram que o AZ pode aumentar os niveis de
metaloproteinases da matriz (MMPs) por fibroblastos gengivais em um modelo in vitro
de superficie de implante dentario’'4, em osso alveolar em um modelo in vivo'® e na
saliva de pacientes que desenvolveram MRONJ'®. Dessa forma, o aumento da sintese
e atividade de MMPs pode contribuir para o estabelecimento de MRONJ em pacientes
sob terapia com AZ. As MMPs sao enzimas responsaveis pela degradacgédo e
renovagao da maioria dos componentes da matriz extracelular (MEC), apresentando
a capacidade de fragmentar colagenos fibrilares em condigdes fisiologicas normais;
entretanto, em condigdes patologicas, como doengas periodontais, o desequilibrio
entre as MMPs e seus inibidores teciduais (TIMPs) aumenta a degradac¢ao da MEC e
a destruicdo tecidual’’. No tecido periodontal, os TIMPs ndo sdo suficientes para
regular negativamente as MMPs patologicamente elevadas'®; assim, diferentes
estratégias para regulacdo de MMPs estdo sendo investigadas, como o uso de
flavonoides.

Os flavonoides s&do compostos bioativos que compdem uma importante classe
de metabdlitos secundarios vegetais de baixo peso molecular, apresentando estrutura
polifendlica e ocorrendo amplamente em frutas, vegetais, ervas, bebidas, especiarias
e oleos'. Entre os diferentes flavonoides, o potencial da naringenina (NA) e das
proantocianidinas (PA) na regulagdo das MMPs foi demonstrado em modelos preé-
clinicos?%-25, bem como seu potencial para promover aumento da viabilidade celular e

modulacdo de mediadores proé-inflamatorios por fibroblastos gengivais e
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queratindcitos orais?*2%. NA e PA s3o encontrados em diferentes fontes naturais e
dependendo de sua origem, condi¢des de cultivo, clima e protocolo de extragéo, esses
flavonoides podem ter formulagdes diferentes, resultando em efeitos terapéuticos
variaveis, o que pode resultar em resultados ndo padronizados?®. Assim, flavonoides
cujas variaveis sintéticas podem ser obtidas comercialmente, como a NA, s&o
candidatos interessantes para uso em analises biologicas.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos individuais do pré-
tratamento com PA natural, do extrato da semente de uva da espécie Vitis vinifera, e
NA sintética na adesao e proliferagao celular, sintese de MMP-2 (gelatinase A), MMP-
9 (gelatinase B), TIMP-1 e TIMP-2, atividade gelatinolitica de MMPs por fibroblastos
gengivais e osteoblastos humanos e atividade de fosfatase alcalina (ALP) por

osteoblastos expostos ao AZ em um modelo in vitro de superficie de implante dentario.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, o tratamento com AZ prejudicou a adesao e proliferagao celular,
aumentou significativamente a sintese e atividade gelatinolitica de MMP-2 e MMP-9
pelos HGF e Ob, induzindo também uma diminui¢ao significativa de TIMP-1 e TIMP-
2 pelos HGF, além de promover marcada diminuicdo de ALP pelos Ob. O preé-
tratamento de células com NA e PA modulou os efeitos deletérios do AZ, melhorando
a adeséo e proliferacédo celular, regulando negativamente a sintese e atividade de
MMP-2 e MMP-9 pelos HGF e Ob e aumentando a producédo de TIMP-2 pelos Ob.
Entretanto, o pré-tratamento com os flavonoides nao foi capaz de contrapor os efeitos
deletérios do AZ sobre a atividade de ALP pelos Ob.
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