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SILVA, R. B. P. Influéncia da baixa dose de bifosfonato de alta poténcia associado a droga
imunossupressora no reparo 6sseo alveolar em camundongos C57BL/6J. 54 f. 2022. Tese

(Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2022.
RESUMO

Os efeitos sistémicos causados pelos bifosfonato nitrogenados (BFn) ainda permanecem
pouco conhecidos, especialmente no que diz respeito a sua relagdo com o sistema
imunolégico dos pacientes que fazem uso dessa droga de modo prolongado. Na maioria das
vezes, a indicacdo do uso continuo dos BFns ocorre como terapia adjuvante ao tratamento de
neoplasias malignas associados as drogas imunossupressoras, 0 que aumenta
consideravelmente o risco para o desenvolvimento das osteonecroses dos maxilares
relacionado ao uso de BPns (OMIMs). O objetivo do presente trabalho foi investigar as
concentracdes plasmaticas de marcadores dsseos, bem como a microarquitetura dssea dos
alvéolos dentarios pds-exodontia de camundongos tratados com BFn de alta poténcia com ou
sem associacdo de droga imunossupressora. Foram utilizados 60 camundongos machos da
linhagem C57BL6/J, com idades entre 8 a 10 semanas, pesando cerca de 28 gramas, divididos
em quatro grupos de acordo com o tratamento: C — controle, 0,05ml de soro fisiolégico 0,9%
via intraperitoneal (IP), DEXA — 5mg/Kg de dexametasona (IP), ZOL — 50 pg/kg de acido
zoledrénico, e DEXA+ZOL — 5mg/Kg de dexametasona + 50 pg/kg de acido zoledrdnico 1 vez
ao dia por cada semana . Apds quatro semanas de tratamento, todos os animais foram
submetidos a exodontia do incisivo superior direito, continuando até o periodo de eutanasia
de 30 dias pds-exodontia, quando coletou-se o sangue para as analises de calcio, fosfato, TRAP
e FAL, bem como as maxilas com os alvéolos para andlises microtomografica (microCT). Os
dados quantitativos foram submetidos ao teste One Way ANOVA seguido de Tukey,
considerando-se p<0,05. Os resultados demonstraram que o grupo DEXA exibiu niveis
plasmaticos de calcio e TRAP significativamente mais elevados em comparagdo com os grupos
ZOL e DEXA+ZOL, e significativamente mais elevados de fosfato que o grupo ZOL (p<0,05). Ndo
foram detectadas diferencas nos niveis da FAL. A anadlise pelo microCT revelou menor
porporcdo éssea (BV/TV), % e espessura de trabéculas (Tbh.Th, mm) no grupo DEXA em
comparagao com os demais. Nao foram observadas diferengas significantes referentes a
numero (Tb.N) e separacdo de trabéculas (Th.Sp). Histologicamente o grupo DEXA+ZOL

apresentaram alvéolos preenchidos por tecido dsseo maduro em meio a medula dssea



predominantemente constituida por tecido conjuntivo, enquanto ZOL os alvéolos
apresentavam preenchidos por trabéculas dsseas = com numerosas lacunas vazias de
ostedcitos. Com base nesses dados, conclui-se que, embora a admistracdo do ZOL interfira
com marcadores sistémicos de turnover dsseo, sua administracao ndo afetou os parametros
morfoldgicos de reparo dsseo alveolar, mesmo em associacdo com a dexametasona. Por outro
lado, o uso isolado de dexametasona induziu alteragdes sistémicas e locais no tecido dsseo,

provocando um atraso no reparo pos exodontias quando utilizada de forma isolada.

Palavras-chave: Acido Zoledrdnico. Dexametasona. Osteonecrose. Regeneracdo 6ssea.



SILVA, R. B. P. Influence of low dose high potency biphosphonate associated with
immunosuppressive drug on alveolar bone repair in C57BL/6J mice. 54 f. 2022. Tese

(Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2022.
ABSTRACT

The systemic effects caused by nitrogenous bisphosphonates (BFn) are still poorly understood,
especially with regard to their relationship with the immune system of patients who use this
drug for a long time. Most of the time, the indication of continuous use of BPns occurs as an
adjuvant therapy to the treatment of malignant neoplasms associated with
immunosuppressive drugs, which considerably increases the risk for the development of
osteonecrosis of the jaws related to the use of BPns (OMIMs). The aim of the present study
was to investigate the plasma concentrations of bone markers, as well as the bone
microarchitecture of post-extraction dental alveoli in mice treated with high-potency BFn with
or without immunosuppressive drug association. Sixty male mice of the C57BL6/] strain, aged
between 8 and 10 weeks, weighing about 28 grams, were divided into four groups according
to treatment: C — control, 0.05ml of 0.9% saline via intraperitoneal (IP), DEXA — 5mg/kg
dexamethasone (IP), ZOL — 50 pg/kg zoledronic acid, and DEXA+ZOL — 5mg/kg dexamethasone
+ 50 pg/kg zoledronic acid once a day for each week. After four weeks of treatment, all animals
underwent extraction of the upper right incisor, continuing until the euthanasia period of 30
days post-extraction, when blood was collected for the analysis of calcium, phosphorus, TRAP
and FAL, as well as as the jaws with the alveoli for microtomographic analysis (microCT).
Quantitative data were submitted to the One Way ANOVA test followed by Tukey, considering
p<0.05. The results demonstrated that the DEXA group exhibited significantly higher plasma
levels of calcium and TRAP compared to the ZOL and DEXA+ZOL groups, and significantly
higher phosphate than the ZOL group (p<0.05). No differences were detected in FAL levels.
MicroCT analysis revealed lower bone proportion (BV/TV), % and thickness of trabeculae
(Tb.Th, mm) in the DEXA group compared to the others. No significant differences were
observed regarding the number (Tb.N) and separation of trabeculae (Th.Sp). Histologically,
the DEXA+ZOL group presented alveoli filled with mature bone tissue in the midst of bone
marrow predominantly constituted by connective tissue, while the ZOL alveoli were filled with
bone trabeculae = with numerous empty spaces of osteocytes. Based on these data, it is

concluded that, although the administration of ZOL interferes with systemic markers of bone



turnover, its administration did not affect the morphological parameters of alveolar bone
repair, even in association with dexamethasone. On the other hand, the isolated use of
dexamethasone induced systemic and local changes in bone tissue, causing a delay in post-

exodontia repair when used alone.

Keywords: Zoledronic acid. Dexamethasone. Osteonecrosis. Bone regeneration.
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1 INTRODUCAO"

Os bifosfonatos sdo agentes antirreabsortivos andlogos ao pirofosfato, que tem
sido utilizado para diferentes patologias ésseas, como osteoporose, metastases &sseas,
doenca de Paget e demais doencas de carater osteolitico (Guyatt et al., 2002; Close et al.,
2006; Zhang et al., 2012; Hagiwara et al., 2014; Fung et al., 2017). Os bifosfonatos conhecidos
como nitrogenados (BFn) tem sido amplamente utilizado na pratica clinica, dando destaque
ndo apenas a osteoporose como o cancer e ou mielomas multiplos (Yoshioka et al., 2022). Os
BFn, como por exemplo o acido zoledrénico (ZOL) sdo medicamentos antirreabsortivos com
funcdoinibitdria da atividade osteoclastica. Contudo, apesar de apresentar grandes vantagens
e beneficios no tratamento de desordens esqueléticas, o seu uso continuo pode levar ao
desenvolvimento de um quadro clinico conhecido como osteonecrose dos maxilares induzida
por medicamentos (OMIM). Apesar do amplo uso dos BFn, a OMIM foi primeiramente
relatada em 2003, sendo observado exposicoes dsseas intraorais naqueles pacientes que
recebiam altas doses de BFn para o tratamento de cancer, sendo ndo tao frequente naqueles

para osteoporose (Marx, 2003; Yoshioka et al., 2022).

O mecanismo de agao dos BFn tem sido amplamente estudado e consiste em
diminuir a taxa de remodelamento dsseo e impedir que os osteoclastos realizem absorc¢ao
Ossea (Russell et al., 2008; Soares et al., 2018; Agwu & Umar, 2020). Isto ocorre por meio da
interferéncia que estas drogas causam na sintese da via mevalonato, a qual regula a
biossintese de proteinas isoprendides para modificacdo lipidica de GTPases, como a
farnesildifosfato e a geranilgeranildifosfato, e impede a organizacdo do citoesqueleto dos
osteoclastos (Rogers et al., 2011), e consequentemente a formacdo da borda corrugada,
estrutura essencial para o processo de reabsor¢cdo e do trafego vesicular, levando-os a
apoptose (Anderson & Freedman, 2020; Villatoro-Villar & Kwoh, 2021). No entanto, de modo
contrario, o uso em curto prazo dos BFn apresenta efeito anti-apoptdtico sobre os ostedcitos

e osteoblastos pela ativacdo da quinase ERK (Loiselle et al., 2013). Devido a estes eventos, o

* Normalizado de acordo com a Archives of Oral Biology - https://www.elsevier.com/journals/archives-of-oral-
biology/0003-9969/guide-for-authors
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processo de remodelacdo do tecido d6sseo é alterado, resultando em importantes

modificagdes na microarquitetura dssea.

Embora os beneficios dos BFn sejam bem conhecidos, efeitos colaterais tardios
importantes foram relatados, principalmente relacionados a terapias de longa duracdo e altas
doses (Bamias et al., 2005; Fung et al., 2015). Esses efeitos colaterais dos BFn, podem ser
agrupados nas categorias de reacdes de fase aguda, efeitos gastrointestinais, efeitos colaterais
renais e a osteonecrose dos maxilares (Marx, 2003; Diel et al., 2007; Walter et al., 2007; Basso

et al., 2020).

A incidéncia das OMIMs apds o tratamento com BFn estd relacionada ao tipo de
medicamento, frequéncia, dosagem e método de administracdo (Fung et al., 2015). A
osteonecrose dos maxilares é definida como uma drea de exposi¢ao na regidao maxilofacial
que persiste por mais de 8 semanas, comumente relacionada a pacientes submetidos ao
tratamento com bisfosfonatos (BF) ou seja, uma reacdo adversa ao medicamento, descrita
como a progressiva destruicdo e morte do osso que acomete a mandibula e maxila de
pacientes expostos ao tratamento com medicamentos conhecidos por aumentar o risco de

doenca, na auséncia de um tratamento de radiacdo anterior ”(Campisi et al., 2020).

A maioria dos casos de osteonecrose dos maxilares associados a bifosfonatos
(OMIMs) sdo relatados apds a administracdo intravenosa de BFn, como o acido zoledrénico
(Marx et al., 2005; Soares et al., 2018). O acido zoledrénico é comumente utilizado no
tratamento de paciente com metdstase dssea e também é um medicamento altamente eficaz
para osteoporose (Shuai et al., 2015) e devido a sua alta afinidade pela hidroxiapatita do osso,
ele é rapidamente retirado da circulacdo sistémica e local, aderindo-se a superficie dssea,

particularmente nos sitios de atividade osteocldstica (Yamamoto-Silva et al., 2013).

Na instalacdo das OMIMs, observa-se uma descompensacao no reparo para um
contexto pré-inflamatério exacerbado. Os macréfagos ativados, assim como os osteoclastos,
também apresentam a formacdo de uma borda corrugada a fim de se aderirem a superficie a
ser fagocitada, desenvolvendo fagossomas e liberando enzimas lisossomais, além de
produzirem a enzima Fosfatase acida Resistente ao Tartarato (TRAP), necessaria nos processos

inflamatdrios (Bune et al., 2001). Devido a isto, também sdo capazes de internalizar drogas
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como os BFn (Coxon et al., 2008), o que possivelmente possa causar alteracées importantes

em sua fungao.

Os glicorticoides sao hormdnios esteroides que suprimem a inflamagao através de
mecanismos celulares. O principal mecanismo de acdo anti-inflamatéria dos corticoides é o
bloqueio duplo da cascata do acido araquidonico, por meio da indugdo da lipocortina, que age
inibindo a fosfolipase A2 e da inibicdo das ciclooxigenases (COX), que possuem papel crucial
na mediagao da inflamacgdo ao produzirem prostaglandinas e prostaciclinas. Além disso, agem
nas células sanguineas, reduzindo o niumero de macréfagos, eosindfilos e linfdcitos e suas
acOes (Billington et al., 2017). Possuem efeito inibidor da funcao de fibroblastos, com menor
producdo de coldgeno e glicosaminoglicanos e certa reducdo na cicatrizacdo e reparo
(Billington et al., 2017). Apesar dos supostos efeitos benéficos que a administracdo de anti-
inflamatodrios teria na OMIMs, farmacos dessa classe tém sido associados a um maior risco de
desenvolvimento de osteonecrose, pois seu efeito supressor reduz a renovacdo do tecido
6sseo em longo prazo, o que pode contribuir para a alteragdo na cicatrizagao e induzir a

necrose (Oliveira et al., 2017).

A dexametasona (DEXA) é um glicocorticdide muito receitado pela sua
biodisponibilidade e alto poder anti-inflamatério, contudo, é bastante relacionada a
complicacoes esqueléticas (Billington et al., 2017.) A acdo dos glicocorticdides na perda dssea
ocorre nos processos de neoformacado e de reabsor¢ao. Na neoformacao éssea, este efeito
esta relacionado a diminuicdo da quantidade e atividade dos osteoblastos, enquanto na
reabsorcao, provoca aumento na proliferacao e diferenciacdo de precursores de osteoclastos

(Hachemi et al., 2018).

Atualmente a administracdo do zoledronato em pacientes com osteoporose vem
se tornando uma escolha terapéutica muito utilizada para o tratamento desta condicdo. (Yang
et al., 2015; Shiraki et al., 2017). Acomete com maior frequéncia o sexo feminino (73%), com
idade avancada (em média acima de 66 anos). H4 uma predilecio pela ocorréncia na
mandibula, e procedimentos odontoldgicos invasivos, como exodontias dentais e cirurgias
orais menores, contudo, sdo tidos como os principais fatores desencadeadores da OMIM

(Walter et al., 2016).
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Assim sendo, pacientes que fazem ou fizeram uso crénico de BFn e que fazem uso

da DEXA serdo cada vez mais comuns no consultério odontoldgico.



CONCLUSAQ
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o ZOL altera
significativamente o turnover ésseo quando administrado isoladamente e/ou associado a
dexametasona no protocolo utilizado. De modo interessante, a administracdo do ZOL ndo
interfere de modo importante no processo de reparo dsseo alveolar mesmo em associagao
com a dexametasona, a qual provoca importante atraso neste processo quando utilizada de

forma isolada.
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