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“Ndo pretendemos que as coisas mudem, se sempre fazemos o mesmo. A
crise é a melhor bencdo que pode ocorrer com as pessoas e paises, porque
a crise traz progressos. A criatividade nasce da angustia, como o dia
nasce da mnoite escura. T ma crise que mascem as invengdes, o0s
descobrimentos e as grandes estratégias. Quem supera a crise, supera a
si mesmo sem ficar ‘supervado’. Quem atvibui d crise seus fracassos e
penurias, violenta seu proprio talento e vespeita mais os problemas do
que as solucdes. A verdadeira crise é a crise da incompeténcia... Sem
crise ndo hd desafios; sem desafios, a vida é uma rotina, uma lenta
agonia. Sem crise ndo hda mérito. £ na crise que se aflora o melhor de
cada um...”

Albert Einstein
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FARIA, FD. Andlise da microarquitetura e dindmica da remodelagdo de
ossosintramembranosos e endocondrais de ratos tratados com bifosfonato
endovenoso. 2018. N° 37. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado) — Faculdade
de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2018.

RESUMO

A ampla e prolongada administracao dos bifosfonatos nitrogenados para prevencao e
tratamento de desordens de carater osteolitico tem possibilitado a identificacdo de
seus efeitos adversos em niveis sistémicos e no esqueleto por meio de variadas
metodologias. O presente estudo tem como objetivo analisar e comparar as
caracteristicas microarquiteturais de osso endocondral (fémur) e o0ssos
intramembranosos (maxila e mandibula) e sua dinamica de remodelac¢do sob influéncia
do acido zoledronico. Para tanto, 14 ratos albinos Wistar machos com 12 meses de
idade, foram divididos em dois grupos de acordo com o tratamento recebido: Grupo
Controle - 0,1 ml de soro fisiolégico 0,9% via endovenosa (EV), e Grupo ZL - 0,035
ml/Kg de acido zoledrdnico via EV. Os animais de ambos os grupos foram tratados a
cada 15 dias, sendo as substancias administradas na veia caudal. Apds a oitava
aplicacdo das respectivas substancias, todos os animais receberam injecdo do
fluorocromocalceina por via intramuscular (IM), na dose de 20 mg/Kg para cada
animal. Apds 10 dias da aplicagdo da calceina, foi administrado 20 mg/Kg do
fluorocromo alizarina via IM. Apés 10 dias da aplicacdo da alizarina, todos os animais
foram submetidos a eutandasia para a remoc¢do dos ossos maxila, mandibula e fémur os
quais foram submetidos a andlise por meio de microtomografia computadorizada
(microCT) para avaliagdo da microarquitetura da matriz mineralizada trabecular
considerando-se os parametros fracdo de volume désseo (BV/TV), numero de
trabéculas (Tb.N), espessura das trabéculas (Tb.Th) e separacdo entre as trabéculas
(Tb.Sp). Na analise do osso cortical foi considerada a média da espessura cortical
(Ct.Th).Para avaliacdo da dindmica da remodelacdo dssea as laminas foram analisadas
por meio de microscopia confocal,. A partir dos dados obtidos, ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre os ossos analisados pelas andlises do
microCT. No entanto, a microscopia confocal revelou valores significativamente
reduzidosna quantidade de tecido ésseo depositado no intervalo de 10 dias no fémur C
(311,9446,76) e ZL (122,5+28,11) para o corante alizarina,e na mandibula C
(429,7+82,61) e ZL (82,61+13,92) para o corante calceina e C (680,4+19,78) e ZL
(317,0+39,63) para a alizarina. Deste modo, concluiu-se que a administracdo
intravenosa de ZLndo alterou a microarquitetura dssea considerando-se a origem
intramembranosa ou endocondral dos ossos. No entanto, o processo de remodelagao
tornou-se significativamente reduzido nos ossos mais corticalizados, fémur e
mandibula, na presenca do ZL.

Palavras-chave:Bifosfonato. Osso endocondral. Osso intramembranoso. Ratos.
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ABSTRACT

Prolonged and wide administration of the bisphosphonates-containing nitrogen for
prevention and treatment of osteolitic diseases have made possible the identification
of the adverse effects they provoke at systemic level and in the skeleton by various
methodologies. The aim of the present study was to analyze and to compare
microarchitecture characteristics of intramembranous (maxillae and mandible) and
endochondral (femur), as well as the remodeling dynamics under the influence of
zoledronic acid (ZL). Fourteen male Wistar rats, age of 12 months, were distributed
into two groups, according to the treatment: Control - 0.1 ml of intravenous (IV) 0.9%
saline solution, and ZL - 0.035 ml/Kg of IV ZL. All animals of both groups were treated
every 15 days, and the substances were administered in the tail vein. After the eighth
administration of the substances, all the animals received intramuscular (IM) injection
of the fluorochrome calcein, in the dose of 20 mg/Kg for each animal. After 10 days of
calcein injection, 20 mg/Kg of fluorochrome of alizarin was administered, via IM. After
10 days of alizarin injections, all the animals were euthanized for the removal of the
maxillae, mandible and femur to undergo micro-computed tomography scanning
(microCT) for the analysis of the mineralized trabecular bone matrix, considering the
following parameters: bone volume fraction (BV/TV), trabecular number (Tb.N),
trabecular thickness (Th.Th), and trabecular separation (Th.Sp). For the analysis of
cortical bone, average cortical thickness (Ct.Th) was considered. For the analysis of
bone remodeling dynamics, histological slices were observed under confocal
microscopy. From the obtained data, no statistically significant differences were
detected among the analyzed bones under microCT scanning. However, confocal
microscopy revealed a significant decrease in bone formation at the interval of 10 days
in the femur C (311,9+46,76) and ZL (122,5+28,11) for alizarine,and in mandible C
(429,7482,61) and ZL (82,61+13,92)for calcein, and C (680,4%+19,78) and ZL
(317,0+39,63) for alizarine.In this way, it was concluded that intravenous
administration of ZL did not change bone microarchitecture taking into account the
intramembranous or endochondral origin of the bones. However, remodeling process
was significantly reduced in the corticalized bones, femur and mandible, in the
presence of ZL.

Key words: Bisphosphonate. Endochondral bone. Intramembranousbone. Rats.
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1 Introducao e Revisao da Literatura

Ha cerca de 40 anos, os bifosfonatos nitrogenados (BFs) tem sido utilizados
para o tratamento de diversas doencas do metabolismo dsseo de carater osteolitico
(Graham, Russel, 2011), o que tem possibilitado a identificagdo e registro de seus
variados efeitos adversos em nivel sistémico, como as alteracdes renais (Bounameaux
et al., 1983) e gastrintestinais (Modi et al., 2015) e local, como na cavidade bucal
(CoskunBenlidayi&Guzel, 2013).

O tipo de BF, bem como os protocolos e vias de administragao variam de
acordo com a patologia em questdo, sendo selecionados de acordo com sua poténcia
(Gutta, Louis, 2007). Usualmente, os BFs de uso oral como alendronato e risedronato
sdo indicados para o tratamento de osteoporose e osteopenia (lwamoto et al., 2006),
enguanto que os injetaveis, pamidronato e zoledronato, sdo indicados para as
neoplasias malignas e metastases dsseas (Lipton et al., 2002), sendo estes ultimos os
mais diretamente relacionados com o desenvolvimento de uma afeccdo bucal
importante, a osteonecrose dos maxilares (Dodson, 2009).

Resultados de revisdo sistematica realizados por Hadji (2011) a respeito
especificamente do uso do acido zoledronico para o tratamento de osteoporose, de
perda dssea devido a tratamento oncolégico e de metastases dsseas, demonstraram
gue as posologias variam de acordo com evidéncias clinicas, observando-se uma
relacdo direta entre o aumento das doses e a severidade da doenca. Deste modo, para
pacientes oncoldgicos indica-se a dose de 4mg a cada 3-4 semanas, o que potencializa
a acdo antirreabsortiva do BF, enquanto que para as demais condi¢des as posologias
variam de aplicagdes semestrais a anuais e até bianuais.

Embora o mecanismo de agao exato destes medicamentos ainda apresente
pontos obscuros, o osteoclasto é um alvo certo, sofrendo altera¢Ges na organizacdo de
seu citoesqueleto pela inibicdo da via mevalonato, a qual regula a biossintese de
proteinas isoprendides para modificacdo lipidica de GTPases, como a farnesildifosfato
e a geranilgeranildifosfato (Rogers et al., 2011). Isto causa alteracbes em seu
citoesqueleto e, consequentemente, impede a formacdo da borda corrugada,

estrutura essencial para o processo de reabsorcao e do trafego vesicular, levando-o a
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apoptose (Gutta& Louis, 2007). De modo contrario, o uso em curto prazo dos BFs
apresenta efeito anti-apoptdtico sobre os ostedcitos e osteoblastos pela ativagao da
quinase ERK (Loiselle et al., 2013). Devido a estes eventos, o processo de remodelacdo
do tecido dsseo é alterado, resultando em modificagbes na microarquitetura éssea e
influenciando diretamente na capacidade mecanica do tecido.

Atualmente, relatos de fraturas femorais atipicas (FFA), associadas ao uso
continuo e a longo-prazo dos BFs, tem sido registrados (Geissler et al., 2015). Embora
grande parte destes relatos esteja associada a administracdao dos BFs de uso oral
(Schmidt et al., 2010; Lee et al., 2015), recentes casos de FFA associados aos BFs de
administracdo endovenosa como o zoledronato e o pamidronado, também tem sido
apresentados (Chang et al.,, 2012; Hayashi et al.,, 2014). Segundo a American
SocietyofBoneand Mineral Research (ASBMR), consideram-se FFA aquelas ndo
traumaticas ou causadas por baixo impacto, localizadas na regido subtrocantérica
femoral e que radiograficamente apresentam-se como uma linha transversa ou
obliqua, tendo como ponto de origem a cortical lateral onde pode haver uma reacgao
periosteal focal ou difusa (Shane et al., 2014). Esta reacdo pode ser explicada pelo fato
da acdo anti-apoptoética dos BFs sobre os ostedcitos (Loiselle et al., 2013), os quais
acabam morrendo por envelhecimento e por acimulo de danos, e ndo sdo repostos
pela deficiéncia da remodelagdo éssea decorrente da alteragdo osteoclastica, essencial
para o reparo das microfraturas que ocorrem na cortical como um mecanismo para
dissipacdo de energias (Mori et al., 1997).

Sabendo-se da importancia dos ostedcitos (Dallas et al., 2013), entende-se
o ciclo vicioso que se forma. Estas células caracterizam-se por suas numerosas
extensdes citoplasmaticas que os conectam com outros ostedcitos e células
osteoblasticas, bem como vasos sanguineos, possibilitando o controle de fluxo de
calcio e ativacdao celular. Sua morte por apoptose libera corpos apoptdticos que
expressam RANKL, ativando osteoclastos (Koggiani et al., 2008). Pela sua auséncia ou
apoptose tardia pelo uso dos BFs, o processo de remodelacado fica comprometido, as
microfraturas permanecem e aumentam, podendo causar uma descontinuidade no
periésteo levando a formacdo de um pequeno calo ésseo (Geissler et al., 2015). Além
disso, como consequéncia, a matriz dssea se torna mais rigida e perde tenacidade,

propriedades necessarias para a manutencao da capacidade biomecanica do tecido.
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A baixa expectativa de vida e o tempo de tratamento reduzido dos
pacientes oncolégicos sdo fatores que provavelmente resultam na escassez de estudos
controlados sobre as FFAs (Saad et al., 2012). Considerando-se estas dificuldades, os
trabalhos experimentais com modelo animal auxiliam no entendimento da a¢ao dos
BFs em situacdes especificas, guardando-se as devidas diferengas entre as espécies. Yu
et al. (2012) compararam o processo de reparo de fraturas mandibulares e tibiais de
camundongos sob acdo do acido zoledrbnico, a fim de observar o processo de reparo
de ossos endocondrais e intramembranosos nestas condigdes. Constataram atraso na
fase inicial do reparo das fraturas das tibias pela andlise do calo dsseo, e na fase final
nas fraturas de mandibula pela observacao do processo de remodelagao, relacionado a
diminuicao do numero de osteoclastos pelo uso do BF. No entanto, cabe destacar o
modelo de fraturas ndo-estabilizadas adotado no estudo.

Predominantemente, o uso de ratos como modelo animal para o estudo
dos efeitos dos BFs no esqueleto como um todo, tem-se consolidado por pesquisas
que avaliam a farmacocinética destas drogas nestes animais e sua biodisponibilidade
em diferentes ossos (Lin et al., 1991; Weiss et al., 2008) o que validam este modelo
experimental. Apesar das fortes evidéncias que associam as FFAs ao uso continuo e
prolongado dos BFs, faltam estudos a respeito das condi¢cbes microarquiteturais de

outros o0ssos longos e de 0ssos intramembranosos como a maxila e mandibula.
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2 Objetivos

O presente projeto teve como objetivo analisar a influéncia do tratamento
com 4cido zoledronico sob a microarquitetura e dinamica da remodelagdo de ossos
endocondrais (fémur) e intramembranosos (maxila e mandibula) em ratos.
Detalhadamente, os objetivos especificos do projeto foram:

a) quantificar parametros morfolégicos microtomograficos da microarquitetura de
ossos endocondrais (fémur) e intramembranosos (maxila e mandibula) frente ao
tratamento com acido zoledrénico em ratos;

b) quantificar o indice de aposicdo dssea em ossos endocondrais (fémur) e
intramembranosos (maxila e mandibula) frente ao tratamento com acido zoledrénico

em ratos.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Delineamento experimental

O projeto foi enviado e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP, Processo FOA n2
2015-00209 (Anexo A). Foram utilizados ratos albinos Wistar machos, com 12 meses
de idade, com peso médio de 500g, provenientes do Biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP. Os animais foram colocados em gaiolas de
polipropileno, forradas com maravalha branca de pinho trocada trés vezes por
semana, em numero de 3 a 4 animais por caixa. Durante todo o periodo experimental,
0s animais permaneceram no biotério do Departamento de Ciéncias Basicas —
Disciplinas de Histologia e Embriologia e Anatomia, sob condigdes controladas de
temperatura (22 + 2 °C) e ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e exaustdo, recebendo
agua e racdo sem restricao.

Os animais foram distribuidos em 2 grupos de 7 animais cada, como se
segue: Grupo C — controle negativo: animais submetidos a administracdo de soro
fisiolégico; Grupo ZL — animais submetidos a administragao de acido zoledrdnico
(Zometa®, Novatis Pharma Stein AG, Stein, Suica).

Os animais dos Grupos ZL foram tratados com o dacido zoledrOnico
administrado via EV na veia caudal na dose de 0,035 mg/Kg a cada duas semanas, de
acordo com HOKUGO et al. (2010), continuando até o ultimo periodo experimental.
Apds a 82 aplicagdo, os animais receberam injecdao defluorocromocalceina por via
intramuscular (IM), na dosagem de 20mg/Kg para cada animal. Apds 10 dias da
aplicagdo da calceina, foi administrado 20mg/Kg defluorocromo alizarina IM.

Os pesos corpéreos dos animais foram aferidos semanalmente. Apds 10
dias da aplicacdo do fluorocromo alizarina todos os animais foram submetidos a
eutanasia para a remocdo dos espécimes. As tibias, maxilas e mandibulas foram
removidas com auxilio laminas de bisturi n° 10 e tesouras, e imediatamente fixadas em
formalina tamponada (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 10% por 48 horas, lavadas em

agua corrente por 24 horas e posteriormente imersos em alcool 70%.
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3.2 Andlise morfoldgica tridimensional por MicroCT (CTvox)

Todos os ossos removidos foramescaneados em microCT (Skycan 1174v2,
BrukermicroCT, Kontich, Bélgica) utilizando-se os seguintes parametros tomograficos:
50kV, 800 uA, filtro de 0,5mm Al, 180 graus de rotagdo e intervalo de exposicdo de um
grau, e as imagens capturadas com resolucao de 1304x1024 pixels e tamanho de voxel
de 19 um. Apds os escaneamentos, 0s espécimes seguiram para processamento para
andlise em microscopia de escaneamento Confocal. As imagens escaneadas
foramreconstruidas no software NRecon v1.6.4.8 (SkyScan, BrukermicroCT, Kontich,
Bélgica) com parametros de reconstrucdo padronizados para cada tipo de osso.

Analise descritiva tridimensional: cortes microtomograficosforamrenderizados no
software CTvox 2.3 para obtencdo de imagens tridimensionais em diferentes planos de
seccdo (transaxial e sagital) e posterior analise interativa da morfologia dssea. Analise
quantitativa de parametros morfoldgicos: os cortes microtomograficosforam
realinhados no software Data Viewer 1.4.4.0 e posteriormente analisados no software
CTAn em relacdo a parametros morfolégicos relacionados a microarquitetura do tecido
dsseo. Para analise da microarquitetura do osso trabecularforam considerados fracao
de volume ésseo (BV/TV), nimero de trabéculas (Tb.N), espessura das trabéculas
(Tb.Th) e separacao entre as trabéculas (Tb.Sp). Na andlise do osso cortical foi
considerada a média da espessura cortical (Ct.Th) (Brouxsein et al., 2010). Para todas
as analises, tanto trabecular como cortical, foram delimitadas regides de interesse
(ROI) para cada tipo de osso: porcdo proximal do fémur e corpo de mandibula e
maxila.Para a analise do dos fémures foram feitas andlises nas porg¢des cortical
etrabecular, separadamente, sendo delimitado um ROl de 4,5 mm de didmetro e 3 mm
deprofundidade na regido central da diafise e de 2 mm de diametro e 1,5 mm
deprofundidade na regido do colo femoral. Para a maxila, delimitou-se um ROl de
Immde diametro e 1mm de profundidade na regido de apdfise alveolar,
imediatamenteabaixo do alvéolo do incisivo central superior, e para a mandibula, ROI
de 1,5mm dediametro e 1,5mm de profundidade na regido de apodfise alveolar. Os
parametros deandlise para a regido cortical do fémur e trabecular de todos os ossos

foram determinados de acordo com Bouxsein et al. (2010).

3.3 Preparo dos espécimes para analise em microscopia de escaneamento Confocal
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Os espécimes acondicionados em alcool 70% seguirdo processo de
desidratagdo utilizando-se sequéncia crescente de concentragdo de alcoois para serem
infiltradas com resina acrilica auto polimerizante (Jet, Artigos Odontoldgicos Classico
Ltda, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil). Apds a polimerizagao da resina, os espécimes
foramdesgastados com brocas multilaminadas até alcancar o plano de confeccao das
laminas. Os cortes longitudinais foram subsequentemente desgastados com lixas de
diferentes gramaturas até alcancar a espessura de 100 um, e as laminas montadas com
laminulas e os cortes estabilizados com éleo mineral. Os espécimes foram analisados
em microscépio Leica CTR 400 CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha), no
aumento de 10x. As imagens obtidas foram reconstruidas para sobreposi¢dao dos dois
fluorocromos, calceina e alizarina. Foi realizada a medicdo das areas marcadas pelos
dois fluorocromos, obtendo-se os valores da quantidade de tecido ésseo depositado
nos dois momentos analisados utilizando-se o software Image ProPlus5.0 (Nikon,

Toquio, Japdo).

3.4 Tratamento estatistico

Os dados quantitativos, obtidos pela andlise em microCT e
epifluorescéncia, foram submetidos ao teste de homocedasticidade e normalidade de
Shapiro-Wilk, para verificar se apresentavam distribuicdo normal e, posteriormente,
foram submetidos a teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.Todos os testes foram
executados no programa estatistico Sigmaplot 12.3 ExaktGraphsand Data Analysis (San

Jose, CA, EUA).
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4Resultados
4.1 Analise morfolégica tridimensional por MicroCT (CTvox)
N3do foram detectadas diferencas estatisticas significantes entre os grupos

C e ZL, para os parametros analisados, conforme se observa na Tabela 1 e Figuras 1 a 4.

Tabela 1 - Valores da média e desvio padrdo (DP) dos parametros analisados da
microarquitetura dssea trabecular dos fémures, maxila e mandibula.

Grupo C Grupo ZL
Osso Parametro Média DP Média DP
BV mm3 2,327 1,155 2,645 0,1650
BV/TV% 30,00 9,000 51,50 9,500
Fémur Tb.Th (mm) 0,1100 0,0200 0,1450 0,0150
Tb.SP (mm) 0,2200 0,0300 0,1600 0,0
Th.N (1/mm) 2,655 0,3750 3,415 0,2850
BV mm3 0,8900 0,0300 0,9167 0,04509
BV/TV% 95,86 1,865 94,67 3,215
Maxila Tb.Th (mm) 0,2487 0,18842 0,5000 0,05568
Th.SP (mm) 0,1067 0,01528 0,1367 0,03055
Th.N (1/mm) 2,727 0,1069 2,277 0,5358
BV mm3 1,485 0,1050 2,825 0,6050
BV/TV% 67,03 5,610 90,74 3,265
Mandibula Tb.Th (mm) 0,3400 0,0500 0,4950 0,05500
Th.SP (mm) 0,2300 0,07000 0,1550 0,0150
Th.N (1/mm) 2,040 0,5000 1,851 0,1510
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Figura 1 —Fémur — representacdo grafica dos valores da média e desvio padrao do volume
ésseo (BV. mm®) e fracdo do volume dsseo (BV/TV %) da microarquitetura cortical
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Figura 2 —Fémur — representacao grafica dos valores da média e desvio padrdao do volume
ésseo (BV mm?), fracdo do volume dsseo (BV/TV %), nimero de trabéculas (Tb.N),
espacamento trabecular (Tb.SP) e espessura trabecular (Tb.Th) da
microarquitetura trabecular dssea
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Figura 3 —Maxila — representacdo grafica dos valores da média e desvio padrdo do volume
ésseo (BV mm?), fracdo do volume 6sseo (BV/TV %), nimero de trabéculas (Tb.N),
e espessura
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Figura 4 —Mandibula — representacao grafica dos valores da média e desvio padrdo do volume
dsseo (BV mm?), fracdo do volume 6sseo (BV/TV %), numero de trabéculas
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4.2 Analise em microscopia de escaneamento Confocal

Considerando-se a quantidade de tecido dsseo depositado no osso fémur,
no primeiro momento marcado pelo corante calceina, ndo foi detectada diferenca
significativa entre os grupos C (1.752%+655,8) e ZL (1.167%+472,9), porém, na
comparacdo do corante alizarina, detectou-se diferenca entre os grupos (311,9146,76;
122,5+28,11), respectivamente. Na maxila, considerando-se a quantidade de tecido
d0sseo marcado pelo corante calceina, detectou-se diferenca significativa (p = 0.004)
entre os grupos C (22,96+6,331) e ZL (921,0+70,62), bem como pelo corante alizarina
(19,50+5,337; 824,8+123,4), respectivamente. Do mesmo modo, na mandibula
detectou-se diferenca significativa (p=0,004) na deposicao dssea entre os grupos C e ZL
nos dois momentos de aplicagdo dos corantes, calceina (429,7+82,61; 82,61+13,92) e
alizarina (680,4+19,78; 317,0+£39,64) respectivamente, conforme observa-se nas

Figuras 5 a 8.
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Figura 5 — Valores obtidos a partir da mensuragdo das areas marcadas pelos corantes calceina
(verde) e alizarina (vermelho) no osso fémur, comparando-se os grupos C e ZL.
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Figura 6 — Valores obtidos a partir da mensuragdo das areas marcadas pelos corantes calceina
(verde) e alizarina (vermelho) na maxila, comparando-se os grupos C e ZL.



31

es

500- 800 -
400+ o
“_,,,_ 300+
S 400+ &
‘s 200- ¥
100 200+
0- 0
c ZL c zZL

Figura 7 — Valores obtidos a partir da mensuracdo das areas marcadas pelos corantes calceina
(verde) e alizarina (vermelho) na mandibula, comparando-se os grupos C e ZL.

Figura 8 — Imagens obtidas a partir do escaneamento confocal, a) fémur C, b) fémur ZL,c)
maxila C, d) maxila ZL, e) mandibula C, f) mandibula ZL.
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S5Discussao

Informacgdes relevantes tém sido obtidas com relagdo a a¢do dos BPs em
ossos especificos do esqueleto, especialmente desenvolvidos em modelos animais
(Vermeer et al., 2013; Vermeer et al., 2017). Tais evidéncias auxiliam no entendimento
de duvidas existentes com relacdo as diferentes respostas obtidas por diversos
modelos experimentais de osteonecrose dos maxilares (Everts et al., 2009). Em 2013,
Vemeer et al. revelaram diferencas na capacidade de internalizacdo do BP risedronato
por osteoclastos derivados de ossos longos e da mandibula de camundongos C57BL/6),
demonstrando que, apesar de os osteoclastos das mandibulas internalizarem mais a
droga, os mesmos foram menos susceptiveis a ela do que os dos ossos longos, com
menor interferéncia nos genes catepsina K e maior expressdo de genes anti-
apoptéticos como Bcl-xl e Bcl-2.

Além das diferentes respostas no modelo animal, pode-se observar o
desenvolvimento de ONJ relacionados a essa classe de medicamento. No entanto,
juntamente com esses problemas, o protocolo de administragdo do medicamento,
dosagens e o tipo de BPs, interferem na resposta do organismo. Por isso no presente
estudo reproduzimos o protocolo de administracdao de ZL relatado por Hokugo et al.
Considerando o modelo animal, a dosagem de acordo com o metabolismo dos ratos, e
principalmente pelo percentual de osteonecrose alcangada de 14,3% de animais
tratados, o mais proximo da situagdo clinica que varia de 1-21%. Indicando que a
distribuicdo sistémica do medicamento pode ser coerente.

No presente estudo, pudemos observar discretas diferencas na acao do
acido zoledronico em ossos da maxila e mandibula e o osso fémur. A partir das andlises
realizadas, pode-se verificar que o fémur foi mais susceptivel a acdo do medicamento
do que a maxila e mandibula. Apesar da auséncia de diferenca significativa nos valores
obtidos pela andlise do microCT, notou-se uma melhora geral na qualidade do tecido
deste osso especificamente, tanto na sua regido cortical, quanto na trabecular,
analisada na regido de colo do fémur. Entre os ossos intramembranosos, a mandibula
respondeu mais satisfatoriamente que a maxila, sendo que este ultimo apresentou

valores inferiores comparado a ndo utilizacdo do medicamento.
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A andlise da dindmica de remodelacdo Ossea pela utilizacdo dos
fluorocromos mostrou um menor incremento de matriz dssea mineralizada no fémur e
mandibula quando da utilizacdo do BP, apresentando resultado contrdrio na maxila,
onde a quantidade de deposi¢dao de matriz mineralizada aumentou significativamente
em relagdo ao grupo C, indicando necessidade de revisdo dos resultados, uma vez que
nao foi possivel realizar o calculo para MAR, devido ao padrao irregular de deposicao
da matriz mineralizada. Esta situacdo ocorreu tanto no grupo C como no ZL,
possivelmente pela idade dos animais e acentuado pela administragdao do BP.

Na verdade, os fluorocromos revelaram a baixa taxa de rotatividade de
fémur e mandibula pela marcacdo pontual e irregular. A proposta original foi para
executar a taxa de aposicdo de mineralizacdo (MAR), como recomendado por
Dempster et al. No entanto, o padrdo de rotulagem irregular(como citado
anteriormente) ndo permitiu essa andlise, e portanto decidimos calcular a area do osso
recém formado. Embora ratos com 12 meses de idade ndo possam ser considerados
animais senis, a idade é um parametro importante, tendo em conta que os ratos de
laboratério vivem em torno de trés anos. Revisando a literatura, observa-se que a
maioria das investigacdes utiliza ratos entre 6 e 10 semanas de idade e que a falta
desta informacdo é freqliente.Por mais que ndo pareca ser um ponto de preocupacdo
para as pesquisas, acreditamos firmemente que pode interferir diretamente na
dinamica de distribuicdo e absorcdao. Recentemente, nosso grupo relatou os resultados
de um novo modelo de inducdo de osteonecrose, na extracdo dos incisivos superiores
de ratos, ao invés de molares. Em ambos, o animal escolhido de modelo foi o rato
Wistar macho, e a diferenca foi basicamente na idade dos animais. No primeiro os
animais tinham 3 meses de idade (Curra et al., 2016), enquanto no segundo tinham 20
meses de idade (Matsumoto et al., 2017), que resultou em um resultado bastante
diferente, onde os ratos idosos foram mais resistentes ao desenvolvimento
osteonecrose.

Os resultados obtidos no presente estudo nos levam a pensar nas varidveis
gue um unico modelo animal pode evidenciar, quando o efeito sistémico de uma
droga é investigado. Isso pode nos guiar para o conclusdo de que as osteonecroses nao
sao exclusivamente dependentes das condi¢des do metabolismo do tecido ésseo ou da

microarquitetura original sob efeito de terapias de BPs, exigindo investigacOes
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adicionais sobre o papel de outras interacdes moleculares que possam estar

envolvidas.
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6 Conclusao

Concluiu-se que o fémur a mandibula sofrem maior agdo pelo acido zoledrénico que a
maxila, onde podemos observar uma aparente melhora na qualidade do tecido

mineralizado e diminui¢do da dinamica de remodelagao
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