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RESUMO

INTRODUGAO: Varios aspectos relacionados a osteonecrose por medicacdo ainda
nao foram completamente esclarecidos, inclusive a patogénese da doenca. Muitos
modelos animais foram desenvolvidos para estudar essa condigcdo, que tem
potencial de provocar significativa morbidade aos pacientes. Nesse contexto, diante
da complexidade dessa doenca, ha necessidade de maior compreensao a respeito
dos mecanismos envolvidos na etiopatogenia da osteonecrose.

OBJETIVO: Caracterizar histopatologicamente possiveis alteragbes provocadas pelo
acido zoledrénico em hemimandibulas de ratos na auséncia de trauma.

METODO: 40 ratos Wistar foram divididos em dois grupos: experimental, composto
por 20 animais, receberam 66ug/kg de acido zoledrbnico, trés vezes por semana,
durante trés semanas; e controle, composto por 20 animais, que receberam soro
fisiolégico em dosagem analoga a administrada no grupo experimental. Os animais
foram submetidos a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo e eutanasiados
apods seis semanas. As hemimandibulas contralaterais ao trauma, do lado direito,
foram submetidas a processamento histoldgico e analisadas histopatologicamente e
por meio de histoenzimologia TRAP e histomorfometria.

RESULTADOS: Durante o experimento, houve a perda de 4 animais e a exclusédo de
mais 4. Assim, foram analisadas 32 hemimandibulas, sendo que 18 pertenciam ao
grupo experimental e 14 ao controle. Nao foram constatadas extensas areas
necroticas, tampouco infiltrado inflamatério e colénias bacterianas. Reacgao
periosteal estava presente nas hemimandibulas de apenas trés animais do grupo
experimental. Entretanto, foi observado aumento da densidade 6ssea volumétrica,
do numero de osteoclastos morfologicamente alterados e de focos de necrose no
grupo experimental em relagdo ao controle. Também houve reducdo da infiltracao
gordurosa da medula 6ssea no grupo experimental em relagao ao controle.
CONCLUSAO: A administracdo de &cido zoledrénico foi suficiente para induzir
alteracgdes histopatologicas em hemimandibulas de ratos. Os achados sugerem que
o farmaco promove alteracdo na fisiologia e remodelagcdo O&ssea, antes da
manifestagdo clinica da doenga (caracterizada por osso exposto) e mesmo na
auséncia de trauma (que é considerada o principal fator de risco para estimular a
manifestacéo da osteonecrose).

PALAVRAS-CHAVE: Osteonecrose por bisfosfonato; bisfosfonato; modelo animal.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Several aspects related to medication-related osteonecrosis have
not yet been fully understood, including the pathogenesis of the disease. Many
animal models have been developed to study this condition, which has the potential
to cause significant morbidity in patients. In this context, in view of the complexity of
this disease, there is a need for greater understanding of the mechanisms involved in
the pathogenesis of osteonecrosis.

PURPOSE: To characterize histopathologically possible alterations caused by
zoledronic acid in hemimandibulas of rats in the absence of trauma.

METHODS: 40 Wistar rats were divided into two groups: experimental, composed by
20 animals which received 66 ug / kg zoledronic acid three times a week for three
weeks; and control, composed by 20 animals which received saline solution in a dose
analogous to that administered in the experimental group. The animals were
submitted to the first lower left molar extraction and euthanized after six weeks. The
hemimandibula contralateral to the trauma, on the right side, were submitted to
histological processing and analyzed histopathologically and by histoenzimologia
TRAP and histomorphometry.

RESULTS: During the experiment, 4 animals died and 4 were excluded. Thus, 32
hemimandibulae were analyzed, 18 of which belonged to the experimental group and
14 to the control group. No extensive necrotic areas, no inflammatory infiltrate, and
no bacterial colonies were found. Periosteal reaction was present in the
hemimandibula of only three animals in the experimental group. However, there was
an increase in volume bone density, number of morphologically altered osteoclasts
and foci of necrosis in the experimental group in relation to the control group. There
was also a reduction of fatty infiltration of the bone marrow in the experimental group
in relation to the control.

CONCLUSION: The administration of zoledronic acid was able to induce
histopathological changes in the hemimandibula of rats. The findings suggest that the
drug promotes changes in bone physiology and remodeling, prior to the clinical
manifestation of the disease (characterized by exposed bone) and even in the
absence of trauma (which is considered the main risk factor for stimulating the
manifestation of osteonecrosis).

KEY WORDS: bisphosphonate-related osteonecrosis; bisphosphonate; animal
model.
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1 INTRODUGAO

Quase 15 anos se passaram desde os primeiros relatos de osteonecrose por
bifosfonato, entdo chamada BRONJ (1, 2), entretanto, sua etiopatogenia ainda nao
esta completamente esclarecida (3, 4). Varias hipoteses estdo descritas na literatura
e buscam elucidar os processos que resultam no desenvolvimento dessa doencga. A
compreensao desse cenario € complexa e perpassa também pela necessidade do
avango no entendimento da prépria fisiologia do tecido ésseo (5).

Nos ultimos anos, a abordagem sobre esse tipo de osteonecrose (BRONJ)
vem ganhando espago em publicagdes de artigos cientificos e na atuagéo
profissional de diferentes especialidades odontolégicas, por diversos fatores. Um
deles é que a BRONJ nao é causada apenas pela administragdo de bisfosfonatos.
Outras drogas antiangiogénicas e antirreabsortivas também apresentam potencial
para induzir a doenca, razdo pela qual essa condicdo é atualmente denominada
osteonecrose por medicagao — MRONJ — em vez de osteonecrose por bisfosfonato —
BRONUJ (6).

Também, muitos trabalhos tém sido publicados com o objetivo de propor
estratégias de prevencdo e manejo da MRONJ, que tende a ser uma condi¢cdo de
dificil tratamento, sobretudo nos casos em que a doenga esta mais avancada.
Apesar dos progressos nos estudos sobre a MRONJ, ainda ndo ha consenso e
evidéncias suficientes em relacao a eficacia de diferentes propostas de tratamentos
para essa condicdo, o que também é reflexo da necessidade de uma maior
compreensao a respeito da etiopatogenia da doenca (7, 8). Da mesma forma,
também é preciso esclarecer lacunas que existem sobre quais condutas poderao ser
adotadas em pacientes que recebem essas medicagcbes e apresentam demandas
especificas de tratamento odontoldgico (6, 9 -13).

Além disso, ha de se considerar que a prescricdo de bisfosfonatos pode
proporcionar beneficios aos pacientes e impacto positivo na qualidade de vida,
principalmente quando se trata de sua administragdo em pacientes oncolégicos (14 -
16). Em contrapartida, a MRONJ é considerada um efeito adverso grave do uso de
bisfosfonatos e, apesar de ser um evento raro, a preocupacdo em torno dessa
condicdo diz respeito ndo apenas por seu potencial de gravidade e morbidade, mas

também pelo aumento do numero de prescricbes dessas drogas nos ultimos anos
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(5, 13) como, por exemplo, em pacientes diagnosticados com osteoporose.

De acordo com a Associagao Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais
(AAOMS) a osteonecrose por medicagao pode ser definida com base em trés
critérios: 1) osso exposto ou osso que pode ser sondado por fistula intraoral ou
extraoral na regido maxilofacial que persiste por mais de oito semanas; 2)
tratamento atual ou prévio com agentes antirreabsortivos ou antiangiogénicos; 3)
auséncia de histérico de radioterapia e de doenga metastatica no complexo
maxilomandibular. Esses trés parametros precisam ser considerados para que um
paciente seja diagnosticado com MRONJ (6). Dessa forma, o diagndstico da doenga
€ eminentemente clinico. Porém, outras ferramentas podem ser utilizadas como
métodos auxiliares no manejo da MRONJ, como radiografias e tomografias e
avaliagao histopatoldgica, quando devidamente recomendada (17).

A avaliagao histopatoldgica € indicada principalmente nos casos de pacientes
com MRONJ que sao tratados cirurgicamente, usando os fragmentos de o0sso
removidos durante a cirurgia. Essa conduta em relagdo a esses casos esta bem
fundamentada na literatura, na rotina laboratorial e administrativa das unidades de
saude. Embora poucos, existem relatos de casos de pacientes oncolégicos em uso
de bisfosfonatos que apresentam MRONJ em associacdo com doenga Ossea
metastatica dentro de um mesmo sitio. A osteonecrose pode ocultar a doenca
maligna associada. Nessas circunstancias, quando ha suspeita de metastase, a
analise histopatoldgica € fundamental por descartar ou confirmar a presenca de
neoplasia em lesées de MRONJ, considerando que sinais clinicos e radiograficos
ndo podem fornecer o diagndstico da malignidade (18).

Muitas caracteristicas histopatolégicas da MRONJ ja foram descritas.
Entretanto, ndo sdo patognoménicas, além de a definicdo histopatolégica dessa
doencga ainda néo estar completamente estabelecida (13, 17). A MRONJ também
apresenta semelhanga histopatolégica com outras doencgas que afetam o tecido
0sseo, como a osteomielite e a osteorradionecrose. Por isso, alguns trabalhos tém
analisado e comparado essas diferentes condicdes com o objetivo de caracteriza-las
histopatologicamente (19 - 23). Importante ressaltar que o estadiamento da MRONJ
proposto pela AAOMS nao leva em consideragéo as caracteristicas histopatoldgicas
da doenca, pois é fundamentado no diagndstico clinico e o tratamento cirdrgico nem

sempre € indicado. Apesar disso, parece haver alteragdes histopatologicas
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precoces, antes mesmo de manifestagdes clinicas e imaginolégicas como focos de
necrose 0ssea e mudancas morfolégicas de osteoclastos (24, 25).

Publicagdes prévias avaliam histolopatogicamente espécimes provenientes de
pacientes. A maioria sdo casos avangados de MRONJ, submetidos a tratamento
cirurgico para remogdo de o0sso necrotico. As principais caracteristicas
histopatoldgicas descritas s&o a presenga de necrose 0ssea, constatada por lacunas
osteociticas vazias, ou seja, osteoplastos sem ostedcitos; colénias bacterianas
associadas ao o0sso, especialmente bactérias do género Actinomyces, com
coloragao basofilica; sequestros 6sseos; infiltrado inflamatério sobretudo proximo a
zonas de infecgao; ulceracédo dos tecidos moles manifestada por descontinuidade do
epitélio e tecido conjuntivo; irregularidade nas superficies 6sseas sugestiva de
lacunas de Howship sem osteoclastos agregados; reacéo periosteal sobre a cortical
Ossea, exibindo padrdo O&sseo desorganizado. Além disso, a presenca de
osteoclastos grandes, multinucleados, disformes e/ou ndo aderidos a superficie
O0ssea também podem ocorrer (23, 26 - 28).

Visto que para efetuar anadlise histopatologica € necessario submeter o
paciente a procedimento cirurgico e sabendo-se que esse tratamento néo é indicado
para todos os pacientes e considerando que o trauma é um dos fatores de risco
mais importantes para o surgimento da MRONJ, os modelos animais sdo uma
alternativa viavel para o estudo histopatologico da doenga (29). Assim, a maioria dos
estudos que faz uso de modelos animais usa a extragdo dentaria como fator de
“gatilno” para desencadear MRONJ. (29 - 33). Diferentes tipos de modelos animais
sdo descritos na literatura e adotam diversas metodologias em relagdo a dosagem,
associagao com traumas ou outras comorbidades (34). Alguns modelos avaliam os
efeitos intrinsecos da medicagdo no tecido 6sseo, sem associacdo com outros
cofatores (35, 36).

Mais ainda, os modelos animais sao ferramentas importantes para o estudo
da MRONJ uma vez que possibilitam a simulagao de diferentes situagdes clinicas e
permitem diversos tipos de analise, dentre elas a analise histopatologica,
histomorfométrica e histoenzimolégica, cernes desse trabalho de dissertagao.

Em modelos animais, a avaliagdo microtomografica, por exemplo, informa
dados sobre a estrutura e massa 6ssea (37). Esse tipo de analise no estudo da

osteonecrose tem seus atributos, dentre outros aspectos, por ser um tipo de
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avaliacdo que se aproxima dos exames tomograficos feitos em pacientes, sugerindo
possiveis marcadores tomograficos de MRONJ, como a espessura trabecular e a
fracdo de volume o6sseo em relacdo ao volume total da amostra, conforme
demonstrado por Vilarinho (38). O trabalho de Vilarinho et al, 2017, mostrou as
alteracbes precoces encontradas no osso submetido ao tratamento com
bisfosfonato, no lado contralateral da mandibula, onde foram executadas extracbes
dentarias. Este também é o locus de analise deste trabalho (38).

Ha 140 anos a técnica de coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) com fins
histolégicos foi primeiramente descrita, com aperfeicoamento nos anos
subsequentes. Nesse periodo, varias técnicas de coloragdo histoldégica também
emergiram. Desde entdo, promoveram uma revolugédo na histéria da histopatologia.
Grande parte dessas técnicas sobrevive ativamente ao longo desses anos,
transcorrendo geracdes (39). A hematoxilina-eosina ainda € a técnica padrao de
coloracdo para exames histolégicos e pode ser capaz de revelar detalhes celulares
significativos, inclusive caracteristicas ultraestruturais dos tecidos e informagdes
sobre o estado funcional de células, quando possivel (40).

A histologia é um recurso que pode ser utilizado para auxiliar no
esclarecimento da etiopatogenia da MRONJ, uma vez que fornece a oportunidade
de visualizar alteracbes teciduais e de analisar as caracteristicas microscopicas
dessa doenca (41, 42). Essa técnica possibilita a descricdo morfolégica dos tecidos
(40). Por meio dela, em modelos animais, € possivel estabelecer parametros de
comparagao entre animais tratados ou ndo com bisfosfonatos e consequentemente
inferéncias sobre modificacbes provocadas pela medicagdo no tecido 6sseo em
relacdo a normalidade (35, 36). Varios avangos na compreensdao da MRONJ foram
alcancados através de estudos com avaliagao histologica. Inclusive, esse método
tem fornecido subsidios para algumas teorias que tém sido utilizadas para explicar a
MRONJ, o que também justifica o grande numero de pesquisas com modelos
animais que fazem uso desse recurso em suas metodologias (30, 31, 43).

Por sua vez, a histomorfometria — que é um tipo de analise histologica
quantitativa — tem potencial de informar dados sobre os mecanismos pelos quais
agentes terapéuticos afetam o tecido ésseo e os processos pelos quais as doengas
O0sseas ocorrem, uma vez que fornece informacbes preciosas sobre a atividade

celular no osso (37). O exame histomorfométrico consiste em medidas quantitativas
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dos tecidos, por meio da analise morfolégica da organizagdo e das estruturas
microscopicas. Tem avangado principalmente em decorréncia do desenvolvimento
de softwares que permitem o reconhecimento de imagens e contém ferramentas que
avaliam a microestrutura 6ssea. Atualmente alguns programas disponiveis sao
gratuitos e fornecem medicdes precisas, como o Image J (44).

Para esclarecer os mecanismos que estdo nos bastidores de alteragdes
morfologicamente detectadas em avaliagdes histopatolégicas, podem ser utilizadas
técnicas contemporaneas como testes bioquimicos, celulares e imuno-
histoquimicos, uma vez que um diagndstico anatomopatolégico preciso ou no
minimo presuntivo pode ser a premissa para a selegcéo de investigagées moleculares
relevantes, quando necessarias (40).

A histoenzimologia € uma técnica que possibilita a localizagdo de células ou
outras estruturas teciduais por meio da revelagcdo do produto de uma atividade
enzimatica (45). A TRAP (fosfatase acida resistente ao tartarato) € um exemplo de
histoquimica enzimatica e permite a identificacdo de osteoclastos, que concentram
fosfatase acida. Na década de 60, pesquisadores investigavam a possibilidade do
uso dessa enzima para aumentar a acuracia diagnéstica de desordens na medula
o0ssea. Com o avango nas pesquisas e o aprimoramento da técnica, foi demonstrado
que a TRAP poderia ser utilizada, dentre outras indicagdes, na localizagcdo de
osteoclastos (46). Assim, a TRAP também ¢é aplicada no estudo da MRONJ e vem
sendo utilizada em varios modelos animais com o objetivo de avaliar os efeitos da
acao dos bisfosfonatos sobre essas células uma vez que viabiliza uma identificagao
mais precisa dos osteoclastos no tecido (47, 48).

Mesmo sendo executada na maioria dos estudos experimentais de MRONJ,
ha algumas intercorréncias decorrentes da extracdo dentaria em modelos animais,
que podem dificultar a analise morfologica. Essas intercorréncias sao causadas pela
persisténcia de restos radiculares, pela possibilidade de desenvolvimento de
osteomielite ou alveolite concomitante, que provocam um quadro inflamatorio
importante, o que poderia ser considerado um viés de confundimento (31, 33, 49,
50).

De outra maneira, os estudos mostram a acdo, precoce ou tardia dos
bisfosfonatos, mesmo sem a concomitancia de trauma de qualquer natureza (4, 24,

35, 36, 51); mostram a acéao diferenciada em diferentes locais (4, 52, 53) e mostram
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ainda, uma diversidade clinica de doses e duracdo do tratamento na indugao de
MRONJ (3). Assim, considerando as muitas perguntas sem respostas que
perpassam os varios aspectos da MRONJ; a exequibilidade do uso de modelo
animal para o estudo da MRONJ; a aplicabilidade das analises histopatoldgicas e
histomorfométricas e, considerando a similitude entre os processos patoldgicos
encontrados na clinica e aqueles produzidos em estudos experimentais, esse
trabalho visa apontar possiveis alteragbes 6sseas provocadas por bisfosfonato em
hemimandibulas de ratos, sem associagdao com trauma ou outras comorbidades.
Assim, o objetivo desse trabalho é analisar as caracteristicas 6sseas de
tecidos de animais submetidos ao tratamento com bisfosfonato, sem adicdo de
trauma pela exodontia, buscando visualizar, compreender e, algum momento,
controlar os mecanismos fisiopatoldgicos da osteonecrose medicamentosa, sob a

otica da morfologia, da histomorfometria e da histoenzimologia (TRAP).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 BISFOSFONATOS

Os bisfosfonatos sdo uma classe de medicamentos que inibem a reabsorcéo
O0ssea. Sao indicados para o tratamento de desordens osteoliticas ou do
metabolismo 6sseo como osteoporose, doenca de Paget, metastases Osseas
(principalmente em decorréncia de tumores primarios situados na mama, pulméo,
préstata ou mieloma multiplo), hipercalcemia associada a malignidade, osteogénese
imperfeita, entre outros. (14 - 16, 54 - 56).

O efeito antirreabsortivo dessas medicagbes é atribuido principalmente a sua
acgao inibitéria sobre os osteoclastos. Os bisfosfonatos concentram-se nos ossos por
apresentarem alta afinidade pelos cristais de hidroxiapatita. Durante a reabsorcgao
osteoclastica, esses farmacos sao fagocitados juntamente com a matriz Gssea
degradada pela agao das proteases e acidos liberados por essas células. Uma vez
fagocitados, os bisfosfonatos atuam dentro dos osteoclastos prejudicando o
desempenho de suas fungbes (57). Além disso, a presenga de bisfosfonatos na
superficie éssea dificulta a adeséo e a ancoragem dos osteoclastos no tecido sseo.

Esses medicamentos sdo analogos sintéticos do pirofosfato inorgénico (PPi)
que é um composto naturalmente encontrado no organismo, participa de varias
reacdes intracelulares e é um dos produtos resultantes da hidrélise da molécula de
adenosina trifosfato (ATP). Uma pequena quantidade de PPi esta presente no meio
extracelular no qual essa molécula é considerada um inibidor natural da calcificagao
dos tecidos moles por sua propriedade quelante (58 - 60).

Na década de 60, os estudos sobre o tecido dsseo estavam concentrados
principalmente nas propriedades fisico-quimicas da matriz éssea. Ao constatarem
que os fluidos corporais eram supersaturados em fosfato e calcio e que esses ions
precipitavam na presenca de colageno in vitro, pesquisadores presumiram a
existéncia de algum composto que atuava inibindo a calcificagao dos tecidos moles
(61). Em 1962 foi demonstrado que o PPi atuava nesse processo’ (62). A partir
dessa descoberta, considerando que o PPi é instavel e diante de novas

possibilidades terapéuticas, despontaram investigagdes na busca de compostos

! Atualmente, sabe-se que os meios que envolvem a calcificagdo da matriz 6ssea sdo bem mais
complexos e englobam varios mecanismos além da atuagao reguladora do PPi (63).



22

semelhantes ao PPi, porém mais estaveis e resistentes a hidrolise e a atividade
enzimatica, que pudessem atuar como farmacos no controle de desordens de
calcificacoes ectdpicas (59).

Para tanto, foram feitos varios testes, inclusive com bisfosfonatos, que na
época eram conhecidos como difosfonatos. Por serem agentes complexantes, eram
utilizados na industria como substancias anticorrosivas e em instalagées de agua em
escala doméstica e industrial a fim de evitar formagao de precipitados. Uma nova
perspectiva de indicacdo do uso de bisfosfonatos surgiu quando, em 1970, foi
constatado que os bisfosfonatos também impediam a dissolugcao de cristais de
hidroxiapatita (59, 64). Esse achado, baseado em interagdes fisico-quimicas,
instigou o desenvolvimento de mais pesquisas pela possibilidade de esses
compostos serem utilizados como inibidores da reabsorgcao 6ssea (59).

Ao longo da histéria da pesquisa com bisfosfonatos, novas férmulas
moleculares foram desenvolvidas com o objetivo de aumentar a poténcia das drogas
e afinidade pelo tecido 6sseo. Além disso, a compreensao a respeito da estrutura
quimica dos bisfosfonatos e sua relagdo direta com a farmacodindmica desses
farmacos também colaborou nao s6 para o desenvolvimento de medicamentos mais
potentes, mas também para o entendimento de seus efeitos no dominio celular (65).

Nesse contexto, a molécula de PPi é composta por um atomo de oxigénio
ligado a dois grupos fosfatos (P-O-P). Nos bisfosfonatos, que sao analogos
sintéticos mais estaveis do PPi, o atomo de oxigénio € substituido por um atomo de
carbono, que também é ligado a dois grupos fosfatos (P-C-P). Duas cadeias laterais
(R1 e R2) estéo ligadas a esse atomo de carbono central. O conjunto P-C-P é muito
importante por garantir a afinidade da droga pelo tecido 6sseo. Essa afinidade é
aumentada quando a cadeia R1 é composta por um grupo hidroxila — OH. Ja a
cadeia R2 é responsavel pela poténcia da medicag¢ao, que € aumentada quando um
atomo de nitrogénio é acrescentado (Figura 1). Com base nesse aspecto, os
bisfosfonatos sao classificados como nao-nitrogenados e nitrogenados (59, 66, 67).

Os bisfosfonatos nao-nitrogenados, também conhecidos como de primeira
geragao, parecem atuar como analogos nao hidrolisaveis do PPi. Dessa forma, sao
incorporados na molécula de ATP, o que resulta na formacido de nucleotideos nao
hidrolisaveis. O acumulo desses metabdlitos dentro da célula impede a fungao
osteoclastica e promove apoptose (Figura 1). Os bisfosfonatos pertencentes a esse
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grupo, como o clodronato e etidronato, possuem menos eficiéncia farmacologica e
menor poténcia em relagao aos nitrogenados (59, 68).

Por sua vez, os bisfosfonatos nitrogenados atuam supostamente através de
interferéncias na via do mevalonato/colesterol (Figura 1). A inibicdo de enzimas
dessa via — em especial a farnesil pirofosfato sintase (FPP sintase) — impede a
formacdo de compostos que participam da prenilacdo de proteinas que sao
fundamentais para a sinalizagao e fungao celular (59, 69, 70). Assim, ha danos
(leséo celular) em uma série de processos que sao regulados por essas proteinas e
que sao muito importantes para a manutencdo da atividade e da vitalidade dos
osteoclastos, como arranjo da morfologia e do citoesqueleto da célula, formacao da
borda em escova, capacidade de ligagao ao osso, trafego de vesiculas e apoptose
(28, 59, 71 - 73). Os bisfosfonatos nitrogenados podem ser classificados como de
segunda ou terceira geragao. Os primeiros sdo mais potentes que os bisfosfonatos
nao-nitrogenados e s&o assim denominados devido ao acréscimo do atomo de
nitrogénio em sua estrutura. Pamidronato, aledronato e ibandronato sao
representantes desse grupo. Ja os de terceira geragdo apresentam o atomo de
nitrogénio associado a uma cadeia heterociclica e s&do considerados os de maior
eficiéncia (59, 74). O acido zoledronico € um exemplo de bisfosfonato nitrogenado e

é considerado um dos mais potentes inibidores da reabsorgéo éssea (59, 75).
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Figura 1 Férmula estrutural e mecanismos celulares e bioquimicos de acéo dos bisfosfonatos. Fonte:
Russel, 2011 (59).

A posologia e o tipo de bisfosfonato utilizado variam de acordo com a
indicagao clinica pela qual o medicamento esta sendo prescrito. Os bisfosfonatos
podem ser administrados via oral ou intravenosa. A via intravenosa possibilita maior
biodisponibilidade, uma vez que apenas 1 a 3% do farmaco é absorvido pela via oral
ja que os bisfosfonatos tem baixa afinidade por lipidios, o que dificulta sua absor¢ao
pela membrana das células da mucosa intestinal. Sao distribuidos pelo organismo
através do sangue, onde estao ligados a albumina e apresentam baixa afinidade por
proteinas plasmaticas. O acido zoledrbnico, por exemplo, apresenta meia-vida
plasmatica de apenas uma a duas horas em contraste com sua meia-vida apés

incorporacao no tecido 6sseo, que pode durar anos. Isso ocorre pela alta afinidade
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que essas drogas possuem pela hidroxiapatita do tecido 6sseo, local em que sdo
armazenados. Esses medicamentos ndo sdo metabolizados pelo figado e séo
excretados do organismo de forma inalterada na urina através dos rins (74).

Nas doencas osteoliticas ha um desequilibrio entre os processos de formagéao
e reabsorcdo 6ssea. Como o processo reabsortivo é mais intenso, ha uma reducéao
da densidade 0ssea o que aumenta a fragilidade do osso e a susceptibilidade a
fratura. Por seus mecanismos de agao antirreabsortivos, os bisfosfonatos podem ser
considerados farmacos eficientes para o tratamento de doencgas osteoliticas (76, 77).

O beneficio da prescricdo dessas medicagdes se deve ndo apenas por sua
exceléncia na manutencdo da densidade Ossea, mas também pela melhoria da
qualidade de vida dos pacientes por proporcionar redugao do risco de fraturas
patolégicas e possivelmente da dor. Além disso, os bisfosfonatos também
apresentam atividade antitumoral. Esses farmacos parecem alterar o microambiente
0sseo atenuando o crescimento do tumor e possivelmente induzem o acumulo de
metabdlitos tdxicos no interior das células malignas em razéo de interferéncias na
via do mevalonato. A administracdo dos bisfosfonatos esta inclusive vinculada com
melhora da sobrevida de pacientes oncoldgicos (14, 76, 78 - 80).

A segurangca do uso desses farmacos tem sido atribuida a sua alta
seletividade pelo tecido alvo uma vez que apresentam intensa afinidade pelo osso
(59). Existem alguns efeitos colaterais em decorréncia da utilizacdo desses
medicamentos, que em geral sdo bem toleraveis. Os principais efeitos sao irritagao
do trato gastrintestinal quando administrados via oral e sintomas semelhantes a
gripe como dor de cabega, dor nas articulagdes e fadiga quando administrados via
intravenosa (principalmente nas primeiras infusdes). Em alguns casos os pacientes
podem apresentar linfocitopenia, febre e hipocalcemia. Essas drogas devem ser
utilizadas com cautela em pacientes com comprometimento da fungao renal, ja que
séo excretadas pelos rins (74).

A osteonecrose por medicagcdo € um dos efeitos adversos mais graves que
pode ocorrer em decorréncia do uso de bisfosfonatos. Esse evento nao é frequente
apesar de a probabilidade ser maior quando s&o utilizados bisfosfonatos mais
potentes, via intravenosa e com menor intervalo de tempo entre as dosagens como

nos pacientes oncoldgicos (42, 81).
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Apesar de rara, a osteonecrose por bisfosfonato (BRONJ), agora chamada de
osteonecrose por medicacdo (MRONJ), apresenta alto grau de morbidade, com
impacto negativo na qualidade de vida do paciente (6). Muitos aspectos relacionados
a MRONJ ainda precisam ser compreendidos. Entretanto, é evidente o paradoxo
desse cenario posto que um dos efeitos indesejaveis mais criticos relacionados ao
uso desses farmacos ocorre justamente nos tecidos em que foram projetados para

exercer uma incumbéncia protetora (82).

2.2 MRONJ: DEFINICAO E ESTADIAMENTO

Conforme relatado anteriormente, de acordo com a Associagao
Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais (AAOMFS), a MRONJ é definida
como: 0sso exposto ou que pode ser sondado através de fistula intra ou extraoral na
regidao maxilofacial, persistente por mais de oito semanas, em um paciente
submetido a tratamento atual ou prévio com medicagbes antirreabsortivas ou
antiangiogénicas, e que nao tenha recebido radioterapia nem possua metastase
Ossea evidente nos maxilares (6).

Além dos bisfosfonatos, outras drogas antirreabsortivas também apresentam
potencial de induzir a MRONJ, como o denosumab, um anticorpo anti-RANKL que
simula a atuacdo da osteoprotegerina interferindo no sistema RANK/RANKL
(receptor ativador do fator nuclear kapa B/ ligante do receptor ativador do fator
nuclear kapa B) e impedindo a formagédo e diferenciagcdo osteoclastica (83). O
primeiro caso de osteonecrose induzida por denosumab foi descrito na literatura em
2010 (84). Algumas medicagdes antiangiogénicas também tem sido associadas a
MRONJ, tais como bevacisumab, indicado no tratamento de varios tipos de cancer
como colorretal e glioblastoma; sunitinib, indicado no tratamento de cancer renal
metastatico (85); ziv-aflibercept indicado no tratamento de cancer colorretal
metastatico refratario (86), entre outras.

A MRONJ pode se manifestar por meio de diferentes sinais e sintomas que
exprimem niveis distintos de gravidade e complexidade. Dessa forma, o
estadiamento dessa patologia, segundo a AAOMFS, contempla os seguintes

critérios de classificagcéo (6):
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o Em risco = Pacientes que fazem ou fizeram uso de medicagbes
antirreabsortivas e antiangiogénicas mas nao apresentam sinais e sintomas nem ha
evidéncias de osso necrotico (6).
o Estéagio 0 = E considerado uma forma de osteonecrose sem 0sso exposto, ou
seja, clinicamente, ndo ha indicios de exposi¢cdo O0ssea necrotica. Entretanto, os
pacientes apresentam achados clinicos, radiograficos ou sintomas inespecificos.
Dentre os achados clinicos podem ser citados a presenca de: fistula periodontal ou
periapical que nao apresenta relagdo com necrose pulpar decorrente de traumas,
restauragcoes ou carie; mobilidade dentaria ndo associada a doenga periodontal. Os
achados radiograficos compreendem areas osteoescleréticas no osso alveolar ou
basilar; mudancas no padrao trabecular como maior densidade dssea e auséncia de
remodelagdo 0ssea pos-extragao constatada por persisténcia da cavidade alveolar;
ldamina dura espessa, esclerdtica e reducdo do espago do ligamento periodontal.
Sobre os sintomas, os pacientes podem apresentar dor é6ssea mandibular que pode
irradiar para a regido da articulagcdo temporomandibular; dor sinusal que pode vir
acompanhada de espessamento ou inflamacédo da parede do seio maxilar; dor de
dente sem fundamentagao odontogénica (6).
o Estagio 1: Pacientes apresentam osso necrotico exposto ou sondado atraveés
de fistula. Sdo assintomaticos e ndao ha indicios de infeccdo. Podem apresentar
sinais radiograficos relatados no estagio 0 (6).
o Estagio 2: Pacientes apresentam osso necrotico exposto ou sondado por
meio de fistula. Apresentam infeccdo e frequentemente sao sintomaticos. Podem
apresentar sinais radiograficos relatados no estagio 0 (6).
o Estagio 3: E considerado o mais grave. Os pacientes apresentam 0sso
necrotico com infecgdo exposto ou sondado por meio de fistula associado a pelo
menos uma das seguintes complicagbes: fratura patoldgica; fistula extraoral;
comunicagao oro-sinusal ou oro-nasal; ostedlise que atinge o soalho do seio ou a
borda inferior da mandibula; exposicdo de osso necrético além do osso alveolar,
afetando areas de seio maxilar, zigoma, borda inferior ou ramo mandibular (6).
Outros autores relatam que bolsa periodontal, edema na mucosa, trismo e
dorméncia do labio inferior também podem ser considerados como achados clinicos

possiveis no estagio 0 (13).
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Sinais e sintomas do estagio 0 podem ser considerados como prodrémicos.
Os pacientes que estdo classificados nesse nivel podem evoluir para os estagios
subsequentes da doenga e, embora ha alguns anos tenha sido estimado um risco
potencial em torno de 50%, ainda sdo necessarias mais evidéncias sobre o valor

desse risco de progressao (87).

2.3 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO

As informacgdes descritas na literatura sobre epidemiologia e fatores de
risco da MRONJ variam entre os estudos.

De forma geral, a prevaléncia e incidéncia da MRONJ sdo maiores em
pacientes que fazem uso de bisfosfonatos via intravenosa em comparagédo com
aqueles que fazem via oral. Além disso, os pacientes oncologicos, principalmente
com mieloma multiplo tém maior probabilidade de apresentarem MRONJ em relacéo
aos pacientes com osteoporose. As chances do desenvolvimento da MRONJ
também sdo maiores quando ha associagdao com cirurgias e infecgdes locais (42, 81,
88).

Nesse contexto, a prevaléncia da BRONJ é estimada entre 0,01 e 0,05%
quando bisfosfonatos sdo administrados via oral, enquanto via intravenosa a
prevaléncia é até cerca de 10% (88). Esse ultimo dado distancia de outro na
literatura, na qual a prevaléncia da BRONJ em pacientes oncoldgicos em uso de
bisfosfonatos intravenosos ¢é até 0,186% (42). Em pacientes tratados com
bisfosfonatos orais, a incidéncia da MRONJ ¢é de 1,04-69/100.000 casos por ano. Ja
a incidéncia da MRONJ em pacientes tratados com bisfosfonatos intravenosos é de
0-90/100.000 casos por ano (13).

A MRONJ tende a acometer mais mulheres que homens em uma taxa
aproximada de 65,5% e 34,5% respectivamente (81). A média de idade dos
pacientes acometidos com MRONJ (estagios 1, 2, 3) € em torno dos 65 anos e
tende a ser mais frequente na mandibula — em torno de 65% — que na maxila — 28%.
Aproximadamente 7% dos casos descritos na literatura apresentaram osteonecrose
tanto na maxila quanto na mandibula (89).

A predisposicao a MRONJ aumenta quando a doenga esta associada a outras
condi¢cbes consideradas como fatores de risco, que podem ser locais ou sistémicos.
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Sobre os estudos desse ambito, ainda s&o necessarias mais evidéncias, uma vez
que, por ser uma doenca com baixa incidéncia e possibilidade de desenvolvimento
em longo prazo, o estabelecimento de grupos controles pareados para comparagao
com os pacientes tratados nao é facil, em especial com bisfosfonatos, além de haver
a possibilidade de fatores de confundimento ja que muitos pacientes sao
sistemicamente comprometidos (90).

Fatores de risco locais podem atuar como gatilhos para a manifestacdo da
doenca e a extracado dentaria é considerada o principal fator de risco para MRONJ,
seguida por doenga periodontal (89). Esses achados corroboram outros descritos na
literatura (91, 92). Outros fatores foram relatados como infec¢cdes dentarias,
instalagdo de implantes, cirurgias orais, tratamento endodéntico, traumatismo por
préoteses, entre outros (89). Essa conjuntura destaca o cuidado odontoldgico, nao
apenas no tocante ao acompanhamento e conscientizagao dos pacientes que fazem
uso dessa medicacdo, mas também evidencia a importancia do controle de
infeccbes e da prevengao de procedimentos invasivos apos uso de bisfosfonatos,
quando possivel (81, 89). Nos casos de pacientes que necessitam de extracéo
dentaria e ainda nao iniciaram a terapia com bisfosfonatos recomenda-se um
periodo de aproximadamente dois meses entre a cirurgia e a administragdo da
primeira dose do antirreabsortivo, se a espera ndo causar prejuizo para o progresso
oncologico, embora esse periodo ainda nao esteja bem consolidado na literatura
(91).

No que se refere aos fatores de risco sistémicos para MRONJ destacam-se a
quimioterapia (mais frequente) além do uso de corticosteroides, tabagismo e
diabetes (89). Essas informagdes indicam a necessidade de investigar a historia
médica e farmacologica dos pacientes em risco (81, 89).

Em relacdo ao tipo de farmaco indutor da osteonecrose, a maioria dos casos
de MRONJ esta associada ao uso de antirreabsortivos (bisfosfonatos e denosumab)
quando comparadas a outras medicag¢des (89). Quanto maior o tempo de uso de
antirreabsortivos, maior tende a ser o risco de desenvolvimento da doencga (93). A
maior parte dos casos descritos na literatura de MRONJ (estagios 1, 2 e 3) ocorreu
em pacientes oncoldgicos, principalmente com mieloma multiplo (aproximadamente

30%), seguido por cancer de mama (24%), prostata (8%), rins (1,5%) e pulméo (1%),
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enquanto cerca de 27% dos casos sao de pacientes com osteoporose/osteopenia
(89).

De acordo com um estudo realizado com pacientes na Eslovaquia, o risco do
desenvolvimento de MRONJ em pacientes oncolégicos € 10 vezes maior do que nos
nao-oncoldgicos e ha 44 vezes mais chance de um paciente com mieloma multiplo
apresentar MRONJ em contraste com pacientes que ndo possuem cancer e fazem
uso de antirreabsortivos (81).

Além disso, um provavel fator de risco para o desenvolvimento da MRONJ é o
uso de bisfosfonatos seguido pela substituicdo desse farmaco por denosumab. Esse
cenario parece favorecer a aceleragdo do surgimento da osteonecrose (94; 95).
Entretanto, ainda é precoce considera-lo como fator de risco uma vez sao

necessarios mais estudos que evidenciam essa correlagao (94).

2.4 ETIOPATOGENIA

A etiopatogenia da MRONJ ainda nao esta completamente esclarecida mas
varias teorias tem sido propostas na tentativa de explica-la. Dentre elas podem ser
citadas: supressdo da remodelagcdo Ossea; infecgcdo; inibicdo da
vascularizagdo/angiogénese; toxicidade sobre os tecidos moles, entre outras (6, 96,
97).

Algumas teorias tendem a prevalecer, como a intensa supressao da
remodelacao éssea, visto que os bisfosfonatos exibem atuacao direta sobre o tecido
0sseo, principalmente sobre os osteoclastos. Esse efeito € ainda mais significativo
diante da possibilidade de o tournover 6sseo ser maior nos maxilares em relagéo
aos outros ossos do esqueleto (5, 98).

Além disso, a influéncia do trauma (33) e da infecgdo (53) também tem
destaque na patogénese da MRONJ uma vez que configuram importante fator de
risco e achado clinico e histopatologico, respectivamente. Inclusive, o controle de
infeccdo é recomendado aos pacientes em uso de bisfosfonatos para prevencao da
MRONJ e a exposigado desses pacientes a procedimentos cirurgicos também nao é
aconselhada (91, 99, 100).

Entretanto, essas teorias isoladas ou até em conjunto ndo explicam por si so

muitas perguntas a respeito da MRONJ que ainda permanecem sem respostas,
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como o porqué de essa patologia se manifestar quase exclusivamente nos maxilares
e 0S mecanismos por tras da atuagdo dos fatores de risco como “gatilhos” para a
doenca (96).

Nesse contexto, outras hipoteses tém emergido na tentativa de justificar uma
possivel atuagdo conjunta desses fatores, ou seja, do desempenho dos
bisfosfonatos sobre diversos tipos celulares. Uma delas é a relagado desses farmacos
com o pH tecidual. Segundo essa teoria, na presenca de infecgdo, traumas e
procedimentos cirurgicos, ha elevacdo do pH local, o que acarreta a dissociagao
entre bisfosfonatos e cristais de hidroxiapatita. Uma vez dissociados do tecido
0sseo, esses farmacos atingem concentracao suficiente para exercer efeitos toxicos
sobre ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos, queratinécitos, fibroblastos, células
endoteliais, prejudicando o processo de cicatrizacdo e induzindo a osteonecrose (96,
101, 102).

Apesar das diferengcas entre as explanagcbes, ha possibilidade de
convergéncia de algumas dessas hipoteses em varios aspectos, em algum momento
da patogénese da doenca, com base nos diversos efeitos que os bisfosfonatos
podem provocar em tecidos distintos e a maior susceptibilidade dos maxilares a
infeccdo. Nessa circunstancia, a MRONJ configuraria uma resposta ao somatorio de
multiplas implicagdes, o que resultaria na incapacidade de manutengao da fisiologia
e no desenvolvimento da osteonecrose que, nessa perspectiva, pode ter uma

etiologia multifatorial (96).

2.4.1 Supressao da remodelagao 6ssea

De acordo com essa teoria, o desenvolvimento da BRONJ ocorre pela
inibicdo da atividade osteoclastica em decorréncia do acumulo de bisfosfonatos no
tecido 6sseo. A maxila e a mandibula estdo constantemente em intenso processo de
remodelacdo Ossea, uma vez que sao submetidas a traumas e cargas mecanicas
que necessitam de reparo. Uma vez que o tournover dsseo é reduzido pela lesao a
funcdo dos osteoclastos ou indugdo dessas células a apoptose, ha prejuizo na
remodelacao 6ssea. Em situagcdes nas quais ha traumas maiores como a extracao

dentaria, o fracasso na cicatrizagcao pode ser resultado também da incapacidade dos
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osteoclastos de promoverem a reabsor¢gdo 6ssea, culminando na osteonecrose (6,
96, 103, 104).

A inibicdo da atividade reabsortiva tem sido estreitamente associada com a
infeccdo e o trauma. Um evento traumatico expde o osso as bactérias da cavidade
oral, o que aumenta a predisposicdo a MRONJ em especial em um contexto de
reducao da eficiéncia do reparo 6sseo (5, 104). A compreensao dos efeitos isolados
de cada um desses fatores na indugdo da MRONJ ainda é limitada (5).

O entendimento da fisiologia da remodelagdo éssea podera auxiliar na
compreensao de muitos aspectos sobre a patogénese da MRONJ. A remodelagéo é
um processo extremamente complexo. Na tentativa de melhor elucidar esses
mecanismos, estudos tém sido feitos e, de certa forma, avangos tém sido
alcancados sobre a biomecanica do tecido 6ésseo bem como das células que o
compoe e a respectiva dindmica de estimulacao reciproca entre essas células, que
também sofrem influéncia de hormdnios e outros mediadores quimicos. O conceito
de mecanotransdugdo também tem sido aplicado nesse contexto. Assim, o
desenvolvimento de mais estudos podera colaborar no esclarecimento da possivel
da atuacdo desse panorama na etiologia na MRONJ (5).

Além dos efeitos sobre os osteoclastos (especificamente na via do
mevalonato), os bisfosnatos também interferem nos osteoblastos e nos ostedcitos.
Estudo in vitro demonstram que os osteoblastos sdo sensiveis aos bisfosfonatos,
que inibem sua proliferagcao e os induzem a apoptose (105 - 108).

Em relagdo aos ostedcitos, os bisfosfonatos parecem exercer um efeito téxico
sobre essas células (109) e é provavel que influenciem no processo de
mecanotransdugao, porém mais evidéncias sao necessarias. A mecanotransducao
compreende um mecanismo fisiolégico no qual sinais mecanicos estimulam uma
resposta celular. No tecido 6sseo, ostedcitos sao mecanossensores que detectam a
movimentagdo do fluido dentro dos canaliculos do osso e convertem esse sinal
mecanico em uma resposta bioquimica que é transmitida a outras células, que
respondem com formagdo ou reabsorcdo Ossea. Assim, o0s ostedcitos
desempenham importante papel na homeostase Ossea e na regulagdo da
remodelagado. Possivelmente, os bisfosfonatos podem interferir nesse processo (5).

Os bisfosfonatos também afetam as propriedades mecanicas do tecido 6sseo.
Esses farmacos reduzem o tamanho e a qualidade dos cristais de hidroxiapatita,
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alterando o mddulo de elasticidade e dureza do osso (110). Além disso, induzem o
acumulo de microfraturas que, ndo reparadas, alteram a biomecanica O0ssea e
podem também contribuir para a etiologia da osteonecrose (111).

Embora ainda nao tenha associacdo direta com a MRONJ, é importante
descrever alguns efeitos dos bisfosfonatos sobre o tecido 6sseo. Os bisfosfonatos
também parecem atuar suprimindo a adipogénese (112). Osteoblastos e células
gordurosas da medula éssea possuem precursores em comum — as células-tronco
mesenquimais (113). Assim, parce existir uma relagdo inversa na diferenciagao
dessas células, de forma que fatores de inducdo de adipdcitos dificultam a
osteogénese e fatores de inducdo 6ssea reduzem a adipogénese (112, 114). Essa
dinamica é complexa e o equilibrio desse processo envolve fatores quimicos (como
dexametasona e insulina), fisicos (como a forgca mecénica) e biolégicos (idade e
metabolismo), (115).

Em um modelo animal, ratos com osteoporose induzida apresentaram
aumento da quantidade de gordura nos espagos medulares e perda Ossea. Esse
processo parece ser revertido pela presenca dos bisfosfonatos, que resultou na
reducdo da quantidade de células gordurosas dos espagos medulares e inibicdo da
perda éssea (112). O efeito supressivo dos bisfosfonatos sobre a adiposidade da
medula associado ao aumento da densidade 6ssea também parece ocorrer em

pacientes com osteoporose que fazem uso dessas medicagdes (116).

2.4.2 Infecgao

A infecgdo parece desempenhar um papel consideravel na etiopatogenia da
MRONJ. A maioria das amostras analisadas histopatologicamente, tanto de
pacientes como de pesquisas desenvolvidas em animais, revelam a presenca de
infeccdo nos tecidos. (23, 27, 32, 117). O principal género de bactérias identificadas
nos estudos sao colénias Actinomyces associadas ao 0sso necrético (19, 118 - 120).
A maior parte das bactérias sdo anaerdbias, o que também sugere a possivel
influéncia da doencga periodontal na etiologia da MRONJ (121).

Além disso, a infec¢do € uma das teorias que pode sugerir 0 porqué de a
MRONJ se manifestar quase exclusivamente nos maxilares, que séo isolados do

meio bucal apenas por uma fina camada de epitélio e conjuntivo. O rompimento
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dessa barreira, que pode ocorrer através de traumas maiores ou menores como na
prépria mastigagcéo, expde o 0sso as bactérias do meio bucal. Além disso, os dentes
atuam como uma importante porta de entrada para os patéogenos, por meio do
ligamento periodontal e também de infecgdes periapicais, por exemplo (97, 104,
122).

2.4.3 Inibicao da angiogénese

Alguns estudos demonstram que o acumulo de bisfosfonatos no tecido 6sseo
altera a formagao de novos vasos, atua sobre as células endoteliais e diminui a
expressdo de fator de crescimento endotelial vascular. Assim, esses farmacos
parecem reduzir o suprimento sanguineo dos maxilares prejudicando a cicatrizagao
(123 - 126).

Um argumento contrario ao protagonismo dessa teoria na patogénese da
MRONJ é que a doenga se desenvolve tanto na mandibula quanto na maxila —
apesar de a prevaléncia da MRONJ ser maior na mandibula, o nUmero de casos que
afetam a maxila ainda é consideravel (89). Em contrapartida, a osteorradionecrose,
que é outra patologia osteonecrotica caracterizada por intensa hipdxia e
hipovascularizacédo, afeta majoritariamente a mandibula e praticamente n&o se
desenvolve na maxila, que € mais vascularizada (127).

Dessa forma, quando a MRONJ é comparada com a osteorradionecrose,
depreende-se que o efeito inibitério dos bisfosfonatos sobre a angiogénese nao
justifica, por si s6, o desenvolvimento dessa condi¢gdo. No entanto, pode contribuir
para o processo, considerando a possibilidade de a etiopatogenia da MRONJ ser
multifatorial (97, 122). Tanto que pacientes submetidos a terapia antirreabsortiva
concomitante a antiangiogénica apresentam 5 a 10 vezes mais chances de
desenvolvimento da osteonecrose quando comparados aos que fazem tratamento

somente com antirreabsortivos (128).

2.4.4 Toxicidade sobre os tecidos moles

Os bisfosfonatos também parecem inibir a proliferagdo de queratindcitos e
fibroblastos e induzi-los a apoptose. Segundo essa teoria, perante um trauma, a
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atuacdo desses farmacos sobre os tecidos moles afeta o fechamento da ferida,
expondo o tecido 6sseo a cavidade oral (129, 130). A toxicidade dos bisfosfonatos
sobre o tecido mole também fundamenta a exposig¢ao direta do osso ao meio bucal
(97).

Desde 2007, poucos anos apos o primeiro relato de MRONJ em 2003 (1),
essa hipotese despontou como uma alternativa para a patogénese da osteonecrose,
creditada principalmente a redugdo da remodelacéo 6ssea. Motivados também pelos
efeitos colaterais esofagicos decorrentes da administragéo via oral de bisfosfonatos,
os autores postularam que a concentracao de bisfosfonatos no tecido 6sseo ¢ alta o
suficiente para exercer um efeito toxico sobre o tecido mole. Na presencga de
procedimentos dentarios invasivos, mais bisfosfonatos sdo liberados, inibindo a
capacidade de reparo tecidual e resultando em osso exposto susceptivel a infecgao
(131).

Muitas incertezas sobre a causalidade da MRONJ ainda permanecem,
inclusive o dilema se a osteonecrose surge “de dentro para fora” ou “de fora para
dentro”, ou seja, se a exposicdo 6ssea é resultado de alteragdes iniciais no osso e
os tecidos moles sao posteriormente afetados ou se o efeito toxico dos bisfosfonatos
sobre os tecidos moles levam a exposicao 6ssea e, mais ainda: se ambos estao

simultaneamente envolvidos (131, 132).

2.5 MODELOS ANIMAIS

Modelos animais sao importantes ferramentas utilizadas para o estudo de
doencas que afetam os seres humanos e podem auxiliar na elucidacédo de
processos patogénicos e proposicdo de tratamentos. Roedores como ratos e
camundongos tem sido as cobaias mais utilizadas para esses modelos devido ao
seu tamanho reduzido que permite uma facil manipulagdo, além da semelhanca
genética com seres humanos e alta capacidade reprodutiva desses animais. Assim,
varios modelos animais sao descritos na literatura com o objetivo de compreender
melhor a patofisiologia da MRONJ (34).

Um dos primeiros modelos animais com o objetivo de estudar a MRONJ foi
desenvolvido em caes a fim de avaliar os efeitos de bisfosfonatos administrados via
oral no tecido 6sseo em 2008 (133). Em 2009, foi publicado um estudo com ratos
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Sprague-Dawley que associou a administragdo de bisfosfonatos e corticosteroides a
exodontia e induziu a MRONJ clinicamente (49). Desde entdo muitos modelos tem
sido descritos na literatura. Apesar disso, o potencial osteonecrético dos
bisfosfonatos ja havia sido relatado em 1981 por Gotcher & Jee (134), antes mesmo
de a MRONJ ser identificada e reconhecida como entidade patologica (34).

Os modelos animais tém reproduzido com sucesso lesdes osteonecroticas
equivalentes a MRONJ em humanos, tanto na apresentacao clinica e radiografica
quanto histopatologicamente. Clinicamente, essa osteonecrose € evidenciada pela
presenca de 0sso exposto na cavidade oral (29, 48, 49, 111). A avaliagdo por
exames de imagem é feita sobretudo através de exames microtomograficos e
radiograficos e revelam reacdo periosteal, sequestro ésseo, destruicdo cortical,
osteolise, osteoesclereose, aumento do volume 6sseo entre outros (4, 31, 33, 38,
50). Esses resultados corroboram sinais de imagem apresentados por pacientes
conforme registros na literatura (135).

A descricdo histopatologica da osteonecrose em modelos animais
compreende, dentre outras caracteristicas: 0sso necrético, caracterizado por lacunas
osteociticas (osteoplastos) vazias; infecgdo; sequestro 6sseo; inflamagéo
(principalmente proxima a sequestros e infecgdes); reagao periosteal (31, 48, 53).
Esses achados também estdo em consonancia com os apresentados por pacientes
(23, 26, 27).

Além disso, alguns estudos relataram alteragbes nos osteoclastos. Essas
células, na presenca de bisfosfonatos, podem apresentar mudancgas de forma e de
tamanho — ficam mais arredondadas e maiores — e ndo aderidas a superficie 6ssea
(25, 47, 136, 137). Da mesma forma, essas variagcbes morfolégicas nos osteoclastos
também foram encontradas em espécimes de pacientes avaliados
histopatologicamente (26, 28).

Os modelos animais tém contribuido também para o esclarecimento de varias
questdes a respeito da MRONJ, inclusive sobre o proprio processo de inducéo da
doenca. Diversos estudos evidenciaram a importancia do trauma, especificamente a
exodontia, como estimulo para a manifestagdo da MRONJ (30, 31, 32, 33). Outros
fatores de risco também tém sido apontados, como infec¢ao periodontal (3, 138) e
lesbes periapicais (139, 140), apesar de a influéncia desse ultimo como fator de
risco ser controversa (141).
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Seja para aumentar as chances de indugdo de osteonecrose, seja para
avaliar o impacto de possiveis fatores de risco sisttmicos no desenvolvimento da
MRONJ, alguns modelos associam comorbidades a administracdo de bisfosfonatos
como, por exemplo, caréncia de vitamina D (142), diabetes (143), uso de
corticosteroides (49).

Sobre a patogénese da MRONJ, alguns modelos enfatizaram o papel da
infeccdo nesse processo (32, 50, 53). Outros destacaram a inibicdo da angiogénese
e da vascularizagao (4, 52). O prejuizo na cicatrizagao dos tecidos moles também foi
relatado, através da redugéo do reparo da integridade do epitélio (33, 52).

A supressao da remodelacédo éssea foi muito explorada em alguns modelos,
principalmente por causa dos efeitos diretos dos bisfosfonatos sobre o tecido 6sseo
(33, 48, 136, 137). Inclusive, alguns estudos apontaram diminuicdo da formacgao
Ossea poés-extracdo dentaria (48, 52), em conformidade com achados radiograficos
de pacientes que apresentaram permanéncia do alvéolo apés exodontia (135).

Nesse contexto, muitos estudos avaliaram as alteragdes provocadas pelos
bisfosfonatos no tecido 6sseo dos maxilares, sem associacdo com fatores de risco
locais e sistémicos. Esses trabalhos sao importantes por descreverem alteracoes
morfoldgicas precoces, antes da manifestagcdo da doenga, como focos de necrose
Ossea (24, 35, 36), aumento do volume ésseo (4, 51) e redugdo da vascularizagao e
do tournover ésseo (4).

Em outros modelos também foi possivel observar alteragdes precoces
semelhantes, mesmo na presenga do trauma. Nesses estudos a doenca nao foi
clinicamente evidenciada por exposicdo Ossea. Entretanto, a avaliacao
histopatolégica apontou presenca de microfraturas (111), focos de necrose (31),
alteracao nos osteoclastos (137) e redugcao da remodelacao 6ssea (52, 137)

A maioria dos modelos utilizou ratos e camundongos para o estudo da
MRONJ. Entretanto, ha publicagdes de trabalhos feitos com outros animais como
caes (133, 144) e minipigs (53).

Ademais, os modelos também tém sido utilizados para investigar perspectivas
de tratamento e prevencdao da MRONJ. Por exemplo, alguns estudos avaliaram
alternativas que, em maior ou menor grau, resultaram em algum efeito positivo em
relagcdo a osteonecrose em animais, como a laserterapia (145), geranilgeraniol (146);
pentoxifilina (147); vitamina D (148), esponja de colageno (149), teriparatida — que é
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contraindicada para pacientes com osteossarcoma e metastase o6ssea (150 - 152).
Outros modelos utilizaram recursos que nao foram efetivos para a prevengao ou
tratamento da MRONJ, como o uso do cha verde, por exemplo (153).

Diante do exposto, foi observar que os modelos apresentaram metodologias
diversificadas. Por um lado, a diferenca metodolégica nos estudos dificulta a
comparagao entre resultados. Por outro lado, essa variagao possibilita a simulacao
de diversas situagdes clinicas a que os pacientes podem estar expostos e suas
respectivas repercussdes na patogénese da MRONJ, como diferengcas nas
dosagens e tempo de administracdo da medicagcédo, presenca ou auséncia de

traumas e comorbidades, entre outros (34).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi realizar estudo histopatoldgico e
histomorfométrico de hemimandibulas de ratos submetidas ao tratamento com acido
zoledrdnico sem extracédo dentaria.

Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar a formacao de sequestro ésseo, infecgao, inflamacgao e reacao periosteal.

b) Avaliar a adiposidade da medula 6ssea amarela.

c) Avaliar quantitativamente o numero de osteoclastos, sinais de necrose 0ssea e
fracdo de volume 6sseo.

d) Inferir, com base na literatura comparada, a acdo do acido zoledrénico sem o

trauma concomitante.
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4 METODOLOGIA

A execucdo deste projeto de pesquisa de indugcdo de MRONJ em modelo
animal pode ser dividida em duas partes: a primeira, que foi a indugdo da MRONJ e
analise macroscopica e microtomografica; a segunda, compreendendo a analise
microscopica e que € objeto dessa dissertacdo. A primeira parte foi desenvolvida no
segundo semestre de 2016, durante a execugao do projeto de mestrado de Josy
Lorena Peres da Silva Vilarinho (154), cujos resultados foram publicados
recentemente (38).

A segunda parte, que consiste nesse trabalho de dissertagdo, compreende a
avaliacao histolégica das hemimandibulas que nao foram submetidas a extragao
dentaria. No modelo de inducdo de MRONJ todos os animais foram submetidos a
exodontia na hemimandibula esquerda (38, 154). Entretanto, apenas o lado direito,
que nao estava associado ao trauma, foi analisado.

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica de Uso Animal do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (CEUA) em 12 de janeiro de 2012
sob o protocolo UnBDOC numero 41597/2010 (ANEXO).

4.1 AMOSTRA

O experimento foi composto por 40 ratos fémeas da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) com idade e peso aproximados de 30 dias e 180g, respectivamente. Os
ratos foram adquiridos no Biotério da Universidade de Sao Paulo (USP) e
transportados via aérea. Foram alocados no Biotério de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, onde, por duas
semanas antes do inicio do experimento, foram submetidos ao periodo de
aclimatacao, em temperatura média de 23°+2°C, em ciclo claro/escuro de 12/12h e
com acesso a agua e a racgao ad libitum (154). Os animais foram colocados em 12
caixas de polipropileno com tampa zincada (gaiolas), cada uma contendo 3 a 4
animais. Cada roedor foi identificado através de marcagao com caneta permanente
vermelha na cauda. A marcagao era reforgada duas a trés vezes por semana.

Os animais foram distribuidos em dois grupos: Controle (composto por 20
animais) e Experimental (composto por 20 animais).
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4.2 ADMINISTRACAO DO MEDICAMENTO

A administracdo das medicagdes iniciou apos o periodo de ambientagao no
biotério. Os animais do grupo Experimental receberam acido zoledrdnico solugao
injetavel de 4mg/5mL (Laboratorio Novartis, Suica, adquirido a partir da loja virtual
4Bio Medicamentos S.A.,Sdo Paulo) via intraperitoneal, na dosagem de 66 ug/kg,
trés vezes por semana, durante trés semanas (Figura 2). Essa dosagem é
equivalente a doses administradas em pacientes oncolédgicos (138). Ja os animais
do grupo Controle receberam soro fisioldgico trés vezes por semana durante trés

semanas (154).

4.3 EXODONTIA E EUTANASIA

Apos o término do periodo de administracido da medicagao, todos os animais
foram submetidos a extracdo do primeiro molar inferior esquerdo no Laboratério de
Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de
Brasilia (CIEX — FS/UnB) (38, 154).

Decorridas seis semanas a partir da extracdo dentaria, os animais foram
eutanasiados por meio do agente inalatério didoxido de carbono segundo as
orientagdes que constam na “Diretriz da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)” (155). Apds a confirmacao da
morte, foram posicionados na guilhotina para decapitagdo e em seguida foi feito o
exame clinico de cada roedor, por um unico operador, conforme descricao a seguir.

A eutanasia seguida pelo exame clinico foi feita um animal por vez.

Exodontia Eutanasia
Dia0 (... 3 semanas....) Dia 29 (.... 6 semanas ....) Dia 73

{}

Periodo de administragao
da medicagéao

Figura 2 Timeline do experimento.
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4.4 EXAME FiSICO DOS ANIMAIS

O exame fisico foi realizado em sala com iluminacao apropriada (foco de luz),
por meio de observacdo direta e foi utilizada sonda exploradora. Apds a
decapitagao, os tecidos moles foram afastados com o auxilio de pinca e cabo de
bisturi e foram feitas fotografias e avaliagcdo quanto a presenga ou ndo de exposigao
Ossea, cicatrizacdo dos tecidos moles, fistula intra e/ou extraoral e secregao
purulenta. Em seguida, o excesso de tecido mole foi dissecado através da remogao
da pele, separagdo das hemimandibulas e remogdo da lingua e de parte dos
musculos submandibulares entre as hemimandibulas e novamente foram feitos

reexame fisico (para confirmacéao) e fotografias (154).

4.5 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Imediatamente apds a eutanasia e exame fisico, cada espécime — nesse
momento composta pela cabegca do animal com excesso de tecidos moles
dissecados e hemimandibulas separadas, mas ainda unidas ao cranio — foi colocada
em um frasco plastico com identificacdo do rato correspondente, composto por
300ml de solucdo fixadora. O agente fixador utilizado para este estudo foi o
paraformaldeido tamponado 4% (PFA 4%) com pH 7,4 e molaridade 0,1Molar (0,1M)
— tampéao fosfato. Os frascos foram tampados, mantidos em temperatura ambiente e
as amostras permaneceram na solugao fixadora por aproximadamente 48 horas.

Apos as 48 horas de fixagado, a proxima etapa do processamento histolégico
consistiu na desmineralizagao das amostras. Para isso, as amostras foram retiradas
dos frascos com PFA e, na capela de exaustdo, foi feito o refinamento da
dissecagdo com lamina e cabo de bisturi, o tecido gengival mantido, as
hemimandibulas removidas e em seguida imersas na solugdo desmineralizadora. As
duas hemimandibulas correspondentes a cada animal foram colocadas em Tubo
Falcon de 50ml devidamente identificado (1 tubo Falcon por animal). A solugéao
utilizada para a desmineralizagéo foi acido etilenodiaminotetracético 4,13% (EDTA
4,13%) com pH 7,4, de acordo com Warshawky & Moore, 1967 (156). A solugao

descalcificante foi trocada duas a trés vezes por semana durante 33,5 semanas.
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Uma vez desmineralizadas — com consisténcia borrachoide e pouca
resisténcia a flexdo — as amostras foram colocadas em cassetes com etiquetas de
identificacdo de cada hemimandibula. Em seguida, os cassetes foram dispostos em
um béquer para lavagem, que foi feita com tampao fosfato-salino 0,01M (PBS 1x) pH
7,4 durante trés dias e com troca diaria da solugao.

Apés a lavagem, as amostras foram desidratadas em banhos de solugdes
com concentracbes ascendentes de alcool etilico, clarificadas em tolueno,
impregnadas em banhos de parafina Paraplast® a uma temperatura maxima de
60°C e incluidas em parafina Paraplast® em moldes para inclusio feitos com papel
de embalagem de luva cirurgica (pois suportam o calor da parafina quente).

ApOs a etapa de inclusdo das hemimandibulas, os blocos de parafina foram
cortados no micrétomo rotativo Leica RM2125RT. Cortes coronais de espessura 7
pm (micrémetros) foram realizados. Os primeiros cortes foram feitos a partir da
regido do forame mentual até a regido do inicio da raiz mesio-vestibular do primeiro
molar inferior, de maneira que a cada 10 cortes desprezados, trés ou quatro em
sequéncia foram utilizados para fazer as laminas. A partir da raiz mésio-vestibular,
todos os cortes foram usados para a confeccdo das laminas, sem descartar. A
amostra foi cortada até o final da raiz mésio-lingual do primeiro molar inferior (Figura
3).

As amostras foram coradas com HE - hematoxilina-eosina - e coloragdes
tricromicas de Masson e de Goldner. Foi feito histoenzimologia TRAP (fosfatase
acida resistente ao tartarato) de acordo com Cérdova et al em duas laminas com
cortes localizados na regido da raiz mésio-lingual (Figura 3B). As laminas coradas

por TRAP foram contracoradas com hematoxilina de Harris (136).
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Figura 3 Esquema anatdbmico de hemimandibula de rato. A Plano Sagital: 1 = raiz
mésio-vestibular; 2 = raiz mésio-lingual; 3 = forame mentual; 4 = incisivo. B Plano
Coronal: 1 = coroa do primeiro molar; 2 = crista alveolar; 3 = espago medular; 4 =
raiz mésio-lingual do primeiro molar; 5 = nervo alveolar inferior; 6 = incisivo; 7 =
ligamento periodontal; 8 = gengiva; 9 = cortical 6ssea vestibular; 10 = cortical
6ssea lingual. C Plano axial: 1 = raiz mési-vestibular do primeiro molar inferior; 2 =
raiz mésio-lingual do primeiro molar inferior; 3 = raiz intermediaria do primeiro
molar inferior; 4 = raiz distal do primeiro molar inferior; 5 = cortical éssea
vestibular; 6 = cortical éssea lingual; 7 = incisivo; 8 = ligamento periodontal; 9 =
espaco medular; 10 = regido posterior da mandibula.
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA EM MICROSCOPIA DE LUZ

Os cortes foram observados e analisados em microscépio de luz Axioplan,
Zeiss, e as laminas foram escaneadas pelo aparelho AperioScanner ScanScope
localizado no Laboratorio de Patologia da Faculdade de Medicina da UnB e
avaliadas e fotografadas através do software Aperio ImageScope versdo
12.3.2.8013.

Os cortes foram avaliados qualitativamente quanto a presenga ou auséncia de
necrose o0ssea, sequestro 6sseo, infec¢do, inflamacdo, reacao periosteal e

adiposidade da medula 6ssea.

4.7. ANALISE HISTOMORFOMETRICA

4.7.1 Avaliagao da Densidade 6ssea volumétrica (BV/TV)

Trés parametros de analise histomorfométrica foram avaliados. O primeiro foi
a densidade 6ssea volumétrica (BV/TV) que é a fracdo do volume ésseo (BV) no
volume total (TV) da amostra (157) expresso em porcentagem.

Através do software Aperio ImageScope versdo 12.3.2.8013, foi selecionado
um corte correspondente a cada animal, aproximadamente na mesma regiao
anatdbmica. Em seguida, com um aumento 7,4x, uma area de 731960pm2 de osso
medular, localizada acima do nervo mentoniano e abaixo da raiz mésio-lingual do
primeiro molar inferior direito foi selecionada, fotografada e salva no formato TIF.
Essa area foi denominada regiao de interesse (ROI) e abrangeu a maior quantidade
possivel de espaco medular (Figura 4).

Em seguida, cada imagem foi trabalhada no programa Adobe Photoshop®
CS2 versao 9.0 a fim de prepara-la para analise. Por meio da ferramenta Magic
Wand Tool, tolerancia 32, o tecido 6sseo foi mascarado como preto e o espacgo
medular branco. As novas imagens também foram salvas no formato TIF e abertas
no programa ImagedJ 1,50e, onde foi feita a analise das medidas. Para tanto, foi
programada uma profundidade de 8 bit e a imagem foi selecionada e analisada

através da ferramenta Analyse>Measure — Figura 4 (44).
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Figura 4 Andlise da densidade 6ssea volumétrica (BV/TV). A Selecdo e fotografia do
ROI, em aumento 7,4, no Aperio Image Scope software. B Photoshop software: imagem
mascarada em preto e branco. C Analise da imagem no programa Image J.
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4.7.2 Contagem de osteoclastos

O segundo parametro de analise quantitativa foi a contagem de osteoclastos,
que foi feita no programa Aperio ImageScope versdo 12.3.2.8013 em laminas
coradas por TRAP, aumento 20x. Os osteoclastos foram contados em dois cortes
histologicos presentes em uma mesma lamina. Em seguida, foi feita a média
aritmética entre os valores obtidos na contagem desses dois cortes.

A contagem foi feita no espago compreendido entre o nervo alveolar inferior e
a crista 6ssea alveolar (Figura 3B). Além da contagem do numero total de
osteoclastos, eles foram classificados como aderidos ou ndo-aderidos a superficie
Ossea (47, 137). Somente foram considerados como osteoclastos nao-aderidos
aqueles que estavam evidentemente distantes da superficie 6ssea. Também foi feita
a andlise da morfologia dessas células e foi feita a contagem daquelas que
apresentavam discrepancia de tamanho em relagcdo as demais. Essas células que
apresentaram tamanho maior em relagao as outras foram classificadas como células
grandes e células gigantes, que eram muito mais amplas que as ceélulas

classificadas como grandes.

4.7.3 Contagem de sinais de necrose (focos necréticos)

O terceiro parametro quantitativo foi a contagem dos sinais de necrose (focos
necroticos), definidos como 5 ou mais osteoplastos vazios adjacentes por alguns
autores (138, 158, 159) ou como 10 ou mais osteoplastos vazios por outros (24, 31,
160). Foram feitas as duas analises independentes, considerando as duas
definigdes encontradas na literatura. Para tanto, foram selecionadas 3 laminas por
animal coradas em HE, localizadas em diferentes regides do primeiro molar inferior
(aproximadamente 800um de distancia entre os cortes). Foi feita a soma dos sinais
de necrose, encontrados nesses trés distintos cortes. Essa analise foi feita no
programa Aperio ImageScope versdo 12.3.2.8013. Foi utilizado aumento de 20x e
em todas as trés laminas foi feita a analise de todo o tecido 6sseo presente no corte

histolégico.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A comparacéao da redugao da adiposidade medular entre o grupo controle e o
grupo experiemental foi realizada apds testes de qui-quadrado e exato de Fischer.

Para as variaveis quantitativas, inicialmente foi verificada se seguiam a
distribuicdo normal por meio do teste de Shapiro-Wilk. Estas variaveis foram:
percentual de espago medular, BV/TV, numero total de osteoclastos, numero de
osteoclasatos aderidos, numero de osteoclastos grandes e numero de focos de
necrose 0ssea (considerando cinco ou mais lacunas vazias). Para estas variaveis
supracitadas foi utilizado o teste paramétrico t de Student para analise das
diferengas entre os grupos controle e experimental.

As variaveis que nao seguiram distribuicdo normal foram; numero de
osteoclastos ndo aderidos, numero de osteoclastos gigantes e numero de focos de
osteonecrose (considerando dez ou mais lacunas vazias). Para estas variaveis foi
utilizado o teste nao-paramétrico Mann-Whiteny para analise das diferencas entre os
grupos controle e experimental. Todas as analises foram realizadas no programa
Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, Ok, Estados Unidos). Para todos os testes
estatisticos, um p-valor menor que 0,05 foi considerado como estatisticamente

significante.
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5 RESULTADOS

Durante o experimento, houve a perda de quatro animais e a exclusao de
quatro animais do estudo (154). Assim, a analise histolégica foi feita nas
hemimandibulas do lado direito (que ndo foram submetidas a exodontia) de 32 ratos.

Desses 32 animais, 18 pertenciam ao grupo Experimental e 14 ao grupo Controle.

5.1 ANALISE MACROSCOPICA

Nao foram observadas exposi¢cdes Osseas ou quaisquer outras alteragoes
infecciosas ou inflamatodrias nos tecidos moles nas hemimandibulas contralaterais a

exodontia dos animais dos grupos controle e experimental.

5.2 ANALISE HISTOLOGICA EM MICROSCPIA DE LUZ

Nao foram observadas extensas areas necroticas nos grupos experimental e
controle. Entretanto, focos de necrose éssea, caracterizados por um conjunto de
lacunas osteociticas vazias adjacentes, foram constatados em ambos os grupos, e o
grupo experimental aparentou conter maior quantidade desses focos em relagéo ao
controle (por isso esse parametro também foi analisado quantitativamente, cujos
resultados estdo descritos adiante, na sessao correspondente).

Em relagédo a infecgédo, ndo foram encontrados sinais em ambos o0s grupos
(Figura 5). A Figura 5 ilustra diferentes regides de duas hemimandibulas de animais
pertencentes aos grupos controle e experimental — sulco gengival, dente, 0sso
cortical, osso medular e osso alveolar — demonstrando auséncia de colbnias
bacterianas. Os dois grupos (controle e experimental) também n&o apresentaram
sequestro 6sseo. Da mesma forma, também nao foram encontrados sinais de
infiltrado inflamatério tanto no grupo controle (Figura 6A) quanto no grupo
experimental (Figura 6B), conforme representado pela Figura 6, que ilustra tecido
gengival.

A reacgado periosteal foi observada em 3 animais do grupo experimental,
conforme exemplificado na figura 7 (7C e 7D) e em nenhum animal do grupo
controle (Figuras 7A e 7B). Esse achado pode ser descrito como uma formacgao
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Ossea sobre o osso cortical. Nesses animais, a reagcao periosteal foi formada por
0sso trabecular e estava localizada na regido inferior da base da mandibula com
discreta extenséo para a porgao inferior da cortical vestibular. O limite entre osso
cortical e reacao periosteal era nitido.

Foram verificadas variagdes na adiposidade da medula éssea. Treze animais
do grupo experimental (72,2%) exibiram redugéo de adipocitos, enquanto os demais
animais desse grupo e os do grupo controle demonstraram presencga significativa de
adipécitos. Pela analise do teste do Qui-quadrado e teste exato de Fischer, verificou-
se que esta diferenca na adiposidade medular foi significativa entre os grupos
controle e experimental (p<0,05). Pela Figura 8, pode-se notar a acentuada redugéo
na adiposidade medular (8C e 8D) no grupo experimental, quando comparada ao
grupo controle (8A e 8B). A Figura 9 expressa a variagao dessa infiltragao gordurosa
entre uma hemimandibula do grupo controle (9A) quando comparada a

hemimandibulas de trés diferentes animais do grupo experimental (9B, 9C e 9D).



Figura 5 Cortes de hemimandibulas de ratos dos grupos controle e
experimental. Coloracdo HE. Nota-se auséncia de infec¢ao tanto no grupo
controle, a esquerda (A, C, E, G, I) quanto no experimental, a direita (B, D,
F, H, J). Sulco gengival (C, D), osso alveolar e regides cervical e de furca do
primeiro molar inferior (E, F), osso cortical, osso alveolar e raiz mésio-lingual
do primeiro molar inferior equerdo (G, H) e osso medular (I, J). Descrigdo:
G: gengiva; SG: sulco gengival; D: dentina; P: polpa; OA: osso alveolar; LP:
ligamento periodontal; OC: osso cortical; OM: osso medular; EM: espago
medular; RML: raiz mésio-lingual. Aumento 0,7x (A, B), 5x (C-H) e 10x (I-J).
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Figura 6 Tecido gengival de hemimandibulas dos grupos controle e experimental. Coloragdo HE.
Nota-se auséncia de infiltrado inflamatdrio tanto no grupo controle (A) quanto no grupo experimental
(B). As imagens correspondem a gengiva (E: epitélio; CJ: conjuntivo), ao sulco gengival (SG) e a

dentina (D). Aumento 20x.



53

Figura 7 Reacao periosteal. Coloragéo Tricromo de Masson. Osso cortical com auséncia de reagéo periosteal (B) em
hemimandibula de animal do grupo controle (A, B). Presenca de reacéo periosteal sobre o osso cortical (D) em uma
hemimandibula de animal do grupo experimental (C, D). Nota-se o nitido limite entre osso cortical e reagao periosteal,

conforme indicado pelas setas (D). Descricdo: OC: osso cortical; RP: reacéo periosteal. Aumento 0,7X (A, C) e 10x (B,
D).



Figura 8 Adiposidade medular. Coloragdo HE. Presenca significativa de adipocitos nos espagos medulares de
hemimandibula de animal pertencente ao grupo controle (A, B). Redugédo adipécitos em hemimandibula de animal
pertencente ao grupo experimental (C, D). Descricdo: EM: espago medular; OM: osso medular; LP: ligamento
periodontal; D: dentina do incisivo; as setas apontam para os espagos correspondentes aos adipdcitos. Aumento 0,7x (A,
C) e 8x (B, D).
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Figura 9 Variagdo da adiposidade medular. Coloragdo HE. Nota-se maior quantidade de adipdcitos em
hemimandibula de animal do grupo controle (A) quando comparada a hemimandibulas de animais pertencentes
ao grupo experimental (B, C, D). Aumento 8x.
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5.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

5.3.1 Avaliagdo da Densidade Ossea Volumétrica (BV/TV) e do percentual de

espaco medular

A tabela 1 demonstra que houve um aumento significativo na densidade
O0ssea volumeétrica no grupo experimental, com consequente redugdo no espago
medular, conforme analise histomorfométrica. A Figura 10 apresenta dois exemplos
de diminuigdo dos espag¢os medulares no grupo experimental (Figuras 10B e 10D)

quando comparadas ao grupo controle (Figuras 10A e 10C).

Tabela 1 — Diferencas na densidade 6ssea volumétrica (BV/TV) e no percentual de
espaco medular entre o grupo controle e o grupo experimental

Grupo controle Grupo experimental p-valor

Média + DP Média = DP
BVITV (%) 40,67 + 11,32 63,89 + 12,69 <0,001*
Percentual espago 59,32 + 11,32 36,10 £ 12,69 <0,001*

medular (%)

*p<0,05, significancia estatistica; Bv/TV = densidade 6ssea volumétrica; DP = desvio-padrao
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Figura 10 Densidade dssea volumétrica. Coloragdo Tricromo de Goldner.
Nota-se redugcdo do espaco medular em hemimandibulas de animais do

grupo experimental (B, D) em relagdo ao grupo controle (A,C). As setas
apontam para os espagos medulares. Aumento 0,7x.

57



58

5.3.2 Contagem de Osteoclastos

A contagem de osteoclastos foi realizada apds a aplicagdo da metodologia
TRAP. A tabela 2 demonstra que nao houve diferenca no numero de osteoclastos
entre os grupos controle e experimental. Quando analisados separadamente os
osteoclastos aderidos e n&o aderidos, esta diferenca também nao foi significativa.
No entanto, o grupo experimental apresentou um numero significativamente maior
de osteoclastos considerados grandes e gigantes. As Figuras 11, 12 e 13 ilustram
osteoclastos corados por TRAP, incluindo aderidos e ndo-aderidos, grandes e

gigantes (Figuras 11, 12, 13)

Tabela 2 — Diferengcas no numero de osteoclastos entre o grupo controle e o grupo
experimental, seguindo metodologia TRAP

Grupo controle Grupo experimental p-valor
Média + DP Média + DP

N total de 55,39 + 18,26 55,05 + 14,06 0,953
osteoclastos
N de osteoclastos 53,32 £+ 17,89 51,61+13,19 0,758
aderidos
N de osteoclastos 2,07 +1,60 3,44 + 3,26 0,228
nao aderidos
N de osteoclastos 2,07 +2,04 7,08 + 3,26 <0,001*
grandes
N de osteoclastos 0,25+ 0,47 1,66 + 1,68 0,001*
gigantes

*p<0,05, significancia estatistica; N = nimero; DP = desvio-padrao
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Figura 11 Processo alveolar em hemimandibulas do grupo controle (A, B) e do grupo experimental (C, D).
Histoenzimologia TRAP. Os osteoclastos estdo corados em vermelho e a seta indica um osteoclasto gigante
aderido a superficie dssea (D). Aumento 0,7x (A, C) e 20x (B, D).
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Figura 12 Osso alveolar na regido da raiz mésio-lingual dos grupos controle (A, B) e experimental (C, D).
Histoenzimologia TRAP. Nota-se os osteoclastos corados de vermelho. A seta indica um osteoclasto gigante
enquanto os asteriscos, osteoclastos grandes. Todos os osteoclastos dessas imagens foram considerados
aderidos a superficie 6ssea. Descrigao: OA: osso alveolar; LP: ligamento periodontal; RML: raiz mésio-lingual do

primeiro molar inferior. Aumento 0,7x (A, B) e 20x (B, D).
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Figura 13 Osso medular no grupo controle (A, B) e experimental (C, D). Histoenzimologia TRAP. Nota-se
osteoclastos corados de vermelho e a seta indica um osteoclasto gigante ndo-aderido a superficie 6ssea em D.
Esse osteoclasto apresenta nucleo picnético com falta de aderéncia, sugestivo de apoptose (28). Descrigdo: OM:
o0sso medular; EM: espago medular. Aumento 0,7x (A, C) e 20x (B, D).
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5.3.3 Contagem de sinais de necrose

O grupo experimental apresentou maior quantidade de focos de necrose
Ossea (sinais de necrose) do que o grupo controle, considerando ambas as
definigbes de foco de necrose, ou seja, 5 ou 10 lacunas osteociticas vazias
adjacentes (Tabela 3). A Figura 14 ilustra o tecido 6sseo de hemimandibulas de

animais pertencentes a ambos os grupos (Figura 14)

Tabela 3 — Diferengas no numero de focos de necrose entre o grupo controle e o
grupo experimental

Grupo controle Grupo experimental p-valor
Média £ DP Média + DP
Foco de necrose (5 10,28 + 4,32 18,28 + 10,97 0,01*
ou mais lacunas)
Foco de necrose (10 1,21+ 1,18 5,39 £ 4,60 0,001*

ou mais lacunas)

*p<0,05, significancia estatistica; DP = desvio-padréo
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Figura 14 Tecido ésseo proximo ao nervo alveolar inferior em hemimandibulas de animais do grupo controle (A,B)
e experimental (C, D). Coloragdo HE. Ha maior quantidade de osteoplastos vazios adjacentes (focos de necrose)
no grupo experimental (D) em relagdo ao controle (B). Descri¢do: NA: nervo alveolar inferior; OM: osso medular;
EM: espago medular; N: nervo. As setas apontam para osteoplastos vazios, ou seja, sem ostedcitos. Aumento

0,7x (A, C) e 20x (B, D).
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6 DISCUSSAO

Esse estudo demonstrou que, mesmo na auséncia de exposi¢ao 0ssea e de
trauma, que sucederam apenas no lado contralateral ao de analise, a administragao
de acido zoledronico foi suficiente para induzir alteragbes histologicas em
hemimandibulas de ratos. Dentre os principais achados destacam-se redugdo da
adiposidade medular, aumento da densidade oOssea volumétrica, variagdes
morfolégicas nos osteoclastos e maior quantidade de focos de necrose 6ssea. Nao
foi constatada a presenca de extensas areas necréticas, sequestro ésseo, infiltrado
inflamatdrio e infecgcdo. No entanto, a agao do acido zoledrénico pode ser verificada
no sitio contralateral ao da exodontia.

A analise histolégica desse estudo foi feita em hemimandibulas de animais
tratados com bisfosfonato, no grupo experimental, e sem medicagdo, no grupo
controle, ambas sem associagdo com um trauma especifico, como a exodontia.
Nessas hemimandibulas ndao foram observadas exposicbes Osseas. Outros
trabalhos descritos na literatura também avaliaram o efeito da administracdo desses
farmacos via intraperitoneal, na auséncia de procedimentos cirurgicos e/ou outros
fatores de risco em ratos e camundongos. Nesses modelos animais, a osteonecrose
clinica, caracterizada por osso exposto na cavidade bucal, n&do foi observada (4, 24,
35, 36, 51). Apesar de nao haver trauma e o0sso exposto, esses modelos
detectaram, de alguma forma, alteracbes microtomograficas e/ou histopatoldgicas
provocadas pela medicagéo. Isso sugere que, de acordo com o que foi encontrado
em nossos resultados, os bisfosfonatos apresentam potencial de induzir
modificagdes no tecido 6sseo mesmo que a osteonecrose nao seja detectada
clinicamente e na auséncia de fatores de risco. Essas alteragbes serao
pormenorizadas ao longo desse capitulo de discussao.

Em relagao a exposicao dssea, em um trabalho desenvolvido em caes, foram
administrados aledronato via oral e dexametasona, sem exodontia, e a exposigcao de
osso nao foi verificada (133). Em contraste, em um estudo com minipigs, a
exposicao o6ssea foi detectada em animais tratados com acido zoledrdnico, tanto
naqueles que nao foram submetidos a tratamento cirdrgico quanto no sitio
contralateral a extragao dentaria. Os autores creditarem a ocorréncia das exposicoes

O0sseas nao decorrentes de trauma principalmente a infeccbes periodontais e
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concluiram que a exodontia ndo é obrigatéria para a inducdo da MRONJ (53).
Porém, a maioria dos modelos animais descritos na literatura que induziram
clinicamente a osteonecrose submeteram os animais a extragao dentaria, que atuou
como “gatilho” para a manifestacdo da doenca (30 - 33). Essas diferengas quanto a
exposicao 6ssea podem ser justificadas possivelmente por variagdes metodoldgicas,
como dosagens dos farmacos, vias de administragédo, periodo entre o traumalinicio
da administracdo das medicagbes e a eutanasia, espécie de animal utilizado na
pesquisa, entre outros.

Nesse estudo também nao foram observados infiltrado inflamatério, sequestro
0sseo e infecgdo, em consonancia com outros modelos animais que adotaram
metodologias semelhantes, ou seja, com administracdo de bisfosfonatos sem
trauma e sem exposicao Ossea (4, 24, 36, 51). A maioria dos modelos que
detectaram essas caracteristicas apresentou exposicdo éssea concomitante (41,
48).

Trés animais do grupo experimental apresentaram reacgao periosteal, que
consiste em uma reag¢ao do osso cortical a algum possivel insulto, como medicagdes
e infec¢des (161). A reacdo periosteal € um achado frequente em radiografias e
tomografias computadorizadas de pacientes diagnosticados com MRONJ (135, 162),
bem como em analise histopatolégica de espécimes provenientes de pacientes com
estagios mais graves da osteonecrose (26). Um estudo avaliou exames de imagem
de 30 pacientes diagnosticados com estagio 0 de MRONJ e nao detectou reacao
periosteal. Nessas circunstancias, esse achado parece estar mais relacionado com
casos avangados da doencga (163).

Alguns modelos animais constataram a presencga de reacido periosteal que
em geral estava adjacente a areas de exposicdo Ossea com ou sem extracao
dentaria (53) e doencga periodontal, nesse caso proximo as regides necroticas (138).
Em nosso modelo, apenas trés animais do grupo experimental apresentaram essa
alteracdo e a diferengca ndo foi estatisticamente significante. Como nessas
hemimandibulas n&do havia presenca de focos de infeccao e infiltrado inflamatério,
nem exposicao de 0sso, a reagao periosteal pode ter sido uma resposta a presenca
de bisfosfonatos no tecido 6sseo. Nesses animais, também havia quantidade

consideravel de sinais de necrose que podem ter interferido no processo.
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Ainda sobre a analise qualitativa, esse estudo apresentou diferenca
estatisticamente significante no paradmetro adiposidade da medula 6ssea amarela.
As hemimandibulas do grupo experimental apresentaram menor infiltracdo
gordurosa do que as do grupo controle. Na literatura, existem abordagens, inclusive
com modelos animais, sobre a interacdo entre adiposidade e Dbisfosfonatos.
Entretanto, em nossa revisdo de literatura, esse achado n&o foi encontrado em
modelos animais de estudo de MRONJ. Algumas pesquisas foram desenvolvidas na
tentativa de melhor elucidar a relacdo entre adipogénese e doengas osteoliticas
como, por exemplo, a osteoporose, bem como do efeito de bisfosfonatos nesse
cenario (112, 116, 164, 165).

Nesse contexto, em 2011 foi publicado um estudo que analisou bidpsias
transiliacas de pacientes com osteoporose antes e depois do tratamento com
risendronato ou placebo. Foi constatada a redu¢cdo do volume e do numero de
adipocitos nos espécimes coletados de mulheres que fizeram o tratamento com o
bisfosfonato. Nas amostras de pacientes que fizeram uso de risendronato, também
foi observada, por imunocoloracéo, a redugao da expressdao do PPARY2 (receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma gama 2) nas células da medula. O
PPARy2 é um fator de transcricdo da adipogénese e os autores sugeriram que o
bisfosfonato provavelmente induziu a diminuicdo da quantidade de adipécitos devido
a sua possivel influéncia na via da adipogénese através da reducéo da expressao do
PPARy2 (164). Em 2015, outro trabalho demonstrou, por meio de ressonancia
magnética, redugdo da adiposidade na medula 6éssea em vértebras de pacientes
com osteoporose tratadas com uma unica infusdo anual de acido zoledrénico em
comparagao com as que nao fizeram esse tratamento. Nessas pacientes, também
foi verificado aumento da densidade mineral 6ssea (116). Esses achados, apesar da
diferengca metodoldgica e do tipo de estudo, apresentam semelhanga com os
resultados do nosso modelo animal, que revelaram redugao da infiltragdo gordurosa
medular e aumento da fracdo de volume 6sseo na presenga de bisfosfonato.

Em um modelo animal de indugdo de osteoporose por meio da retirada dos
ovarios de camundongos, os autores observaram aumento da quantidade de
gordura medular nesses animais quando comparados aos do grupo controle e
concluiram que a adipogénese na medula ocorre em sincronia com a deterioragéo

da microarquitetura trabecular (165). Esse processo parece ser revertido na
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presenca de bisfosfonatos, conforme demonstrou um modelo no qual ratos
ovariectomizados que receberam wuma Unica dose de acido zoledrénico
apresentaram diminuicdo da adiposidade e da perda dssea quando comparados a
ratos ovariectomizados que nao receberam a medicacdo e manifestaram perda
O0ssea concomitante ao aumento de adipdcitos na medula. Como osteoblastos e
adipécitos apresentam um precursor em comum, que sdo as ceélulas tronco
mesenquimais, os autores também sugeriram que o acido zoledrdnico estimula a
osteogénese e reduz a diferenciacdo adipogénica, ja que observaram por meio de
analise de PCR em tempo real diminuicdo da expresséo génica do PPARy2 (112).

Apesar de esses estudos apresentarem objetivos e metodologias diferentes
em relacdo a nosso modelo e concentrarem em patologias distintas — osteoporose e
MRONJ — os resultados direcionam a um ponto de convergéncia em comum, que é
a reducdo da adiposidade medular possivelmente provocada pelos bisfosfonatos. As
células-tronco mesenquimais sido precursoras tanto de osteoblastos quanto de
adipocitos e alguns autores apontaram a necessidade de mais investigagdes sobre a
provavel relacao inversa entre a adipogénese e osteogénese a fim de esclarecer o
impacto desse cenario em desordens osseas (115). A significaAncia dos achados do
nosso estudo concentra principalmente no nexo entre aumento do volume ésseo e
reducao da adiposidade, de acordo com outros trabalhos ja mencionados. Embora o
efeito dos bisfosfonatos sobre a adiposidade medular ndo tenha sido citado como
fator contribuinte para o desenvolvimento da osteonecrose, o presente modelo
animal indica uma possibilidade de que esse processo possa interferir de alguma
maneira na patogénese da MRONJ. Entretanto, essa premissa, ainda imatura,
necessita de mais evidéncias.

Como relatado, a densidade éssea volumétrica (BV/TV) apresentou diferencga
estatisticamente significante entre os grupos experimental e controle. Outros
modelos descritos na literatura também encontraram resultados equivalentes.
Alguns deles adotaram metodologia semelhante a nossa, ou seja, auséncia de
trauma e exposicao dssea, e os resultados foram constatados por meio de analise
histologica (4) e/ou microtomografica (4, 51). Outros estudos também relataram
achado similar, ainda que associados a exodontias e lesbes perioapicais (53, 136,
140). A confluéncia desses resultados pode ser atribuida ao efeito antirreabsortivo
dos bisfosfonatos.
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Durante o desenvolvimento do presente modelo animal, os ratos foram
submetidos ao exame microtomografico. Os resultados da microtomografia,
descritos por Vilarinho et al., também demonstraram diferenga estatisticamente
significante da densidade O&ssea volumétrica entre os grupos. Assim, nas
hemimandibulas contralaterais ao trauma, BV/TV foi maior no grupo experimental
em relacdo ao grupo controle, corroborando os achados histomorfométricos
descritos nessa dissertacao (38, 154).

Em nosso modelo, ndo houve diferenca no numero de osteoclastos entre os
grupos experimental e controle. Também ndo houve diferenga estatisticamente
significante no numero de osteoclastos aderidos ou n&o a superficie 6ssea. Um
estudo avaliou a interferéncia do acido zoledrénico no numero de osteoclastos em
maxilares de camundongos ao longo de até 6 meses de tratamento e também nao
encontrou variagdes (51). Esses achados foram semelhantes aos nossos.
Entretanto, em geral, a contagem de osteoclastos em animais que receberam
bisfosfonatos apresenta divergéncia na literatura. Muitos estudos que analisam esse
parametro por meio de histologia apontaram diminuicdo da quantidade dessas
células (31, 33, 36, 165). Quando analisados por meio de TRAP, alguns trabalhos
também indicam redugdo de osteoclastos na presenca de bisfosfonatos (48, 160).
Em alguns, essa redugdo também é acompanhada de aumento do numero de
osteoclastos nao-aderidos (47, 139). Outros, por sua vez, demonstraram aumento
tanto dos nao-aderidos quanto do numero total dessas células (25, 136, 137). A
nao-aderéncia dos osteoclastos a superficie 6ssea na presenca de bisfosfonatos
possivelmente ocorre porque esses farmacos parecem induzi-los a apoptose (28).

Sobre as variagdes morfoldgicas, nosso estudo apontou maior quantidade de
osteoclastos grandes e gigantes no grupo experimental em relagcdo ao grupo
controle e a diferenga foi estatisticamente significante. De forma similar, alguns
modelos animais com administracido de bisfosfonatos relataram essas alteracoes
nos osteoclastos (136, 137, 139). Ademais, espécimes de pacientes com MRONJ
analisados histopatologicamente também apresentaram osteoclastos maiores (26,
28, 167).

Os bisfosfonatos atuam na via do mevalonato e prejudicam a prenilagdo de
proteinas que estao envolvidas na funcao celular, o que pode resultar na ruptura do

citoesqueleto, acometendo a forma e a atividade dos osteoclastos, e indugdo a
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apoptose. Além disso, o acumulo de calcio liberado durante a reabsorcdo é
considerado um sinal importante para a morte osteoclastica. Como esses farmacos
sdo antirreabsortivos, ha redugao da liberagao de calcio e, dessa forma, € possivel
que os Dbisfosfonatos prolonguem o tempo de vida dessas células e
consequentemente a sua presenga no 0sso, ainda que permanec¢am disfuncionais.
Inclusive, a continua fusdo de precursores aos osteoclastos aumenta o tamanho
dessas células que, diante da reducdo do calcio que é sinalizador apoptotico,
perduram no tecido. (167). Essa conjectura pode justificar a alteragdo morfoldgica e
a equivaléncia da quantidade de osteoclastos expressadas pelo grupo experimental
em relagdo ao grupo controle em nosso modelo.

O ultimo parametro de analise foi a contagem dos sinais de necrose, que foi
maior no grupo experimental em relacdo ao grupo controle e a diferenga foi
estatisticamente significativa. Esses achados estdo em conformidade com outros
descritos na literatura, tanto considerando focos de necrose como 5 lacunas vazias
adjacentes (138, 159) como 10 (16, 24, 31). Inclusive, alguns modelos animais
exibiram esse resultado na auséncia de trauma e exposi¢cao ossea (24, 35, 36),
corroborando nossos resultados.

Em um estudo foi feita a administragdo de analogos fluorescentes de
risendronato em camundongos e coelhos e foi observado que havia acumulo desses
farmacos nas lacunas osteociticas, bem como nos canaliculos vasculares do tecido
6sseo (109). Considerando a influéncia dos bisfosfonatos sobre a remodelacao
Ossea e seu potencial de toxicidade, ha possibilidade de que a presenca desses
farmacos nas lacunas osteociticas afetem de alguma forma os ostedcitos, o que
pode justificar o aumento dos focos necréticos no grupo experimental observados
nesse trabalho. Ademais, em um modelo animal de inducdo de MRONJ associado a
doencga periodontal, os autores sugeriram que os bisfosfonatos parecem induzir
apoptose aos ostedcitos (117). Desse modo, esses achados podem auxiliar na
compreensao dos resultados do nosso estudo, de forma que os bisfosfonatos
possivelmente provocam aumento dos osteoplastos vazios através da indugao dos
ostedcitos a apoptose .

Em nosso modelo, ndo foram observadas alteragbes gengivais, o0 que
também foi demonstrado em um modelo desenvolvido em ratos com o objetivo de

avaliar a progressao da osteonecrose nos tecidos mole e duro ao longo de 45 dias
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de tratamento com acido zoledrénico, no qual a gengiva evidenciou aspecto de
normalidade enquanto o osso apresentou focos de necrose 6Ossea (36). Esses
achados sao similares aos resultados encontrados em nosso estudo e ambos
indicam que a presenca de bisfosfonatos induz alteragées no tecido ésseo prévias a
uma potencial manifestacio clinica da doenca e apontam que o osso possivelmente
€ afetado por esses farmacos antes do tecido mole.

Como muitos aspectos da etipatogenia da MRONJ ainda nao foram
esclarecidos, os modelos animais sao uma alternativa viavel para o estudo da
doenca. A analise microtomografica fornece a oportunidade de avaliar as alteragdes
de imagem induzidas por esses farmacos, tanto em estagios precoces quanto
avancados da osteonecrose (38). Esses aspectos imaginolégicos sdo importantes
porque a MRONJ, em pacientes, configura uma entidade que nem sempre permite
avaliagdo diagndstica por outros meios, como analise histopatoldgica.

Entretanto, o estudo histopatolégico da MRONJ é um dos caminhos que
podem auxiliar no esclarecimento da patogénese da doenga, uma vez que
possibilitam analisar morfologicamente as alteracbes teciduais e celulares
provocadas pelos Dbisfosfonatos. Além disso, permite a caracterizacao
histopatolégica da doenga, o que contribui para a compreensao de varios aspectos
clinicos e radiograficos da MRONJ. Como esse tipo de andlise em pacientes é
limitado, os modelos animais fornecem a oportunidade de avaliar
histopatologicamente os efeitos dos bisfosfonatos em diferentes contextos, como na
presenca ou auséncia de trauma, antes ou apds a inducido da doenca, entre outros
(29, 34).

A histomorfometria possibilita avaliar in vivo o metabolismo e a estrutura
O0ssea e assim, pode contribuir para o estudo de desordens metabdlicas através do
monitoramento do efeito de drogas na remodelagao e microarquitetura 6ssea. O uso
de softwares otimiza a avaliagdo uma vez que contem ferramentas especificas para
a analise histomorfométrica, que pode ser feita de forma manual ou automatica
(168). Nesse estudo foram utilizados principalmente Image J e Aperio ImageScope.

Os achados microtomograficos detectados no presente modelo animal
também indicam alteracbes na microestrutura 6ssea provocadas pelo acido
zoledrénico antes da indugdo da MRONJ, em conformidade com a analise
histopatoldgica, tanto que o parametro BV/TV foi significativamente maior no grupo
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experimental em relagdo ao controle em ambas as analises (38). Esses resultados
evidenciam as modificagdes que os bisfosfonatos podem provocar no tecido ésseo,
anteriores a manifestacdo clinica da doenca, e podem indicar uma possivel
influéncia desses fatores na patogénese da MRONJ.

Nessas circunstancias os achados desse estudo podem reportar ao estagio 0,
caracterizado por sinais clinicos e radiograficos inespecificos, ja que apresentam
alteragdes microtomograficas na auséncia de trauma e exposicao, ratificados por
achados histomorfométricos (38). A descricao histopatolégica do estagio 0 em
pacientes é restrita, uma vez que o trauma €& um fator de risco importante que pode
estimular a exposicao 6ssea, o que reforca a importancia dos modelos animais no
estudo microscopico dessa condicdo. Ha muitas limitacbes nesse pressuposto, a
comecar pela comparacgao entre animais e humanos, além do fato de que o estagio
0 também pode englobar sintomatologia, que ndo pode ser alegada por cobaias.

Esse estudo apresenta limitagées. Dentre elas pode ser citada a dificuldade
na determinacdo da regido de interesse para analise histomorfométrica bem como
na definicdo dos parametros da analise. Os modelos animais descritos apresentam
variagbes metodoldgicas e analisam diferentes regides, de forma que ndo ha uma
area especifica indicada como ideal ou referéncia para a analise. Além disso, a
mandibula possui complexidade anatdbmica e ndo é facil a selecdo de areas
homogéneas, embora evitdssemos englobar regides com variagées morfologicas. A
heterogeneidade entre os estudos também dificulta a comparagcdo entre os
resultados.

Além disso, existem limitacdes inerentes a propria técnica histomorfométrica.
A primeira é que, para fazer esta analise, € necessario o procedimento invasivo.
Nesse estudo foram utilizados roedores, porém a aplicabilidade dessa técnica em
pacientes com MRONJ em geral € improvavel, por razbes ja citadas. A
histomorfometria também tem a desvantagem de ser trabalhosa e demandar tempo.
Ademais, como se trata da analise de um corte histolégico, a histologia fornece
informacgdes sobre um segmento da amostra e nao de toda a dinAmica do processo,
mesmo com a analise de cortes seriados (168). Possibilita a descricdo da morfologia
em condigdes fisioldgicas ou patolégicas, mas em geral ndo revela os mecanismos

por tras da apresentagcao morfolégica dos tecidos.
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Assim, uma vez que esse estudo demonstra alteracbes provocadas por
bisfosfonatos prévias a manifestagao clinica da doenga, um dos desafios em relagcao
a MRONJ é a detecgcao precoce das mudangas ésseas antes do surgimento da
lesdo propriamente dita. Por isso, muitas pesquisas tém sido desenvolvidas na
tentativa de encontrar um marcador soroldgico ou radiolégico que possam promover
essa deteccéo (38, 169, 170).

Também é necessaria uma melhor compreensao a respeito da patogénese da
MRONJ que podera fornecer respostas para as muitas duvidas que ainda pairam
sobre essa doenca, que vao da etiopatogenia ao tratamento. Apesar das varias
teorias que buscam elucidar os mecanismos que culminam na osteonecrose, o
discernimento dessa condicdo também caminha com a evolugdo no conhecimento

dos complexos e dinamicos mecanismos que envolvem a fisiologia dssea (5).
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7 CONCLUSAO

As caracteristicas histoldgicas classicas encontradas em espécimes de
pacientes com MRONJtais como infecgdo, sequestros Osseos, infiltrado
inflamatorio, reagédo periosteal e extensas areas necroéticas, ndo foram observadas
no modelo animal. Mas, de forma clara, foi possivel detectar diferencas entre os
grupos experimental e controle pela analise histopatoldgica e histomorfométrica. As
alteragdes morfolégicas encontradas sinalizam a agdo da medicagao sobre o tecido
0sseo, ainda que na auséncia de trauma, como extragcao dentaria, e ainda que a
doenca nao tenha sido diagnosticada clinicamente.

O aumento da densidade éssea volumétrica e do numero de osteoclastos
grandes e gigantes no grupo experimental, bem como a presenca significativa
dos focos de necrose (osteoplastos vazios adjacentes) sugerem reducdo da
atividade reabsortiva e aumento da aposigédo de osso, configurando modificagdes na
remodelagdo causadas pelo acido zoledrénico. Também, no grupo experimental,
houve diminuigao da infiltragdo gordurosa possivelmente indicando que a medicagao
influencia na redugdo da adipogénese e aumento de volume Osseo. Esses
mecanismos podem estar envolvidos na etiopatogenia da MRONJ.

Este trabalho mostra, corroborando dados da literatura, que, em
hemimandibulas de ratos, mesmo na auséncia exposig¢ao 6ssea e de trauma como a
extracdo dentaria, o acido =zoledronico promove alteragbes histopatoldgicas

compativeis com osteonecrose.
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ANEXO - APROVACAO NO COMITE DE ETICA (CEUA)
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