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RESUMO

O céncer é um problema de saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento. Metéstases 6Osseas sdo consideradas como uma complicacdo
frequente, associada a algumas neoplasias malignas. Os bisfosfonatos (BFs), farmacos
com atividade antirreabsortiva, utilizados no tratamento das metastases oOsseas,
osteoporose e mieloma multiplo, causam a osteonecrose dos maxilares induzida por
bisfosfonatos (OMB), principal efeito adverso. A patogénese da OMB é desconhecida,
no entanto, o processo de desregulacdo inflamatéria e os macréfagos parecem estar
envolvidos diretamente. O presente trabalho tem como objetivo delinear mediadores
relacionados a participacdo de macréfagos em mandibulas de camundongos tratados
com acido zoledrénico (AZ). Camundongos swiss machos (n=6/grupo) foram divididos
em 2 grupos submetidos a infusdo com solugéo salina (0,1ml/kg) com ou sem exodontia
e AZ (1mg/kg) com ou sem exodontia. Foram administradas trés doses semanais de AZ
ou salina (DO, D7, D14) pela via intraperitoneal. Apos 28 dias foi realizada a exodontia
dos primeiros molares inferiores esquerdo e direito (D42), na semana subsequente
(D49) foi administrada uma dose adicional de AZ ou salina e, um més apos a exodontia
(D70), finalizando o protocolo. Os animais foram eutanasiados semanalmente e as
mandibulas, ap6s removidas, foram seccionadas em lado direito (LD), para ensaio de
n-acetil-B-D-glicosaminidase (n-AG) e lado esquerdo (LE), para avaliagdo microscoépica
(contagem de lacunas de ostedcitos vazias/preenchidas, osteoclastos, infiltrado
inflamatério, além da andlise por imuno-histoquimica do fator ativador nuclear kappa B
(NF-kB), TNF-a, ciclooxigenase 2 (COX-2), IL-1B e MCP-1. Os testes
ANOVA/Bonferroni e t-student foram utilizados para andlise estatistica (p<0.05). Como
resultado foi encontrado que o percentual de lacunas de ostedcitos vazias foi
significantemente mais alto no grupo tratado com AZ sem exodontia do dia 14
(14,01+1,73) até o dia 70 (9,01+3,97) (p<0,001). J& no grupo AZ apo6s exodontia houve
aumento em relacdo ao dia 0 (1,33+0,42) no dia 42 (12,33+0,76) permanecendo esses
valores elevados até o dia 70 (11,33+2,95) (p<0,001). A contagem de osteoclastos foi
significantemente mais alta no grupo tratado com AZ submetido a exodontia em relacdo
aos demais grupos a partir do dia 49 até o dia 70 (p<0,001). O namero total de células
inflamatérias se mostrou significantemente mais alto no grupo AZ sem exodontia nos
dias 63 e 70 quando comparado ao grupo salina sem exodontia nos mesmos dias
(p<0,001). J& no grupo AZ submetido a exodontia 0 nimero de células inflamatérias se
mostrou mais alto em relacdo aos demais grupos do dia 49 ao dia 70 (p<0,001). Com
relacdo a dosagem de n-AG, a exodontia associada ao tratamento com AZ aumentou
os niveis de n-acetil glicosaminidase (p<0,001). Em relacdo a quimiocina TNF-a, o
tratamento com AZ aumentou sua imunoexpressao independente de exodontia
(p<0,001). Para IL-1B (p=0,005) o tratamento com AZ aumentou pontualmente sua
imunoexpressdo. Conclui-se que, a exodontia associada ao tratamento com AZ
aumenta a imunoexpressao para COX-2 (p<0,001) e MCP-1 (p<0,001) no sitio cirargico
e incrementa, ainda, a imunoexpressao nuclear de NF-kB (p=0,003). Estes resultados
sugerem, portanto, que uma desregulacdo imunolégica com participacdo de macréfagos
pode estar associada a patogénese da OMB.

Palavras-chave: Acido zoledrénico, Macrofagos, Osteonecrose



ABSTRACT

Cancer is a public health problem, especially in developing countries. Bone metastases
are considered as a frequent complication, associated with some malignancies.
Bisphosphonates (BFs), drugs with antiresorptive activity, used in the treatment of bone
metastases, osteoporosis and multiple myeloma cause bisphosphonate-induced
osteonecrosis of the jaw (OMB), the main adverse effect. The pathogenesis of OMB is
unknown, however, the process of inflammatory dysregulation and macrophages seem
to be directly involved. The present work aims to delineate mediators related to the
participation of macrophages in jaws of mice treated with zoledronic acid (AZ). Male
swiss mice (n = 6 / group) were divided into 2 groups submitted to infusion with saline
solution (0.1ml / kg) with or without exodontia and AZ (1mg / kg) with or without
exodontia. Three weekly doses of AZ or saline (DO, D7, D14) were given
intraperitoneally. After 28 days, the left and right lower first molars were extracted (D42),
an additional dose of AZ or saline was administered the following week (D49) and one
month after the exodontia (D70), ending the protocol. The animals were euthanized
weekly and the jaws, after removal, were sectioned on the right side (LD) for n-acetyl-B-
D-glucosaminidase (n-AG) and left side (LE) assays for microscopic evaluation (counting
(NF-kB), TNF-a, cyclooxygenase-2 (COX-2), IL-1B, and MCP- 1. ANOVA / Bonferroni
and t-student tests were used for statistical analysis (p <0.05). As a result, it was found
that the percentage of empty osteocyte gaps was significantly higher in the group treated
with day 14 (14.01 £ 1.73) day-old AZ than in day 70 (9.01 £ 3.97) (p <0.001). In the AZ
group after exodontia, there was an increase compared to day 0 (1.33 £ 0.42) on day 42
(12.33 £ 0.76), and these values remained high until day 70 (11.33 £ 2.95) (p <0.001).
The osteoclast count was significantly higher in the group treated with AZ submitted to
the exodontia in relation to the other groups from day 49 to day 70 (p <0.001). The total
number of inflammatory cells was significantly higher in the AZ group without exodontia
on days 63 and 70 when compared to the saline group without exodontia in the same
days (p <0.001). In the group AZ submitted to the exodontia the number of inflammatory
cells was higher in relation to the other groups from day 49 to day 70 (p <0.001).
Regarding the dosage of n-AG, the exodontia associated with the treatment with AZ
increased the levels of n-acetyl glucosaminidase (p <0.001). Regarding the chemokine
TNF-a, treatment with AZ increased its immunoexpression independent of exodontia (p
<0.001). For IL-1B (p = 0.005) treatment with AZ increased its immunoexpression
punctually. It is concluded that, the exodontia associated with AZ treatment increases
the immunoexpression for COX-2 (p <0.001) and MCP-1 (p <0.001) at the surgical site
and also increases the nuclear immunoexpression of NF-kB (p = 0.003). These results
suggest, therefore, that immunological dysregulation involving macrophages may be
associated with the pathogenesis of OMB.

Keywords: Zoledronic acid, Macrophages, Osteonecrosis
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1.INTRODUCAO

As metéstases O0sseas sdo consideradas como uma complicacdo
frequente, associada a algumas neoplasias malignas, devido a interacdes entre
as ceélulas tumorais e o microambiente 6sseo, favorecendo a implantacdo e o

crescimento tumoral (KAN et al., 2016).

Embora as opcdes de tratamento e os resultados de sobrevida
tenham melhorado significativamente para a maioria dos tumores malignos (De
Santis et al., 2014), as metastases 0sseas geralmente estdo associadas a
morbidade (GUO et al., 2018; MENTON et al., 2005) e mortalidade significativas
(CETIN et al., 2015; SAAD et al., 2007). Aproximadamente 65-75% dos
pacientes com cancer de mama e préstata e 15-40% dos pacientes com cancer
colorretal e pulméo apresentam evidéncia de metastase 6ssea (AAPPRO et al.,
2010; MACHADO et al., 2009).

As metastases 6sseas apresentam diferentes apresentacdes clinicas.
Sendo o sintoma mais prevalente a dor, presente em aproximadamente 75% dos
casos (CHOUDHURY et al, 2011). A dor intensa, provavelmente decorrente do
processo de ostedlise, € considerada um sintoma grave e de dificil controle
(MUNDY, 2002). Complicacdes associadas as metastases Osseas estdo
presentes entre 46-65% dos pacientes. Sendo as complicacdes mais
recorrentes, as fraturas 6sseas patolégicas, compressdes da medula espinhal,
necessidade de radioterapia e tratamento cirdrgico (AAPPRO et al., 2010;
MACHADO et al., 2009).

Essas complicacBes podem diminuir significativamente a qualidade
de vida dos pacientes, resultando em transtornos fisicos e emocionais (AAPPRO
et al., 2010; MACHADO et al., 2009). Atualmente, duas classes de drogas séo
usadas para o tratamento das metastases ésseas: os bisfosfonatos e os
anticorpos monoclonais (MATUOKA, 2018).

Entretanto, a partir de 2003, foram publicados diversos relatos casos
de pacientes apresentando graus variados de exposicdo 0ssea NOS 0SS0S
maxilares (MARX, 2003). Desde entdo, inimeros estudos, entre revisdes
sistematicas da literatura, relatos de casos e estudos em animais vém sendo
publicados abordando osteonecrose dos maxilares associados ao uso de
bisfosfonatos (NICOLAU-GALITIS et al, 2019; MENDES et al., 2019; KARNA et
al., 2018; CARIOLATTO et al., 2018; POLI et al., 2018).
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1.1.BISFOSFONATOS

Os bisfosfonatos (BFs) sdo farmacos que apresentam atividade
antirreabsortiva amplamente utilizados no tratamento das metastases 6sseas de
diversas neoplasias, assim como da osteoporose, osteogénese imperfeita,
doenca do osso de Paget e mieloma multiplo (ENDO et al., 2017; WOO et al.,
2006).

Constituidos por uma estrutura semelhante ao pirofosfato endégeno,
os BFs foram constituidos com base nessa molécula por sua similaridade e forte
interacdo com a estrutura 6ssea. Diferentemente do pirofosfato, no entanto, os
BFs contém dois grupos fosfonatos ligados um a um ao atomo de carbono central
(estrutura P-C-P), ndo oxigénio, o que lhes confere alta resisténcia a degradacao
enzimatica e maior tempo de meia vida (ROGERS et al., 2000; RUSSELL,
CROUCHER, ROGERS, 2007).

Diversos grupos quimicos podem ser acrescentados a estrutura por
meio de duas ligagBes covalentes adicionais ao atomo de carbono central, dando
origem a uma enorme gama de possiveis estruturas aos BFs (ROGERS et al.,
2000) e conferindo diferentes propriedades a esses farmacos. O grupo R1
determina a afinidade dos BFs pelos cristais 6sseos, enquanto o grupo R2 é

responsavel pela poténcia e atividade farmacoldgica (FLEISCH, 1998).

@)
Grupamento R1: Determina a [l .~ OH
afinidade 6ssea R 1 P
C P “OH
Grupamento R2: Relacionado R2 " P OH
a poténcia farmacoldgica OH
(Atividade antirreabsortiva) “

0O

Adaptado de Pazianas, 2010
Figura 1: Representacdo da estrutura quimica dos bisfosfonatos

Os bisfosfonatos séo classificados a partir de sua estrutura quimica

em aminobisfosfonatos — farmacos que contém grupamento amina em sua
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composicdo e os ndo-aminobisfosfonatos — farmacos que ndo apresentam o
grupamento amina em sua composicao (FLEISCH, 1998; RUSSELL etal., 1999).

Podem ser classificados ainda em BFs de primeira geragao:
etidronato, clodronato e tiludronato; Segunda geragdo: alendronato,
pamidronado, risendronato e ibandronato. O acido zoledrénico é classificado

como farmaco da terceira geracao dos bisfosfonatos (PAZ et al., 2014).

Pertencente a classe dos Bisfosfonatos de terceira geragéo, o acido
zoledrénico (AZ), é um derivado imidazdlico heterociclico e classificado como
aminobisfosfonato. Trata-se do bisfosfonato mais potente sendo utilizado,
principalmente, no tratamento de metastase 0ssea e osteoporose avancada. A
administracéo é feita por via endovenosa, com uma infusdo de 4 mg do farmaco
por cerca de 15 minutos. Ao final da administracdo, tem rapida elevacdo da sua
concentracdo plasmatica, seguido de um declinio, apresentando, apés 24 h,
concentragdo plasméatica de 1%. Cerca de 56% do AZ liga-se a proteinas
plasmaticas e o mesmo praticamente ndo é acumulado no organismo, com uma
Gnica excecdo: o sistema esquelético (RUSSEL et al.,, 1999; FERNANDES,
LEITE, LANCAS, 2005; LYSENG-WILLIAMSON, 2008).

O mecanismo de acdo do AZ envolve a formacdo de um analogo da
adenosina trifosfato osteoclastica, que induz a apoptose e a inibicdo da via do
mevalonato na sintese de colesterol por inativacao da farnesil difosfato sintase,
com consequente desregulacdo do transporte intracelular, desorganizacdo
citoesquelética e inibicdo da proliferacdo osteoclastica, além de inibir o
recrutamento de osteoclastos e induzir a producéo pelos osteoblastos de um
fator de inibicdo de osteoclastos (WOO et al.,, 2006). Além de possuir o
mecanismo de agdo inerente aos aminobisfosfonatos, o AZ destaca-se por sua
ac&o antitumoral (CLEZARDIN, 2005) e possui excelentes resultados na reducéo
e atraso da morbidade esquelética e as complicacbes decorrentes da doenca
O0ssea metastatica, sendo, por conseguinte, utilizado por mais de 15 anos para
melhorar os resultados de pacientes com metastases 6sseas de tumores soélidos
(AAPRO et al., 2008).



18

Apesar de sua boa atividade antirreabsortiva e antitumoral, o AZ,
assim como outros bisfosfonatos, estd associado a diversos efeitos adversos
vinculados a eventos proé-inflamatérios, destacando-se a Osteonecrose dos

Maxilares Induzida por Bisfosfonatos (OMB).

1.2. OSTEONECROSE DOS MAXILARES INDUZIDA POR BISFOSFONATOS
(OMB)

A osteonecrose dos maxilares associada ao tratamento com
bisfosfonatos foi primeiramente descrita em 2003. (MARX et al.,, 2003;
MIGLIORATI et al., 2003; RUGGIERO et al., 2004; SIGUA-RODRIGUEZ et
al.,2014)

Em 2014, Ruggiero et al., sugeriram a ampliacdo do termo
Osteonecrose induzida por bisfosfonatos para Osteonecrose relacionada a
medicamentos (MRONJ), em decorréncia do crescimento do nimero de casos
de necrose 6ssea de maxila e mandibula, associados a terapia com farmacos
antirreabsortivos, como o denosumab e outros fArmacos antiangiogénicos. Neste
trabalho serdo abordados os efeitos da osteonecrose associada ao uso dos
bisfosfonatos, serd adotado o termo osteonecrose induzida por bisfosfonatos
(OMB).

A OMB é definida como: exposicdo 6ssea em regido maxilofacial,
podendo estar associada a fistula intraoral ou extraoral persistente por mais de
8 semanas, em pacientes que fizeram ou fazem uso de BFs sistemicamente e
sem historico de radioterapia de cabeca e pesco¢co nem doenga metastatica
associada aos maxilares (RUGGIERO et al., 2014). A mandibula é mais afetada
gue a maxila, sendo acometida em aproximadamente 2/3 dos casos (RISTOW
et al.,, 2014). Os sintomas sao variaveis, podendo apresentar-se desde uma
exposicdo Ossea assintomatica ou estar associada a dor, supuracao, fistula,
inflamacg&o da mucosa oral e trismo (ALLEN et al., 2014). A OMB é considerada
uma complicacdo grave e de dificil tratamento (ABUGHAZALEH & KAWAR,
2011).
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Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da OMB estao
diretamente relacionados ao tipo de BF utilizado, via de administracdo do
farmaco e, ainda, ao tempo de uso. Concomitantemente ao uso dos BFs, 0s
procedimentos cirdrgicos orais, entre eles a exodontia, periodontite, trauma e
presenca de infeccao bucal aumentam sobremaneira o risco de desenvolvimento
da OMB (ZHANG et al., 2015).

Ainda ndo ha consenso na literatura sobre qual a modalidade de
tratamento mais efetiva, variando desde abordagens conservadoras como a
utilizacdo de agentes antimicrobianos (RUGGIERO et al., 2014), oxigenoterapia
hiperbérica, laserterapia, debridamentos superficiais até abordagens mais
radicais, como ressecc¢des 6sseas em bloco ( CEPONIS et al., 2017; WEBER et
al., 2016; RUGGIERO et al., 2014).

Algumas caracteristicas desta condicdo ja foram descobertas e
elucidadas, entretanto sua patogénese ainda é incerta (ALLEN & BURR, 2009)
Dessa forma, o estudo e elucidacdo da patogénese da OMB representa grande
relevancia tanto para o estabelecimento de medidas preventivas quanto para o

estabelecimento de tratamentos efetivos.

1.3. PATOGENESE DA OMB

Embora o primeiro caso de OMB tenha sido relatado ha uma década,
a fisiopatologia da doenca ainda nao foi elucidada (MARX, 2003; RUGGIERO et
al., 2014). Entre as hipoteses levantadas na literatura para o envolvimento
exclusivo dos maxilares, destacam-se: alteracées no metabolismo 0sseo —
remodelacéo e supressao da reabsorcao, inibicdo da angiogénese, microtrauma
constante, supresséo da imunidade inata ou adquirida, deficiéncia de vitamina
D, toxicidade dos bisfosfonatos em tecidos moles, infeccdo e inflamacgao
(BARROS-SILVA, et al., 2017; REID et al., 2007; BAMIAS et al., 2005; Bl et al.,
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2010; HOKUGO et al., 2010., MORTESEN et al., 2007; SONIS et al., 2009;
MEHOTRA & RUGGIERO, 2006; RUGGIERO et al., 2006).

Os principais mecanismos estudados da OMB envolvem efeitos
inibitérios dos BFs no ‘turnover” 6sseo e angiogénese. Embora estes
mecanismos nao expliguem adequadamente a patogénese da OMB (Allen &
Burr, 2009).

Alguns estudos apontam a relacdo da osteonecrose dos maxilares e
infeccdo (HINSON et al., 2014; AGHALOO et al., 2011; KOBAYASHI et al.,
2010). Lopes-Jornet et al. (2011) ndo observaram relacéo entre OMB e infecc¢éo,
entretanto observaram a presenca, em animais, de processo infeccioso
estabelecido e de um intenso infiltrado inflamatério em areas de exodontias,

relacionando-se ao desenvolvimento da OMB.

Gilbert et al. 2000; Cheung et al. 2011, destacam a relacdo da
inflamacéo aguda e apoptose de ostedcitos, inibindo a vitalidade e atividade dos
osteoblastos.

Barros-Silva et al. (2015) estabeleceram um modelo experimental de
OMB que mimetiza a condicdo em seres humanos, bem como uma série de
eventos idiopaticos pos-infusdo de AZ. Esse modelo experimental utiliza um
protocolo crénico de 70 dias de duracdo. Em 2016, estes autores e, observaram
0 desenvolvimento da OMB relacionada ao aumento dos niveis de mediadores

pré-inflamatérios, tais como TNF-qa, iINOS e IL1-B, que sdo mediadores pro-

apoptoticos para osteocitos.

Além disso, em estudos posteriores, essa equipe observou que
mesmo apoés 70 dias da primeira de quatro infusdes venosas semanais de AZ, o
periodonto clinicamente normal sem exodontia de animais tratados cronicamente
com a dose de 0,20 mg/kg de AZ apresentava aumento de vasos
dilatados/ectasicos, células inflamatorias mononucleares CD68+ e neutrofilos,
independente do aumento do numero de mastécitos (BARROS-SILVA et
al.,2017).
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Outros estudos em modelos experimentais (SONIS et al., 2009; ali-
ERDEM et al., 2011; Lopes-Jornet et al., 2011; MAAHS et al., 2011) e estudos
clinicos (LESCLOUS et al., 2009) demonstraram associacao entre inflamacéo e
OMB. Os bhisfosfonatos aumentam a producdo de mediadores da inflamacéo
aguda in vitro (MURATSU et al.,, 2013) e in vivo (NORTON et al., 2012),
modificando o perfil imunolégico e celular em paciente submetido a tratamento

cronico com BFs.

1.4. DESREGULACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA ASSOCIADA AO
ACIDO ZOLEDRONICO, MACROFAGOS E OMB

O AZ apresenta uma atividade téxica direta em muitos grupos
celulares, como células epiteliais, fibroblastos (SILVERMAN e LANDESBERG,
2009; SCHEPER et al., 2009), osteoblastos (NAIDU et al., 2008), macrofagos
(SCHELLER et al., 2011), neutrdfilos (KUIPER et al., 2012), células endoteliais
(MISSO et al., 2012), além de interferir na maturacéo de células de linhagem
mieloide (WOLF et al., 2006). Assim como outros BFs, dentre eles o alendronato
de sodio (HIRAGA et al., 2010), o AZ possui efeitos de teratogenicidade em
dentes, altera a erupcéo de molares e a formacgao da matriz dental, estimula a
reabsorcdo odontoclastica e induz a formacdo de denticulos e de odontomas
(MASSA et al., 2006).

Estudos envolvendo modelos experimentais (SONIS et al., 2009; ALI-
ERDEM et al, 2011; LOPEZ-JORNET et al., 2011; MAAHS et al., 2011; MARINO
et al., 2012) e estudos clinicos (LESCLOUS et al., 2009) tém demonstrado uma

relacdo entre o uso de bisfosfonatos e eventos pro-inflamatorios.

Ligam-se irreversivelmente a hidroxiapatita do tecido ésseo (ENDELE
et al., 2005) e sua constante presenga nos 0ss0s gnaticos pode ser importante
na modificacéo do perfil inflamatorio local. Além disso, permanece obscuro como
se da o inicio da desregulacdo imunologica e qual o comportamento desta

desregulacéo ao longo do tempo.
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Em estudos in vivo, o AZ aumenta de forma dose dependente a
quantidade de leucdcitos circulantes e induz anemia quando administrado
cronicamente (BARROS-SILVA et al., 2015). Em cavidade peritoneal de ratos,
NORTON et al., (2012) observaram que a infusdo de bisfosfonatos aminados,
inclusive o AZ, aumenta o numero de neutrofilos e mondcitos por uma via

dependente de Interleucina 1 (IL-1).

Até mesmo em estudos clinicos observou-se aumento de marcadores
pré-inflamatérios como a IL-1p em saliva (BAGAN et al., 2013) e fluido gengival
(TSAO et al., 2013) de pacientes sob tratamento crénico com AZ, além de
modificacdo do perfil celular sanguineo com aumento de células inflamatorias e
citocinas circulantes (ROSSINI et al., 2012; WELTON et al., 2013).

Sabe-se que quando elementos celulares sédo estimulados, ha
aumento da sintese de mediadores pré-inflamatorios (YU et al., 2011). O AZ é
uma molécula muito toxica a diversos grupos celulares e a inducdo de citocinas
em decorréncia de sua toxicidade sdo importantes na migracao e ativacao de
neutréfilos e macrofagos (GRAVES e JIANG, 1995). Neutréfilos possuem uma
sobrevida encurtada na presenca de AZ (KUIPER et al.,, 2011), o que pode
induzir dano tecidual e incrementar o potencial de fagocitose e destruicdo de

macrofagos.

O papel dos macrofagos no desenvolvimento da OMB vem sendo
objeto de muitos estudos. Os macrofagos sdo células presentes no final do
processo de inflamacgéo aguda e presentes durante a inflamacéo crbnica, sendo
fundamentais para o processo de reparacao tecidual (MONTOVANI et al, 2013).
Os macroéfagos sao essenciais ainda na regulacdo e expressao da imunidade
inata e nas respostas imunes adaptativas, desempenhando, portanto, um papel
central na inflamacédo e na defesa do hospedeiro (GORDON & MARTINEZ,
2010).

Além disso, os macrofagos desempenham fungdes homeostaticas,
além de defesa, participando diretamente do processo de remodelacédo tecidual
e regulacao do metabolismo (GORDON & MARTINEZ, 2010).
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A associacdo entre desregulacdo imunoldgica relacionada aos
bisfosfonatos e a funcédo dos macrofagos € discutida como um fator potencial no
desenvolvimento da OMB (HOEFERT et al., 2015). A polarizacdo dos
macrofagos em M1 ou M2 € o mecanismo responsavel pela definicdo se sua
atividade de homeostase sera dirigida para a inflamacgéo destrutiva dos tecidos
(M1) ou para o processo de reparacdo e cicatrizacdo das feridas (M2)
(ALLAVENA & MANTOVANI, 2012; CAO et al., 2011; HAO et al., 2012; HIRATA
etal, 2011., KURAHARA etal., 2011; LAN et al., 2012; MANTOVANI et al., 2013;
WEBER et al., 2014).

Em estudos in vitro com culturas de macrofagos, tem sido observado
que a incubacdo com diferentes concentracdes de AZ é capaz de ativar a Oxido-
nitrico sintase induzida (INOS) de forma dose dependente. A ativagdo ocorre por
uma via dependente do Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e da consequente
expressdo de IL-1B8, TNF-a e IL-6 (MURATSU et al.,, 2013). Até mesmo
clinicamente ha evidéncias de que o AZ é um forte indutor de alteracdes do

sistema imune com consequente desregulacao inflamatéria.

Wehrhan e colaboradores (2017) relataram um aumento significativo
do numero de macréfagos na OMB, além do aumento da polarizacdo M1 em
relacdo a polarizagdo M2 no osso afetado. A polarizacdo e a predominancia do
fendétipo M1 destrutivo do tecido pode levar a deterioracdo da homeostase 6ssea
e contribuir, portanto, para o desenvolvimento de OMB. Ressaltam, ainda, que o
aumento da polarizacdo M1 revela uma acéo dupla dos BFs. Se por um lado o
aumento de macréfagos M1 é responsavel pelos efeitos antitumorais dos BFs,
por outro lado, a reducao dos macréfagos M2 regenerativos com predominancia
dos macréfagos M1 destrutivos levaria a um desequilibrio da homeostase 6ssea

e contribuiria para o desenvolvimento da OMB.

Buscar respostas na tentativa de elucidar a patogénese da OMB
assume grande importancia, tendo em vista as dificuldades encontradas no
tratamento desta condicdo. Adotando-se o0 processo de desregulacao
inflamatoria associada ao uso crénico dos BFs, estabelecer temporalmente

como se comportam o0s macréfagos assume um papel importante para
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elucidacdo da patogénese da OMB. A verificagdo deste comportamento, assim
como dos mediadores envolvidos neste processo permitira, em estudos futuros,
o estabelecimento de possiveis blogueios farmacologicos para identificacédo

dessas vias.

2. JUSTIFICATIVA

Os bisfosfonatos sdo farmacos antirreabsortivos amplamente
utilizados no tratamento de diversas doengas, entre elas, o mieloma mdultiplo,
doenca do osso de Paget, osteoporose, osteopenia, osteogénese imperfeita e
metastases 6sseas decorrentes de neoplasias de mama, prostata e pulmao,
apresentando efeito positivo significativo na qualidade de vida dos pacientes
acometidos por doencgas 0sseas.

Entretanto, efeitos adversos estdo associados ao seu uso. Dentre
eles, destaca-se a osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos. A
OMB é uma condicdo associada ao uso dos bisfosfonatos administrados tanto
por via oral quanto por via endovenosa. E considerada uma condicdo grave e de
dificil tratamento, afetando diretamente a qualidade de vida dos pacientes
acometidos podendo acarretar, em casos mais severos, a suspensao do
tratamento antineoplasico, em pacientes portadores de mieloma mdultiplo ou
metéstases 0sseas.

A patogénese da OMB ainda é desconhecida. Sabe-se que esta
associada a eventos pro-inflamatérios em decorréncia do uso dos BFs, portanto,
conhecer e elucidar os mecanismos envolvidos nha OMB assumem grande
importancia, para a busca de estratégias farmacoldgicas e adjuvantes na
prevencao/tratamento dos eventos pro-inflamatorios relacionados aos
bisfosfonatos, em especial 0 AZ, e talvez até orientar formas de evitar ou atenuar

esse complexo efeito adverso.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

3.1.1. Avaliar a participacdo de macrofagos e os mediadores associados em
modelo experimental de osteonecrose em camundongos swiss tratados com

acido zoledroénico.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Realizar um curso temporal de migracdo de macréfagos induzido por AZ
em mandibulas de camundongos swiss com e sem exodontias.

3.2.2. Analisar o perfil histomorfométrico relacionado a osteonecrose induzida
por AZ em mandibulas de camundongos swiss.

3.2.3. Estudar os mediadores envolvidos na migracdo de macroéfagos induzidos

por AZ em mandibulas de camundongos swiss.

4. METODOLOGIA
4.1. ANIMAIS

O projeto foi submetido a Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) — UFC, sendo aprovado sob o protocolo de 139/17. Para a realizacéo
desta pesquisa foram utilizados 192 camundongos swiss machos (ENDELE et
al., 2005), pesando entre 25 e 30 gramas, procedentes do Biotério Central do
Campus do Pici — UFC, e transferidos para o Biotério Setorial do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos-NPDM, em gaiolas apropriadas
de polipropileno medindo 49x34x16cm, em numero de 06 animais por caixa, e
numerados individualmente através de marcacdo da cauda com tinta, de 1 a 6,
refeitas quando necessério. Os animais receberam racdo comercial balanceada

propria e agua ad libitum, foram mantidos em ciclos de luz-escuro de 12 horas e
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permaneceram nas mesmas condi¢cdes ambientais durante todo o experimento.

O peso dos animais foi avaliado semanalmente até a eutanasia.

4.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
4.2.1. DESENHO DO CURSO TEMPORAL DO MODELO EXPERIMENTAL

Todos o0s animais foram submetidos ao mesmo protocolo
experimental, baseado no estudo de BARROS-SILVA et al. (2015) que através
de desenho de curva dose resposta observou que a dose clinica para seres
humanos transposta para animais, de 3 mg/kg de AZ, dividida em trés infusGes
de 1 mg/kg é capaz de induzir OMB em modelo murino. Utilizando o protocolo
de BARROS-SILVA et al., (2015) os animais foram divididos em dois grupos

experimentais:

- Grupo 01: animais tratados com solucédo salina (0,1ml/kg).

- Grupo 02: animais tratados com AZ (1 mg/kg).

D14 D21 D28 D35 D42 D49 D54 D63 D70

FH=—H—

I Administragdo de Salina (0,1ml/kg) ou AZ (1mg/kg) Exodontia

Eutanasia para obtengao de amostras D= Dia

Figura 2: Protocolo experimental para delineamento do curso temporal de infiltracdo
de macréfagos em camundongos swiss tratados com AZ submetidos ou ndo a

exodontia.

Os animais receberam administracdo de trés doses semanais
consecutivas de AZ ou salina (DO, D7, D14) por meio da via intraperitoneal. Para

realizacdo das administracdes, os mesmos foram imobilizados por método
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manual (imobilizagéo dorso-cervical). Posteriormente foi realizada a exodontia
do primeiro molar inferior esquerdo e do direito (D42). Na semana seguinte a
exodontia (D49) foi administrada uma dose adicional de AZ ou salina e um més

apos a exodontia (D70) o protocolo entrou em desfecho.

Para a exodontia, os animais foram anestesiados com quetamina
(100mg/kg) e xilazina (10mg/kg), por via intraperitoneal e a sindesmotomia do 1°
molar inferior esquerdo e direito foi realizada com auxilio de sonda exploradora,
a luxacdo com uso de espatula Hollemback 3S e a extracdo com espatula
Lecron-Zalle em movimento de alavanca (BARROS-SILVA et al., 2015). Apés
este procedimento os animais foram mantidos em ambientes aquecidos para
controle de hipotermia pds-anestesia e em observacdo dentro de caixas
individuais. Todos os procedimentos foram realizados cegamente por um mesmo
operador previamente treinado e os animais foram aleatorizados e pesados

previamente.

A eutanésia foi realizada semanalmente em cada dia de avaliacéo,
através de imobilizacdo manual (dorso-cervical) e sobredosagem anestésica

com quetamina (300mg/Kg) e xilazina (30mg/Kg).

Cada um dos grupos experimentais (1 e 2) foram divididos em
subgrupos (n=6 animais/subgrupo). Essa divisdo se faz necessaria por conta do
procedimento de exodontia, ao qual alguns animais ndo foram submetidos (dia

0 ao dia 35) e outros que foram submetidos (do dia 42 ao dia 70).

Cada subgrupo foi eutanasiado semanalmente, da seguinte forma:
imediatamente antes da infusdo da primeira dose de AZ (baseline, DO) e a partir
de entdo semanalmente em D7 (imediatamente antes da infusdo da segunda
dose de AZ), D14 (imediatamente antes da infusdo da terceira dose de AZ), D21,
D28, D35, D42 (imediatamente antes da exodontia), D49 (imediatamente antes
da quarta infuséo de AZ), D56, D63 e D70.
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E importante ressaltar que os Grupos 1 e 2, até o dia 35, nio
passaram pelo procedimento de exodontia. Portanto, estes grupos tinham

apenas 1 subgrupo cada (n=6/subgrupo).

Entretanto, a partir do dia 42, os Grupos 1 e 2 passaram pelo
procedimento de exodontia. Portanto, estes grupos foram acompanhados até o
D70, subdivididos em duas formas. Grupo salina sem exodontia e com exodontia
e grupo AZ sem exodontia e com exodontia. Cada subgrupo composto por 6
animais. Para que fossem feitos estes dois subgrupos, o numero de animais foi
dobrado.

Portanto, foram necessarios, ao final dos experimentos, a utilizacao

de 192 animais, distribuidos segundo a figura abaixo.

Grupo | (
- p . (N=6/subgrupao) Grupo ”

Solugao salina
(0,1mg/kg) J lAZ (0,20 mg/k)
7]
©
s
£ |Eutanésia de 1 subgrupo semanalmente |
A
w0
Grupg | Grupo I
(N=136) (N=36)
*D42 EXODONTIA
A partir do dia 42 o ndmero de animais sera dobrado /
(4 subgrupos)
- Subgrupo sem Subgrupo com Subgrupo sem Subgrupo com
exodon’ua exodontia exodontia exodontia
(N=6)
I . ‘
TOTAL l
_ D70 (N= 60) (N= 60) | (n-102)y

Figura 3. Fluxograma do protocolo experimental e distribuicdo dos animais

Imediatamente apos a eutanasia, as mandibulas dos animais foram

excisadas cirurgicamente, a hemimandibula esquerda fixada em formol
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tamponado 10% e a hemimandibula direita congelada em nitrogénio liquido para
armazenamento em freezer -80 °C.

ApOs a remocdo das amostras, 0os animais eutanasiados foram
armazenados em freezer comum e posteriormente foram recolhidos pelo servigo

especializado para incineragao.

4.3. PARAMETROS DE ANALISE
4.3.1. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO, CONFECCAO DE LAMINAS E
ANALISE MICROSCOPICA

Apos periodo de fixacdo (24 a 48 horas) as hemimandibulas
esquerdas foram descalcificadas (suspenséo) em solucdo 10% EDTA (pH 7.3)
durante 30 dias para processamento e confeccéo de laminas histologicas.

Apoés desparafinizacéo, 4 a 5 cortes de 3um foram reidratados para
coloracdo por hematoxilina-eosina. O ligamento periodontal, osso alveolar e a
gengiva de recobrimento foram analisadas através de microscopia de luz com
aumento de 400x. Foram realizadas fotografias de 3 campos “hotspot” por lamina

e realizado contagem de células utilizando o software ImageJ, NIH, verséo 1.60.

Para estabelecer o perfil histomorfométrico, realizou-se a contagem
de lacunas de ostedcitos vazias, lacunas com ostedcitos presentes, nimero de
osteoclastos e o numero de células inflamatérias. O somatorio dos campos de
cada lamina foi considerado como unidade amostral e utilizados os percentuais
de lacunas de ostedcitos vazias, o numero de osteoclastos e células

inflamatorias para avaliacdo quantitativa (SHAKER et al., 2013).

4.3.2. ENSAIO DE N-ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE (N-AG)

Para avaliar a quantificacdo de macrofagos, a hemimandibula direita
com e sem exodontia foi utilizada para ensaio de n-AG. As amostras foram
acrescidos 200uL de solugao tampéao de citrato 100 mM, 0.02% (m/v), albumina
(pH 4.25, 1M NaOH, 25°C) para maceracdo. Apos a homogeneizagcédo a enzima
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n-AG foi adicionada a uma solucdo contendo p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosaminida (Beta NAG®) dissolvido em solucédo tampéo citrato de sédio 0,2
mol/l (pH 4,4). A mistura resultante foi incubada a 37°C por 15 minutos para a
hidrélise enzimética do substrato com liberacdo do ion p-nitrofenilato. A agéo
enzimatica foi interrompida com a adi¢cao de solu¢do tampao de Kolthoff 0,5 mol/l
(pH 10,25). As placas foram lidas em leitor de ELISA (405nm) e alteracdes de
absorbancia foram plotadas em uma curva padrao de macréfagos e expressos

em pNP/mg, conforme recomendacao do fabricante (Abcam, USA, 2018).

4.3.3. PROCESSAMENTO E ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os dias de pico de macréfagos foram escolhidos (D7, D28, D42, D56
e D70) para realizacdo de imuno-histoquimica através da técnica da
estreptavidina-biotinilada (adaptado de HSU et al., 1981) para os marcadores

inflamatorios possivelmente envolvidos na sua migracao.

Para a realizacdo da imuno-histoquimica as laminas foram
confeccionadas através da técnica de microarranjo tecidual - Tissue Microarray
(TMA) (KONONEN et al.,1998). As areas marcadas foram identificadas nos
blocos doadores, dos quais foram obtidos cilindros de 2mm de diametro e
transferidos para o bloco receptor (TMA). Para a confeccao do bloco de TMA foi
utilizado o equipamento Tissue MicroArray builder 20010.2, Histopathology Ltd,
Hungary.

ApOs desparafinizacdo e reidratacdo foi realizada recuperacéo
antigénica por calor com solucéo de citrato 0,1 M, a 97°C durante 20 minutos,
bloqueio da peroxidase endégena com peroxido de hidrogénio 3%, lavagem com

solucéo tampao de fosfato (PBS) e incubagdo com 0s anticorpos primarios.

Apés incubacdo com o anticorpo primario (Quadro 1) pelos tempos
determinados, as laminas foram lavadas (PBS) e incubadas com polimero
Histofine® (anticorpo secundario acoplado a complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase) por 30 minutos e, apds lavagem, a revelacao foi realizada com 3,3’-
Diamino-benzidina (DAB) (Dako®) em tempos previamente estipulados. A

contra-coloracao foi realizada com Hematoxilina de Harris (10”) e a montagem



31

das laminas com Enthellan®. O controle negativo das reacdes foi realizado

através da omissao do anticorpo primario.

Quadro 1. Anticorpos Primarios

ANTICORPO CLONE DILUICAO FABRICANTE CONTROLE
PoOSITIVO
ANTI-IL-1p POLICLONAL 1:150 ABCAM, MA, GRANULOMA
USA PIOGENICO
ANTI-NF-KB POLICLONAL 1:100 ABCAM, MA, GRANULOMA
USA APICAL OU
CISTO
RADICULAR
ANTI-COX-2 MONOCLONAL 1:200 ABCAM, MA, GRANULOMA
USA APICAL OU
CISTO
RADICULAR
_ ABCAM MA, GRANULOMA
ANTI-TNE-a MONOCLONAL 1:200 USA APICAL OU
CISTO
RADICULAR
ABCAM MA, GRANULOMA
MONOCLONAL  1:200 USA APICAL OU
ANTI- MCP-1 CISTO
RADICULAR

Para andlise imuno-histoquimica, a expressdo de cada marcador no

periodonto do primeiro molar inferior esquerdo foi analisada através de

microscopia de luz. Foram realizadas fotografias de 3 campos “hotspot” por

lamina e realizado contagem de células utilizando o software ImageJ, NIH,

versao 1.60.
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Um aumento de 400x foi utilizado para contagem de imunocoloragéo
de células exibindo positividade citoplasmatica para TNF-q, IL-13, COX-2, MCP-
1 e positividade nuclear para NF-kB. (Kim et al, 2012).

4.4. DELINEAMENTO ESTATISTICO

4.4.1. CALCULO AMOSTRAL

Baseado na atividade de Mieloperoxidase (MPO) na gengiva de
animais tratados (5691.0+3443.0) ou ndo (8.1+10.7) com AZ observado pelo
nosso grupo de estudos (BARROS-SILVA et al., 2015), estima-se necessario
avaliar um total de 05 (cinco) animais por grupo, a fim de obter uma amostra que
apresente com 90% de poder e 95% de confianca a hip6tese nula deste trabalho
(teste t de Student). Tendo em vista a possibilidade de perda de amostra
acrescentou-se 20% (um animal) em cada grupo, totalizando 06 (seis) animais

por grupo de estudo.

4.4.2. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
expressos em forma de média e erro-padrdo e comparados utilizando os testes
t de Student, ANOVA-1-way ou ANOVA-2-way seguidos do pos-teste de
Bonferroni.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software estatistico
GraphPad Prism® 7.0 e o indice de significancia p<0.05 sera adotado em todas

as avaliacoes.
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5.Resultados
5.1 Perfil histomorfométrico do desenvolvimento da OMB em modelo

experimental com camundongos swiss tratados com AZ

O percentual de lacunas de ostedcitos vazias foi significantemente
mais alto no grupo tratado com AZ sem exodontia em relacdo ao grupo salina
sem exodontia do dia 14 (14,01+1,73 versus 0,00£0,00) até o dia 70 (9,01+3,97
versus 0,44+0,28) (p<0,001). No grupo tratado com AZ apds exodontia o
percentual de lacunas de ostedcitos vazias foi significantemente mais alto que
os demais grupos do dia 49 ao dia 70 (p<0,001). Foi observado que no grupo
tratado com solucéo salina submetido a exodontia houve um discreto aumento
no percentual de lacunas de ostedcitos vazias no dia 49 (5,45+3,15) (p=0,008).
No grupo tratado com AZ submetido a exodontia houve aumento significante no
dia 49 (48,21+2,95) permanecendo esses valores significantemente elevados
até o dia 70 (49,94+16,20) (p<0,001).
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Figura 4: Percentual de lacunas de ostedcitos vazias em tecido 6sseo de camundongos tratados
ou nao com acido zoledrénico e submetidos ou ndo a exodontia do primeiro molar inferior
esquerdo.*p<0,05 versus salina sem exodontia; **p<0,05 versus grupos salina (sem exodontia e

com exodontia); médiatEPM, Teste ANOVA-2-way/Bonferroni.

O numero total de células inflamatorias se mostrou significantemente
mais alto no grupo AZ sem exodontia nos dias 63 e 70 que no grupo salina sem
exodontia nos mesmos dias (p<0,001). Ja no grupo AZ submetido a exodontia o

namero de células inflamatérias se mostrou significantemente mais alto em
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relacdo aos demais grupos do dia 49 ao dia 70 (p<0,001). No grupo salina apos
exodontia houve aumento no dia 49 (11,00+5,20) retornando aos niveis basais
ja no dia 56 (2,50+1,44) (p=0,001). J& no grupo AZ apds exodontia houve
aumento no dia 42 (12,33%0,76) permanecendo esses valores significativamente
elevados até o dia 70 (11,33+2,95) (p<0,001)
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Figura 5: Contagem de células inflamatérias em tecido 6sseo de camundongos tratados ou

nédo com acido zoledrénico e submetidos ou ndo a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo
*p<0,05 versus salina sem exodontia; **p<0,05 versus grupos salina (sem exodontia e com

exodontia); médiatEPM, Teste ANOVA-2-way/Bonferroni.

A contagem de osteoclastos foi significantemente mais alta no grupo
tratado com AZ submetido a exodontia em relagdo aos demais grupos a partir do
dia 49 até o dia 70 (p<0,001).

Foi observado no grupo salina apOs exodontia um aumento
significante no nimero de osteoclastos nos dias 49 (5,00+0,10) e 56 (3,00£2,5)
retornando aos niveis basais do dia 63 (2,00+1,15) e 70 (1,33+0,21). No grupo
AZ houve aumento no nimero de osteoclastos apds exodontia a partir do dia 49

(9,67+0,21) permanecendo significantemente elevado até o dia 70 (7,33%1,05).
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Figura 6: Contagem de osteoclastos em tecido 6sseo de camundongos tratados ou ndo com
acido zoledrénico e submetidos ou néo a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo *p<0,05
versus salina sem exodontia; **p<0,05 versus grupos salina (sem exodontia e com exodontia);
médiatEPM, Teste ANOVA-2-way/Bonferroni.

5.2 Exodontia associada ao tratamento com AZ aumenta os niveis de n-
acetil glicosaminidase

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos AZ e salina do DO ao
D63, havendo diferenca significante entre esses dois grupos apenas no D70
(3,82+0,60 versus 7,47+0,77 nmol pNP/mg) (p<0,001). Nos animais submetidos
a exodontia houve diferenca significante a partir do D56 (5,32+0,68 versus
10,14+0,24 nmol pNP/mg), D63 (5,34+0,26 versus 10,52+1,53 nmol pNP/mg) e
D70 (5,01+0,63 versus 11,03+£1,02 nmol pNP/mg) (p<0,001).
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Figura 7: Concentragéo de n-AG de osteoclastos em tecido 6sseo de camundongos tratados
ou ndo com acido zoledrdnico e submetidos ou ndo a exodontia do primeiro molar inferior direito
*p<0,05 versus salina sem exodontia; **p<0,05 versus grupos salina (sem exodontia e com

exodontia); médiatEPM, Teste ANOVA-2-way/Bonferroni.
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5.3. Tratamento com AZ aumenta a imunoexpressdao de TNF-a

independente de exodontia

No dia 21, o grupo tratado com AZ mostrou maior niamero de células
marcadas para TNF-a (p<0,001), no dia 42 os animais tratados com AZ
submetidos a exodontia apresentaram maior percentual de células marcadas
para TNF-a que os animais tratados com AZ ndo submetidos a exodontia e estes
dois grupos apresentaram mais células positivas que 0s grupos salina com ou
sem exodontia (p=0,007). Nos dias 56 os animais tratados com AZ com e sem
exodontia e os animais tratados com salina com exodontia apresentaram maior
percentual de células imunomarcadas para TNF-a (p=0,006). No dia 70 os
animais tratados com AZ com e sem exodontia apresentaram aumento
significante na imunoexpressdo para TNF-a em relagdo aos demais grupos
(p=0,006 e p=0,002).
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Figura 8: Contagem de células imuno-positivas para TNF- a em tecido 6sseo de camundongos
tratados ou ndo com &cido zoledrdnico e submetidos ou ndo a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo *p<0,05, teste t de Student (DO ou D21) ou ANOVA/Bonferroni (D42, D56 e
D70) (médiatEPM).
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5.4 O Tratamento com AZ aumenta pontualmente a imunoexpressao para
IL-18.

No dia 21 o grupo tratado com AZ apresentou maior imunoexpressao
para IL-18 que o grupo salina (p=0,005). No dia 42 (p=0,150), 56 (p=0,524) e 70
(p=0,406) ndo houve diferenca entre os quatro grupos experimentais.
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Figura 9: Contagem de células imuno-positivas para IL-1B tecido 6sseo de camundongos
tratados ou ndo com &cido zoledrénico e submetidos ou ndo & exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo *p<0,05, teste t de Student (DO ou D21) ou ANOVA/Bonferroni (D42, D56 e
D70) (médiatEPM).

5.5 Exodontia associada ao tratamento com AZ aumenta aimunoexpressao
para COX-2 e MCP-1 no sitio de exodontia

Nos dias 0 (p=0,264) e 21 (p=0,626) ndo houve diferenca significativa
entre os grupos salina e AZ no tocante a imunoexpressao de COX-2, porém, no
dia 42 o grupo AZ sem exodontia apresentou mais células imunopositivas para
este marcador que o grupo salina sem exodontia (p=0,012), e nos dias 56 e 70
0 grupo AZ com exodontia apresentou imunoexpressao significantemente

superior aos demais grupos (p<0,001 e p=0,020).
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Figura 10: Contagem de células imuno-positivas para COX-2 tecido dsseo de
camundongos tratados ou ndo com acido zoledrénico e submetidos ou ndo a exodontia do
primeiro molar inferior esquerdo *p<0,05, teste t de Student (DO ou D21) ou ANOVA/Bonferroni
(D42, D56 e D70) (média+EPM).

No dia 0 ndo houve diferenca significante no niumero de células
imunopositivas para MCP-1 entre os grupos salina e AZ (p=0,770). Todavia, no
dia 21, os animais tratados com AZ apresentaram maior imunoexpressao para
esse marcador (p<0,001). No dia 42 os animais tratados com AZ submetidos ou
ndo a exodontia apresentaram maior imunoexpressao para MCP-1 (p=0,030).
No dia 56, os animais submetidos a exodontia tratados ou ndo com AZ
apresentaram maior imunoexpressdo para MCP-1 do que 0s animais nédo
submetidos (p=0,026) ao passo que no dia 70 os animais tratados com AZ e
submetidos a exodontia apresentaram a maior quantidade de células positivas
para esse marcador no sitio de exodontia (p<0,001).

Nos animais do grupo salina submetidos a exodontia houve aumento
dos niveis de MCP-1 no dia 56 (p=0,009) retornando aos niveis basais no dia 70
e nos animais tratados com AZ submetidos a exodontia, a quantidade de células
positivas para MCP-1 aumentou a partir do dia 42, permanecendo

significantemente elevados até o dia 70 (p=0,028).
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Figura 11: Contagem de células imuno-positivas para MCP-1 em tecido dsseo de camundongos
tratados ou ndo com acido zoledronico e submetidos ou ndo a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo *p<0,05, teste t de Student (DO ou D21) ou ANOVA/Bonferroni (D42, D56 e
D70) (médiatEPM).

5.6 Exodontia associada com tratamento com AZ aumenta a
imunoexpressao nuclear para NF-kB

No dia 0 ndo houve diferenca entre o0 niumero de células com
imunopositividade nuclear para NF-kB entre os dois grupos (p=0,447), porém no
dia 21 o numero de células imunopositivas para NF-kB em nucleo foi
significantemente superior no grupo AZ (p<0,001). No dia 42 nado houve
diferenca significante entre os quatro grupos (p=0,148), porém no dia 56
(p=0,011) e dia 70 (p=0,003) o grupo AZ submetido a exodontia apresentou o

maior nimero de células com imunopositividade nuclear para NF-kB.
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Figura 12: Contagem de células imuno-positivas para NF-kB beta tecido o6sseo de
camundongos tratados ou ndo com &cido zoledrénico e submetidos ou ndo a exodontia do
primeiro molar inferior esquerdo *p<0,05, teste t de Student (DO ou D21) ou ANOVA/Bonferroni
(D42, D56 e D70) (média+EPM).
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6. DISCUSSAO

Os BFs sao farmacos que atuam inibindo a reabsorcdo Ossea
mediada por osteoclastos e, por conseguinte, favorecem a redugao do “turnover”
0sseo, aumentando sua densidade e reduzindo o risco de fraturas. No entanto,
este efeito inibitorio de renovacao do tecido 6sseo, a longo prazo, pode acarretar
em uma reducao no processo de reparo 6sseo e induzir osteonecrose (1ZZIOTTI

et al, 2013; WALTER et al., 2010).

Muitos estudos apontam a participacdo do AZ na desregulacdo do
sistema imunologico, acarretando em aumento significativo do numero de
células inflamatorias e niveis de citocinas pro-inflamatérias (BARROS-SILVA et
al., 2017; ROSSINI et al., 2012, NORTON et al., 2012, WELTON et al., 2013). A
participacdo da inflamacdo na OMB tem sido descrita desde os primeiros
relatorios e pesquisas (HINSON et al., 2014). Mais de 81,6% dos casos de OMB
estdo associados a inflamacgéo (HINSON et al., 2014). Em estudos com modelos
experimentais com ratos, a OMB néo foi associada a infeccdo, mas com intensa
inflamacéo (LOPEZ-JORNET et al., 2011). Assim, a desregulacio imune tem um

papel fundamental na patogénese da OMB.

No presente estudo observamos que a terapia com AZ parece induzir
um estado hiper-inflamatério acompanhado pelo aumento de células
inflamatorias associada a uma reducao do turnover 4sseo, constatada através
do aumento de lacunas de ostedcitos vazias em animais tratados com AZ,
sugerindo, dessa forma, uma relagdo do aumento das células inflamatérias como
um importante fator para o estabelecimento e desenvolvimento da OMB.
Segundo George et al., (2018) a gravidade da osteonecrose, bem como a
apoptose de ostedcitos e 0 numero de lacunas vazias aumentam a partir do
estabelecimento de processo inflamatorio do osso medular. Os ostedcitos
apoptoticos seriam responsaveis por desencadear processos que podem afetar

a remodelacao 0ssea e, especialmente, a atividade dos osteoclastos.
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Os macroéfagos, células oriundas dos mondcitos, estdo presentes nos
tecidos ao final da inflamacéo aguda e presentes durante o processo inflamatério
cronico. A presenca de macrofagos em tecido cronicamente inflamado é
garantida pelo recrutamento de mondcitos no sangue, proliferagdo local de
macréfagos e imobilizacéo local dos macréfagos, sendo o primeiro mecanismo
o mais importante (KUMAR et al., 2010). A destruicdo tecidual silenciosa € uma
das caracteristicas mais marcantes da inflamacdo crbnica, com participacdo
direta dos macrofagos.

A n-acetil-p-glicosaminidase (n-AG) é uma enzima
predominantemente produzida por macréfagos e sua atividade sérica pode ser
empregada como meio de avaliacdo indireta da concentracdo ou ativacéo de
macréfagos teciduais (XAVIER et al, 2010; LAMAITA et al, 2012).

Neste estudo, observamos um aumento da concentracao de n-AG em
mandibulas de camundongos tratados com AZ provavelmente em decorréncia
do aumento da concentracdo de TNF-q, IL-1(3, através da ativacdo de NF-kB.
Segundo nosso estudo, foi verificado uma elevacdo significativa da
imunomarcacdo de TNF-a a partir do D21, sendo essa elevacdo acompanhada
pelo aumento na imunomarcagéo de NF-kB. O fator nuclear kappa B (NF-kB)
desempenha um papel crucial nas respostas imunes e inflamatérias através da
regulacdo de genes que codificam citocinas pro-inflamatérias, moléculas de
adesdao, quimiocinas e fatores de crescimento. Fatores de transcricdo da familia
NF-kB sao ativados em resposta a sinais que levam ao crescimento celular,
diferenciacdo, apoptose e outros eventos. O NF-kB € ativado por sinais que
ativam o fator nuclear NF-kappa-B inibidor quinase (IKK) resultando na
fosforilagdo de uma proteina inibitoria (I-kB). Apds o processo de fosforilagéo,
NF-kB é translocado para o nucleo celular (LYANG et al.,, 2004). Uma vez
ativado, NF-kB eleva a concentracdo de TNF-q, IL-1( e do Fator quimiotéatico de
mondocitos-1 (MCP-1), este ultimo um importante fator quimiotatico de

macrofagos.

O TNF-a é uma citocina produzida por macrofagos e importante na

quimiotaxia de neutrofilos. O aumento de neutrofilos mediados por TNF-a esta
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associado a danos teciduais locais (RAN et al, 2004). Segundo BARROS-SILVA
et al. (2017), A infusado cronica de AZ aumenta o numero de células inflamatorias
e os niveis de TNF-a significativamente. Essa alteracéo foi observada em tecidos
periodontais e em tecidos gengivais de ratos tratados com AZ, elevando o
namero de neutréfilos. Estes autores demostraram ainda que a atividade MPO
também foi significativamente aumentada na gengiva dos grupos tratados com
AZ, provavelmente porque o TNF-a e a IL-1B s&o importantes na quimiotaxia de
neutréfilos. TNF-a também atua modulando o aumento de apoptose de
ostedcitos. A formacao de corpos apoptéticos em ostedcitos € um estimulo para
0 recrutamento e ativacdo de macréfagos e osteoclastos (KOGIANNI, MANN
AND NOBLE, 2008), células que estdo envolvidas no reconhecimento desses
corpos apoptoticos para fagocitose e reabsorcado 6ssea (HARRE et al, 2012).
TNF-a é uma importante citocina associada a ativacao do fator nuclear kappa B
— NF-kB, através da ligacéo ao receptor TNFR, estimulando, dessa forma uma
cascata de fosforilacbes culminando com sua ativacdo (KON et al., 2001;
BALGA, 2006).

A ativacédo de NF-kB é um ponto chave na expressao de citocinas pro-
inflamatorias, pois esta diretamente relacionado ao controle da transcricdo de
genes da maioria dos fatores inflamatorios, incluindo TNF-a, IL-1(3, IL-6, IL-8,
COX-2, quimiocinas, como a proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), a
oxido nitrico sintase (iNOS) e moléculas de adesdo (BARNES, 1997).

Para estabelecer a participacdo e a presenca dos macréfagos no
curso temporal do experimento e o papel dessas células na OMB, foi avaliada a
proteina quimiotatica de mondcitos 1 — (MCP-1), que é um marcador chave no
processo inflamatério, pois sua sinalizacdo induz a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e recrutamento de macrofagos, sendo uma das principais
reguladoras da resposta imune (SAWYER et al., 2014). No que se refere a
presenca de MCP-1 durante o protocolo de osteonecrose, observou-se um
aumento significativo na imunomarcacédo de MCP-1 no grupo tratado com AZ
submetidos a exodontia. Apds o procedimento cirdrgico D(42), aimunomarcacao
manteve-se elevada até o desfecho do protocolo (D70). Dessa forma, a terapia
com AZ manteve de forma sustentada a elevacdo MCP-1 ap0s a exodontia. Este
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€ um achado importante no que diz respeito a participacdo dos macréfagos na
patogénese da OMB, pois o aumento de MCP-1 foi acompanhado pelo o
aumento na concentracdo de n-AG ao longo do protocolo. Revelando, dessa
forma, que a elevagdo dos niveis de TNF-a, responsavel pela ativacdo de NF-
kB, eleva a concentragcdo de MCP-1 e consequentemente de macrofagos,
confirmada com a elevacéo dos niveis de n-AG durante o protocolo em animais

submetidos a terapia com AZ.

Outro achado importante no estudo refere-se a imunomarcacéo de
COX-2. Dados recentes da literatura tém demonstrado que a enzima COX-2
apresenta um perfil bifasico de expressédo/atividade durante o processo
inflamatério. Enquanto ocorre uma expressao inicial de COX-2 em neutrdfilos,
relacionada com eventos vasculares e celulares da inflamacdo, em momentos
mais tardios do processo inflamatorio, ocorre a expressdo em macroéfagos,
participando de eventos ligados a resolucéo do processo inflamatorio (GUANG
et al.,, 2015). Observou-se neste estudo, um significativo aumento na
imunomarcacdo para COX-2 nos sitios de exodontia nos dias 56 e 70, em
animais tratados com AZ. Esses dados corroboram com Diercke et al., 2012, em
um estudo com cultura de células do periodonto submetido a forcas mecanicas,
onde os autores encontraram um aumento na expressao de COX-2 associada a
terapia com AZ (JACOBS et al., 2017). O aumento na imunomarcacgéo de COX-
2 em mandibulas de animais submetidos a terapia com AZ foi acompanhado,
também, de um aumento na imunomarcacdo de NF-kB. Este achado é
importante pois sabe-se que o fator nuclear kappa B € um regulador chave da
ciclooxigenase-2 (GUANG et al., 2015). Portanto, o aumento de COX-2 esta

diretamente associado a ativacdo de NF-kB.

A partir dos achados obtidos, a terapia com AZ parece induzir uma
guebra de homeostase e prejuizo no reparo. Quando observado o grupo salina,
0s animais que sofreram exodontia (D42) apresentaram uma elevacao transitoria
de n-AG, NF-kB, MCP-1, COX-2 e citocinas (TNF-a), retornando aos niveis
basais na semana posterior (D49). Entretanto, nos animais do grupo AZ foi
observada uma elevacao de n-AG, NF-kB, COX-2 e citocinas (TNF-a e IL-18) na
semana da exodontia (D42), entretanto, quando comparado aos animais do
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grupo AZ sem exodontia, viu-se que o0s niveis de todos esses marcadores
inflamatorios n&o retornaram aos niveis basais no D49. Além disso, estes
marcadores inflamatorios permaneceram elevados e acima dos niveis basais até
o D70.

Em suma, a participacdo dos macréfagos parece estar associada a
patogénese da OMB. Para a elucidacdo da patogénese dessa complexa
condicdo torna-se imprescindivel a realizacdo de estudos com modulacéo de
diferentes vias que determinam eventos proé-inflamatérios, dentre estas, enfatiza-

se a rota de ativacao e influxo local de macréfagos.

7. CONCLUSAO

O tratamento crénico com AZ aumentou transitoriamente os niveis de
TNF-a e IL-1B8, bem como o discreto aumento na atividade de n-AG em
mandibula de camundongos. Esses efeitos foram potencializados apés
exodontia, quando a superexpressdo de MCP-1, COX-2 e NF-kB esteve
relacionado aos niveis elevados de n-AG, sugerindo a participacdo do macrofago

no desenvolvimento de OMB no modelo experimental testado.
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Anexo A: Comprovante de aprovacao do comité de ética em pesquisa com animais
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Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 — Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430970 Fortaleza — CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Participa¢do do macréfago em modelo
experimental de osteonecrose em camundongos Swiss tratados com acido
zoledronico”, protocolo 139/17, sob responsabilidade da Profa. Dra. Ana Paula
Negreiros Nunes Alves, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo,
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de n2 8
de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFC) da
Universidade Federal do Ceara, em reunido em 22 de fevereiro de 2018.
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