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A INFLUENCI~A DO DIABETES EXPERIMENTAL E DA METFORMINA NA
EVOLUCAO DA OSTEONECROSE MANDIBULAR INDUZIDA POR
BISFOSFONATO EM RATOS

RESUMO

O &cido zoledronico (AZ) tem frequente uso na terapéutica de alguns canceres visando
prevenir metastases 0sseas. Contudo, este farmaco associa-se imensuravelmente a
Osteonecrose mandibular (ONMB), interferindo na qualidade de vida dos pacientes.
Considerando que a concentracdo de mediadores pro-inflamatérios e as condigdes de
microcirculacdo local séo fatores possivelmente envolvidos na patogénese da ONMB,
nosso estudo avaliou a influéncia da inflamacdo causada pela hiperglicemia, que
caracteriza o Diabetes Mellitus (DM), bem como da administracdo de metformina (MET),
um farmaco com possiveis potenciais imunomoduladores, no perfil celular e na expressédo
de marcadores osteoclasticos e inflamatorios na ONMB induzida por AZ (0,2 mg/kg por
via oral). Para isso, 50 ratos Wistar foram submetidos aos protocolos de inducdo de DM
e/ou ONMB. Estes tiveram suas massas corporeas e glicemias em jejum aferidas
rotineiramente. Os animais tratados com MET receberam este farmaco (250 mg/kg)
diariamente por gavagem. Ap0s eutanasia, hemiarcadas mandibulares submetidas a
exodontia e suas gengivas foram obtidas para as analises. Além disso, células RAW 264.7
foram incubadas com AZ e/ou MET para os testes de viabilidade celular e andlise da
expressao IL-1B. A ONMB ndo causou alteragdes significantes na glicemia em jejum e
na variacdo de massa corpdérea dos animais. O protocolo de inducdo do DM foi
satisfatorio, pois induziu hiperglicemia de forma satisfatoria, com discrepantes valores
reduzidos de massa corpdrea em comparagdo aos animais ndo diabéticos. O tratamento
com MET induziu menores valores glicémicos e de peso corporal em comparacdo aos
grupos Naive e ONMB. No alveolo pds exodontia, a ONMB foi caracterizada aumento
do namero de lacunas vazias de ostedcitos, da quantidade total de osteoclastos e de
osteoclastos apoptoticos, da expressdo de TRAP e de F4/80, bem como aumento no
namero total de leucdcitos. Na avaliacdo inflamatoria no tecido gengival, observou-se
aumento da atividade de mieloperoxidade (MPO). Na cultura celular, o tratamento com
AZ aumentou a expressao de IL-1B. O DM, por si, induziu osteonecrose e aumentou 0s
parametros inflamatérios avaliados in vivo. Contudo, quando associado a ONMB, a
hiperglicemia potencializou os efeitos inflamatérios, mas ndo dsseos, do AZ nos
espécimes animais. O uso da MET reduziu a porcentagem de lacunas vazias de oste6citos
e de OCs apoptoéticos, sem influenciar no aumento compensatorio de OCs, e intensificou
a expressdo de TRAP causada pelo AZ. Além disso, a MET reduziu tanto a expressao de
F4/80 e o numero de leucdcitos no osso alveolar, como a atividade da MPO nas amostras
gengivais de animais com ONMB. De fato, a MET também preveniu o aumento da
expressdo de IL-1P causada pelo AZ in vitro. Assim, o DM potencializou os parametros
inflamatorios da ONMB, sem influenciar signficativamente no osso alveolar. Enquanto
isso, o0 tratamento com MET amenizou a ONMB, com influéncias nas expressdes de
marcadores osteoclasticos. Sugere-se que tais efeitos provavelmente decorreram do
potencial anti-inflamatdrio deste farmaco apresentado em nosso estudo.

Palavras chaves: Acido zoledronico; Osteonecrose da Arcada Osseodentaria Associada a
Difosfonatos; Metformina; Diabetes insipido.



THE INFLUENCE OF EXPERIMENTAL DIABETES AND METFORMIN ON THE
EVOLUTION OF BISPHOSPHONATE-INDUCED MANDIBULAR OSTEONECROSIS
IN RATS

ABSTRACT

Zoledronic acid (AZ) is frequently used in the treatment of some cancers to prevent bone
metastases. However, this drug is immeasurably associated with mandibular
osteonecrosis (BRONJ), interfering with quality of life of patients. Considering that the
concentration of pro-inflammatory mediators and local microcirculation conditions are
factors possibly involved in the pathogenesis of BRONJ, our study evaluated the
influence of inflammation caused by hyperglycemia, which characterizes Diabetes
Mellitus (DM), as well as the administration of metformin (MET), a drug with possible
immunomodulatory potential, on the cellular profile and expression of osteoclastic and
inflammatory markers in BRONJ induced by AZ (0.2 mg/kg orally). For this, 50 Wistar
rats were subjected to DM and/or BRONJ induction protocols. They had their body mass
and fasting blood glucose levels routinely measured. Animals treated with MET received
this drug (250 mg/kg) daily by gavage. After euthanasia, mandibular arches subjected to
extraction and their gums were obtained for analysis. Furthermore, RAW 264.7 cells were
incubated with AZ and/or MET for cell viability tests and analysis of IL-1p expression.
BRONJ did not cause significant changes in fasting blood glucose or body mass variation
in the animals. The DM induction protocol was satisfactory, as it induced hyperglycemia
satisfactorily, with discrepant reduced values of body mass compared to non-diabetic
animals. Treatment with MET induced lower glycemic and body weight values compared
to the Naive and BRONJ groups. In the post-extraction socket, BRONJ was characterized
by an increase in the number of empty osteocyte lacunae, the total number of osteoclasts
and apoptotic osteoclasts, the expression of TRAP and F4/80, as well as an increase in
the total number of leukocytes. In the inflammatory evaluation of the gingival tissue, an
increase in myeloperoxidase activity (MPQO) was observed. In cell culture, AZ treatment
increased IL-1B expression. DM, in itself, induced osteonecrosis and increased
inflammatory parameters evaluated in vivo. However, when associated with BRONJ,
hyperglycemia potentiated the inflammatory, but not bone, effects of AZ in animal
specimens. The use of MET reduced the percentage of empty osteocyte lacunae and
apoptotic OCs, without influencing the compensatory increase in OCs, and intensified the
expression of TRAP caused by AZ. Furthermore, MET reduced both the expression of
F4/80 and the number of leukocytes in alveolar bone, as well as MPO activity in gingival
samples from animals with BRONJ. In fact, MET also prevented the increase in IL-1p
expression caused by AZ in vitro. Thus, DM potentiated the inflammatory parameters of
BRONJ, without significantly influencing the alveolar bone. Meanwhile, MET treatment
alleviated BRONJ, with influences on the expressions of osteoclastic markers. It is
suggested that such effects probably resulted from the anti-inflammatory potential of this
drug presented in our study.

Key words: Zoledronic acid; Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the Jaw;
Metformin; Diabetes insipidus.
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1.  INTRODUCAO

A remodelacdo 6ssea é um processo continuo realizado na intencéo de renovacgao
da massa 0ssea e essencial & manutencdo da homeostase, que envolve as atividades
articuladas entre osteoclastos (OCs) e osteoblastos (OBs), células responsaveis pela
reabsorcéo e formacéo de tecido 0sseo, respectivamente (AMARASEKARA et al., 2018;
DELAISSE et al., 2020; OMI & MISHINA, 2022). Qualquer fator que altere essa
dindmica interfere no saldo liquido final de todo processo e, de fato, distdrbios
metabolicos dsseos, como osteoporose (AIT OUMGHAR, BARKAOUI &
CHABRAND, 2020; OMI & MISHINA, 2022), ou doencas inflamatorias crénicas, como
a periodontite e artrite reumatdide (DE MOLON et al., 2019; OMI & MISHINA, 2022),
além de neoplasias ou metastases em tecido 6sseo (MAURIZI & RUCCI, 2018), sdo
doencas caracterizadas pelo aumento da atividade osteoclastica.

Nesse contexto, farmacos antirreabsortivos tém sido alvos de pesquisas
cientificas pelo potencial de inibicdo dos OCs (KHAN et al., 2015; ROSINI, BERTOLDI
& FREDIANI, 2015; SINGH & GONEGANDLA, 2020). Dentre estes, destacam-se 0s
Bisfosfonatos (BFs), analogos do pirofosfato enddgeno, com substituicdo do atomo
central de oxigénio por um atomo de carbono (FLEISCH, 2002). Entretanto, percebe-se
gue 0s mecanismos subjacentes aos potenciais terapéuticos dos BFs fazem com que tais
farmacos também demonstrem efeitos adversos, sendo estes substancialmente
representados pela osteonecrose (ON), especialmente nos o0ssos maxilo-mandibular,
referindo-se ao termo Osteonecrose da arcada dentaria associada ao uso de Bisfosfonatos
(ONMB), o qual é comumente mencionado na literatura cientifica.

A ONMB é uma importante condicdo clinica representada por dor e exposicao
0Ossea, apresentando semelhancas a ON oriunda de osteomielite, irradiacdo ou, até mesmo,
outras medicacdes antirreabsortivas (KHAN et al., 2015; ROSINI, BERTOLDI &
FREDIANI, 2015; SINGH & GONEGANDLA, 2020). Além das alteracdes no
metabolismo 0sseo que estdo envolvidas na etologia da ONMB, observa-se uma
importante associagdo da concentracdo local de mediadores pré-inflamatdrios e da
microcirculacdo tecidual no desenvolvimento e na gravidade clinica desta doenca
(MARX, 2003; KANEKO et al., 2018), de tal forma que condi¢des inflamatdrias cronicas
ou o uso de farmacos anti-inflamatorios podem, eventualmente, interferir na sua
patogénese.

Desta forma, Diabetes Mellitus (DM) e o farmaco Metformina (MET) nos

chamam atencdo. DM é uma doenca caracterizada, de maneira classica, pela
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hiperglicemia, e que tem sido associada a exacerbacdo de processos inflamatorios
cronicos e/ou de situaces de hipdxia tecidual (LI et al., 2023; WADA & MAKINO,
2016). Enquanto isso, a MET, por sua vez, aléem de ser reconhecida especialmente por
seu efeito antidiabético, sendo um dos farmacos mais utilizados mundialmente de forma
crénica sem inferir efeitos adversos importantes (ANDRZEJEWSKI et al., 2014;
BAHRAMBEIGI et al.,, 2019; THAKUR, DALEY & KLUBO-GWIEZDZINSKA,
2019), paralelamente tem demonstrado capacidade de modular sinaliza¢des intracelulares
de diversos tipos de células, como OCs (BAHRAMBEIGI et al., 2019) e macrofagos
(KRISTOFI & ERIKSSON, 2021), bem como de apresentar potencial anticancerigeno
(THAKUR, DALEY & KLUBO-GWIEZDZINSKA, 2019) e anti-inflamatério
(KRISTOFI & ERIKSSON, 2021).

Com isso, 0 presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos, no tecido dsseo
mandibular, apds administracdo sistémica cronica dos BFs associada a trauma 0sseo, bem
como analisar a influéncia do DM e os resultados do uso crénico de MET no
desenvolvimento da ONMB.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Metabolismo 6sseo: reguladores e marcadores

OCs sdo células de reabsorcdo Ossea que pertencem a linhagem de
mondcitos/macréfagos e sdo produzidos através de um processo de diferenciacdo
chamado osteoclastogénese. A primeira célula que aparece durante a osteoclastogénese é
representada pelo mondcito formador de colénia (CFU-M), um progenitor que reside na
medula dssea e se origina de células pluripotentes do tronco hematopoiético. O CFU-M
da origem a precursores mais diferenciados chamados monoblastos, que por sua vez se
diferenciam para monocitos (AMARASEKARA et al., 2018; KIM et al., 2020; OMI &
MISHINA, 2022).

Essa fase inicial da osteoclastogénese também é chamada de diferenciagdo de
mondcitos ou monocitopoese. Apos sua liberagdo na corrente sanguinea, 0S monocitos
migram para o tecido 0sseo e séo transformados em OCs mononucleares, reconhecidos
como macrdfagos do tecido 0Osseo. Estas células tendem naturalmente a se fundir,
formando OCs multinucleados. A diferenca funcional entre OCs mononucleares e

multinucleados ndo é exatamente clara, mas sabe-se que estes Gltimos sdo caracterizados
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por uma capacidade mais pronunciada de induzir reabsor¢do dssea em comparagdo aos
primeiros (AMARASEKARA et al., 2018; KIM et al., 2020; OMI & MISHINA, 2022).

O cumprimento correto da osteoclastogénese requer a presenca de algumas
importantes moléculas de sinalizacdo. Uma delas é representada pelo fator estimulador
de colbnias de mondcitos (M-CSF), produzido por OBs e celulas da medula 0ssea,
exercendo um efeito de proliferacdo na fase pré-mondcito inicial e um efeito de
sobrevivéncia em todo o processo. Outra molécula muito importante é representada pelo
ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa b (RANK-L), sendo esta presente na
superficie de inumeros tipos celulares, incluindo OBs, linfocitos e fibroblastos,
responsavel pelo efeito de diferenciacdo que ocorre na fase pds-mondcito tardia do
processo e necessdria para transformar mondcitos em OCs (AIT OUMGHAR,
BARKAOUI & CHABRAND, 2020; KIM et al., 2020; OMI & MISHINA, 2022).

A ligacdo do M-CSF ao seu receptor c-fms estimula a via relacionada a
PI3kK/Akt/mTOR, que culmina no favorecimento & atividade osteoclastica
(YAVROPOULOU & YOVOS, 2008; AMARASEKARA et al., 2018). Ja a via
envolvendo a atividade de RANKL se inicia com a sua ligacdo ao receptor RANK, este
presente na superficie de pré-osteoclastos. Tal ligacdo envolve primariamente a atuacao
de moléculas adaptadoras, como TRAF®6, a ativacdo de MAPK e de NF«B, que induz a
expressdo de NFATc1, considerado o principal regulador da osteoclastogénese. E
importante frisar que ambas as vias se relacionam, e ndo trabalham isoladas, havendo,
inclusive, relatos de que o M-CSF induz a expressdo de RANK e, assim, facilita a
sinalizagdo RANKL/RANK (YAVROPOULOU & YOVOS, 2008; AMARASEKARA
etal., 2018; OMI & MISHINA, 2022).

Além do M-CSF e RANKL, inumeras outras moléculas de sinalizacdo, dentre
elas aquelas classificadas na familia de citocinas, regulam a diferenciacdo osteoclastica
favorecendo ou inibindo o processo. De fato, osteoclastogénese também é influenciada
por um fendmeno conhecido como polarizacdo de macréfagos, em que os macrofagos
podem sofrer ativagdo funcional inflamatoria (M1) ou reparativa (M2), dependendo do
contexto inflamatdrio representado pela presenga de determinadas citocinas inflamatdrias
ou anti-inflamatdrias locais. Nesse sentido, foi demonstrado que um aumento da razdo
M1/M2 favorece a diferenciacdo osteoclastica (AMARASEKARA et al., 2018).

Assim, com relacdo aos Reguladores da Osteoclastogénese, as citocinas
osteoclastogénicas sao representadas por citocinas inflamatérias, como o fator de necrose

tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-1), IL-6 e IL-8 e outras interleucinas como IL-7, IL-
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11, IL-15, IL-17, IL-23 e IL-34. As citocinas anti-osteoclastogénicas séo representadas
por interferons (IFN) e interleucinas como IL-3, IL-4, IL-10, IL-12, IL-27 e IL-33.
Enquanto isso, dentre os fatores quimicos capazes de modular a osteoclastogénese, 0s
mais importantes estdo representados pelo aumento das concentracdes extracelulares de
H+ (acidose) e Mg2+, ambos capazes de potencializar notavelmente diferenciacéo
osteoclastica (AMARASEKARA et al., 2018; KITAURA et al., 2020).

J& os considerados Marcadores da Osteoclastogénese sdo aqueles responsaveis
pela aquisicdo de todas as propriedades fenotipicas e funcionais tipicas dos OCs. Mais
precisamente, 0 DC-STAMP medeia a fusdo celular, e, portanto, a formacdo de OCs
multinucleados. Enquanto isso, NFATcl, conforme mencionado anteriormente, é
considerado gene ativador da atividade osteoclastica, ao passo que linfoma de células B
6 (BCL6) e proteina de maturacéo induzida por linfocitos B 1 (Blimpl) séo considerados
genes supressores da mesma (AMARASEKARA et al., 2018; MIYAMOTO, 2011). Jaas
moléculas H+, ATPase e TRAP sdo responsaveis pela degradacdo do componente mineral
(inorgéanico) do 0sso, e juntamente com CSTK e MMP-9, que sdo responsaveis pela
degradacdo do componente proteico (organico) do 0sso, representam a atividade dos OCS
(AMARASEKARA et al., 2018).

Por outro lado, os OBs sdo células de linhagem mesenquimal que residem no
tecido 6sseo onde orquestram a fun¢do de OCs. Desta forma, a interacdo entre OCs e OBs
é regulada por uma complexa rede de estimulos e bem organizada: os OBs produzem ou
expressam ligantes que se ligam a receptores em pré-osteoclastos e estimular a
osteoclastogénese, conforme dito anteriormente. Contrariamente, os proprios OBs
também produzem osteoprotegerina (OPG), uma proteina soltvel presente no plasma que
tem alta afinidade por RANKL, impedindo a ligacdo deste ao receptor RANK e, portanto,
paralisando o processo de diferenciacdo osteoclastica (OMI & MISHINA, 2022).

Atuando de uma maneira organizada, OCs e OBs participam do ciclo de
remodelagéo 6ssea, substituindo continuamente o 0sso velho e danificado por um novo e
saudavel, o que ocorre no reparo 6sseo, reconhecido amplamente como turnover ésseo.
Esta atividade é dividida em etapas. O primeiro passo € caracterizado pela atividade
proeminente dos OCS, levando a reabsorcdo 6ssea, culminando na formacdo de uma
lacuna de reabsorcdo dssea primaria. Em seguida, ocorre a fase reversa do ciclo de
remodelagdo 0ssea (KENKRE & BASSETT, 2018; KIM et al., 2020). Nesta, células
osteoprogenitoras povoam a superficie de reversdo, onde, na evolugdo do processo,

verifica-se alteracfes fenotipicas e de densidade da populacdo celular, partindo da
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predominancia de um fendtipo pro-reabsortivo para um pro-osteogénico, até se atingir
um limiar de densidade celular permissivo para a formacdo dssea (DELAISSE et al.,
2020). Este € um momento chave do processo mediado por quimiotaxia.

A saber, moléculas osteoclastogénicas, como osteopontina (LUUKKONEN et
al.,, 2019), sdo secretadas por OCs na lacuna de reabsor¢do e funcionam como
quimioatrativas para células osteoprogenitoras. Inclusive, a propria superficie erodida
ap6s a atividade reabsortiva osteoclastica, contendo colageno desmineralizado
(ABDELGAWAD et al., 2014; DELAISSE et al., 2020), é importante no inicio dessa
atracdo quimiotatica, sendo a principal responsavel pela expansdo da densidade celular.
Adicionalmente, fatores ndo osteoclastogénicos oriundos da matriz 6ssea, como efrinas,
fator de crescimento transformador (TGF) e proteina morfogenética 6ssea-2 (BMP-2) sdo
importantes na maturacdo das células osteoprogenitoras em OBs e na producdo da matriz
6ssea (DELAISSE et al., 2020; OMI & MISHINA, 2022).

Varios distdrbios 6sseos podem ser caracterizados por alteragdes no equilibrio
das atividades de OCs e OBs. Por exemplo, as doencas metabdlicas osteoporose e a
doenca de Paget ou o cancer Gsseo, decorrente de metastase e mieloma mdaltiplo
neoplasico, sdo favorecidos por um mecanismo de supra-ativacdo osteoclastica, levando
a uma condicdo de aumento deste turnover 6sseo (AIT OUMGHAR, BARKAOUI &
CHABRAND, 2020). Além disso, em doencas inflamatorias cronicas, como artrite
reumatdide e periodontite, também se verifica um desvio do equilibrio orquestrado do
turnover d6sseo em favor da reabsorcdo Ossea (DE MOLON et al., 2019). Nestas
patologias, 0 aumento de mediadores pré-inflamatérios, como TNF-a, IL-1B e IL-6,
induz direta ou indiretamente a osteoclastogénese, seja por ligacdo destes em receptores
localizados na superficie de osteoclastos ou através do aumento da razdo RANKL/OPG
(DE MOLON et al., 2019; AIT OUMGHAR, BARKAOUI & CHABRAND, 2020;
KITAURA et al., 2020). Nestas circunstancias, a inibi¢do da diferenciacdo dos OCs pode
ser considerada uma ferramenta poderosa para curar essas doencas.

Os farmacos utilizados para inibir a atividade dos OCs séo definidos como
agentes antirreabsortivos devido a capacidade de contrastar a reabsorcéo dssea. Entre 0s
medicamentos, consideramos que 0s mais importantes, utilizados e debatidos na literatura

cientifica sdo representados por BFs.

2.2. Osteonecrose da arcada dentaria associada ao uso de Bisfosfonatos
(ONMB)
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O osso alveolar dos maxilares, que sofre ossificacdo especialmente
intramembranosa, apresenta caracteristicas morfologicas e funcionais Unicas em
comparagao a outros 0ssos de ossificacdo endocondral, além de reter os dentes através de
fibras periodontais do ligamento periodontal, sendo constantemente submetido a tensdes
com forcas oclusais mastigatorias, havendo uma alta demanda de renovacdo 0Ossea.
Assim, 0 0sso alveolar dos maxilares tem maior captacdo de BFs e o f&rmaco se acumula
em maior concentracdo (SINGH & GONEGANDLA, 2020; OMI & MISHINA, 2022).
De fato, 0 osso mandibular € um dos ossos em que mais frequentemente ocorre a ON
associada ao uso de BFs, especialmente ap0s trauma ou injdria 6ssea, provavelmente em
decorréncia de seu alto turnover ésseo e do reduzido grau de porosidade.

Desde o0 ano de 2003, varios casos tém sido descritos associando a ocorréncia da
ON ao uso de BFs, e tal efeito adverso, por suas importantes sequelas, tem sido estudado
frequentemente (MARX, 2003). A saber, a ONMB é uma condicdo caracterizada
clinicamente por dor intensa e necrose seguida de exposi¢do 6ssea do 0sso maxilo-
mandibular, em pacientes fazendo uso de BFs com tempo indeterminado pos-
administracdo. Uma das mais importantes caracteristicas desta condicao esta relacionada
a ampla meia vida dos BFs, em decorréncia de sua alta afinidade pelos ions de célcio e a
uma recaptacdo constante por novos OCs. Nesse contexto, mesmo que 0 paciente
interrompa seu uso, o risco de desenvolvimento de ON permanece, sendo praticamente
irreversivel (SINGH & GONEGANDLA, 2020). Entretanto, alguns elementos devem ser
levados em consideracdo para avaliar o risco do desenvolvimento de ONMB em paciente
que fez ou faz o uso de BFS, como por exemplo, o tipo de BFs, que influencia na via de
administracdo, bem como a duracdo do tratamento, a presenca de comorbidades, de
doencas inflamatorias pré-existentes, dentre outros fatores de risco (ROSINI,
BERTOLDI & FREDIANI, 2015).

Assim, apesar das vantagens terapéuticas relacionadas ao uso de BFs
mencionadas anteriormente, 0Ss proprios mecanismos subjacentes ao efeito
antirreabsortivo fazem com que os mesmos demonstrem efeitos adversos, estes
representados especialmente pela indugdo da ONMB. Considerando 0 contexto
estruturado e em cascata do processo de remodelacdo 6ssea e que a formagédo da lacuna
de reabsorcéo Ossea primaria é o passo inicial e primordial do turnover 6sseo, qualquer
fator que influencie na ativacéo e sobrevivéncia dos OCs poderd interferir no resultado

deste processo, de forma que a inibigdo de OCs, provocada pelos BFs, pode intervir
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negativamente no processo fisiologico da remodelacdo e consequentemente no reparo
0sseo apds dano ou trauma.

Adicionalmente, a literatura tem relatado o potencial antiangiogénico de BFs,
como a capacidade do zoledronato em inibir, in vitro, a proliferacdo de células endoteliais
humanas, o fator de crescimento béasico de fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (WOOD et al., 2002). Em modelos animais de implantes
subcutaneos impregnados com FGF, o zoledronato também interferiu com a angiogénese
local apds administragdo endovenosa (WOOD et al., 2002). Tal propriedade
antiangiogénica, por sua vez,pode ser Gtil no tratamento de doencgas 6sseas malignas,
prevenindo metastases (SCAVELLI et al., 2007), porém aumenta ainda mais o risco ao
desenvolvimento de ON, uma vez que esta associada a reducdo de suprimento sanguineo
ao tecido 6sseo (AGHALOO, HAZBOUN & TETRADIS, 2015; GONG et al., 2017).

Atualmente, ndo existe uma abordagem terapéutica ou, até mesmo, paliativa
mediante um quadro de ONMB. Para pacientes que fazem o uso crénico oral, como é o
caso de pacientes osteoporoticos, por menos de trés anos apds a ultima administracao de
BFs e sem fatores de risco particulares, a possibilidade de desenvolvimento de uma
ONMB é baixa, considerando-se uma higiene bucal adequada e tomada de habitos
preventivos (ROSINI, BERTOLDI & FREDIANI, 2015). Ja para os pacientes que
fizeram uso endovenoso destes farmacos, como € o caso daqueles que se submetem a
terapia contra o cancer, o risco permanece de forma indeterminada e, neste caso,

previamente ao tratamento anticancer, recomenda-se a adequacao bucal do paciente.

2.3. Sobre os BFs e 0 processo da necrose 6ssea

BFs sdo farmacos analogos do pirofosfato enddgeno e sdo assim chamados por
possuirem, em sua estrutura, dois fosfonatos. A diferenca quimica € que a ponte de
oxigénio (O) entre os grupos fosfatos (P) é substituida por carbono (C) nestes farmacos.
Interessantemente, os BFs surgiram ha mais de um século e foram usados inicialmente na
intencdo de prevenir incrustacdes de carbonato de calcio em diversos setores industriais
(FLEISH, 2002). Biologicamente, em nivel tecidual, o efeito destes farmacos tem sido
observado ha algumas décadas e se caracteriza especialmente pela redugdo da reabsorcao
Ossea de forma dose-dependente a custa da inibicdo do recrutamento e da inducdo da
apoptose dos OCs, agindo de forma praticamente seletiva nestas células (FLEISCH,
2002; RODAN & RESZKA, 2002).
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A estrutura quimica P-C-P, por sua vez, permite que haja uma variabilidade de
modificagdes em ambas as cadeias laterais P, fazendo que surjam BFs diferentes entre si
quanto as propriedades fisicoquimicas, bioldgicas, terapéuticas e téxicas (FLEISCH,
2002; DRAKE, CLARKE & KHOSLA, 2009). Os BFs nao nitrogenados podem ser
representados por clodronato, etidronato e tiludronato. Esses compostos foram
descobertos inicialmente e sdo menos ativos, sendo utilizados em altas doses para que
sejam observados os seus efeitos terapéuticos. Portanto, o uso deste tipo de BFs é restrito
a distarbios 6sseos metabolicos, como a propria osteoporose. Eles exercem seu efeito
competindo com o recrutamento de ATP intracelular em OCs, bloqueando, assim, a
reserva energética dessas células, induzindo, por consequéncia, a apoptose destas células
(RODAN & FLEISH, 1996; PAPAPETROU, 2009).

Ja os BFs contendo nitrogénio, como zoledronato (AZ), pamidronato,
alendronato, dentre outros, foram desenvolvidos posteriormente e exibem atividade
pronunciada, sendo Uteis em necessidades mais extremas, como doengas neoplésicas. Os
mecanismos antirreabsortivos desses medicamentos véo além da inibicdo da apoptose
celular, atuando na via do mevalonato através da inibicdo da enzima farnesil pirofosfato
sintetase (FPP) e, por consequéncia, impedindo a farnesilacdo de Ras necessaria para
permitir a sua ancoragem a membrana celular dos OCs e a consequente ativacdo do
receptor do M-CSF, bloqueando, assim, a cascata envolvendo o receptor M-CSF em OCs
(PAPAPETROU, 2009). E importante salientar que as modificacdes no comprimento da
cadeia lateral e a adicdo de outros grupos ao nitrogénio pode aumentar a poténcia do BFs
(RODAN & FLEISH, 1996).

No ambito da pesquisa cientifica, os efeitos dos BFs sobre o metabolismo dsseo
fizeram com que tais farmacos também fossem alvos como adjuvantes terapéuticos de
condicdes inflamatdrias cronicas caracterizadas por reabsorcdo 6ssea (MUNIZ et al.,
2021; PERIS, MONEGAL & GUANABENS, 2021), ademais de outras indicacdes
anteriormente mencionadas. Porém, em decorréncia de seus efeitos consideraveis no
turnover 6sseo, modificando o saldo liquido final da remodelacdo Gssea, 0 uso terapéutico
destes farmacos para tais fins tem se tornado limitado, uma vez que 0s mesmos Sao
bastante associados a ONMB (JENSEN et al., 2021; PAPAPETROU, 2009; SINGH &
GONEGANDLA, 2020).

O efeito final entre os BFs ndo nitrogenados ou nitrogenados é semelhante e €
bem estabelecido que o alvo principal destes farmacos seja os OCs, embora estudos

tenham comprovado, também, a influéncia destes farmacos em OBs (SINGH &
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GONEGANDLA, 2020; JENSEN et al., 2021). Os BFs reduzem o nimero de OCs por
inibirem o recrutamento de tais células para a superficie dssea e reduzirem a formacéo de
OCs funcionais e maduros, j& que interferem na fusdo destas células, além de suprimir a
atividade osteoclastica propriamente dita e de reduzirem a taxa de dissolucéo do tecido
0sseo (RODAN & RESZKA, 2002; PAPAPETROU, 2009; SINGH & GONEGANDLA,
2020; JENSEN et al., 2021)

No entanto, tem sido descrito que estes efeitos precisamente sobre OCs néo
acontecem de forma aguda. Do contrario, inicialmente apds a administracdo do BF, o
numero de OCs multinucleados na superficie 6ssea tende a aumentar e somente ap6s um
periodo de administracdo cronica € que o nimero de OCs diminui (KUROSHIMA, GO
& YAMASHITA, 2012; GROSS et al., 2017).

Em alguns estudos clinicos, além de ter sido observado um nimero maior de
OCs em amostras de espécimes com ONMB causada por BFs, em comparacéo a outras
etiologias de ON, como radiacdo ou osteomielite, morfologicamente tais células também
demonstraram caracteristicas apoptdticas, ou seja, hipernucleadas e com nicleos mais
picnoticos e arredondados (GROSS et al., 2017). Adicionalmente, com relacdo ao perfil
imunohistoquimico, a quantidade de células TRAP+ foi significativamente menor, ao
passo que a proporcao de células DC-STAMP+ (GROSS et al., 2017) e BCL6 foi maior
(WEHRHAN et al.,, 2019), em amostras de ON causada por BFs e radiacdo, em
comparagdo aos espécimes controles ou com ON causada por inflamacdo. Esses estudos
corroboram relatos ainda mais atuais, em que os BFs pareceram regular negativamente a
expressdo de TRAP e MMP-9 em células RAW264.7 através da inibicdo de RANK,
reduzindo a ativagdo da via RANKL/RANK e culminando na inibigc&o da diferenciagéo e
da maturacdo dos OCs, representada pela baixa funcdo de reabsorc¢éo éssea (ZHAO et al.,
2021). Curiosamente, a razdo RANKL/OPG também parece ser aumentada com o uso de
determinados BFs (KOCH et al., 2012), a qual pode estar associada a um efeito
secundario de BFs em OBs.

Assim, no estudo em questdo, notou-se que a alta quantidade de OCS com
morfologia celular especial, caracterizada por células gigantes arredondadas,
hipernucleados e nucleos picnoticos (GROSS et al., 2017), tende a ser acompanhada por
uma inatividade reabsortiva, caracterizada pela baixa expressédo de TRAP (GROSS et al.,
2017; ZHAO et al., 2021), e um aumento da taxa de fusdo célula-célula, representada pela
maior expressdo de DC-STAMP (GROSS et al., 2017a) e BCL6 (WEHRHAN et al.,

2019). Entretanto, apesar dos BFs reconhecidamente induzirem apoptose de OCs, mais
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estudos dos efeitos dos BFs na expressdao de TRAP devem ser realizados, uma vez que
outros estudos também tem demonstrado que células apoptoticas expressam fortemente
TRAP (SOYSA; ALLES, 2019) e que este marcador esteve aumentado no contexto da
ONMB (NAKAGAWA et al., 2021).

Com relacdo ao NFATc1, o qual possui atividade paradoxal em relacéo a BCL6,
a literatura se diverge quanto ao efeito dos BFs sobre a expressdo deste marcador. No
estudo de in vitro de ZHAO et al., 2021, utilizando células RAW264.7, o tratamento
destas com AZ reduziu a expressao de NFATc1, o que ja poderia ser esperado tendo em
vista a reduzida atividade de OCs. Enquanto isso, no estudo clinico de WEHRHAN et al.,
2019, tal marcador de atividade osteoclastica foi elevado apds administracdo crénica com
AZ. Estes autores, por sua vez, justificaram o aumento da expressédo de NFATcl como
parte de uma reacdo compensatoria ao efeito induzido pelo BFs, caracterizado pela
inibicdo da capacidade reabsortiva dos OCs e baixa expressdao de TRAP. Desta forma,
mais estudos sdo necessarios para esclarecer o efeito dos BFs sobre a expressdo de
marcadores da atividade osteocléstica.

Por outro lado, apesar de por muito tempo ter se considerado o efeito direto dos
BFs de forma seletiva em OCs, ao se refletir a dindmica acoplada do turnover 6sseo, em
que uma lacuna de reabsor¢do 6ssea deve acontecer pela atividade de OCs previamente a
formacdo déssea, formando a superficie de reversdo, € importante salientar que a formacao
Ossea e a atividade de OBs também pode ser influenciada pelo uso de BFs (JENSEN et
al., 2021). Ou seja, mesmo que inicialmente possa-se imaginar que a formacdo dssea
reduzida, observada como efeito do uso de BFs, seja apenas consequéncia da reducao de
reabsorcéo, essa explicagédo parece ser bastante limitada, e sugere mecanismos adicionais
de inibicdo da formacdo a partir da administracdo de BFs em OBs. A saber, a extensdo da
superficie dssea reabsorvida depende ndo somente da magnitude da reabsor¢do, mas
especialmente do tempo decorrido para o inicio da formacdo 6ssea (DELAISSE et al.,
2020), e ambos os fatores parecem ser influenciados pela administracdo de BFs (JENSEN
etal., 2021).

Apos a formacgao da superficie erodida e da lacuna de reabsor¢do 0ssea priméria,
a formacdo Ossea é iniciada somente se as células de reversdo, consideradas
osteoprogenitoras, forem recrutadas na superficie erodida em uma determinada
densidade. Inicialmente, tal recrutamento ocorre em grande parte pela liberacao de fatores
osteoclastogénicos (LUUKKONEN et al., 2019) ou pela prépria superficie erodida
(ABDELGAWAD et al.,, 2014; DELAISSE et al.,, 2020), conforme mencionado
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anteriormente. Em um momento inicial, as células recém-chegadas séo caracterizadas por
terem baixa densidade e baixos indices de marcadores de diferenciagdo osteoblastica, mas
essas caracteristicas se modificam em momento mais posterior, especialmente apos a
influéncia de fatores ndo osteoclastogénicos (DELAISSE et al., 2020; OMI & MISHINA,
2022), quando, entdo, o perfil celular passa a ter alta densidade e altos indices de
marcadores de diferenciacdo osteoblastica (DELAISSE et al., 2020). A permanéncia no
momento inicial do ciclo indica que, por falta de progenitor, ndo ocorre a evolugdo do
ciclo e, consequentemente, a superficie torna-se uma superficie de reversdo interrompida
(JENSEN et al., 2021).

Neste contexto, estudos tem demonstrado que os BFs possam reduzir tal
recrutamento, retardando ou prevenindo o inicio da formacéo 6ssea, estendendo a &rea no
tempo de “reversao interrompida”. Inclusive, os BFs ja provaram inibir a proliferacdo e
a migracao de células da linhagem de OBs in vitro, reduzindo fatores que favoreceriam a
expansao e a proliferacdo de células pré-osteoblasticas, atividades necessarias para atingir
a densidade celular permissiva na superficie dssea erodida para o inicio da formacéo 6ssea
(LOTZ et al., 2020), ao passo que estimulam a liberacdo de mediadores inibidores de
osteoblastogénese, como TNF-a e IL-1, além de esclerostina e DKK (GIANNASI et al.,
2019).

Além disso, considerando-se que o controle da atividade de OCs na remodelacao
Ossea advém, especialmente, de OBs, estudos indicam que quando células osteoblasticas
sdo expostas continuamente por baixas concentracfes de BFs, estas produzem fatores que
reduzem atividade de reabsorcdo Ossea nos OCs por inibirem o recrutamento e
sobrevivéncia destas células (VITTI, FLEISCH & GUENTHER, 1996).

2.4. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas pela
hiperglicemia (BALTZIS, ELEFTHERIADOU & VEVES, 2014). A hiperglicemia pode
ser resultado da destruigdo direta de células B-pancredticas ou do aumento da resisténcia
de células periféricas a insulina, caracterizando os tipos 1 e 2 de DM, respectivamente.
Independentemente da etiologia, 0 acumulo sérico de glicose ocorre de forma crénica e
acarreta os danos celulares e teciduais observados nessa doenca, a qual é caracterizada
por uma inflamag&o sistémica decorrente da hiperglicemia (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014).
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A saber, a inflamacao € uma resposta instalada primariamente com funcéo de
defesa, necesséria para qualquer reparo tecidual. Porém, contrariamente, a exacerbacao
cronica da resposta inflamatdria do hospedeiro, como nos casos de persisténcia do
antigeno em questdo, esta associada a destruicao tecidual e aos processos patolégicos em
doencas inflamatorias crdnicas, como pode ser observado na fisiopatologia da artrite
reumatoide, de doengas autoimunes e da periodontite (BARTOLD & LOPEZ-OLIVA,
2020; WEYAND & GORONZY, 2021). A primeira etapa para ativacao do sistema imune
inato envolve o reconhecimento de patdogenos invasores (PAMPS) ou de padrbes
moleculares associados a danos (DAMPS), estes Gltimos considerados como alteracGes
enddgenas. Em relacdo a patogénese do DM, alguns eventos tipicos da doenca podem ser
considerados DAMPs, dentre eles a toxicidade proporcionada pela hiperglicemia, elevada
concentracdo de intermediarios lipidicos, excesso de acidos graxos e espécies reativas de
oxigénio (LAND, 2015; WADA & MAKINO, 2016), os quais estdo presentes de forma
cronica nesta doenca.

Dentre as familias de receptores de reconhecimento, destacam-se aqueles que
contém repeticdes ricas em leucina, como o receptor de dominio de oligomerizacdo de
ligacdo ao nucleotideo (receptores do tipo NOD ou NRL). A ativacdo de receptores NRL
por DAMPs gera a formacdo de complexos proteicos de alto peso molecular,
denominados inflamassomos, responsaveis pelas ativag@es subsequentes de caspases e
apresentando funcgdes chaves na resposta inflamatoria inata (LAND, 2015; WADA &
MAKINO, 2016). Caspases sdo tipos variados de proteases com base em cisteina e acido
aspartico organizadas em cascata intracelular e importantes na clivagem de proteinas.
Elas tém sido associadas as funcdes celulares de apoptose, bem como a fisiopatologia de
doencas inflamatorias, uma vez que sdo relacionadas a maturacdo de citocinas pro-
inflamatérias (LAND, 2015; WADA & MAKINO, 2016).

Portanto, tem sido descrito que a hiperglicemia promove aumento da expresséo
tecidual de mediadores inflamatérios, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1p, dentre outros, além
do estresse oxidativo. Como consequéncia, DM é uma das principais doencas sistémicas
que favorecem processos inflamatorios cronicos, com exacerbacdo da resposta
inflamatdria (WADA & MAKINO, 2016; LI et al., 2023).

Além disso, os altos niveis sericos de citocinas inflamatdrias, no DM, por sua
vez, levam ao aumento da resisténcia a insulina e as alterac6es no metabolismo da glicose,
incluindo dano ao pancreas (WADA & MAKINO, 2016; LI etal., 2023). Adicionalmente,

a hiperglicemia crénica também culmina em espessamento vascular. A oxigenagao
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insuficiente de tecidos perifericos no DM, por sua vez, culmina em lesdes necréticas

teciduais e cicatrizagdo prejudicada de feridas (LI et al., 2023).

2.5. Metformina: um farmaco de multiplos potenciais?

A MET é um dos farmacos mais prescritos mundialmente, sendo a primeira linha
de tratamento farmacoldgico contra DM-2 (BAHRAMBEIGI et al., 2019; FLORY &
LIPSKA, 2019; KRISTOFI & ERIKSSON, 2021), tendo base de origem na fitoterapia
(KRISTOFI & ERIKSSON, 2021). Sua descoberta primordial teve inicio em meados
anos 1900, no continente europeu, quando a galegina, um produto natural da planta
Galega officinalis, demonstrou efeito antiglicémico, porém apresentando certa toxicidade
e ndo sendo ultil clinicamente. Entretanto, sua estrutura quimica contendo guanidina
serviu como base na producdo de derivados sintéticos, incluindo a MET. Esta, por sua
vez é biguanida, contendo duas moléculas acopladas de guanidina e com substituicbes
adicionais (RENA, HARDIE & PEARSON, 2017).

Acredita-se que o efeito antidiabético decorre de sua acdo inibidora da
gliconeogénese hepatica, impedindo a elevacdo dos niveis séricos glicémicos, bem como
de seu possivel potencial sensibilizador da acéo da insulina perifericamente. Com relagéo
a sua farmacocinética, sabe-se que apds sua administracdo oral, figado, rins e intestinos
sdo os principais 6rgdos alvos, refletindo a sua metabolizacéo hepatica e excrecéao renal.
Nesses 0rgaos, observa-se maiores concentracbes de MET até mesmo em relacdo ao
plasma (GONG et al., 2012).

Considerando o efeito deste farmaco especialmente na gliconeogénese e na
resisténcia a insulina, vale salientar alguns mecanismos intracelulares. A MET ¢é
conduzida através de potenciais de membrana para o interior das mitocondrias, onde
suprime a producdo de ATP, aumentando a razdo ADP:ATP. Como consequéncia, ocorre
prontamente a reducédo da ativagdo da adenilato cliclase e da produgdo do cCAMP. Tais
modificagfes ativam AMPK como forma compensatoria, com finalidade de retomar a
homeostase energética da célula (BAHRAMBEIGI et al., 2019; RENA, HARDIE &
PEARSON, 2017; THAKUR, DALEY & KLUBO-GWIEZDZINSKA, 2019).

A saber, 0 AMPK é uma enzima altamente associada ao metabolismo energético
em todos os tipos celulares, podendo estimular ou desligar as vias metabolicas que
consumam ou produzam ATP de acordo com a producéo do contetido energético celular,
ou seja, da relacdo ADP:ATP. De fato, apresenta total influéncia no metabolismo celular

e lipidico. Em hepatdcitos, todas essas modifica¢cbes culminam, ainda, em uma redugédo
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da producéo de glicose através da gliconeogénese, bem como da sintese de lipideos. Nas
células beta-pancreéticas, 0 AMPK é importante no aumento da secrecdo de insulina. Ja
nos tecidos musculares, além dos hepéticos, ocorre um aprimoramento a sensibilidade da
insulina (RENA, HARDIE & PEARSON, 2017; VILLANUEVA-PAZ et al., 2016).
Enquanto isso, no tecido 6sseo, 0 AMPK induz a osteoblastogénese, através da ativacao
do fator de transcrigdo especifico de OB, Runx-2, e inibe a osteoclastogénese, uma vez
que suprime RANKL (BAHRAMBEIGI et al., 2019).

Nos ultimos anos, o crescente uso da MET resultou em pesquisas cientificas que
estudaram potenciais adicionais deste farmaco. As evidéncias mostraram que pacientes
com DM-2 e sob exposi¢éo crénica @ MET apresentavam uma menor incidéncia de cancer
ou uma melhor resposta a terapia do cancer de forma geral (ANDRZEJEWSKI et al.,
2014; BAHRAMBEIGI et al., 2019; THAKUR, DALEY & KLUBO-GWIEZDZINSKA,
2019), de tal forma que o potencial anticancerigeno da MET foi observado primariamente
em pacientes diabéticos (THAKUR, DALEY & KLUBO-GWIEZDZINSKA, 2019),
despertando o interesse da comunidade cientifica em investigar esse papel.

Sobre o efeito anticancerigeno da MET, estudos pré-clinicos relatam que ha uma
dupla supressdo de mTOR, resultando em menor sintese proteica e diminuicdo da
proliferacdo celular. A saber, a ativacdo do AMPK, mediante reducéo do ATP, além de
suprimir diretamente mTOR, também culmina em inibicéo da fosforilacdo do substrato-
1 do receptor de insulina (THAKUR, DALEY & KLUBO-GWIEZDZINSKA, 2019;
VILLANUEVA-PAZ et al.,, 2016). Este, por sua vez, transmite sinais do fator de
crescimento de insulina via PI3BK/AKT e, portanto, seu bloqueio reduz a sinalizacéo de
AKT, cujo alvo ¢ mTOR (BAHRAMBEIGI et al., 2019; THAKUR, DALEY & KLUBO-
GWIEZDZINSKA, 2019). Adicionalmente, alguns efeitos anticancerigenos da MET
independem da conexdo com AMPK, e estes se caracterizam por a¢Ges antioxidativa, com
reducdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e consequente diminui¢do da producéo de
especies reativas de oxigénio, e anti-inflamatdria contra células cancerigenas, com o
bloqueio da atividade do fator de transcrigdo nuclear-«B (NF-xB) e, por conseguinte,
reducdo na secrecdo de mediadores pro-inflamatérios (PODHORECKA, IBANEZ &
DMOSZYNSKA, 2017).

De fato, a MET também tem sido promissora quanto aos seus efeitos anti-
inflamatdrios. Estudos demonstraram que a MET reduziu a expressdo do inflamassoma
NLRP3 e de citocinas como IL-1f, IL-18, IL-6, TNF-a induzida por LPS de P. gingivalis

em células do ligamento periodontal, indicando um possivel potencial protetor contra a
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periodontite, uma doenca de etiologia bacteriana (KANG et al., 2017; TAN et al., 2020).
Ademais, em patologias associadas a outras causas, tal como a artrite reumatoide, a MET
também se mostrou com potencial anti-inflamatorio efetivo. Interessantemente, em um
estudo clinico, observou-se uma reducdo dos niveis sericos de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-
10, IL-17 e NF-K3 em pacientes acometidos por essa doenca e tratados com MET, o que

se traduziu em eficécia clinica deste farmaco (ABDALLAH et al., 2021).

3. JUSTIFICATIVA

BFs séo farmacos com potencial antirreabsortivo promissor e tém sido utilizados
para reduzir a reabsorcdo 6ssea na osteoporose, por exemplo, em mulheres na idade pés-
menopausica, bem como para prevenir metastases dsseas em casos oncologicos de alto
risco. Além disso, varias pesquisas tém avaliado o potencial antirreabsortivo destes
farmacos no tratamento de desordens inflamatérias crbnicas caracterizadas por
reabsor¢do G6ssea, como na artrite reumatoide e na periodontite. Apesar desta grande
vantagem, relatos de casos de ON apds lesdes traumaticas no tecido 6sseo, como
exodontia, em pacientes fazendo uso crbnico destes farmacos ndo tém sido raros,
especialmente em se tratando do uso endovenoso dos mesmos, tal como ocorre para o
AZ.

Assim, nas Ultimas décadas, o foco de pesquisas cientificas também tem se
direcionado ao estudo da patogénese e da terapéutica da ON associada ao uso destes
farmacos, a qual é caracterizada por dor intensa e necrose seguida de exposi¢do 0ssea
maxilo-mandibular, especialmente na regido mandibular. A ONMB reconhecidamente
estd associada a alteracfes ndao apenas no processo natural de remodelagéo e renovacédo
Ossea, mas também na alteracdo da concentracdo local de mediadores pro-inflamatérios
e microcirculacdo tecidual e, portanto, algumas situacdes sistémicas inflamatdrias
cronicas podem interferir na sua patogénese.

Dentre estas, destaca-se 0 DM, o qual, por sua vez, tem como caracteristica
principal a hiperglicemia, de tal forma que os processos patologicos decorrentes dessa
doenca estdo diretamente ou indiretamente relacionados a toxicidade do aumento sérico
da glicose. Independentemente da sua etiologia, a literatura cientifica tem indicado que
DM esta fortemente associado as alteragcBes imunologicas e a liberacdo exacerbada de

mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, IL-1f e IL-6.
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Assim, considerando que a ONMB induzida por BFs e o0 DM séo situacfes
relacionadas as alteragbes na microcirculagdo e na expressdo de mediadores
inflamatorios, de tal forma que se torna interessante estudar a influéncia da hiperglicemia
na gravidade de ONMB.

Além disso, a MET é um dos farmacos antidiabéticos mais importantes no
tratamento do DM e, nas ultimas décadas, tem demonstrado apresentar multiplos
potenciais, como anticancerigeno e anti-inflamatério. Reconhecida por ser um agonista
AMPK, o que esta relacionado ao seu efeito hipoglicémico, a MET é capaz de modular a
ativacdo de mTOR, o qual, por sua vez, influencia no direcionamento da célula para
sobrevivéncia ou apoptose. Por isso, é relevante avaliar o efeito da MET na ONMB.

Vale, ainda, salientar que com o envelhecimento da populagdo mundial, o cancer
de mama, uma situacdo de risco para metastases 0sseas e que, muitas vezes, torna
necessario o uso de farmacos como BFs, além da osteoporose, outra situacdo também
tratada rotineiramente com BFs, sdo comorbidades bastante prevalentes, ademais do DB
e da necessidade do tratamento cronico com MET. Esse fato inegavelmente contribui para

valorizar a importancia do nosso estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Avaliar o impacto do diabetes experimental e da MET na ONMB induzida por
AZ.

4.2.  Objetivos Especificos

Em animais submetidos ao protocolo experimental de ONMB, analisar o efeito
do diabetes experimental e da administracdo cronica da MET:

o Na proporcao de células ésseas ostedcitos e osteoclastos, bem como
na expressdo de TRAP na area de tecido 6sseo mandibular submetida a exodontia.

. Na populagéo de células inflamatérias e na expresséo de F4/80 na area
de tecido 6sseo mandibular submetida & exodontia.

o Na atividade de neutrofilos na gengiva subjacente ao de tecido 6sseo

mandibular submetido a exodontia.

Em sobrenadante de cultura de células RAW 267.4:
. Averiguar a ativacdo do inflamassoma de forma indireta através da
producdo de IL-1p em células submetidas ao tratamento com AZ.
. Avaliar o efeito do tratamento com MET sobre a produgéo de IL-13

em células submetidas ao tratamento com AZ
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S. MATERIAIS E METODOS

5.1. Selegdo de animais

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos, com massa corpdrea de 180 a 300
gramas para as analises no presente estudo. Esses animais foram provenientes do Biotério
central da Universidade Federal do Ceard e mantidos em gaiolas apropriadas, em um
ambiente com temperatura controlada (22-25 °C), exaustdo de ar, ciclo de 12 h
claro/escuro cada, com livre acesso a agua potavel e racéo padrdo, respeitando o nimero
maximo de 03 animais por caixa.

Os estudos foram iniciados apenas apds aprovacio da Comisséo de Etica no Uso
de animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceard, com numero de protocolo
56490205109.

5.2. Modelo experimental de indugdo da ONMB por BFs

Embora muitos modelos experimentais de desenvolvimento da ONM associada
ao uso de BFs tenham sido descritos envolvendo a inducgéo de infeccdo ou inflamacao,
bem como alguma comorbidade sistémica (SONIS et al., 2009), o modelo experimental
de indugdo de ON envolvendo o trauma 6sseo mandibular combinado ao uso crénico de
BFs (ONMB) tem sido bem recorrido na literatura cientifica (SILVA et al., 2015; HOWIE
etal., 2015; KOLPAKOVA et al., 2017).

Em grande parte dos estudos, a espécie animal escolhida para o referido modelo
experimental de ON induzida por BFs € o rato Wistar. Os animais desta espécie
apresentam cavidade oral de tamanho e resisténcia tecidual ideais para fornecer amostras
satisfatorias as diversas analises, bem como se reproduzem com facilidade, além de serem
animais versateis e faceis de manusear e apresentarem anatomia alveolar 6ssea da regido
molar semelhante a dos humanos. Com relacdo ao BFs, embora alguns autores tenham
recorrido ao uso do alendronato (CONTE NETO et al., 2016), o zoledronato ou acido
zoledrénico (AZ) tem sido bastante utilizado atraves da via de administracdo endovenosa
e parece ser eficiente no desenvolvimento da lesdo de ONMB associada a exodontia do
primeiro molar inferior esquerdo (SILVA et al.,, 2015; HOWIE et al., 2015;
KOLPAKOVA etal., 2017). A via de administragéo influencia diretamente na ocorréncia
de ON, de tal forma que a via endovenosa, por propiciar maior biodisponibilidade do

farmaco, tornou-se mais Util ao nosso estudo.
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5.3. Protocolo experimental de inducdo da ONM por BFs

Para inducdo da ONMB, foi utilizado o modelo experimental preconizado por
Silva e colaboradores (2015). O AZ (SUN pharma) foi dissolvido em solugéo salina 0,9%
estéril e foi administrado na dose de 0,2 mg/kg semanalmente por via endovenosa, durante
3 semanas consecutivas (dias 0, 7 e 14). Ao 42° dia ap0s a primeira administracdo, foi
realizada exodontia do primeiro molar inferior esquerdo.

Neste procedimento, o animal foi previamente anestesiado com a combinagéo
de xilazina e quetamina (90 e 10 mg/kg, i.p., respectivamente). Foram, entdo, realizados
procedimentos de sindesmotomia e de luxacdo, com auxilios de sonda exploradora
namero 05 e espatula 3S, seguidos da extracdo do primeiro molar inferior esquerdo, com
auxilio de espatula Lecron ou de porta agulha de Mayo. Uma semana apos a referida
exodontia, correspondente aos 49 dias ap6s a primeira administracdo de AZ, os animais
receberam dose adicional de AZ, de forma semelhante as anteriores, e foram eutanasiados
por meio de exsanguinacdo sob prévia anestesia, ao 70° dia experimental.

Os demais animais, que ndo foram submetidos 8 ONMB por AZ, receberam, nos

respectivos dias, a administracdo de solucdo salina 0,9%.

5.4. Modelo experimental de indugdo do DM

O DM pode ser induzido experimentalmente através de destruicdo quimica de
células B pancreaticas (SZKUDELSKI, 2001), remocdo cirdrgica do pancreas (KUMAR
etal., 2012), dietas hiperglicémicas ou hiperlipidicas (MUNSHI, JOSHI & RANE, 2014)
e altas doses de horménios hiperglicemiantes, como corticoides (MARTINEZ et al.,
2016). Porém, o método mais Util para inducdo de DM em laboratdrio, dada a sua
facilidade e rapidez, é a administracdo de determinadas substancias quimicas de
toxicidade seletiva para células B pancreaticas (KING, 2012).

Dentre estas substancias quimicas, destacam-se o aloxano e a estreptozotocina,
ambos capazes de induzir destruicdo de células B pancreaticas (SZKUDELSKI, 2001;
LENZEN, 2008). Nos casos de animais que devem sobreviver por longos periodos de
tempo, a administracdo de estreptozotocina pode ser invidvel, em decorréncia de seus
efeitos hepatotoxicos e renais, além do fato de que tal farmaco produz sinais clinicos mais
severos da doenca, requerendo a administracdo de insulina nesses casos. Logo, em
protocolos experimentais extensos, a administracdo de aloxano pode ser preferivel
quando se pretende induzir DM nos animais em modelos experimentais longos (SILVA
& NOGUEIRA, 2015).



35

De fato, observa-se que aloxano provoca sinais clinicos semelhantes aqueles em
pacientes diabéticos, tais como perda de peso corporal, glicosuria, polifagia, polidipsia,
hiperglicemia, cetonuria, cetonemia, além de possuir pequena acdo oncogénica e menor
custo comparada a estreptozotocina (SILVA & NOGUEIRA, 2015). Além disso, tem sido
observada hiperglicemia sustentada por até 60 dias apds uma Unica administracdo de
aloxano seguida de jejum de 12 ou 18 horas (PEREIRA, 2017).

5.5. Protocolo experimental de inducdo do DM

Foi utilizado o modelo de DM induzido pelo aloxano (Sigma-USA) em ratos,
conforme ja preconizado pela literatura cientifica (ORIDUPA, OVWIGHOSE & SABA,
2017; IGHODARO, ADEOSUN & AKINLOYE, 2018; MIRANDA PEDROSO et al.,
2019). Este modelo experimental consiste em uma Unica administracdo endovenosa desse
referido farmaco nos animais previamente pesados e anestesiados com Xxilazina e
quetamina (90 e 10 mg/Kkg, i.p., respectivamente), em ambiente com pouca luminosidade,
apos jejum para sélidos de 12 horas.

Para tal administracdo, o aloxano foi pesado em balanca de precisdao, em sala
com pouca luminosidade, dissolvido em solucéo salina 0,9% estéril e acondicionado em
tubo de fundo conico 10 cc (Tubo de Falcon) envolvido com papel aluminio, dada a
elevada fotosensibilidade deste composto.

Este protocolo experimental foi previamente realizado por nosso grupo de
pesquisadores (PEREIRA, 2017), em camundongos, que o aloxano foi administrado
endovenosamente nas doses de 25 mg/kg, 50 mg/kg, 75 mg/kg, 100 mg/kg e 125 mg/kg.
A glicemia em jejum de 6 horas foi avaliada 15 dias ap6s tal administracéo. Foi observada
hiperglicemia associada a boa taxa de sobrevida dos animais ap0s a utilizacdo de doses a
partir de 50 mg/kg e, portanto, esta foi a dose de aloxano escolhida para ser utilizada na
presente pesquisa cientifica. Tal dose de 50 mg/kg estd de acordo com a literatura
cientifica para ratos, que indica doses de 40 a 200 mg/kg de aloxano para indugéo de
hiperglicemia nestes animais (KING, 2012).

Alguns estudos relatam que a administracdo de aloxano promove um aumento
nos niveis séricos de insulina provavelmente em decorréncia de influxo de ions célcio ao
citosol das células 3. Porém, trata-se de uma liberacéo de curta duracéo e inicial, seguida
por completa supressao da resposta das ilhotas pancreaticas a glicose, em decorréncia de
necrose das células B (SILVA & NOGUEIRA, 2015). Em decorréncia desse efeito, para

evitar morte por hipoglicemia subita, os animais receberam glicose a 10% em agua por
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12 horas e os alimentos solidos foram incluidos uma hora apos a injecdo de aloxano
(CHAGAS et al., 2019).

Assim, em nosso estudo, 0s animais pertencentes aos grupos em que DM foi
induzida receberam a Unica administracdo endovenosa de 50 mg de aloxano 7 dias
previamente ao inicio da inducdo de ONM por AZ. Os demais animais receberam, nesse
mesmo periodo experimental, a administracdo apenas de solugéo salina 0,9%. Todos 0s
animais tiveram o controle de suas glicemias em jejum do inicio ao término do protocolo

experimental.

5.6. Abordagem Farmacoldgica: Metformina

A MET (Prati donaduzzi, comprimido de 500 mg) foi dissolvida em solucao
salina 0,9% e administrada diariamente na dose de 250 mg/kg aos animais por gavagem,
desde o dia experimental -7 até a eutanasia. Essa dose foi escolhida com base em
protocolos experimentais publicados anteriormente na literatura cientifica, em que a MET
apresentou atividade anti-inflamat6ria em ratos Wistar, sem demonstrar efeitos toxicos
subjacentes (NAKAGAWA et al., 2021; AL ZA'ABI et al., 2021).

5.7. Grupos experimentais

Na presente pesquisa cientifica, os animais foram divididos em 5 grupos
experimentais:

. Grupo 1 (Grupo naive): Os animais ndo foram submetidos a inducéo de
DM ou de ONM e ndo receberam administracdo de alguma substancia. Esses animais
forneceram dados de controle basal para os protocolos experimentais desta presente
pesquisa.

o Grupo 2 (Grupo ONMB): Os animais foram submetidos apenas a
administracdo semanal de AZ nos dias 0, 7, 14 e 49, seguindo recomendacOes ditas
anteriormente, para inducdo da ONM.

o Grupo 3 (Grupo DM): Os animais foram submetidos & administracdo Unica
de aloxano no dia -7, seguindo recomendagdes ditas anteriormente, para indugdo do DM,
e ndo foram submetidos & inducédo de ONM.

o Grupo 4 (Grupo DM + ONMB): Os animais foram submetidos a
administracdo de aloxano no dia -7, bem como as administracdes de AZ nos dias 0, 7, 14
e 49, visando inducdo do DM e da ONM.
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o Grupo 5 (Grupo ONMB + MET): Os animais receberam a administracao
de MET, por gavagem, do dia -7 ao 70° dia experimental, bem como a administracdo
semanal de AZ nos dias 0, 7, 14 e 49.

Essa tabela representa adequadamente a distribuicdo dos grupos experimentais:

Tabela 1: Resumo dos grupos experimentais.

Protocolo/ Naive ONMB DM DM+ONMB ONMB+MET
Grupo
Aloxano x x v v x
AZ ) & v x v v
Mer | x x X v
EXODONTIA ‘/ \/ \/ ‘/ \/

O protocolo experimental, de modo geral, seguiu-se conforme ilustrado na figura

Dias 0,7 e 14

Administragdo endovenosa Unica Administracdo endovenosade
de aloxano (50 mgl/kg) e inicio da Acido Zoledronico (0,2 mg/kg).
administragcao por gavagem de
Metformina (250 mg/kg).

Exodontia do 1° molar
inferior esquerdo.

Administracdo endovenosa de
Acido Zoledronico (0,2 mg/kg).

Eutanasia.

Arquivo préprio
Figura 1: Protocolo experimental de indugdo do DM e/ou ONMB. Os animais receberam, por gavagem,
a administracdo de MET ou solucéo salina 0,9% diariamente durante todo o protocolo experimental, desde o dia -7 ao
dia da eutanasia. A administracdo Gnica endovenosa de aloxano ocorreu no dia -7. A Administracdo endovenosa de AZ
ocorreu nos dias 0, 7, 14 e 49. Ap6s eutanasia dos animais no 70° dia experimental, foram removidas as hemiarcadas

submetidas a exodontia e o tecido gengival subjacente para as analises do presente estudo.
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5.8. Analise da variacdo de massa corpoérea e da glicemia em jejum

Todos os animais tiveram suas massas corporais medidas diariamente, durante
todo o periodo experimental. Para fins ilustrativos, os valores foram considerados
semanalmente na andlise estatistica e estdo expressos como a variacdo de massa corpdrea
(9), em relacdo a massa inicial, a qual foi aferida no dia -7.

Além disso, nos dias -7, 0, 14, 28, 42, 56 e 70 os animais foram submetidos a
jejum de 12 horas e tiveram suas glicemias aferidas.

5.9. Obtencdo das amostras apos eutanasia dos animais

No dia experimental 70, conforme protocolos acima, 0s animais foram
eutanasiados por exsanguinagao, apos anestesia com xilazina e quetamina (90 e 10 mg/kg,
i.p., respectivamente).

Depois de constatado o ébito, foi removida a hemiarcada mandibular esquerda e
o tecido gengival subjacente a area de interesse (primeiro molar inferior esquerdo) de
cada animal, sendo armazenadas em formol tamponado a 4% e em freezer a -80° C,
respectivamente.

Em seguida, os corpos dos animais foram destinados a freezer a -20°C, presente
no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, para posterior incineragao por

empresa responsavel.

5.10. Procedimentos Histologicos

As analises microscopicas foram avaliadas em cortes seriados das hemiarcadas
mandibulares submetidas a exodontia. Para tanto, apds eutanasia dos animais ao 70° dia
experimental, as hemiarcadas foram removidas e fixadas em formol tamponado a 10%
por 24 horas. A seguir, os referidos espécimes foram submetidos a desmineralizacdo com
EDTA a 10% tamponado com fosfato 0,1M, pH 7,0, por aproximadamente 25 dias.
Posteriormente, as hemiarcadas foram neutralizadas em banho de agua corrente por 24
horas para serem processadas em parafina, sendo entdo destinadas para avaliacdo
histolégica em hematoxilina — eosina (HE) e analise por imunofluorescéncia.

Em tais analises, foi considerada a regido 6ssea referente a exodontia do primeiro

molar inferior esquerdo.

Avaliacdo histoldgica: andlise do perfil celular
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Dos espécimes processados em parafina, foram feitos cortes seriados de 3-4 um
em micrétomo e as laminas obtidas foram coradas pelo método HE, montadas com
balsamo do Canada, para posterior analise microscdpica em microscopia de luz
convencional.

A contagem de lacunas de ostedcitos (vidveis e vazias) e OCs (viaveis e
apoptdticos), bem como de neutrofilos e de mononucleares, foi considerada nesta
avaliacdo. Para isso, foram obtidas fotografias de diferentes campos microscépicos de
grande aumento (400x) no sitio de andlise.

A saber, foram considerados OCs celulas multinucleadas adjacentes ao tecido
6sseo. Os OCs foram considerados apoptéticos e sob efeito do AZ quando apresentavam
caracteristicas peculiares, como aumento do tamanho, bem como nucleos mais numerosos
e picndticos, com condensacdo de cromatina nuclear, além de vacuolizacdo

intracitoplasmatica, conforme literatura cientifica (GROSS et al., 2017; SILVA et al.,

2015) (Figura 2).
.
- !

Osteoclasto

apoptot»i‘ ‘
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I

Osteoclasto
apoptatico

Arquivo préprio
Figura 2: Imagem representativa de osteoclastos considerados viaveis e apoptéticos no presente

estudo.

A referida andlise foi realizada com auxilio do software Image J®
(YAMASHITA et al., 2011).
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Expressdo de F4/80 e TRAP por Imunofluorescéncia

Para tal andlise, os mesmos blocos utilizados na analise histolégica foram
cortados em cortes seriados (4pum) em laminas com poli L-lisina (Probe on Plus®)
adequadas para a técnica de imunofluorescéncia. Foram obtidos cortes a partir dos tecidos
fixados em parafina. As laminas contendo os cortes foram mantidas em estufa por 1 hora
a 60°C, seguido por dois banhos em Xilol por 10 minutos para desparafinagéo dos tecidos.
O excesso de Xilol e hidratacéo dos tecidos foi feito por banhos sucessivos de Etanol em
concentracdes decrescente de, a saber: 2 banhos de 10 min de Etanol absoluto; 1 banho
de Etanol a 90%, 70%, 50% por 5 minutos, nessa ordem. As laminas foram, entéo, lavadas
em é&gua corrente por 10 min, seguido por 3 banhos de PBS por 5 min, cada. A
recuperacdo antigénica foi feita em Tampdo Citrato de Sédio 0,1 M (pH 6,0), a
temperatura de 95 °C, por 30 minutos, seguida de resfriamento, a temperatura ambiente,
durante 20 minutos. Apos essa etapa foram feitos 3 banhos de 5 min de PBS. A
permeabilizagdo das membranas foi feita em solugéo contendo 200 pL de PBS, 4 mL de
Albumina Sérica Bovina (BSA) 5% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e 200 L de
triton X-100 0,1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) durante 10 min.

Em seguida, foram feitas 3 lavagens com PBS de 5 min cada. O Bloqueio das
ligacOes inespecificas foi feito com Glicina 0,3M (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)
em BSA 5% por 30 min. Os tecidos foram incubados em temperatura de 2 — 4°C,
overnight, com os anticorpos primarios feitos em coelho anti-f4/80 (1:200, Cell Signaling
Technology, EUA) e anti-TRAP (1:100, Invitrogen, EUA). Completado o tempo de
incubagdo do anticorpo primario, foram feitas 3 lavagens de 5 min cada com PBS para
posterior incubagdo com o anticorpo secundario de donkey, anti-igG de coelho (1:200),
Alexa Fluor 568 (Invitrogen, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) durante 1 hora e 30 min na mesma concentracao estabelecida para o anticorpo
primario. A partir desse ponto, as etapas que sucedem foram feitas protegidos da luz.
Apbs o término da incubacao do anticorpo secundario, foram feitas 3 lavagens com PBS
durante 5 min cada. Os nucleos celulares foram marcados com DAPI (Invitrogen®, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (4 uL em 200 mL de PBS)
durante 30 min, seguido por lavagens sucessivas em agua destilada, totalizando 3
lavagens de 5 min cada. Para montagem das laminas, foi utilizado o meio Prolong Gold
Antifade Mountant (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA). Para a aquisicdo das fotomicrografias, foi utilizado um microscopio de

fluorescéncia (ByoTek Cytation Imaging, Agilent, Santa Clara, CA, EUA).
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As imagens obtidas foram analisadas através de um “software” de imagem
(Image J, National Institutes of Health, Washington, DC, EUA). A quantificacdo da area
fluorescente foi feita por diferenciacdo dos pixels fluorescentes relacionados a
fluorescéncia vermelha (Alexa Fluor 568) e a coloracdo azul para a identificacdo dos
nacleos celulares marcados com o DAPI. Foram estabelecidos limiares de cores de
deteccdo, estes foram padronizados em todas as quantificaces. Os dados obtidos foram
expressos em darea de fluorescéncia por meio da comparacdo da intensidade de

fluorescéncia do marcador alvo com o DAPI (100%).

5.11. Avaliacéo da atividade da enzima Mieloperoxidase no tecido gengival

A mieloperoxidase (MPO), uma enzima presente em granulos de neutrdfilos, é
utilizada como marcador da presenca dessas células no tecido inflamado. Em nosso
estudo, essa enzima foi avaliada no tecido gengival subjacente a area da exodontia em
espécimes mandibulares de animais submetidos ao presente protocolo experimental. Sua
presenca foi determinada por método colorimétrico e a leitura final realizada em leitor de
placas. Resumidamente, cada amostra foi pesada e homogeneizada em solucdo NaCl e
EDTA dissodico diluidos em Tampé&o Fosfato (0,02M) e triturada em TissueLyser LT da
Quiagen usando beads de aco de 4,5 mm. As amostras foram, ent&o, centrifugadas (3000
rpm, 15 min, 4°C) com posterior descarte do sobrenadante e ressuspensdo do pellet em
solucdo hipotbnica (NaCl 0,2%) para lise celular. Apds nova centrifugacdo, o pellet
resultante foi ressuspenso em 300 pL de tampdo NaPOs 0,05 M, pH 5,4, contendo
brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5% (HTAB, Sigma-Aldrich/Merck Millipore, Sdo
Paulo, Brasil). A atividade da MPO foi determinada utilizando uma mistura 1:4 de
tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H20. (0,5 mM). A reacdo foi interrompida com uma
solucdo de acido sulfarico (2M) e a absorbancia foi analisada a 450 nm usando um
espectrofotdmetro. As leituras de absorbancia foram plotadas em uma curva padréo de
neutrofilos peritoneais de camundongos, como descrito por Dornelas-Filho e
colaboradores (DORNELAS-FILHO et al., 2018). Os resultados obtidos foram expressos

como atividade de MPO (neutrofilos/mg de tecido).

5.12. Cultivo das linhagens de Raw 264.7

A linhagem de Macrofagos murinos (ATCC® clone TIB-71™) foi adquirida do
Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivada em meio DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Gibco ® - Thermo Fisher Scientific) e 1% de antibidtico (100 Ul/ml
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de Penicilina/estreptomicina 100 pg/mL) (Sigma) em estufa a 37°C em incubadora com
95% de umidade e 5% de CO». O crescimento celular foi observado em um microscopio
invertido de contraste de fase.

A manutencéo foi realizada duas vezes por semana em camara de fluxo laminar
vertical com nivel de biosseguranca 1, removendo as células mecanicamente da garrafa

(Kasvi, 75 cm?, volume de 250 mL), quando atingida a confluéncia de 60 — 70 %.

5.13. Ensaio de toxicidade em Macrofagos murinos pelo método do Alamar
Blue (Resazurina)

A determinagdo da viabilidade celular induzida pela pelo AZ e/ou MET foi
avaliada pelo método alamar blue em Macrdfagos Raw 264.7 (3x10° células/mL em
placas de 96 pocos). Apos 24 horas de crescimento celular, foram adicionadas diferentes
concentracdes de AZ e/ou MET (1,000 — 0,001 pug/mL de PBS) por 24, 48 e 72 h, sendo
considerado controle o grupo somente com o meio de cultivo. Apés o tempo de
incubacdo, o meio de cultivo foi removido e foi adicionado o corante (0,312 mg/mL,;
VETEC) e incubado 5% CO; a 37°C por no minimo 1h. As placas foram lidas em um
leitor de microplacas (BioTek Synergy HT), utilizando comprimento de onda de
excitacdo a 530-560 nm e emissdo em 590nm. Os resultados da viabilidade foram

expressos como percentual de viabilidade celular, determinado através da formula:

Abs da amostra

Viabilidade (%) = ( )xlOO

Abs da média do grupo controle DMEM

Vale ressaltar que o ensaio de toxicidade celular foi inicialmente realizado para
decidirmos a concentracao e o tempo de incubacdo em relacdo aos tratamentos com AZ
e/ou MET.

5.14. Dosagem de IL-1p no sobrenadante da cultura de células

O sobrenadante da cultura de macrofagos RAW 264.7 tratados com AZ (10 uM),
MET (4 Mm) e AZ+MET (10 uM e 4 mM, respectivamente) foi congelado a -80° C para
a posterior dosagem de IL-1B pelo método ELISA (SUN et al., 2017).

Para isso, placa de 96 pogos com superficie de alta ligac&o foi sensibilizada com
100 pL de anticorpos murinos de captura anti-IL1 (R&D systems) por 12h a 4° C.
Posteriormente, as liga¢bes foram bloqueadas com BSA 1% (em PBS) e o sobrenadante
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proveniente do cultivo celular foram incluidos nos pocos e incubados por mais 2 h a 4°
C. Os anticorpos de detec¢do foram adicionados a placa e esta foi incubada por 2h. Em
seguida, a placa foi lavada novamente e foram adicionados 100 puL do complexo diluido
(1:40) de HRP-streptavidina sendo a placa protegida da luz a partir desta etapa. Apds 20
minutos, foi acrescentado o substrato para a enzima e a placa ficou incubada a 25°C por
mais 20 minutos. Para interromper a reacdo enzimaética e realizar a leitura, 50 pL da
solucdo contendo &cido sulfurico 2N (H2S04) foi adicionada.

A leitura foi realizada em espectrofotémetro utilizando o comprimento de onda
de 450 nm. Os resultados foram expressos em picograma de citocinas/mL de
sobrenadante, sendo a concentragdo das amostras obtidas a partir de uma curva padréo de
cada citocina com 8 concentragdes diferentes, partindo de uma diluigdo seriada. A

concentracdo inicial foi de 4000 pg/ml para IL-15.

5.15. Anélise estatistica

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Apoés
executar um teste de normalidade, os dados foram analisados usando One-way ANOVA
e pos-teste Bonferroni, ou Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn, conforme o caso. Em todas
as situacdes, foi adotado o nivel de significancia p<0,05. Além disso, foi utilizado o
software GraphPad Prism® versdo 8.0.

5.16. Aspectos éticos

Todos os protocolos in vivo indicados nesse projeto foram submetidos e
aprovados pela Comisséo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
do Ceard, sob o0 numero 5649020519. Os pesquisadores envolvidos se comprometeram
em envidar todos os esforcos para reduzir ao minimo o numero de animais utilizados,
bem como o sofrimento dos mesmaos, de acordo com os principios éticos para se trabalhar
com animais de laboratorio.

Quanto aos ensaios in vitro, a execucdo do projeto de pesquisa foi aprovada pela
Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca CTNBIo, autorizando a manipulacdo de
Organismo Geneticamente Modificado da classe de risco 2 (OGM NB2). A manipulagéo
e descarte de residuos dessa linhagem seguiu os padrfes técnicos estabelecidos para
manipulacdo de OGM NB2.
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6. RESULTADOS

6.1. Glicemia em jejum e variaco de massa corporea dos animais

A ONMB ndo causou alteragdes importantes na glicemia em jejum e na variagédo
de massa corporea dos animais, em comparacgéo a animais do grupo controle Naive (Figuras
3A e 4A). Diferentemente, os animais submetidos a inducdo de DM apresentaram um
aumento expressivo na glicemia em jejum e reducdo de peso significante, durante os 77
dias experimentais, em comparagdo aos animais do grupo controle Naive (Figuras 3A e
4A). Interessantemente, a administracao diaria de MET causou uma reducéo significante
na glicemia em jejum nos dias experimentais 0, 14, 42 e 56 e no peso dos animais durante
todo o protocolo experimental, em comparagdo aos do grupo controle Naive (Figura
Figuras 3B e 4B).
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Figura 3: Glicemia em Jejum dos animais no decorrer do protocolo experimental. Os referidos valores foram
considerados nos dias -7, 0, 14, 28, 42, 56 e 70, para os grupos Naive, ONMB, DM, DM+ONMB (A) e Naive, ONMB,
ONMB+MET (B). *p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagdo ao grupo controle Naive.

# p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagdo ao grupo controle ONMB.
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Figura 4: Variagdo de massa corpdrea dos animais no decorrer do protocolo experimental. Os referidos foram
considerados nos dias -7, 0, 14, 28, 42, 56 e 70, para os grupos Naive, ONMB, DM, DM+ONMB (A) e Naive, ONMB,
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ONMB+MET (B). *p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagdo ao grupo controle Naive.
# p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagdo ao grupo controle ONMB.

6.2. Analise de parametros 0sseos no 0sso alveolar de espécimes
mandibulares submetidos a exodontia

Lacunas de ostedcitos

Foram observadas importantes alteracdes histologicas no sitio de analise do tecido
6sseo mandibular dos animais que receberam as injecdes endovenosas de AZ (0,2 mg/kg),
nos dias experimentais 0, 7, 14 e 49, indicando necrose 0ssea. Estas estdo representadas
por um aumento do nimero de lacunas de osteGcitos vazias e concomitante redugdo da
viabilidade de ostedcitos nos animais do grupo ONMB (45.05 + 3.772) em comparagdo
aqueles do grupo controle Naive (14.12 + 1.47) (Figuras 5 A-F e 6). O DM (38.57 £ 9.08),
por sua vez, também influenciou nesse parametro de forma significante, porém néo
exacerbou a necrose Gssea em animais recebendo AZ, como evidenciado no grupo DM +
ONMB (39.80 + 9.05) (Figuras 5 G-L e 6).

NAIVE ONMB DM DM + ONMB

Figura 5: Fotografias de laminas histoldgicas coradas em HE dos grupos Naive, ONMB, DM e DM+ONMB. A
regido analisada foi a regifo Ossea circunjacente ao 0sso em cicatrizagdo (aumento 400x) dos grupos NAIVE (A-C),
ONMB (D-F), DM (G-1) e DM + ONMB (J-L). As setas indicam areas de necrose 6ssea, com lacunas de ostedcitos
vazias. Essas areas foram mais proeminentes nos grupos que receberam o AZ.
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Figura 6: Porcentagem de lacunas vazias de ostedcitos nos grupos Naive, ONMB, DM e DM+ONMB. A regido
analisada foi o tecido Gsseo circunjacente a0 0sso em cicatrizagdo pds exodontia. *p<0,05 representa os dados

estatisticamente significantes em comparag&o ao grupo controle Naive.

Enquanto isso, a administracdo didria de MET (250 mg/kg), durante 77 dias
experimentais, preveniu a referida necrose 6ssea (Figura 7 G-1), de tal forma que o grupo
de animais recebendo AZ e tratados com MET, representados pelo grupo ONMB + MET
(24.43 £ 3.83), apresentou menor quantidade de lacunas de ostedcitos vazias e, por
consequéncia, maior nimero de ostedcitos vidveis, em comparagdo ao grupo ONMB
(45.05 + 3.77) (Figura 8).
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NAIVE ONMB ONMB+MET

Figura 7: Fotografias de laminas histologicas coradas em HE dos grupos Naive, ONMB e ONMB+MET. A regido
analisada foi a regido dssea circunjacente ao 0sso em cicatrizagdo (aumento 400x) dos grupos NAIVE (A-C), ONMB (D-
F), ONMB+MET (G-I). As setas indicam &reas de necrose dssea, com lacunas de ostedcitos vazias. Observa-se uma
reducdo desse aspecto no grupo tratado com MET.
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Figura 8: Porcentagem de lacunas vazias de ostedcitos nos grupos Naive, ONMB e ONMB+MET. A regido analisada
foi o tecido 6sseo circunjacente ao 0sso em cicatrizagdo pds exodontia. *p<0,05 representa os dados estatisticamente

significantes em comparagédo ao grupo controle Naive. # p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em
comparagao ao grupo controle ONMB.

NUmero de Osteoclastos
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O protocolo experimental utilizando AZ, no presente estudo, caracterizou-se por
uma elevacdo expressiva no nimero de OCs nos sitios alveolares analisados, conforme
observado no grupo ONMB (11.2 £ 1.52) em relagcdo ao grupo Naive (1 = 0.68) (Figura
9A). Este resultado ocorreu as custas do aumento significante da quantidade de OCs
apoptoticos em espécimes dos animais submetidos a ONMB (77.22 £ 4.6), em comparacao
aos grupos de animais Naive (0.0 + 0.0) (Figura 9B).

Contudo, apesar do grupo DM (6.28 £ 1.58) também ter apresentado um aumento
significante no numero total de OCs em comparacao aos animais Naive (1 + 0.68), 0 mesmo
ndo apresentou elevacdo importante da porcentagem de OCs apoptéticos (26.7 £11.28)
(Figuras 9 A e B). Alem disso, os espécimes dos animais com DM também submetidos a
ONMB, no grupo DM + ONMB, néo apresentaram indicios acentuados do nimero total de
OCs (10 £ 1.85) e de OCs apoptdticos (78.68 +£5.26), em comparacdo aos animais dos
grupos ONMB (Figuras 9 A e B).
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Figura 9: Efeitos dos protocolos experimentais de ONMB e DM no nimero de Osteoclastos para os grupos Naive,
ONMB, DM e DM+ONMB. O ntimero total de osteoclastos (A) e a porcentagem de osteoclastos apoptéticos (B) foram
analisados no tecido 6sseo periférico do 0sso em cicatrizacéo pds exodontia, sendo fotografados sitios da regido superior,
intermediaria e apical do mesmo. Assim, o nimero total de osteoclastos foi dividido pela quantidade total de sitios
fotografados. *p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparag¢do ao grupo controle Naive. #

p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagéo ao grupo controle ONMB.

A administracdo de MET, no grupo ONMB + MET, néo influenciou de forma
importante no numero de OCs totais (8.33 + 0.84), mas reduziu a porcentagem de OCs
apoptoticos (40.09 + 6), em comparacgdo aos animais do grupo ONMB (Figuras 10 A e B).
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Figura 10: Efeitos dos protocolos experimentais de ONMB e DM no namero de Osteoclastos para os grupos Naive,
ONMB e ONMB+MET. O nimero total de osteoclastos (A) e a porcentagem de osteoclastos apoptéticos (B) foram
analisados no tecido 6sseo periférico do 0sso em cicatrizacéo pds exodontia, sendo fotografados sitios da regido superior,
intermediaria e apical do mesmo. Assim, o nimero total de osteoclastos foi dividido pela quantidade total de sitios
fotografados. *p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparacdo ao grupo controle Naive. #

p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagao ao grupo controle ONMB.

Expressao de TRAP por imunofluorescéncia

A atividade de OCs foi avaliada atraves da andlise da expressdo do marcador
TRAP por imunofluorescéncia. Observou-se que tanto a administracdo de AZ, no grupo
ONMB (20.28 + 1.83), quanto a indu¢do de DM, no grupo DM (29.88 + 6.94), induziram
um importante aumento na expressdo de TRAP nos tecidos 6sseos analisados, em relacao
ao grupo Naive (2.871 + 0.74). Tal analise ndo mostrou resultado exacerbado em animais
diabéticos submetidos a ONMB (19.46 £ 4.05), quando comparado ao grupo ONMB (20.28
+ 1.83) (Figuras 11 e 12).

NAIVE ONMB DM + ONMB
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Figura 11: Imagens representativas da expressdo de TRAP por imunofluorescéncia nos grupos Naive, ONMB,
DM, DM+ONMB. Escala de 100 um.
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Figura 12: Efeito da indugdo da ONMB e de DM na expressdo de TRAP por imunofluorescéncia. A anélise foi

realizada no tecido 6sseo periférico do osso em cicatrizagdo p6s exodontia. *p<0,05 representa os dados estatisticamente
significantes em comparagdo ao grupo controle Naive.

Adicionalmente, os animais submetidos &8 ONMB e tratados diariamente com
MET (43.24 + 5.59) apresentaram um aumento significativo na expressdo de TRAP, em
comparacao a animais submetidos a ONMB néo tratados (20.28 + 1.83) (Figuras 13 e 14).
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Figura 13: Imagens representativas da expressdo de TRAP por imunofluorescéncia nos grupos Naive, ONMB e
ONMB+MET. Escala de 100 pm.
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Figura 14: Efeito da administracdo de MET na expressdo de TRAP por imunofluorescéncia em animais com
ONMB. A anélise foi realizada no tecido 6sseo periférico do 0sso em cicatrizagdo pos exodontia. *p<0,05 representa 0s

dados estatisticamente significantes em comparagéo ao grupo controle Naive.

6.3. Analise inflamatoria no osso alveolar de espécimes mandibulares

submetidos a exodontia

Numero de células inflamatorias

A inducdo de ONMB (124.4 £ 15.29) e de DM (98.71 + 33.22) causou um
aumento significante no nimero total de leucdcitos, no tecido 6sseo alveolar analisado, em
comparacdo aos de animais pertencentes ao grupo Naive (49.5 £ 9.66). Em animais
submetidos a ambos os protocolos experimentais, estes pertencentes ao grupo DB+ONMB
(232.8 £ 39.54), observou-se elevagdo ainda mais expressiva especificamente no nimero
total de leucdcitos, com diferencas significantes quando comparado aos animais do grupo
ONMB ou DM (Figura 15).
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Figura 15: Efeito da indugdo da ONMB e de DM no nimero de leucdcitos no tecido 6sseo alveolar pos exodontia.
A regido analisada foi fotografada em sitios da regido superior, intermediaria e apical do mesmo. Assim, o nimero de

células inflamatérias foi dividido pela quantidade total de sitios fotografados. *p<0,05 representa os dados
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estatisticamente significantes em comparacdo ao grupo controle Naive. # p<0,05 representa 0s dados estatisticamente

significantes em comparagéo ao grupo controle ONMB.

A administracdo diéria de MET, entretanto, ndo foi capaz de prevenir o aumento
do nimero de leucdcitos totais em animais recebendo 0 AZ, segundo protocolo do presente
estudo, conforme observado no grupo ONMB + MET (105.2 + 1.09) (Figura 16).
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Figura 16: Efeito da administracdo de MET no namero de leucdcitos no tecido 6sseo alveolar pds exodontia, em
animais com ONMB. A regido analisada foi fotografada em sitios da regido superior, intermediaria e apical do mesmo.
Assim, o nimero de células inflamatérias foi dividido pela quantidade total de sitios fotografados. *p<0,05 representa 0s
dados estatisticamente significantes em comparagéo ao grupo controle Naive.

Quanto a proporcdo polimorfonucleares:mononucleares por grupo, esta foi de
15,5%:84,5% e 13,3%:83,7% para 0s grupos ONMB e DM, respectivamente, com
diferencas significantes em comparacao ao grupo Naive, o qual apresentou esta propor¢éo
em 3,5%:96,5%. Além disso, essa propor¢do no grupo DM + ONMB foi de 24,4%:75,6%,
gue também apresentou diferencas significantes em relagcdo aos animais Naive. Porém, com
relacdo ao grupo de animais com ONMB tratados com MET, as respectivas porcentagens

foram de 6%:94%, sendo similares aquelas do grupo Naive (Figura 17).
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Figura 17: Porcentagem de polimorfonucleares e mononucleares no tecido dsseo alveolar pds exodontia. A regido
analisada foi fotografada em sitios da regido superior, intermediaria e apical do mesmo. Assim, o nimero de células
inflamatorias foi dividido pela quantidade total de sitios fotografados. *p<0,05 representa os dados estatisticamente

significantes em comparagdo ao grupo controle Naive.

Expresséo de F4-80 por imunofluorescéncia

O F4-80 € um marcador restrito da presenca de macrofagos e sua expressado foi
analisada através de imunofluorescéncia do tecido 6sseo alveolar em cicatrizacdo pés
exodontia. A saber, ambos os protocolos experimentais de ONMB e de DM apresentaram
resultados equivalentes e, portanto, em ambos os grupos ONMB (8.41 £ 0.87) e DM (8.85
+ 1.1), observou-se aumento da expressdo deste marcador de forma significante em
comparagdo aos animais do grupo controle Naive (2.9 £ 0.36). Interessantemente, na
condicdo de hiperglicemia concomitante a administragdo de AZ, observou-se

intensificacdo deste aumento na expressdo de F4/80, de modo que o grupo DM+ONMB
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(13.47 = 3.66) apresentou aumento significante deste parametro em comparacdo aos

animais dos grupos ONMB (8.41 £ 0.87) ou DM (8.85 + 1.1) (Figuras 18 e 19).
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Figura 18: Imagens representativas da expressao de F4/80 por imunofluorescéncia nos grupos Naive, ONMB, DM,

DM+ONMB. Escala de 100 um.
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Figura 19: Efeito da inducdo da ONMB e de DM na expressdo de F4/80 por imunofluorescéncia. A anélise foi
realizada no tecido 6sseo periférico do osso em cicatrizagdo pos exodontia. *p<0,05 representa os dados estatisticamente
significantes em comparagéo ao grupo controle Naive. # p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em

comparagio ao grupo controle ONMB.

Além disso, observou-se que o tratamento diario com MET foi capaz de reduzir a

expressdo de F4/80 (3.37 £ 0.33) de forma significante em animais submetidos a ONMB

(8.41 £ 0.87) (Figuras 20 e 21).
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Figura 20: Imagens representativas da expressdo de F4/80 por imunofluorescéncia nos grupos Naive, ONMB,

ONMB+MET. Escala de 100 pm.
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Figura 21: Efeito da administragdo de MET em animais Naive e submetidos a ONMB na expressao de F4/80 por
imunofluorescéncia. A analise foi realizada no tecido ésseo periférico do 0sso em cicatrizagdo pos exodontia. *p<0,05
representa os dados estatisticamente significantes em comparagao ao grupo controle Naive. # p<0,05 representa os dados

estatisticamente significantes em comparagéo ao grupo controle ONMB.

6.4. Andlise da atividade de MPO no tecido gengival adjacente a area de

exodontia de espécimes mandibulares submetidos a exodontia
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A atividade de MPO é um pardmetro importante na analise da atividade dos
neutréfilos. No referido protocolo experimental, observou-se que a administracdo de AZ
causou um aumento deste pardmetro inflamatorio nos espécimes analisados do grupo
ONMB (550.2 £ 239), em comparacao ao do grupo Naive (57.51 £ 13.64). O DM aumentou
a atividade dos neutrofilos de maneira importante (323.4 + 113.4), quando comparado ao
grupo Naive (57.51 + 13.64) e aumentou este resultado em animais recebendo AZ (1141 +
341.8) (Figura 22).

20007

1500+ x4

1000+
*

+

500+ *

N° Neutréfilos / mg de tecido
o
L

T
NAIVE ONMB DM DM+ONMB

Figura 22: Efeito da indu¢do de ONMB e DM na atividade de MPO no tecido gengival. A amostra gengival foi
obtida na regido circunjacente a area de exodontia. *p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em
comparagdo ao grupo controle Naive. # p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagdo ao

grupo controle ONMB.

O tratamento diario com MET preveniu este aumento (108 + 31.43), indicando
reduzir a atividade de neutrdfilos de forma significante em comparacdo aos animais do
grupo ONMB (550.2 + 239) (Figura 23).
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Figura 23: Efeito da inducdo de ONMB e administracdo de MET na atividade de MPO no tecido gengival. A
amostra gengival foi obtida na regido circunjacente a area de exodontia. *p<0,05 representa os dados estatisticamente
significantes em comparagdo ao grupo controle Naive. # p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em

comparagdo ao grupo controle ONMB.

6.5. Analise inflamatdria em macrdfagos in vitro tratados com AZ e/ou MET
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Efeito do AZ e da MET na viabilidade celular em cultura de RAW 267.4

O tratamento com AZ n&o apresentou efeitos significantes na viabilidade de RAW
264.7 em nenhuma das concentragdes (LM) utilizadas no presente estudo nos tempos de
incubacdo de 24, 48 e 72 horas (Figura 24).
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Figura 24: Efeito de diferentes concentragdes do AZ na viabilidade de RAW 264.7. Os tempos de incubacdes foram
de 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas.

Diferentemente, o tratamento com MET resultou em crescimento celular
importante na concentracdo de 4Mm no tempo de incubacdo de 24 horas (Figura 25 A).
Esse resultado, porem, ndo foi observado nos tratamentos com essa mesma concentracdo

em 48 e 72 horas (Figura 25 B e C). Em outras concentracgdes utilizadas no presente estudo,



58

nos tempos de 24, 48 e 72 horas, ndo foram observados efeitos importantes da MET na
viabilidade celular (Figura 25 A, B e C).
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Figura 25: Efeito de diferentes concentragdes de MET na viabilidade de RAW 264.7. Os tempos de incubacdes
foram de 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas.

Dosagem de IL-18 no sobrenadante da cultura de RAW 267.4

O tratamento com AZ e MET para andlise de concentracdo de IL-1f no
sobrenadante de cultura celular foi realizado utilizando as concentra¢es de 10 uM para
AZ e de 4mM para MET, com periodo de incubagdo de 24 horas. Tais concentragfes de
AZ estdo de acordo com a literatura cientifica (HAN et al., 2018; KALKAR et al., 2022) e

néo prejudicaram o crescimento celular avaliado em nosso estudo. A concentragdo de 4Mm
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para MET foi escolhida para o ensaio de ELISA por esta ter causado uma elevacao
importante no crescimento celular no tempo de 24 horas.

Observou-se que o tratamento com AZ induziu uma elevagéo significante da
concentracdo de IL-1B (68.74 + 7.21) em relacdo ao DMEM (0.00 = 0.00) e ao
sobrenadante tratado com MET (17.83 + 17.83). O tratamento concomitante de MET com

AZ preveniu esse aumento de maneira importante (0.00 = 0.00) (Figura 26).
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Figura 26: Efeito do tratamento de AZ (10 uM) e/ou MET (4mM) na concentragdo de IL-1p no sobrenadante de
cultura celular RAW 2647. *p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagdo ao controle

DMEM. # p<0,05 representa os dados estatisticamente significantes em comparagdo ao grupo AZ.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, o protocolo experimental de ONMB néo causou alteragdes
significantes na glicemia em jejum e variacdo de massa corpdrea dos animais em relacéo
aqueles do grupo Naive. Ja a inducdo DM através da injecdo Unica de Aloxano causou
hiperglicemia nos animais de forma satisfatoria, os quais apresentaram o0s valores
glicémicos de no minimo de 130 mg/dl e diferencas significantes em relacéo aos referidos
valores no grupo Naive. Clinicamente, tais animais foram acompanhados por baixo ganho
de massa corporea (g), apresentando valores discrepantes em comparacao a animais ndo
diabéticos, dentre outros sinais, como cegueira, diurese e alta mortalidade. Com relagéo
a variacao de massa corporea, aléem dos animais diabéticos, aqueles que receberam MET
por todo protocolo experimental apresentam menores valores de ganho de peso em
comparacgao aos do grupo Naive e ONMB. De fato, a literatura cientifica relata que a MET
tem sido util no controle de peso em pacientes obesos (YEREVANIAN; SOUKAS,
2019), melhora a sensibilidade periférica a insulina (CREE-GREEN et al., 2019) e é 0
principal farmaco util no controle glicémico no DM2 (RANGEL & INZUCCHI, 2017).

O AZ ¢é um dos BFs mais utilizados mundialmente por via endovenosa com
finalidade principal de prevencdo de metastases Osseas em situacdes de risco
(COLEMAN et al., 2011; CARLOS et al., 2023). O seu mecanismo de agdo baseia-se
primordialmente na inibi¢do de OCs, de tal forma que a utilizacdo deste farmaco inibe a
reabsorcdo Ossea. Consequentemente, o0 processo de remodelacdo do Osseo alveolar
visando renovacdo ou reparo 0sseo torna-se prejudicado, uma vez que nao ha
efetivamente a formacdo da lacuna de reabsorcdo Gssea priméria, 0 pontapé inicial na
dindmica do turnover 6sseo (SINGH & GONEGANDLA, 2020; JENSEN et al., 2021).
Além disso, 0 AZ também tem sido reconhecido por seu efeito anti-angiogénico (WOOD
etal., 2002; YAMADA et al., 2009; DI SALVATORE et al., 2011), o que contribui para
seu potencial anti-metastatico. Contudo, tal farmaco tem sido paralelamente associado a
necrose 0ssea, o0 principal efeito adverso decorrente do seu uso.

Assim, no presente estudo, a utilizacdo endovenosa do AZ na dose de 0,2 mg/kg,
nos dias experimentais 0, 7, 14 e 49, aliada a trauma 0sseo executado no 42° dia
experimental, foi capaz de induzir intensamente areas de necrose 0ssea nos espécimes
mandibulares analisados. A saber, a formacdo de lacunas de osteocitos vazias foi
proporcionalmente relacionada a quantificacdo de 0sso necrético em nosso estudo, uma
vez que esse achado é considerado critério essencial para determinacdo de ONMB
(SILVA etal., 2015; SOMA et al., 2022). Além disso, a observagdo de poucas células nas
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regibes imediatamente circunvizinhas ao 0sso necrético também foi caracteristica
marcante de necrose dssea observada na presente pesquisa.

Considerando a ONMB uma doenca influenciada pela presenca de mediadores
pré-inflamatorios e com mecanismos patologicos envolvendo possivelmente a
participacdo de outros tipos celulares ademais dos OCs (KANEKO et al., 2018), como 0s
macrofagos, ainda ndo completamente elucidados pela literatura cientifica, nos também
pretendemos avaliar o efeito da hiperglicemia, uma condicéo inflamatéria crénica, e da
utilizacdo de MET, um farmaco antidiabético com potenciais anti-inflamatorio e
imunomodulador (KANG et al., 2017; PODHORECKA, IBANEZ & DMOSZYNSKA,
2017; TAN et al., 2020), na evolugdo de pardmetros associados a ONMB. Assim, a
hiperglicemia foi provocada pela administragdo endovenosa Unica de Aloxano, induzindo
a situacdo de DM, enquanto que a administracdo de MET ocorreu por gavagem
diariamente durante todo o protocolo experimental, uma vez que a via de administracdo
oral é considerada padrao na utilizagdo cronica deste farmaco, com poucas possibilidades
de efeitos adversos (SHURRAB; ARAFA, 2020).

Com relacdo ao parametro de necrose 0ssea proporcional a quantificacdo de
lacunas de ostedcitos vazias, observou-se que estatisticamente o DM induziu, por si, a
ON de forma significante em comparagdo a animais representando condi¢cfes basais
(grupo Naive), porém ndo potencializou este parametro em animais fazendo uso de AZ
no presente estudo. Entretanto, salientamos que o presente protocolo experimental de
ONMB foi caracterizado por intensa area de necrose e o platd deste efeito, uma vez
possivelmente atingido, poderia ndo ter permitido observamos algum impacto do DM na
necrose 0ssea.

Sabe-se que achados prévios essencialmente clinicos indicam o0 DM como um
fator de risco ao desenvolvimento de ONMB (PEER; KHAMAISI, 2015; RAHIMI-
NEDJAT et al., 2016), sugerindo mecanismos patogénicos no DM relacionados ao
favorecimento da apoptose de OBs ou osteocitos e a reducdo da microcirculagdo 0ssea,
podendo, inclusive, 0 DM induzir, por si, necrose éssea avascular de forma nao traumatica
(KONARSKI et al., 2022). Em relacédo aos estudos in vivo, observa-se escassez de dados
comparando a ONMB em animais com ou sem DM induzida por aloxano ou
estreptozotocina, 0 que aumenta a relevancia do presente achado em nosso estudo.

Enquanto isso, em nosso estudo, a administragdo diaria de MET reduziu o
namero de lacunas de ostedcitos vazias, em comparagdo ao grupo ONMB néo tratado.

Nenhum outro estudo cientifico avaliou o efeito da administracdo oral de MET por 77
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dias experimentais, iniciando previamente a primeira injecdo de AZ, em animais com
ONM induzida exclusivamente por BFs (AZ a 0,2 mg/kg). Contudo, podemos destacar
que o efeito protetor da MET contra a ONMB observado em nosso protocolo
experimental esta em concordancia a um estudo prévio, em que a administracao diaria de
MET (250 mg/kg), por gavagem, reduziu a ocorréncia de ONM induzida por AZ (0,1
mg/kg) e corticoide em um protocolo experimental de 6 semanas (NAKAGAWA et al.,
2020). Nesse sentido, vale salientar que, apesar da MET ser considerada agonista AMPK
(BAHRAMBEIGI et al., 2019; RENA; HARDIE & PEARSON, 2017; THAKUR,
DALEY & KLUBO-GWIEZDZINSKA, 2019) e regular negativamente a funcéo de OCs
(BAHRAMBEIGI et al., 2019), o que poderia exacerbar o efeito da ONMB no presente
estudo, é também por via AMPK (BAHRAMBEIGI et al., 2019; RENA, HARDIE &
PEARSON, 2017; THAKUR, DALEY & KLUBO-GWIEZDZINSKA, 2019) que ela
regula positivamente a expressdo de genes que favorecem a atividade osteoblastica
(PARK et al., 2020), tal como 0 RUNX2 e a osteocalcina, além de aumentar a atividade
de fosfatase alcalina 6ssea, um marcador da atividade de osteoblastos (BAHRAMBEIGI
et al., 2019; JIATING, BUYUN & YINCHANG, 2019). Adicionalmente, tem sido
observado que a MET estimula o receptor do VEGFR, de tal forma que contribui para a
angiogénese e microcirculagéo local (BAKHASHARB et al., 2018). Tais fatores podem ter
influenciado neste efeito protetor da MET evidenciado em nosso estudo.

Quanto aos efeitos em células osteoclasticas, observamos que o protocolo
experimental de ONMB na presente pesquisa cientifica foi acompanhado por um aumento
significante no nimero total de OCs. Tal resultado pode parecer paradoxal ao efeito
inibitorio dos BFs sobre os OCs. Entretanto, tem sido descrito que o nimero de OCs na
superficie 6ssea, apos administracdo de BFs, tende a aumentar inicialmente e apenas apés
um periodo mais prolongado é que esse nimero se encontra reduzido (KUROSHIMA,
GO & YAMASHITA, 2012; GROSS et al., 2017).

Assim, nossos resultados estdo em conformidade com relatos prévios em que a
ONMB foi caracterizada pelo aumento do nimero de OCs (GROSS et al., 2017;
KUROSHIMA, GO & YAMASHITA, 2012) e alguns autores consideram que esse fato
ocorre de forma compensatoria decorrente da inducéo de apoptose dos OCs pelo uso de
BFs (GROSS et al., 2017). A saber, alguns achados prévios também relatam o aumento
da expressdo de NFATcl, um regulador mestre da osteoclastogénese, em OCs de
espécimes oriundos de pacientes com ONMB, indicando que esse 0 mesmo também

ocorre de forma compensatéria (WEHRHAN et al., 2019). Além disso, observamos que
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boa parte da elevacdo do numero de total de OCs decorrente da administracdo de AZ no
grupo ONMB, conforme protocolo experimental em nosso estudo, ocorreu as custas do
aumento significante do nimero de OCs considerados morfologicamente apopt6ticos, 0s
quais apresentaram nucleos celulares com condensacdo de cromatina nuclear e
vacuolizacdo intracitoplasmatica, corroborando a relatos prévios (GROSS et al., 2017).

Adicionalmente, constatamos que a hiperglicemia, por si, representada pelo DM,
também aumentou o nimero total de OCs em comparagdo ao grupo Naive e, por ser
considerada uma situacao pro-inflamatoria sistémica cronica caracterizada pelo aumento
da concentracdo tecidual periférica de mediadores pro-inflamatdrios, tal resultado pode
ter ocorrido pelo estimulo direto e indireto a funcdo osteoclastica, com inducdo da
osteoclastogénese e aumento da razdo RANKL/OPG (FORDE et al., 2018). Entretanto,
diferentemente da situacdo de ONMB, no contexto de DM, ndo observamos alteragdes
no namero de OCs apoptoticos em comparacdo ao grupo Naive. Além disso, foi
observado que o DM ndo potencializou de forma significativa no aumento do nimero
total de OCs, nem mesmo na quantidade de OCs apoptdticos, em animais com ONMB.

No presente contexto da ONMB em nosso estudo, observamos que a MET néo
influenciou nesta possivel reacdo compensatoria representada pelo aumento do nimero
total de OCs causada pela administracdo de AZ, a qual foi mencionada anteriormente.
Por outro lado, observamos que a MET reduziu significativamente a porcentagem de OCs
apoptoticos em animais submetidos ao protocolo experimental de ONMB, reduzindo a
proporcdo de OCs apoptdticos/OCs totais.

Nosso estudo foi 0 primeiro a avaliar o efeito da administracdo de MET no
namero de OCs totais e apoptdticos em um modelo experimental de ONMB. Apesar de
existirem relatos de que tal farmaco regula negativamente e induz a apoptose de OCs por
ativar AMPK (BIAN et al., 2021; PARK et al., 2020), tais resultados encontrados devem
ser melhor investigados e podem ser associados a dose de MET ou ao tempo de protocolo
experimental em nosso estudo, uma vez que tem sido observado que apenas altas doses
de MET é capaz de causar a apoptose de OCs (BIAN et al., 2021).

Mediante os dados obtidos na contagem de OCs, analisamos a expressao de
TRAP através de imunofluorescéncia em nosso protocolo experimental por este ser
considerado um eficiente método de avaliacdo da atividade de OCs. Com isso,
observamos que a ONMB foi acompanhada por um aumento significante na expressdo
deste marcador. Apesar de relatos prévios em que o0s BFs induzem uma menor

responsividade de OCs, sendo representada por reduzida expressdo de TRAP
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(NAGAOKA et al., 2015; GROSS et al., 2017), nosso resultado esta em conformidade
com um achado prévio em que um aumento na expressao de TRAP também foi
encontrado em espécimes mandibulares de animais submetidos a administragdo de AZ
(NAKAGAWA et al., 2021). Além disso, a literatura sugere um aumento de RANKL em
osteoblastos submetidos ao AZ in vitro (SARACINO et al., 2012), de tal forma que esse
fato, eventualmente, pode estar relacionado tanto ao aumento da expressdao de TRAP
como do namero total de OCs apresentado em nosso estudo. De certa forma, observamos
que o aumento da expressdo de TRAP foi proporcional ao aumento do nimero de OCs
em animais com ONMB.

A situacdo de DM, por sua vez, também aumentou a expressdao de TRAP,
corroborando estudos prévios em que o0 aumento significante da atividade de OCs ocorreu
em condi¢cbes inflamatorias cronicas, as quais sdo fortemente caracterizadas por
reabsorcdo dssea (DE MOLON et al.,, 2019; AIT OUMGHAR, BARKAOQOUI &
CHABRAND, 2020; KITAURA et al., 2020). Ainda no presente estudo, em comparagédo
a animais do grupo ONMB, o DM, por si, ndo causou diferencas significantes nesta
analise e, portanto, ndo intensificou a expressao de TRAP nesses animais. Tais resultados,
em adicdo aos aqui apresentados anteriormente, sugerem que a hiperglicemia ndo
apresenta efeitos proeminentes diretos no metabolismo do tecido 6sseo em animais
submetidos ao protocolo experimental de inducdo da ONMB preconizado em nosso
estudo.

Enquanto isso, observamos que a administracdo de MET durante os 77 dias
experimentais causou um aumento importante na expressdo de TRAP em animais com
ONMB. Tal resultado pode, aparentemente, ser contraditério a relatos anteriores em que
a MET ndo causou alteracGes significantes na expressdao de TRAP em um protocolo
experimental de ONMB (NAKAGAWA et al., 2021), bem como a outros em que a MET
inibe OCs. (PARK et al., 2020; BIAN et al., 2021). Entretanto, o presente resultado
complementa nossos dados obtidos na quantificacdo de lacunas vazias de ostedcitos e na
contagem de OCs, em que a MET reduziu a lesdo de ON e a porcentagem de OCs
apoptoticos. Quanto especificamente a apoptose dos OCs, sugere-se que o efeito anti-
angiogénico dos BFs, ao prejudicar o suprimento de nutrientes celulares e a acumulagdo
de metabolitos toxicos, influencie diretamente na morte celular destas células (OR et al,
2013; SRIVICHIT et al.,, 2022). Nesse contexto, considera-se que a MET tem
demonstrado exercer um efeito regulatorio no processo da angiogénese em situagdes de

hipdxia ou isquemia tecidual (REN & LUO, 2021), o que pode ter favorecido os presentes
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resultados relacionados parametros 0sseos analisados. Além disso, & importante frisar a
participacdo de mediadores pro-inflamatdrios na etiopatogénese da ON induzida por AZ,
de tal forma que tais dados nos encorajaram a investigar o potencial anti-inflamatério da
MET no presente modelo experimental.

Com relacdo aos parametros inflamatorios na regido da exodontia, foram
consideradas as contagens de leucdcitos nos espécimes corados em HE, bem como
imunofluorescéncia de F4/80, considerado um marcador de macrofagos. Assim,
observamos que ONMB induziu um aumento significante no nimero de leucdcitos totais,
elevando a populacéo de polimorfonucleares e mononucleares, o que foi correspondente
ao importante aumento da expressao de F4/80 no tecido 6sseo de animais do grupo
ONMB, em comparacdo ao grupo Naive. Esse resultado esta em conformidade a outros
anteriormente apresentados pela literatura cientifica, em que a administracdo sistémica de
AZ causou aumento da populacdo de células inflamatorias e que a ONMB esta associada
a inflamacdo (DE BARROS SILVA et al., 2015; KANEKO et al., 2018). Na verdade, o
papel de leucdcitos e de mediadores pré-inflamatérios na patogénese da ONMB ainda
permanece incerto. Sugere-se, entretanto, que um aumento na concentracdo de citocinas
como TNF-a, IL1B, IL-6, dentre outras pré-inflamatorias, seja importante no
desenvolvimento da ONMB. Sabe-se que tais citocinas tendem a induzir
osteoclastogénese e aumentam a demanda do turnover 6sseo (DE MOLON et al., 2019;
AIT OUMGHAR, BARKAOUI & CHABRAND, 2020; KITAURA et al., 2020). Em
outras palavras, em pacientes susceptiveis, como no caso daqueles fazendo uso de BFs,
tal demanda, uma vez aliada a inibicdo de OCs, ndo estaria sendo suprimida, o que pode
induzir mais facilmente a ON.

O DM, por si, também causou um resultado similar 8 ONMB em relacgéo a estes
parametros inflamatdrios. Este achado ja era esperado, tendo em vista que DM, apesar de
ser uma patologia sistémica, causa aumento na inflamacdo em tecidos periféricos
(WADA & MAKINO, 2016; LI et al., 2023;). Inclusive, ao observarmos o grupo
DM+ONMB, nota-se que a hiperglicemia potencializou o aumento do numero de
leucdcitos e da expressdo de F4/80 na regido da exodontia, significativamente em
comparacdo ao grupo ONMB.

Quanto aos efeitos da administracdo sisttmica de MET sobre o numero total e
diferencial de leucdcitos e a expressao de F4/80 na regido da exodontia de espécimes de
animais com ONMB, observamos que a MET ndo preveniu o aumento do numero de

leucdcitos provocado pelo tratamento com AZ na analise em HE, embora, ainda no
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presente estudo, os animais submetidos a ONMB e ao pré-tratamento com MET
apresentaram reducéo significante da expresséo de F4/80 na imunofluorescéncia em
relagdo ao grupo ONMB. Essa divergéncia de resultados pode decorrer da diferenca
metodologica na sensibilidade de apurar a quantidade de células inflamatorias entre
coloracédo por HE e imunofluorescéncia, sendo este ultimo um método mais atual com
superior sensibilidade e amplificagdo de sinal.

Adicionalmente, considerando o efeito proeminente dos BFs no tecido dsseo,
induzindo a lesdo de ON representada por reducdo da microcirculacdo especialmente
neste tecido, o que poderia reverberar no infiltrado inflamatorio, decidimos complementar
nossa avaliagdo de parametros inflamatérios obtidos no tecido 6sseo ao tecido mole
gengival circunjacente a &rea necrotica atraves da medigdo da atividade de MPO, o que
nos permitiu contabilizar o nimero de neutréfilos por mg de tecido.

Nessa anélise, observamos que a ONMB induziu um aumento da atividade de
neutréfilos no tecido avaliado, em comparacdo ao grupo Naive. Nesse contexto, vale
salientar que a literatura indica que os BFs podem prejudicar a quimiotaxia e a funcéo de
neutrofilos especificamente no tecido 6sseo (FAVOT, FORSTER & GLOGAUER,
2013). Contudo, a presente andlise no tecido gengival esta em conformidade a um estudo
prévio em que um BF aumentou a atividade de MPO em uma cultura de neutrofilos
obtidos do fluido crevicular gengival de humanos (HYVONEN & KOWOLIK, 1992).
Considerando que na ONMB ha um retardo na cicatrizacao de feridas (LANDESBERG
et al., 2008), acreditamos que nosso resultado possa decorrer do impacto da lesdo de
ONMB no tecido gengival, uma vez que este ndo se adere ao tecido 6sseo necrosado,
havendo falha na cicatriza¢do periférica da lesdo de ON provocada pelo AZ.

Ainda com relacdo a atividade de MPO, a hiperglicemia também foi associada a
um aumento deste parametro, em comparacao a animais do grupo Naive, bem como o
potencializou em animais submetidos 8 ONMB. A literatura, por sua vez, também tem
destacado efeitos diretos da hiperglicemia no aumento da atividade de MPO em tecidos
periféricos (HIROTA, LEVY & IBA, 2020). Inclusive, tem sido descrito que a disfungéo
vascular no DM, como muito se observa em casos de isquemia tecidual associada a
hiperglicemia, € mediada inicialmente por neutréfilos. Alguns autores explicam que estas
células, uma vez ativadas no processo inflamatdrio, expressam importantes moléculas de
adesdo, como integrinas e selectinas, as quais se ligam as células endoteliais para
promoverem a migragdo neutrofilica. Em seguida, tais células sofrem morte celular,

liberando DNA e o contetdo de seus granulos citoplasmaticos, como a prépria MPO, que
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contribuem, ainda mais, com o processo inflamatorio. Essa liberacdo, é conhecida na
literatura, como rede extracelular de neutréfilos (NET), a qual é importante por possuir
acao antimicrobiana, mas cujos componentes sao conhecidos como por induzirem efeitos
pré-coagulantes na area circundante, prejudicando a vascularizacdo local. Estudos
prévios indicam que a formacéo de NET, no DM, pode ser estimulada pela hiperglicemia
(HIROTA, LEVY & IBA, 2020).

Além disso, observamos que a MET reduziu a inflamagéo periférica no tecido
gengival representada pela atividade da MPO, em animais submetidos a ONMB. De fato,
achados prévios indicam que a MET foi capaz de diminuir o estresse oxidativo e o dano
cerebral, com reduzida atividade de MPO em comparacdo a grupos controles, em animais
com diabetes e cancer de préstata (OZEL et al., 2022). Entretanto, observamos também
gue mais estudos Sd0 necessarios para mensurar se existe participacdo direta de
neutrofilos do tecido gengival na patogénese da ONMB e, secundariamente, desta em
associacdo a alguma terapéutica medicamentosa.

Salientamos que nosso estudo é o primeiro na literatura cientifica ao avaliar o
efeito da MET sobre a expressdo de F4/80 em osso mandibular e a atividade de MPO no
tecido gengival de animais submetidos a ONMB. Nossos resultados encontrados
mediante andlises in vivo nos incentivaram a estudar o efeito anti-inflamatorio da MET
sobre a concentracdo de IL1P no sobrenadante de cultura de macrofagos RAW 264.7
tratados com AZ. Sabe-se que a transformacdo de precursores de IL-1p em moléculas
biodisponiveis esta associada a desubiquitinacéo de prd-caspases, 0 que ocorre mediante
a ligacdo destas a dominios intracelulares de receptores de reconhecimento em
macrofagos, formando a base de ativacdo do complexo proteico definido como
inflamassoma (SATOH et al., 2015). Assim, esta € uma foma de averiguar indiretamente
a ativacdo do inflamassoma através da produgédo de IL-1p medida em sobrenadante de
cultura de RAW 264.7 sob tratamento com AZ e/ou MET.

Na presente analise in vitro, observamos que o tratamento com AZ aumentou a
concentragdo de IL1P no sobrenadante celular. Poucos estudos avaliaram, de alguma
forma direta ou indireta, a influéncia do inflamassoma e especificamente de IL-1 no
desenvolvimento da ONMB. Porém, tem sido relatado que 0 AZ aumentou a expressao
de TLR-4 em macrofagos, induzindo a polarizacéo destas células em favor do fenétipo
M1, e que a producdo de citocinas pré-inflamatorias induzida por esse BFs, incluindo IL-
1B, ocorre de forma dependente da via de sinalizagdo TLR-4 (ZHU et al., 2019). Além

disso, em um estudo anterior, a indu¢cdo de ONMB em animais diabéticos ocorreu por
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mecanismo dependente de IL-1B (ZHANG et al., 2015). Tais estudos sugerem que o AZ
apresenta capacidade de ativar receptores de reconhecimento do tipo Toll em macréfagos
e que a expressédo de IL-1p faz parte da patogénese de ONMB.

Ademais, observamos que o tratamento com MET, por si, ndo induziu a
expressao de ILIP na cultura de RAW 264.7. Quando as células foram incubadas
concomitantemente com AZ e MET, observou-se uma redugdo significante na
concentracédo de IL-1B no sobrenadante em comparagao as condi¢des de tratamento com
AZ. Sugerimos, portanto, que o tratamento com a MET possivelmente preveniu a
ativacdo do inflamassoma e a consequente liberacéo de IL-1p induzida pelo AZ.

Nesse contexto, sugerimos que a MET possa ter reduzido a lesdo de ONMB,
representada pelo nimero reduzido de lacunas vazias de ostedcitos no presente estudo,
pelo menos parcialmente por mecanismos possivelmente anti-inflamatorios. De fato, a
literatura cientifica é consistente com efeitos anti-inflamatérios da MET, com reducéo da
expressdo de F4/80 a partir da utilizacdo de MET in vitro (INCIO et al., 2015; DING et
al., 2015). Além disso, em um modelo experimental de cardiomiopatia diabética,
observaram-se reduzidas expressdes de mTOR e IL-1B em espécimes cardiacos de
animais tratados com MET, o que foi revertido pela administracdo de um inibidor de
AMPK (YANG et al.,2019), indicando a importancia do AMPK para os efeitos anti-
inflamatorios apresentados pela MET.

Em suma, tem sido descrito que a MET entra na célula através de transportadores
de céations, localizados na membrana celular e ocasiona um aumento na propor¢do
ADP:ATP, fazendo com que haja ativacdo de AMPK. Consequentemente, ocorre a
inibicdo de importantes vias de sinalizagdo envolvendo a resposta inflamatéria, como
TNF-a/NF-xB e o complexo proteico envolvendo mTOR, uma vez que ativa PTEN, além
de suprimir TLR4, reduzindo a expressdo especialmente de IL-1B. Com isso, sugere-Se
que a interacdo entre AMPK, mTOR e TLR4 tenha possibilitado os efeitos anti-
inflamatorios da MET observados em nosso estudo ao reduzir tanto o infiltrado
leucocitario e a expressao de F4/80 nos espécimes mandibulares avaliados in vivo, como
a concentracao de IL-1P no sobrenadante celular in vitro, e que tais efeitos possam ter
reverberado no seu potencial regulatério deste farmaco sobre os parametros 0sseos

avaliados, amenizando a leséo de ON induzida por AZ.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A ONMB ndo induziu importantes alteracdes na massa corpérea e na glicemia
em jejum dos animais. J& aqueles submetidos ao protocolo experimental de DM
apresentaram baixas condicdes de sobrevivéncia, com altas taxas de mortalidade e perda
de peso continua. Estas observacGes foram proporcionais ao aumento da glicemia em
jejum nestes animais. Ja naqueles submetidos ao tratamento com MET, observamos
tendéncia a um ganho de peso de forma mais sucinta, com menores valores de glicemia
em jejum, em comparacao a animais submetidos a ONMB.

Nas analises de parametros 0sseos realizadas na regido da exodontia, a ONMB
foi representada especialmente pelo aumento na quantidade de lacunas vazias de
ostedcitos, com elevacdo no numero total de OCs, a qual ocorreu as custas de OCs
apoptoticos, e na expressao de TRAP. A andlise de parametros inflamatérios também foi
realizada nos referidos espécimes. Nesta, a ONMB provocou aumento na expressao de
F4/80 e aumento do nimero de leucdcitos. Além disso, o tecido gengival circunjacente a
area da exodontia também foi utilizado para avaliacdo da atividade de MPO, a qual se
apresentou aumentada em espécimes de animais submetidos ao protocolo de ONMB.
Complementarmente, no ensaio in vitro realizado em macréfagos murinos, o tratamento
com AZ aumentou a expressdo de IL-1B no sobrenadante celular. Tais resultados indicam
que a patogénese da ONMB abrange alteracGes ndo apenas no metabolismo dsseo, mas
uma complexa rede de sinalizagdes intracelular envolvendo o AMPK, bem como a
participacdo de mediadores pro-inflamatérios. Assim, este estudo tornou-se importante
por avaliar, em pardmetros 6sseos e inflamatérios aqui preconizados, os efeitos da
hiperglicemia cronica, representando uma situacao inflamatdria sistémica, com aumento
da concentracdo de mediadores inflamatdrios nos tecidos periféricos e infiltracdo de
macrofagos ativados, bem como da administracdo de MET, um farmaco que, por ser
agonista AMPK, apresenta multiplos potenciais em inimeras células, os quais ainda se
encontram desconhecidos.

O DM, por sua vez, ndo aumentou o nimero de lacunas vazias de ostedcitos e
de OCs apopt6ticos no ensaio in vivo e, portanto, ndo influenciou no desenvolvimento da
ONMB. Sugere-se que os resultados significativos encontrados para os parametros 6sseos
em animais diabéticos decorreram provavelmente dos efeitos inflamatorios da
hiperglicemia. Logo, o aumento do numero total de OCs e da expressdo de TRAP
sugestivamente pode estar associado ao aumento da razéo RANKL/OPG que, por sua

vez, ocorre mediante a alta concentracdo de mediadores inflamatdrios. De fato, o0 DM foi
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acompanhado por elevacdo importante da expressdo de F4/80 e aumento do nimero de
leucdcitos na regido da exodontia, bem como da atividade de MPO no tecido gengival
avaliado.

Enquanto isso, a administracio de MET induziu importantes diferencas
significantes em animais com ONMB, na analise de parametros 6sseos e inflamatorios do
presente estudo. O tratamento com MET atenuou a ONMB, com reduzida quantificacdo
de lacunas vazias de ostedcitos, sem influéncias no ndmero total de OCs e OCs
apoptoticos, porém com intensificacdo da expressao de TRAP. Além disso, quanto aos
parametros inflamatorios, a MET foi associada a reducdo da expressao de F4/80 e do
aumento do numero de leucacitos nos especimes com ONMB. Adicionalmente, quanto
aos efeitos da MET em neutréfilos, observou-se que o tratamento com tal farmaco reduziu
significativamente a atividade de MPO no tecido gengival de espécimes de animais
submetidos a ONMB. Mediante tais resultados, observamos que a MET provou seu
potencial anti-inflamatério ao reduzir a expressdo de IL-1p em macrofagos incubados
concomitantemente com AZ. Além da literatura indicar um potencial angiogénico da
MET, que contraria o efeito anti-angiogénico dos BFs, os resultados de nosso estudo nos
sugerem que a MET é capaz de influenciar a quantificacdo da ONMB atraveés,

especialmente, de seu potencial anti-inflamatério.
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9. CONCLUSAO

No protocolo de ONMB preconizado em nosso estudo, a hiperglicemia
influenciou os pardmetros inflamatorios avaliados, sem apresentar importantes
interferéncias nos parametros 6sseos considerados. O tratamento com MET apresentou
efeitos protetores in vivo em reduzir a quantificacdo da lesé@o de ON e a porcentagem de
OCs apoptdticos. Mediante potencial anti-inflamatério apresentados em nossas analises
in vivo e in vitro, sugere-se que o efeito protetor da MET no presente protocolo de ONMB
decorra parcialmente de sua atividade anti-inflamatoria. Desta forma, sugere-se a MET
um farmaco promissor para uso clinico em pacientes fazendo uso de BFs especialmente

por via endovenosa, onde o risco de desenvolvimento de ONMB ¢é maior.
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APENDICES

Apéndice 1: Dados experimentais com inclusdo dos grupos DM+MET e
DM+ONMB+MET

Os grupos experimentais DM+MET e DM+ONMB+MET existiram
durante as realizagfes dos protocolos experimentais. Entretanto, seus dados foram
excluidos da apresentacdo da presente tese em decorréncia do ndmero de animais
sobreviventes no 77° dia experimental ter sido insuficiente para realizacdo de analise
estatistica satisfatoria (n=1 para cada grupo).

Considerando a importancia desses dados e todos os esfor¢os para
existirem tais grupos, ainda que ndo se tenha tido éxito nesse sentido, 0S mesmos estéo

apresentados a seguir:
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Figura 27: Dados experimentais sobre a analise perfil de células dsseas do 0sso pos-exodontia no presente
estudo. Dados ja apresentados na secdo Resultados, incluindo os grupos DM+MET e DB+ONMB+MET. Néo foi
realizada analise estatistica incluindo tais grupos pelo baixo nimero de animais compondo os mesmos (n=1 para cada).
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Figura 28: Dados experimentais sobre a andlise perfil de células inflamatdrias do osso pos-exodontia no
presente estudo. Dados ja apresentados na se¢do Resultados, incluindo os grupos DM+MET e DB+ONMB+MET. Nédo



84

foi realizada analise estatistica incluindo tais grupos pelo baixo nimero de animais compondo os mesmos (n=1 para

cada).
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Figura 29: Dados experimentais sobre a atividade de MPO no tecido gengival adjacente a area de exodontia
do primeiro molar no presente estudo. Dados ja apresentados na se¢do Resultados, incluindo os grupos DM+MET e
DB+ONMB+MET. Néo foi realizada analise estatistica incluindo tais grupos pelo baixo nimero de animais compondo

0s mesmos (n=1 para cada).
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DM+ONMB+MET no decorrer dos dias experimentais.
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Anexo 2: Artigo cientifico para publicacdo em BONE Journals & Books (IF 4.1)

Full Length Article
NOVEL INSIGHTS ON THE PROTECTIVE EFFECT OF METFORMIN IN
THE EXPERIMENTAL MODEL OF ZOLEDRONIC ACID-INDUCED
OSTEONECROSIS OF THE JAW

ABSTRACT

Zoledronic acid (AZ) is frequently used in the treatment of some cancers to prevent bone
metastases. However, this drug is immeasurably associated with mandibular
osteonecrosis (BRONJ), interfering with patients' quality of life. Considering that the
concentration of pro-inflammatory mediators and a complex network of intracellular
signaling involving AMPK possibly influence the pathogenesis of BRONJ, our study
evaluated the influence of chronic administration of metformin (MET), a drug with
possible immunomodulatory potential and AMPK agonist, on the cellular profile and
expression of osteoclastic and inflammatory markers in AZ-induced BRONJ. For this, 30
Wistar rats were subjected to BRONJ induction protocol. They had their body mass and
fasting blood glucose levels routinely measured. Animals treated with MET received this
drug (250 mg/kg) daily by gavage. After euthanasia, mandibular arches subjected to
extraction and their gums were obtained for analysis. Furthermore, RAW 264.7 cells were
incubated with AZ and/or MET for cell viability tests and analysis of IL-1p expression.
In the post-extraction socket, BRONJ was characterized by an increase in the number of
empty osteocyte lacunae, the total amount of osteoclasts and apoptotic osteoclasts, the
expression of TRAP and F4/80, as well as leukocytes number increase. In the
inflammatory evaluation of the gingival tissue, an increase in myeloperoxidase activity

(MPQ) was observed. In cell culture, AZ treatment increased IL-1p expression. The use
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of MET attenuated BRONJ, reduced the apoptotic OCs and intensified the expression of
TRAP caused by AZ. Furthermore, MET reduced both the leukocytes number increase
and expression of F4/80 in alveolar bone, as well as MPO activity in gingival samples
from animals with BRONJ. In fact, MET also decreased the expression of IL-1p caused
by AZ in vitro. Thus, treatment with MET alleviated BRONJ, with influences on the
expressions of osteoclastic markers. It is suggested that such effects probably resulted
from the anti-inflammatory potential of this drug presented in our study.

Keywords: Zoledronic acid; Osteonecrosis; Metformin; Inflammation; Diabetes.

INTRODUCTION

Bisphosphonates (BFs) are drugs with promising antiresorptive potential and
have been used to reduce bone resorption in osteoporosis, for example, in postmenopausal
women, as well as to prevent bone metastases in high-risk cancer cases (KHAN et al.,
2015; ROSINI; BERTOLDI; FREDIANI, 2015; SINGH; GONEGANDLA, 2020).
Several studies have evaluated the antiresorptive potential of these drugs in the treatment
of chronic inflammatory disorders characterized by bone resorption, such as rheumatoid
arthritis and periodontitis. Despite this great advantage, it is clear that the mechanisms
underlying the therapeutic potential of BFs mean that such drugs also demonstrate
adverse effects, which are substantially represented by osteonecrosis, especially in the
maxillomandibular bones, referring to the term Bisphosphonate-related osteonecrosis of
the jaws (BRONJ), which has been commonly mentioned in scientific literature since
2003 (MARX, 2003; SINGH; GONEGANDLA, 2020; OMI; MISHINA, 2022).

BRONJ is an important clinical condition represented by pain and bone
exposure, presenting similarities to ON arising from osteomyelitis, irradiation or even

other antiresorptive medications (KHAN et al., 2015; ROSINI; BERTOLDI; FREDIANI,
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2015; SINGH; GONEGANDLA, 2020). In addition to the changes in bone metabolism
that are involved in the ethology of BRONJ, an important association of the local
concentration of pro-inflammatory mediators in the development and clinical severity of
this disease is observed (MARX, 2003; KANEKO et al., 2018), of such that the use of
anti-inflammatory drugs may eventually interfere with its pathogenesis.

In this way, the drug Metformin (MET) catches our attention. This is one of the
most prescribed drugs worldwide, being the first line of pharmacological treatment
against type 2 diabetes mellitus (BAHRAMBEIGI et al., 2019; FLORY; LIPSKA, 2019;
KRISTOFI; ERIKSSON, 2021), having its origins in phytotherapy (KRISTOFI;
ERIKSSON, 2021). The hypoglycemic effects of this drug are already well proven, but
some immunomodulatory effects remain incompletely elucidated, although they are
probably related to its intracellular mechanisms. MET has been recognized as an AMPK
agonist drug, an enzyme highly associated with energy metabolism in a complex network
of intracellular signaling (RENA; HARDIE; PEARSON, 2017; VILLANUEVA-PAZ et
al., 2016).

In recent years, the increasing use of MET has resulted in scientific research that
has studied additional potentials of this drug. Evidence showed that patients with DM-2
and chronic exposure to MET had a lower incidence of cancer or a better response to
cancer therapy in general, such that the anticancer potential of MET was observed
primarily in diabetic patients (THAKUR; DALEY; KLUBO-GWIEZDZINSKA, 2019),
arousing the interest of the scientific community in investigating this role.

Regarding the anticancer effect of MET, preclinical studies report that there is a
double suppression of mTOR, resulting in lower protein synthesis and decreased cell
proliferation. Namely, the activation of AMPK, through reduction of ATP, in addition to

directly suppressing mTOR, also culminates in the inhibition of the phosphorylation of
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substrate-1 of the insulin receptor (THAKUR; DALEY; KLUBO-GWIEZDZINSKA,
2019; VILLANUEVA-PAZ et al. 2016). This, in turn, transmits insulin growth factor
signals via PI3BK/AKT and, therefore, its blockade reduces AKT signaling, whose target
is mTOR (BAHRAMBEIGI et al, 2019; THAKUR; DALEY; KLUBO-
GWIEZDZINSKA, 2019). Additionally, some anticancer effects of MET are independent
of the connection with AMPK, and these are characterized by antioxidative actions, with
a reduction in mitochondrial oxidative phosphorylation and a consequent decrease in the
production of reactive oxygen species, and anti-inflammatory actions against cancer cells,
with the blockade of activity of nuclear transcription factor-«B (NF-«kB) and,
consequently, reduction in the secretion of pro-inflammatory mediators
(PODHORECKA; IBANEZ; DMOSZYNSKA, 2017).

In fact, MET has also shown promise for its anti-inflammatory effects. Studies
demonstrated that MET reduced the expression of the NLRP3 inflammasome and
cytokines such as IL-1p, IL-18, IL-6, TNF-a induced by P. gingivalis LPS in periodontal
ligament cells, indicating a possible protective potential against periodontitis, a disease
of bacterial etiology (KANG et al., 2017; TAN et al., 2020). Furthermore, in pathologies
associated with other causes, such as rheumatoid arthritis, MET has also shown to have
effective anti-inflammatory potential. Interestingly, in a clinical study, a reduction in
serum levels of TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17 and NF-xB was observed in patients
affected by this disease and treated with MET, which translated into the clinical efficacy
of this drug (ABDALLAH et al., 2021).

Few studies, however, report the effects of MET directly on bone tissue,
although the literature indicates that AMPK induces osteoblastogenesis, through the
activation of the OB-specific transcription factor, Runx-2, and inhibits induced osteoclast

differentiation. by RANKL (BAHRAMBEIGI et al., 2019). Our study is the first to
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evaluate the effect of chronic administration of MET in an experimental protocol for
osteonecrosis induced exclusively by BFs for 70 days, involving analysis of the cellular

profile and the expression of osteoclastic and inflammatory markers.

MATERIALS AND METHODS

Animal selection

Thirty male Wistar rats, with body mass from 180 grams, were used for the
analyzes in the present study. These animals came from the central vivarium of the
Federal University of Ceara and were kept in appropriate cages, in a temperature-
controlled environment (22-25 °C), air exhaust, 12 h light/dark cycle each, with free
access to drinking water. and standard food, respecting the maximum number of 03
animals per box. The studies were started only after approval from the Ethics Committee
on the Use of Animals (CEUA) of the Federal University of Ceara, with protocol number

56490205109.

Experimental protocol for BRONJ

In BRONJ induction, the previously recommended experimental model was
used (SILVA et al., 2015). AZ (SUN pharma) was dissolved in sterile 0.9% saline
solution and was administered at a dose of 0.2 mg/kg weekly intravenously, for 3
consecutive weeks (days 0, 7 and 14). On the 42nd day after the first administration,
extraction of the lower left first molar was performed.

In this procedure, the animal was previously anesthetized with a combination of
xylazine and ketamine (90 and 10 mg/kg, i.p., respectively). Syndesmotomy and

dislocation procedures were then performed, with the aid of a number 05 exploration
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probe and 3S spatula, followed by the extraction of the lower left first molar, with the aid
of a Lecron spatula or Mayo needle holder. One week after the aforementioned extraction,
corresponding to 49 days after the first administration of AZ, the animals received an
additional dose of AZ, in a similar way to the previous ones, and were euthanized through
exsanguination under prior anesthesia, on the 70th experimental day. The remaining
animals, which were not subjected to BRONJ by AZ, received, on the respective days,

the administration of 0.9% saline solution.

Pharmacological Approach: Metformin

MET (Merck KGaA, 500 mg tablet) was dissolved in 0.9% saline solution and
administered daily at a dose of 250 mg/kg to the animals by gavage, from experimental
day -7 until euthanasia. This dose was chosen based on experimental protocols previously
published in the scientific literature, in which MET showed anti-inflammatory activity in

Wistar rats, without demonstrating underlying toxic effects.

Experimental groups

In the present scientific research, the animals were divided into 3 experimental
groups:

. Group 1 (Naive group): The animals were not subjected to DM or ONJ
induction and did not receive administration of any substance. These animals provided
baseline control data for the experimental protocols of this present research.

o Group 2 (BRONJ Group): The animals were subjected only to weekly
administration of AZ on days 0, 7, 14 and 49, following recommendations previously

stated, for induction of BRONJ.
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o Group 3 (BRONJ + MET Group): The animals received MET
administration, by gavage, from day -7 to the 70th experimental day, as well as weekly

administration of AZ on days 0, 7, 14 and 49.

Obtaining samples after animal euthanasia
On experimental day 70, the animals were euthanized by exsanguination,
after anesthesia with xylazine and ketamine (90 and 10 mg/Kkg, i.p., respectively). The left
mandibular hemiarchs and their respective gingival tissue adjacent to the area of interest
(lower left first molar) were then removed from each animal, and stored in 4% buffered

formalin and in a freezer at -80° C, respectively.

Histological Procedures

Microscopic analyzes were evaluated in serial sections of the mandibular
hemiarchs submitted to extraction. To this end, after euthanizing the animals on the 70th
experimental day, the hemiarches were removed and fixed in 4% buffered formalin for
24 hours. Next, the aforementioned specimens were subjected to demineralization with
10% EDTA buffered with 0.1M phosphate, pH 7.0, for approximately 25 days.
Subsequently, the hemiarches were neutralized in a running water bath for 24 hours to be
processed in paraffin, and were then sent for histological evaluation in hematoxylin—eosin
(HE) and immunofluorescence analysis. In such analyses, the region of the residual socket

related to the extraction of the lower left first molar was considered.

Histological evaluation: cellular profile analysis
From the specimens processed in paraffin, serial sections of 3-4 um were made

using a microtome and the slides obtained were stained using the HE method, mounted
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with Canada balsam, for subsequent microscopic analysis using conventional light
microscopy. The counting of osteocyte lacunae (viable and empty) and osteoclasts (viable
and apoptotic), as well as neutrophils and mononuclear cells, was considered in this
evaluation. To this end, photographs of different high-magnification microscopic fields
(400x) were obtained at the analysis site.

This analysis was carried out using the Image J® software (YAMASHITA etal.,
2011). Namely, osteoclasts were considered apoptotic and under the effect of AZ when
they presented peculiar characteristics, such as increased size, as well as more numerous,
pyknotic nuclei and vacuolization in cytoplasm according to scientific literature (GROSS

etal., 2017).

Expression of F4/80 and TRAP by Immunofluorescence

For this analysis, the same blocks used in the histological analysis were cut into
serial sections (4pum) on slides with poly L-lysine (Probe on Plus®) suitable for the
immunofluorescence technique. Sections were obtained from paraffin-fixed tissues. The
slides containing the sections were kept in an oven for 1 hour at 60°C, followed by two
baths in Xylol for 10 minutes to dewax the tissues. Excess Xylol and tissue hydration
were achieved by successive Ethanol baths in decreasing concentrations, namely: 2 baths
of 10 minutes of absolute Ethanol; 1 bath of 90%, 70%, 50% Ethanol for 5 minutes, in
that order. The slides were then washed in running water for 10 min, followed by 3 baths
of PBS for 5 min each. Antigen retrieval was carried out in 0.1 M Sodium Citrate Buffer
(pH 6.0), at a temperature of 95 °C, for 30 minutes, followed by cooling at room
temperature for 20 minutes. After this step, three 5-min PBS baths were performed.

Membrane permeabilization was carried out in a solution containing 200 uL of PBS, 4
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mL of 5% Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) and
200 pL of 0.1 triton X-100 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) for 10 min.

Then, 3 washes were performed with PBS for 5 min each. Blocking of
nonspecific bonds was performed with 0.3M Glycine (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
USA) in 5% BSA for 30 min. The tissues were incubated at a temperature of 2 — 4°C,
overnight, with the primary antibodies made in rabbit anti-f4/80 (1:200, Cell Signaling
Technology, USA) and anti-TRAP (1:100, Invitrogen, USA). After the primary antibody
incubation time was completed, 3 washes of 5 min each were performed with PBS for
subsequent incubation with the secondary donkey antibody, rabbit anti-igG (1:200),
Alexa Fluor 568 (Invitrogen, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) for 1 hour and 30 min at the same concentration established for the primary
antibody. From that point onwards, the following steps were carried out protected from
light. After the end of the secondary antibody incubation, 3 washes were performed with
PBS for 5 min each. Cell nuclei were labeled with DAPI (Invitrogen®, Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (4 puL in 200 mL of PBS) for 30 min,
followed by successive washes in distilled water, totaling 3 washes of 5 min each. To
mount the slides, Prolong Gold Antifade Mountant medium (Invitrogen®, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used. To acquire the
photomicrographs, a fluorescence microscope (ByoTek Cytation Imaging, Agilent, Santa
Clara, CA, USA) was used.

The images obtained were analyzed using image software (Image J, National
Institutes of Health, Washington, DC, USA). Quantification of the fluorescent area was
done by differentiating the fluorescent pixels related to red fluorescence (Alexa Fluor
568) and blue staining to identify cell nuclei labeled with DAPI. Detection color

thresholds were established and standardized in all quantifications. The data obtained
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were expressed in fluorescence area by comparing the fluorescence intensity of the target

marker with DAPI (100%).

Assessment of the activity of the Myeloperoxidase enzyme in the gingival
tissue of animals subjected to BRONJ

Myeloperoxidase (MPO), an enzyme present in neutrophil granules, is used as a
marker of the presence of these cells in inflamed tissue. In our study, this enzyme was
evaluated in the gingival tissue underlying the extraction area in mandibular specimens
from animals submitted to the present experimental protocol. Its presence was determined
using a colorimetric method and the final reading was performed using a plate reader.
Briefly, each sample was weighed and homogenized in a NaCl and disodium EDTA
solution diluted in Phosphate Buffer (0.02M) and crushed in a Quiagen TissueLyser LT
using 4.5 mm steel beads. The samples were then centrifuged (3000 rpm, 15 min, 40C)
with subsequent discarding of the supernatant and resuspension of the pellet in a
hypotonic solution (0.2% NaCl) for cell lysis. After another centrifugation, the resulting
pellet was resuspended in 300 pL of 0.05 M NaPO4 buffer, pH 5.4, containing 0.5%
hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB, Sigma-Aldrich/Merck Millipore, Sao
Paulo, Brazil). MPO activity was determined using a 1:4 mixture of tetramethylbenzidine
(1.6 mM) and H202 (0.5 mM). The reaction was stopped with a sulfuric acid solution
(2M) and the absorbance was analyzed at 450 nm using a spectrophotometer. Absorbance
readings were plotted on a standard curve of mouse peritoneal neutrophils, as described
by Dornelas-Filho and colleagues (DORNELAS-FILHO et al.,, 2018). The results

obtained were expressed as MPO activity (neutrophils/mg of tissue).

Cultivation of Raw 264.7 strains
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The murine macrophage line (ATCC® clone TIB-71™) was purchased from the
Rio de Janeiro Cell Bank and cultivated in DMEM medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (Gibco ® - Thermo Fisher Scientific) and 1% antibiotic (100 1U/ml
Penicillin/streptomycin 100 ug/mL) (Sigma) in an oven at 37°C in an incubator with 95%
humidity and 5% CO2. Cell growth was observed under an inverted phase-contrast
microscope. Maintenance was carried out twice a week in a vertical laminar flow chamber
with biosafety level I1, mechanically removing the cells from the bottle (Kasvi, 75 cm?,

volume of 250 mL), when 60 — 70% confluence was reached.

Viability assay in murine macrophages using the Alamar Blue (Resazurin)
method
The determination of cell viability induced by AZ and/or MET was evaluated by
the alamar blue method in Raw 264.7 Macrophages (3x103 cells/mL in 96-well plates.
After 24 hours of cell growth, different concentrations of AZ and/or MET were added
(1.000 — 0.001 pg/mL of PBS) for 24 h, with the group with only the culture medium
being considered control. After the incubation time, the culture medium was removed and
the dye (0.312 mg/mL; VETEC) was added and incubated with 5% CO2 at 37 °C for at
least 1h. The plates were read in a microplate reader (BioTek Synergy HT), using
excitation wavelength at 530-560 nm and emission at 590nm. Viability results were

expressed as percentage of cell viability, determined using the formula:

Sample absorbance

Viability (%) = ( )x100

Mean absorbance of the DMEM control group

Measurement of IL-1p in cell culture supernatant
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The culture supernatant of RAW 264.7 macrophages treated with AZ (10 uM),
MET (4 Mm) and AZ+MET (10 uM and 4 mM, respectively) was frozen at -80° C for
subsequent IL-1p measurement using the method ELISA (SUN et al., 2017).

For this, a 96-well plate with a high-binding surface was sensitized with 100 puL
of murine anti-IL 1 capture antibodies (R&D systems) for 12h at 4° C. Subsequently, the
bonds were blocked with 1% BSA (in PBS) and the supernatant from cell culture were
included in the wells and incubated for another 2 h at 4° C. Detection antibodies were
added to the plate and it was incubated for 2 h. Then, the plate was washed again and 100
uL of the diluted HRP-streptavidin complex (1:40) was added, with the plate protected
from light from this stage onwards. After 20 minutes, the substrate for the enzyme was
added and the plate was incubated at 25°C for another 20 minutes. To stop the enzymatic
reaction and perform the reading, 50 pL of the solution containing 2N sulfuric acid
(H2S04) was added.

The reading was carried out on a spectrophotometer using a wavelength of 450
nm. The results were expressed in picogram of cytokines/mL of supernatant, with the
concentration of the samples obtained from a standard curve of each cytokine with 8
different concentrations, starting from a serial dilution. The initial concentration was 4000

pg/ml for IL-1p.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). After
performing a normality test, the data were analyzed using One-way ANOVA and
Bonferroni post-test, or Kruskal-Wallis and Dunn post-test, as appropriate. In all
situations, the significance level p<0.05 was adopted. Additionally, the GraphPad Prism®

software version 8.0 was used.
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Ethical aspects

All in vivo protocols indicated in this project were submitted and approved by
the Ethics Committee for the Use of Animals (CEUA) of the Federal University of Cear3,
under number 5649020519. The researchers involved committed to making every effort
to reduce the number of animals to a minimum. of animals to be used, as well as their
suffering, in accordance with the ethical principles for working with laboratory animals.

As for in vitro tests, the execution of the research project was approved by the
National Technical Commission for Biosafety CTNBIo, authorizing the manipulation of
Genetically Modified Organisms of risk class 2 (GMO NB2). The handling and disposal
of waste from this strain followed the technical standards established for handling GMO

NB2.

RESULTS

Analysis of bone parameters in the socket after extraction

Important histological changes were observed at the site of analysis of the
mandibular bone tissue of animals that received intravenous injections of AZ (0.2 mg/kg),
on experimental days 0, 7, 14 and 49, indicating bone necrosis (Figure 1 D-F). These are
represented by an increase in the number of empty osteocyte lacunae and a concomitant
reduction in osteocyte viability in animals in the BRONJ group (45.05 + 3.77) compared
to those in the Naive control group (14.12 + 1.471) (Figures 1 A-C and 2A).

Daily administration of MET (250 mg/kg), for 77 experimental days, prevented
the aforementioned bone necrosis (Figure 1 G-I1), such that the group of animals receiving

AZ and treated with MET, represented by the BRONJ +MET group (24.43 + 3.83),
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presented a smaller number of empty osteocyte lacunae and, consequently, a greater

number of viable osteocytes, compared to the BRONJ group (45.05 + 3.77) (Figure 2A).

NAIVE ONMB ONMB+MET

Figure 1: Photographs of histological slides stained in HE. The region analyzed was the bone tissue surrounding the
healing socket (400x magnification) of groups NAIVE (A-C), BRONJ (D-F), BRONJ+MET (G-I). Arrows indicate
areas of bone necrosis, with empty osteocyte lacunae. A reduction in this aspect was observed in the group treated with

MET.

Experimental protocol using AZ, in the present study, was characterized by a
significant increase in the number of osteoclasts in the alveolar sites analyzed, as observed
in the BRONJ group (11.2 + 1.52) in relation to the Naive group (1 = 0.68) (Figure 2B).
This result occurred at the expense of a significant increase in the number of apoptotic
osteoclasts in specimens from animals subjected to BRONJ (77.22 +4.6), compared to

groups of Naive animals (0.0 +0.0) (Figure 2C).
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The administration of MET, in the BRONJ + MET group, did not significantly
influence the number of total osteoclasts (8.33 +0.84) (Figure 2B), but reduced the

percentage of apoptotic osteoclasts (40.09 + 6) (Figure 2C), compared to animals from

the BRONJ group.
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Figure 2: Cellular profile in the bone tissue in the post-extraction socket. The region analyzed was the bone tissue
surrounding the socket healing post-extraction. *p<0.05 represents statistically significant data compared to the Naive

control group. # p<0.05 represents statistically significant data compared to the BRONJ control group.
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Osteoclast activity was assessed by analyzing TRAP marker expression by
immunofluorescence in the same specimens targeted for HE analysis. The administration
of AZ, in the BRONJ group, induced a significant increase in the expression of TRAP in
the bone tissues analyzed (20.28 +1.83), in relation to the Naive group (2.871 +0.7420).
Additionally, animals subjected to BRONJ and treated daily with MET (43.24 +5.590)
showed a significant increase in TRAP expression, compared to animals subjected to

BRONJ without treatment (Figure 3 A-B).
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Figure 3: TRAP expression by immunofluorescence. Representative images with a scale of 100 um (A) and graph after
statistical analysis (B) *p<0.05 represents statistically significant data compared to the Naive control group. # p<0.05
represents statistically significant data compared to the BRONJ control group. The region analyzed was the bone tissue

surrounding the healing socket.

Analysis of inflammatory parameters in the socket after extraction

The induction of BRONJ (124.4 + 15.29) caused a significant increase in the
total number of leukocytes in the alveolar bone tissue analyzed, compared to those in
animals belonging to the Naive group (49.5 + 9.66). Daily administration of MET,
however, was not able to prevent the increase in the number of total leukocytes in animals
receiving AZ, according to the protocol of the present study, as observed in the BRONJ
+ MET group (105.2 + 1.09) (Figure 4A).

As for the polymorphonuclear:mononuclear proportion per group, it was
3.5%:96.5% and 15.5%:84.5% for the Naive and BRONJ groups, respectively, with
significant differences. Regarding the group of animals with BRONJ treated with MET,
the respective percentages were 6%:94%, being similar to those of the Naive group
(Figure 4B).

The analysis of anti-inflammatory parameters also occurred in the gingival tissue
surrounding the extraction area through the assessment of MPO activity. This enzyme is
an important parameter in the analysis of neutrophil activity. In the aforementioned
experimental protocol, it was observed that the administration of AZ caused an increase
in this inflammatory parameter in the specimens analyzed from the BRONJ group (550.2
* 239), compared to that from the Naive group (57.51 £+ 13.64). Daily treatment with
MET prevented this increase (108 + 31.43), indicating a significant reduction in

neutrophil activity compared to animals in the BRONJ group (550.2 + 239) (Figure 4C).
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Figure 4: Effect of MET administration on the analysis of inflammatory parameters in animals with BRONJ. Treatment
with MET did not cause changes in the total number of leukocytes (A) or in the percentage of Polymorphonuclear or
Mononuclear cells (B) in the bone tissue surrounding the healing socket. In gingival tissue, however, MET reduced
MPO activity in specimens from MET-treated animals (C). *p<0.05 represents statistically significant data compared

to the Naive control group.
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F4-80 is a restricted marker of the presence of macrophages and its expression
was analyzed through immunofluorescence of alveolar bone tissue in post-extraction
healing. Namely, a significant increase in the expression of this marker was observed in
animals subjected to BRONJ (8.415 +0.8768) compared to animals in the Naive control
group (2.901 +0.3612). Daily treatment with MET significantly reduced the expression

of F4/80 (3.370 £ 0.3326) in animals subjected to BRONJ (Figure 5 A-B).
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Figure 5: Expression of F4/80 by immunofluorescence. Representative images with a scale of 100 pm (A) and graph

after statistical analysis (B) *p<0.05 represents statistically significant data compared to the Naive control group. #
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p<0.05 represents statistically significant data compared to the BRONJ control group. The region analyzed was the

bone tissue surrounding the healing socket.

Inflammatory analysis in vitro macrophages treated with AZ and/or MET

During the 24-hour incubation time, treatment with AZ did not show significant
effects on the viability of RAW 264.7 at any of the concentrations (UM) used in the
present study (Figure 6A). Differently, treatment with MET resulted in significant cell
growth at a concentration of 4Mm (Figure 6 B). Thus, treatment with AZ and MET to
analyze the concentration of IL-1p in the cell culture supernatant was carried out using
concentrations of 10 uM for AZ and 4mM for MET, with an incubation period of 24
hours. Such concentrations of AZ are in accordance with scientific literature (HAN et al.,
2018; KALKAR et al., 2022) and did not harm cell growth evaluated in our study. The
concentration of 4Mm for MET was chosen for the ELISA assay because it caused a
significant increase in cell growth within 24 hours.

It was observed that treatment with AZ induced a significant increase in the
concentration of IL-1p (68.74 + 7.21) in relation to DMEM (0.00 £ 0.00) and the
supernatant treated with MET (17.83 + 17.83). Concomitant treatment of MET with AZ

significantly prevented this increase (0.00 = 0.00) (Figure 6B).
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Figure 6: In vitro analysis performed in the present study on RAW 2647 cells. Analysis of cell viability under various
concentrations of AZ (A) and MET (B). The concentration of IL1-f in the cell supernatant was evaluated by ELISA
after incubations of macrophages in AZ (10) and MET (4Mm) (C) *p<0.05 represents statistically significant data

compared to DMEM. # p<0.05 represents statistically significant data compared to the AZ group.

DISCUSSION

AZ is one of the most widely used intravenous BFs worldwide with the main
purpose of preventing bone metastases in risk situations, such as breast cancer
(COLEMAN et al., 2011). Its mechanism of action is primarily based on the inhibition of

osteoclasts, such that the use of this drug inhibits bone resorption. Consequently, the
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alveolar bone remodeling process aimed at bone renewal or repair becomes impaired,
since there is no effective formation of the primary bone reabsorption gap, the starting
point in the dynamics of bone turnover (SINGH; GONEGANDLA, 2020; JENSEN et al.,
2021). Furthermore, AZ has also been recognized for its anti-angiogenic effect (WOOD
etal., 2002; YAMADA et al., 2009; DI SALVATORE et al., 2011), which contributes to
its anti-metastatic potential. However, this drug has been associated with bone necrosis,
the main adverse effect resulting from its use.

Thus, in the present study, the intravenous use of AZ at a dose of 0.2 mg/kg, on
experimental days 0, 7, 14 and 49, combined with bone trauma performed on the 42nd
experimental day, was capable of intensely inducing areas of necrosis bone in the
analyzed mandibular specimens. Namely, the formation of empty osteocyte lacunae was
proportionally related to the quantification of necrotic bone in our study, since this finding
is considered an essential criterion for determining BRONJ (SILVA et al., 2015; SOMA
et al., 2022). Furthermore, the observation of few cells in the regions immediately
surrounding the necrotic bone was also a striking characteristic of bone necrosis observed
in the present research.

Considering BRONJ a disease influenced by the presence of pro-inflammatory
mediators and with pathological mechanisms possibly involving the participation of other
cell types in addition to osteoclasts (KANEKO et al., 2018), such as macrophages, not
yet completely elucidated in the scientific literature, we We also intend to evaluate the
effect of using MET, an antidiabetic drug with anti-inflammatory and immunomodulatory
potential (KANG et al., 2017; PODHORECKA; IBANEZ; DMOSZYNSKA, 2017; TAN
et al., 2020), on the evolution of parameters associated with BRONJ. MET was

administered by gavage daily throughout the experimental protocol, since the oral



107

administration route is considered standard in the chronic use of this drug, with little
possibility of adverse effects (SHURRAB; ARAFA, 2020).

MET treatment reduced the number of empty osteocyte lacunae compared to the
untreated BRONJ group. No other scientific study has evaluated the effect of oral
administration of MET for 77 experimental days, starting prior to the first injection of
AZ, in animals with BRONJ induced exclusively by BFs (AZ at 0.2 mg/kg). However,
we can highlight that the protective effect of MET against BRONJ observed in our
experimental protocol is in agreement with a previous study, in which the daily
administration of MET (250 mg/kg), by gavage, reduced the occurrence of BRONJ
induced by AZ (0.1 mg/kg) and corticosteroids in a 6-week experimental protocol. In this
sense, it is worth highlighting that, although MET is considered an AMPK agonist
(BAHRAMBEIGI et al., 2019; RENA; HARDIE; PEARSON, 2017; THAKUR,;
DALEY; KLUBO-GWIEZDZINSKA, 2019) and negatively regulates the function of
osteoclasts (BAHRAMBEIGI et al., 2019), which could exacerbate the effect of BRONJ
in the present study, is also via the AMPK pathway (BAHRAMBEIGI et al., 2019;
RENA; HARDIE; PEARSON, 2017; THAKUR; DALEY; KLUBO-GWIEZDZINSKA,
2019) that it positively regulates the expression of genes that favor osteoblastic activity
(PARK et al., 2020), such as RUNX2 and osteocalcin, in addition to increasing the
activity of bone alkaline phosphatase, a marker of osteoblast activity (BAHRAMBEIGI
etal., 2019; JIATING; BUYUN; YINCHANG, 2019). Additionally, it has been observed
that MET stimulates the vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR), in such a
way that it contributes to angiogenesis and local microcirculation (BAKHASHAB et al.,
2018). Such factors may have influenced this protective effect of MET evidenced in our

study.
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Regarding the effects on osteoclastic cells, the BRONJ experimental protocol in
the present scientific research was accompanied by a significant increase in the total
number of osteoclasts. Such a result may seem paradoxical to the inhibitory effect of BFs
on osteoclasts. However, it has been described that the number of osteoclasts on the bone
surface, after administration of BFs, tends to increase initially and only after a longer
period is this number reduced (KUROSHIMA; GO; YAMASHITA, 2012; GROSS et al.,
2017).

Thus, our results are in line with previous reports in which BRONJ was
characterized by an increase in the number of osteoclasts (GROSS et al., 2017;
KUROSHIMA; GO; YAMASHITA, 2012) and some authors consider that this fact
occurs in a compensatory way due to the induction of apoptosis of osteoclasts through the
use of BFs (GROSS et al., 2017). Namely, some previous findings also report increased
expression of NFATc1, a master regulator of osteoclastogenesis, in osteoclasts from
specimens from patients with BRONJ, indicating that this also occurs in a compensatory
manner (WEHRHAN et al., 2019).

Furthermore, we observed much of the increase in the total number of osteoclasts
resulting from the administration of AZ in the BRONJ group, according to the
experimental protocol in our study, which occurred at the expense of a significant increase
in the number of osteoclasts considered morphologically apoptotic, which presented
larger cell nuclei. pyknotic, with modified anatomy, and in greater numbers,
corroborating previous reports (GROSS et al., 2017).

We found that MET did not prevent or intensify the significant increase in the
total number of OCs in animals subjected to ONMB. Thus, in the context of ONMB in
our study, we observed that MET did not influence the compensatory reaction of an

increase in the total number of OCs caused by the administration of AZ, which was



109

mentioned previously. On the other hand, we observed that MET significantly reduced
the percentage of apoptotic OCs in animals subjected to the ONMB experimental
protocol, reducing the ratio of apoptotic OCs/total OCs.

Our study was the first to evaluate the effect of MET administration on the
number of total and apoptotic OCs in an experimental model of ONMB. Although there
are reports that this drug negatively regulates and induces apoptosis of OCs by activating
AMPK (BIAN et al., 2021; PARK et al., 2020), these results should be further
investigated and may be associated with the dose of MET or the duration of the
experimental protocol in our study, since it has been observed that only high doses of
MET are capable of causing apoptosis of OCs (BIAN et al., 2021).

Using the data obtained from counting OCs, we analyzed TRAP expression
through immunofluorescence in our experimental protocol as this is considered an
efficient method for evaluating OC activity. Therefore, we observed that ONMB was
accompanied by a significant increase in the expression of this marker. Despite previous
reports in which BFs induce a lower responsiveness of OCs, being represented by reduced
TRAP expression (NAGAOKA et al., 2015; GROSS et al., 2017), our result is in
accordance with a previous finding in which a Increased TRAP expression was also found
in mandibular specimens from animals subjected to AZ administration (NAKAGAWA et
al., 2021). Furthermore, the literature suggests an increase in RANKL in osteoblasts
subjected to AZ in vitro (SARACINO et al., 2012), so that this fact may eventually be
related to both the increase in TRAP expression and the total number of OCs presented
in our study. In away, we observed that the increase in TRAP expression was proportional
to the increase in the number of OCs in animals with ONMB.

Meanwhile, surprisingly, we observed that MET administration during the 77

experimental days caused a significant increase in TRAP expression in animals with
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ONMB. This result may apparently be contradictory to previous reports in which MET
did not cause significant changes in TRAP expression in an ONMB experimental protocol
(NAKAGAWA et al., 2021), as well as others in which MET inhibits OCs. (PARK et al.,
2020; BIAN et al., 2021). However, the present result complements our data obtained in
the quantification of empty osteocyte lacunae and in the counting of OCs, in which MET
reduced ON injury and the percentage of apoptotic OCs. Regarding specifically the
apoptosis of OCs, it is suggested that the anti-angiogenic effect of BFs, by impairing the
supply of cellular nutrients and the accumulation of toxic metabolites, directly influences
the cell death of these cells (SRIVICHIT et al., 2022). In this context, it is considered that
MET has been shown to exert a regulatory effect on the angiogenesis process in situations
of hypoxia or tissue ischemia (REN; LUO, 2021), which may have favored the present
results in the bone parameters analyzed. Furthermore, it is important to highlight the
participation of pro-inflammatory mediators in the etiopathogenesis of ON induced by
AZ, so that such data encouraged us to investigate the anti-inflammatory potential of
MET in the present experimental model.

Regarding inflammatory parameters in the healing alveolus, leukocyte counts in
HE-stained specimens were considered, as well as F4/80 immunofluorescence,
considered a marker of macrophages. Thus, we observed that BRONJ induced a
significant increase in the number of total leukocytes, increasing the population of
polymorphonuclear and mononuclear cells, which corresponded to the important increase
in the expression of F4/80 in the bone tissue of animals in the BRONJ group, compared
to the Naive group. . This result is in line with others previously presented in the scientific
literature, in which systemic administration of AZ caused an increase in the population
of inflammatory cells and that BRONJ is associated with inflammation (SILVA et al.,

2015; KANEKO et al., 2018). In fact, the role of leukocytes and pro-inflammatory
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mediators in the pathogenesis of BRONJ still remains unclear. It is suggested, however,
that an increase in the concentration of cytokines such as TNF-a, IL1p, IL-6, among other
pro-inflammatory cytokines, is important in the development of BRONJ. It is known that
such cytokines tend to induce osteoclastogenesis and increase the demand for bone
turnover (DE MOLON et al., 2019; AIT OUMGHAR; BARKAOUI; CHABRAND,
2020; KITAURA et al., 2020). In other words, in susceptible patients, as in the case of
those using BFs, such demand, once combined with the inhibition of osteoclasts, would
not be suppressed, which can more easily induce osteonecrosis.

About the effects of systemic administration of MET on the total and differential
number of leukocytes and the expression of F4/80 in the healing alveolus of animals with
BRONJ, we observed that MET did not prevent leukocytosis caused by treatment with
AZ in the HE analysis, although, in the present study, animals subjected to BRONJ and
pre-treatment with MET showed a significant reduction in the expression of F4/80 in
immunofluorescence in relation to the BRONJ group. This divergence of results may be
due to the methodological difference in the sensitivity of determining the number of
inflammatory cells between HE staining and immunofluorescence, the latter being a more
current method with superior sensitivity and signal amplification.

Additionally, to complement our evaluation of in vivo inflammatory parameters,
we also considered it important to evaluate the effects of BRONJ, hyperglycemia and
MET administration on neutrophils. Therefore, we also evaluated inflammation in the
gingival soft tissue surrounding the area of healing sockets by measuring MPO activity,
which allowed us to count the number of neutrophils per mg of tissue.

In this analysis, we observed that BRONJ induced an increase in neutrophil
activity in the evaluated tissue, compared to the Naive group. In this context, it is worth

noting that BFs can impair neutrophil chemotaxis and function (FAVOT; FORSTER,;
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GLOGAUER, 2013). However, our result is in accordance with a previous study in which
a BF increased MPO activity in a culture of neutrophils obtained from human gingival
crevicular fluid (HYVONEN; KOWOLIK, 1992). Despite this, given the few reports that
evaluate the influence of AZ directly on neutrophils, considering that in BRONJ there is
a delay in wound healing (LANDESBERG et al., 2008), we believe that our result may
be due especially to the failure in peripheral wound healing. BRONJ, characterized by
exposure of bone tissue.

Still regarding MPO activity, we observed that MET reduced peripheral
inflammation in the gingival tissue represented by MPO activity in animals subjected to
BRONJ. In fact, previous findings indicate that MET was able to reduce oxidative stress
and brain damage, with reduced MPO activity compared to control groups, in animals
with diabetes and prostate cancer (OZEL et al., 2022). However, we also note that more
studies are needed to measure whether there is a direct involvement of neutrophils in the
pathogenesis of BRONJ and, secondarily, in association with some drug therapy.

We emphasize that our study is the first in the scientific literature to evaluate the
effect of MET on the expression of F4/80 in mandibular tissue and MPO activity in the
gingival tissue of animals subjected to BRONJ. Our results found through in vivo analyzes
encouraged us to study the anti-inflammatory effect of MET on the concentration of IL1f3
in the culture supernatant of RAW 264.7 macrophages treated with AZ. It is known that
the transformation of IL-1p precursors into bioavailable molecules is associated with the
deubiquitination of pro-caspases, which occurs through their binding to intracellular
domains of recognition receptors in macrophages, forming the basis of activation of the
defined protein complex as an inflammasome (SATOH et al., 2015). Thus, this is a way
to verify the activation of the inflammasome indirectly through the production of IL-1p

measured in RAW 264.7 culture supernatant under treatment with AZ and/or MET.
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In the present in vitro analysis, we observed that AZ treatment increased the
concentration of IL1P in the cell supernatant. Few studies have evaluated, directly or
indirectly, the influence of the inflammasome and specifically IL-1p on the development
of BRONJ. However, it has been reported that AZ increased the expression of TLR-4 in
macrophages, inducing the polarization of these cells in favor of the M1 phenotype, and
that the production of pro-inflammatory cytokines induced by this BFs, including IL-18,
occurs in dependent on the TLR-4 signaling pathway (ZHU et al., 2019). Furthermore, in
a previous study, the induction of BRONJ in diabetic animals occurred through an IL-1§-
dependent mechanism (ZHANG et al., 2015). Such studies suggest that AZ has the
capacity to activate Toll-type recognition receptors in macrophages and that the
expression of IL-1 is part of the pathogenesis of BRONIJ.

Furthermore, we observed that MET treatment, per se, did not induce the
expression of IL1f in the RAW 264.7 culture. When cells were incubated concomitantly
with AZ and MET, a significant reduction in the concentration of IL-1p in the supernatant
was observed compared to AZ treatment conditions. This demonstrates that treatment
with MET possibly prevented the activation of the inflammasome and the consequent
release of IL-1p induced by AZ.

In this context, we suggest that MET may have reduced BRONJ injury,
represented by the reduced number of empty osteocyte lacunae in the present study, at
least partially through possibly anti-inflammatory mechanisms. In fact, the scientific
literature is consistent with the reduction in F4/80 expression following the use of MET
in vitro (INCIO et al., 2015; DING et al., 2015). Furthermore, in an experimental model
of diabetic cardiomyopathy, reduced expressions of mTOR and IL-1p were observed in

cardiac specimens from animals treated with MET, which was reversed by the
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administration of an AMPK inhibitor (YANG et al.,2019), indicating the importance of
AMPK for the anti-inflammatory effects presented by MET.

In short, it has been described that MET enters the cell through cation
transporters, located in the cell membrane and causes an increase in the ADP:ATP ratio,
causing AMPK activation. Consequently, important signaling pathways involving the
inflammatory response are inhibited, such as TNF-o/NF-KB and the protein complex
involving mTOR, as it activates PTEN, in addition to suppressing TLR4, reducing the
expression, especially of IL-1B. Additionally, through an AMPK-independent
mechanism, MET also has anti-inflammatory effects by directly activating Dicer, iPFK2
and miRNA, leading to lower expression of several other pro-inflammatory cytokines,
such as TNF-a and IL-6 (HALOUL et al., 2019; KRISTOFI; ERIKSSON, 2021).
Therefore, the interaction between AMPK, mTOR and TLR4 appears to be essential for
the anti-inflammatory effects of MET observed in our study by reducing both the
expression of F4/80 in mandibular specimens evaluated in vivo, and the concentration of

IL-1B in the cell supernatant in vitro.

CONCLUSION

In the BRONJ protocol recommended in our study, MET treatment showed
protective effects in vivo in reducing the quantification of ON injury and the percentage
of apoptotic OCs. Based on the anti-inflammatory potential presented in our in vivo and
in vitro analyses, it is suggested that the protective effect of MET in the present ONMB
protocol partially arises from its anti-inflammatory activity. Therefore, MET is
considered a promising drug for clinical use in patients using BPs, especially

intravenously, where the risk of developing ONMB is greater.
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