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REsSuUMO

RODRIGUES, Larissa. AlteragGes precoces do o0sso cortical
associadas a osteonecrose por uso de hisfosfonatos em animais:
um estudo longitudinal. 2021. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagédo em Odontologia) — Departamento de Odontologia da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

A osteonecrose que acomete o complexo maxilomandibular por
uso de medicamentos (MRONJ) é um efeito adverso do uso de
medicamentos antirreabsortivos e antiangiogénicos, como 0s
bisfosfonatos (BFs), e a fisiopatologia desta condicdo ainda é
incerta. Objetivo: Avaliar as alteragbes imaginolégicas precoces
no osso cortical mandibular em modelo animal de MRONJ.
Método: Quarenta ratas foram divididas em dois grupos:
zoledronato (Zometa 66 ug/kg) e controle (solugao salina). ApGs
trés semanas de administragdo da medicacdo, as ratas foram
submetidas a extracdo dos primeiros molares inferiores
esquerdos, como trauma local. Imagens por microtomografia
foram obtidas em trés tempos: antes da medicacdo (T0); apdOs
trés semanas de medicacdo (T1) e 6 semanas apos a extracao
dentéria (T2). As alteragfes dsseas corticais foram avaliadas por
meio da densidade mineral 6ssea (DMO) e da dimenséo fractal
(DF) nos lados afetado (trauma local) e nédo afetado. Os dados
foram avaliados estatisticamente. Resultados: De TO a T1, a
DMO aumentou em ambos 0s grupos e em ambos os lados, e
em T2, os valores médios foram menores no grupo experimental
gue no grupo controle. Nao houve diferencas significativas entre
0s grupos em relacdo a DF. Conclusfes: A DMO é um possivel
marcador das alteracBes precoces relacionadas a osteonecrose.

Palavras-chave: Osteonecrose; Bisfosfonatos; Microtomografia;
Modelo Animal



ABSTRACT

RODRIGUES, Larissa. Early cortical bone changes
associated with bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws
in animals: A longitudinal study. 2021. Undergraduate Course
Final Monograph (Undergraduate Course in Dentistry) —
Department of Dentistry, School of Health Sciences, University of
Brasilia.

Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ) is an
adverse effect of the use of antiresorptive and antiangiogenic
drugs, such as bisphosphonates (BPs), and the pathophysiology
of this condition is still uncertain. Objective: To evaluate early
imaging changes in mandibular cortical bone in an animal model
of MRONJ. Method: Forty rats were divided into two groups:
zoledronate (Zometa 66 ug/kg) and control (saline solution). After
three weeks of medication administration, the rats underwent
extraction of the lower left first molars, as a local trauma.
Microtomography images were obtained at three times: before
medication (TO0); after three weeks of medication (T1) and 6
weeks after tooth extraction (T2). Cortical bone changes were
assessed using bone mineral density (BMD) and fractal
dimension (FD) on the affected (local trauma) and non-affected
sides. Data were statistically evaluated. Results: From TO to T1,
BMD increased in both groups and on both sides, and at T2,
mean values were lower in the experimental group than in the
control group. There were no significant differences between
groups regarding FD. Conclusions: Mandibular cortical BMD may
indicate early alterations related to MRONJ.

Keywords: Osteonecrosis; Disphosphonates; X-Ray
Microtomography; Rats
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REsSuUMO

A osteonecrose que acomete o complexo maxilomandibular por
uso de medicamentos (MRONJ) é um efeito adverso do uso de
medicamentos antirreabsortivos e antiangiogénicos, como 0s
bisfosfonatos (BFs), e a fisiopatologia desta condicdo ainda é
incerta. Objetivo: Avaliar as alteragbes imaginoldgicas precoces
no osso cortical mandibular em modelo animal de MRONJ.
Método: Quarenta ratas foram divididas em dois grupos:
zoledronato (Zometa 66 pg/kg) e controle (solugéo salina). Apds
trés semanas de administragdo da medicacdo, as ratas foram
submetidas a extragdo dos primeiros molares inferiores
esquerdos, como trauma local. Imagens por microtomografia
foram obtidas em trés tempos: antes da medicacéo (TO0); apds
trés semanas de medicacédo (T1) e 6 semanas ap0s a extracao
dentaria (T2). As alteracfes dsseas corticais foram avaliadas por
meio da densidade mineral 6ssea (DMO) e da dimenséo fractal
(DF) nos lados afetado (trauma local) e ndo afetado. Os dados
foram avaliados estatisticamente. Resultados: De TO a T1, a
DMO aumentou em ambos os grupos e em ambos os lados, e
em T2, os valores médios foram menores no grupo experimental
que no grupo controle. A DF apresentou-se menor, em T2, em
relacdo aos demais tempos, e maior no grupo tratado que no
grupo controle. Conclusées: A DMO e a DF éssea mandibular
podem indicar alteracfes precoces relacionadas a osteonecrose.

Palavras-chave: Osteonecrose; Bisfosfonatos; Microtomografia;
Modelos Animais
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ABSTRACT

Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ) is an
adverse effect of the use of antiresorptive and antiangiogenic
drugs, such as bisphosphonates (BPs), and the pathophysiology
of this condition is still uncertain. Objective: To evaluate early
imaging changes in mandibular cortical bone in an animal model
of MRONJ. Method: Forty rats were divided into two groups:
zoledronate (Zometa 66 ug/kg) and control (saline solution). After
three weeks of medication administration, the rats underwent
extraction of the lower left first molars, as a local trauma.
Microtomography images were obtained at three times: before
medication (TO); after three weeks of medication (T1) and 6
weeks after tooth extraction (T2). Cortical bone changes were
assessed using bone mineral density (BMD) and fractal
dimension (FD) on the affected (local trauma) and non-affected
sides. Data were statistically evaluated. Results: From TO to T1,
BMD increased in both groups and on both sides, and at T2,
mean values were lower in the experimental group than in the
control group. FD was lower at T2 compared to the other times
and higher in the treated group than in the control group.
Conclusions: BMD and mandibular bone FD may indicate early
alterations related to osteonecrosis.

Keywords: Osteonecrosis; Disphosphonates; X-Ray
Microtomography; Rats
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1. INTRODUCAO

Os Bisfosfonatos (BFs) constituem uma classe de
medicamentos antirreabsortivos que inibem a remodelacéo
0ssea mediada pelos osteoclastos, e tém sido amplamente
utilizados para o tratamento de doencas Osseas caracterizadas
por perda dssea excessiva, como osteoporose, metéstases
Osseas, mieloma multiplo e doenca de Paget (Feller et al., 2009;
Zara et al., 2015; Manzano-Moreno et al., 2015; Heymann, 2010;
Landesberg et al., 2011). No entanto, apesar de ter boa eficacia
terapéutica no tratamento dessas doengas, este medicamento
apresenta efeitos adversos importantes, sendo a osteonecrose
em maxilares o mais relevante.

Este efeito adverso foi descrito pela primeira vez por Marx et
al., em 2003, que relataram a alteracdo 6éssea em pacientes que
receberam &cido zoledrbnico por via intravenosa, denominando
como osteonecrose em maxilares associada ao uso de
bisfosfonatos (BRONJ). Atualmente é denominada como
osteonecrose que acomete o0 complexo maxilomandibular
associada ao uso de medicamentos (MRONJ) (Franco et al.,
2014; Sentlrk et al.,, 2016; Ruggiero et al., 2014; Zandi et al.,
2016; Howie et al.,, 2015), caracterizada pela presenca de
exposicdo 6ssea ou 0sso necrético em maxila ou mandibula por
mais de oito semanas em pacientes sob uso de alguma droga
antirreabsortiva ou antiangiogénica, sem historico de radioterapia
em regido de cabeca e pescoco, e com auséncia de doenca
metastética nessas regides (Ruggiero et al., 2014).

A fisiopatologia da MRONJ ainda é incerta, porém deve-se
considerar o bloqueio da atividade osteoclastica, a inibicdo da
angiogénese, 0 microtrauma constante, a supressdo da
imunidade inata ou adquirida, a deficiéncia de vitamina D, a
toxicidade direta dos tecidos moles e a inflamagdo como
hipéteses relevantes (Ruggiero et al.,, 2014). A patogénese
também pode estar associada a fatores de risco como o tipo de
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medicacdo, o tempo de terapia, o trauma local, os fatores
genéticos e a resposta 6ssea local (Barasch et al., 2011;
Rasmusson, Abtahi, 2014, Saad et al., 2012).

Os BFs sao divididos em nitrogenados e ndo nitrogenados,
podendo ser administrados por via oral ou intravenosa. Hownie et
al. (2015) evidenciaram que 0s nitrogenados intravenosos sao 0s
que possuem maior risco para o desenvolvimento de MRONJ,
dentre eles o &cido zoledrbnico (ZA), que € considerado o mais
potente dos BFs e com efeitos mais prolongados (Tseng et al.,
2015).

As caracteristicas clinicas dessa patologia variam entre 0s
pacientes, podendo ter mdltiplos sinais e sintomas, ou ser
assintomatica (Pasoff et al., 2013). Dor, mobilidade dentaria e
perda de dentes, formagdo de abscessos, fistulas intra ou
extraorais, edema e eritema sdo as manifestac@es clinicas mais
comumente encontradas. Apesar de o0 diagnéstico da
osteonecrose basear-se principalmente nos achados clinicos, é
possivel observar manifesta¢@es iniciais da doenca, assim como
as areas mais propicias para o surgimento da MRONJ. Algumas
ferramentas de imagem podem auxiliar na identificacdo de
alteracOes precoces dos 0ssos (Taniguchi et al., 2016).

As analises tomograficas sdo inespecificas e podem incluir
sequestro 6sseo, reacdo periosteal e fratura dos maxilares,
sendo a tomografia computadorizada o método mais sensivel de
imagem para avaliacdo de tais alteracdes (Arce, Assael,
Weissman e Markiewicz, 2009; Chiandussi et al., 2006; Treister,
Friedland & Woo, 2010).

Dados Gsseos mensuraveis foram relatados em individuos
sob uso de BFs por meio de varias técnicas, incluindo analise da
densidade mineral dssea, arquitetura e espessura do 0SsO
cortical (Bravenboer et al., 1999; Hyldstrup et al., 2001,
Greenspan et al.,, 2010). Alteragcdes na estrutura cortical do
segundo metacarpo foram detectadas na radiografia digital de
mulheres em pausa do tratamento com BFs (Bravenboer et al.,
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1999). Kubek et al. (2010) relataram a inibicdo da remodelacédo
Ossea intracortical em camundongos sob uso de BFs. Dessa
forma, a avaliagdo por imagem da cortical mandibular pode ser
um caminho plausivel para detectar alteracbes Osseas
associadas a terapia com essa classe de medicamento.

A microtomografia computadorizada (microCT) consiste no
exame de imagem mais sensivel para avaliar a morfologia 6ssea
cortical em camundongos e modelos animais pequenos, uma vez
que disponibiliza um tamanho de voxel isotropico de até poucos
micrémetros, convertendo as informacdes do valor da escala de
cinza nas propriedades do osso (Ramezanzadehkoldeh et al.,
2016).

Estudos anteriores ja utilizaram BFs de alta dose e extracao
dentaria em modelo animal para identificar sinais clinicos de
osteonecrose, porém a fisiopatologia da doenca ainda continua
incerta (Abtahi, Agholme, Sandberg e Aspenberg, 2012; Ali-
Erdem et al., 2011; Allen & Burr, 2008; Bi et al., 2010; Biasotto et
al., 2010; Hokugo et al., 2010; Howie et al., 2015; Huja et al.,
2011; Kobayashi et al., 2010; Marino et al., 2012; Perilli et al.,
2010; Senel et al., 2010; Zandi et al., 2016).

A hipétese deste estudo é que alteracBes no osso cortical
mandibular podem ocorrer precocemente apés terapia com
medicamentos antirreabsortivos. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar as alteracdes imaginoldgicas precoces no 0sso
cortical mandibular em modelo animal de MRONJ.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo utilizou a amostra da dissertacdo de
mestrado de Josy Lorena Peres Vilarinho, cujo artigo foi
publicado em 2017, intitulado “Early bony changes associated
with bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws in rats: A
longitudinal in vivo study”.
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2.1 Declaracgéo de ética

O estudo teve aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso
Animal da Universidade de Brasilia, Brasil (UnBDOC 5772/2015),
com apoio financeiro da Fundacdo de Apoio a Pesquisa do
Distrito Federal (FAP-DF, Projeto n° 736/2015). Os experimentos
foram de acordo com as diretrizes da ARRIVE, assim como o
Instituto Nacional da Saude para cuidado e uso dos laboratérios
(NIH) e a Sociedade Brasileira de Ciéncia Animal de Laboratério
(COBEA).

2.2 Modelo animal

A amostra inicial foi composta por quarenta ratas fémeas da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus), distribuidas de forma
aleatéria e alojadas em caixas de propileno, em grupos de
quatro, com temperatura média de 23°C + 2°, expostos a ciclos
de claro/escuro (12h), com racdo e agua a livre demanda (ad
libitum). Ap6s duas semanas de aclimatacdo, as ratas foram
divididas aleatoriamente em dois grupos: controle e acido
zoledrénico (ZA). Elas foram anestesiadas e sedadas (cetamina
10%, 90 mg/kg; xilazina 2%, 15 mg/kg) quando necessario para a
realizacdo dos experimentos.

2.3 Medicagéao

Ao grupo ZA, foi administrada uma dose de 66 pg/kg de
Zometa® 4 mg/5 ml (Novartis, Pharma, Basel, Suica) e, ao grupo
controle, um volume semelhante de solugdo salina, ambos com
administracdo medicamentosa via injecdo intraperitoneal. A
medicacao foi por durante trés semanas, trés vezes por semana
de acordo com Zandi et al. (2016). Os animais foram pesados
antes de cada fase experimental para céalculo da dose adequada
de medicacdo e para controle do ganho ou perda de peso
durante o estudo. Embasando-se em estudos anteriores (Bi et
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al., 2010; Ponte et al., 2016), a idade média dos animais foi de 8
semanas, com peso médio de 250g no momento da
administracdo de zoledronato.

2.4 Extracdo dentéria

Os animais de ambos 0s grupos tiveram 0s primeiros
molares inferiores esquerdos extraidos trés semanas apds o
inicio da terapia com bisfosfonatos. Previamente, foram
anestesiados com cetamina 10%, 90mg/kg e xilazina 2%,
15mg/kg. Os procedimentos cirlrgicos foram realizados pelo
mesmo operador com auxilio de um explorador dental. Durante
48 h apés o procedimento, foi feita analgesia com tramadol (60
mg/kg/dia) duas vezes ao dia. Os animais foram cuidadosamente
assistidos apds a extracdo, observando-se o comportamento, a
capacidade de alimentacéo e o processo de cicatrizagao.

O lado esquerdo, no qual as extra¢des foram realizadas em
ambos os grupos, representou a area com um fator de inducéo
para MRONJ no grupo zoledronato (area supostamente afetada).
O lado direito, representado pela area ndo exposta ao trauma
mecanico (sem extracdo dentdria), foi denominado de area nao
afetada.

2.5 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

As varreduras em MicroCT foram realizadas pelo dispositivo
SkyScan 1076 (Bruker, Kontich, Bélgica) in vivo, com o0s
seguintes parametros técnicos: 18 um de tamanho do pixel, 100
kV, 100 pA, filtro de Al 1 mm, passo de rotacdo de 0,44, média
da moldura de 5 e 37 minutos do tempo médio de varredura. As
reconstrucdes tridimensionais das imagens foram realizadas,
respectivamente, com artefato de anel, suavizagdo e correcdo de
endurecimento ajustada na 142 posicdo, a um nivel de 55%, com
o software NRecon com acelaragdo GPU, versédo 1.6.9, Bruker,
Kontich, Bélgica. Para obtencao das imagens, o posicionamento
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dos animais foi padronizado em decubito ventral, com a cabeca
apoiada e estabilizada (Figura 1). Durante todo o escaneamento,
0s animais foram acompanhados cuidadosamente por camera de
video instalada dentro do equipamento de microTC.

Figura 1 Posicionamento dos animais no equipamento SkyScan em
decubito ventral para obtencdo das imagens microtomograficas (A),
imagem de microCT bidimensional utilizada para conferéncia do
posicionamento do animal no equipamento e definicdo da regido a ser
examinada (B).

O estudo compreendeu trés aquisicdes microtomograficas
realizadas em fases distintas:

TO: microCT realizada no primeiro dia experimental, antes da
medicacdo e das extracBes dentarias, a fim de se ter um
parametro basal de anélise;

T1: varredura realizada trés semanas apds a medicacéo e
antes das extracbes dentarias para andlise das alteracdes
Osseas associadas a administragédo do 4cido zoledrénico;

T2: imagens obtidas seis semanas apés as extracdes para
avaliar se houve alteragcdes Osseas corticais associadas a
osteonecrose em maxilares.

Os animais de ambos os grupos foram eutanasiados pela
exposicao ao gas carbbnico apos a fase T2.
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2.6 Andlises microtomograficas

As imagens de microCT foram avaliadas pelos softwares
CTAn (versao 1.13, Bruker, Kontich, Bélgica), em uma tela HD de
14 polegadas (Notebook Lenovo Yoga 520, modelo
88YG5000829, Brasilia-DF, Brasil), em sala escura e com
cegamento para identificacdo do grupo de animais.

Para andlise quantitativa do osso cortical, um volume
cilindrico tridimensional de interesse (VOI) foi definido com um
didmetro de seccdo 271,6 um e comprimento de 540 pum,
localizado no osso cortical da mandibula abaixo da raiz lingual
média do primeiro molar, seguindo 30 camadas para anterior
(Figura 2).

Figura 2 Volume de interesse (VOI) selecionado na cortical da
mandibula, localizado abaixo da raiz lingual média do primeiro molar
inferior.

Os parametros morfométricos de densidade mineral 6ssea e
dimensao fractal foram analisados dentro do VOI selecionado.
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¢ Densidade mineral 0ssea: é calculada de acordo
com a atenuacdo do tecido 6sseo selecionado,
relacionando os valores da microCT (phantom de estado
sélido) com um valor mineral equivalente (hidroxiapatita
de célcio) a partir de um fantasma de calibracdo. O
conjunto de dados em escala de cinza foi transformado
em unidades de Hounsfield (HU), e os valores de HU
correspondentes a duas varreduras fantasmas de
hidroxiapatita (0,25 e 0,75 hHA/ cm3) foram utilizados
para calibrar escalas de densidade contra unidades de
HU.

o Dimensao fractal: a geometria fractal oferece a
possibilidade de descrever e caracterizar a complexidade
das imagens, assim como sua composi¢ao textural, como
caracterizacdo das propriedades dos meios porosos,
baseada na deteccdo de padrfes na variagdo de valores
na escala de cinza.

Os parametros microtomograficos foram analisados em
ambos os lados para verificar os efeitos da medicagdo no 0sso
exposto (esquerdo) e ndo exposto (direito) ao principal fator de
risco para a osteonecrose.

2.7 Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio
do programa Statistica 14.0 (TIBCO software, Palo Alto,
Caloférnia, Estados Unidos). As andlises descritivas foram
apresentadas para os parametros microtomograficos com base
nos grupos avaliados, tempo de avaliacdo microtomografica e
lado analisado. A andlise de variancia multifatorial (ANOVA) foi
utiizada para comparacdo dos parametros microtomograficos
entre os grupos das trés diferentes fases do experimento seguida
pelo teste LSD-Fisher. Foi realizado o teste t pareado entre os
tempos de medicdo para cada grupo. O coeficiente de correlacao
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intraclasse (ICC) foi calculado. Um p-valor menor que 0,05 foi
considerado como estatisticamente significante para todos os
testes realizados.

3. RESULTADOS

A amostra inicial consistiu de 40 animais. No entanto, quatro
animais foram excluidos do estudo devido a artefatos de
movimentos nos exames microtomograficos. Dois animais foram
excluidos devido & extracdo acidental do segundo molar durante
0 procedimento cirdrgico e quatro animais morreram apos
anestesia ou procedimentos de sedacdo. Logo, a amostra final
foi constituida por 30 animais, sendo 13 do grupo controle e 17
do grupo experimental (zoledronato). N&o foram verificadas
diferencas nos pesos dos animais entre os dois grupos ao longo
do experimento.

3.1 Comparacao das alteracdes corticais da mandibula no
lado direito (ndo afetado) dos grupos controle e
zoledronato

A tabela 1 apresenta a comparacdo dos dois parametros
microtomograficos avaliados no lado direito (ndo afetado), tanto
no grupo tratado (zoledronato) quanto no grupo controle. No
grupo controle, percebe-se que a densidade da cortical 6ssea foi
significativamente maior em T2 quando comparada a T0. No
grupo zoledronato, a densidade foi significativamente maior em
T1 quando comparado a TO, porém em T2 observa-se uma
diminuicdo sigificativa deste pardmetro quando comparado aos
demais tempos. Ao comparar os dois grupos, verifica-se que,
apos as extracbes (T2), a densidade da cortical 6ssea foi
significativamente maior no grupo controle que no grupo
zoledronato (Figura 3).

Em relacdo a dimensédo fractal, ndo existem diferencas
estaticamente significativas nos dois grupos ao longo dos trés
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tempos e em T2 vemos semelhanc¢as nos valores de dimenséo
fractal nos grupos tratado e controle (Figura 4).

3.2 Comparacao das alteracBes corticais da mandibula no
lado esquerdo (afetado) dos grupos controle e
zoledronato

A tabela 2 apresenta a comparacdo dos dois parametros
microtomograficos avaliados no lado esquerdo (afetado), tanto no
grupo tratado (zoledronato) quanto no grupo controle. No grupo
controle, percebe-se que a densidade mineral Gssea cortical foi
significativamente maior em T2 quando comparado a TO e T1. Ja
no grupo experimental, a densidade foi significativamente maior
em T1 quando comparado a TO, porém em T2 observa-se uma
diminuicéo sigificativa deste parametro quando comparado a T1.
Analisando entre os grupos, em T2, a densidade foi
significativamente menor no grupo zoledronato que no grupo
controle (Figura 3).

A dimenséo fractal apresentou-se estatisticamente menor em
T2 em relacdo a TO e T1 no grupo controle, mas sem diferenca
significativa entre os tempos do grupo ZA. Ao comparar 0s
grupos, em T2, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(Figura 4).
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Tabela 1 Comparacgao dos parametros do osso cortical no lado direito (area nao afetada) entre o grupo ZA e o grupo controle.

Grupo Controle Grupo Zoledronato
TO T1 T2 TO T1 T2
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
DMO 1,190%A 0,083 1,255 0,078 1,364 0,073 1,258%8 0,093 1,3168 0,077 1,24438 0,056
DF 1,8213A 0,061 1,7993A 0,063 1,7993A 0,051 1,8113A 0,068 1,819%A 0,079 1,805%A 0,050

DMO - Densidade mineral 6ssea, DF — Dimenséo fractal, TO — avaliagdo microTC inicial, T1 — avaliagdo microTC apds administra¢do de drogas e antes da extracao
dentéria, T2 — avaliagdo microTC ap6s extracdo dentéria
a b.c Comparac@es dentro do grupo (linha): as médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo sdo significativamente diferentes para os animais do grupo acido

zoledrdnico ou do grupo controle (p> 0,05).
A B C Comparagdes entre grupos (linha): as médias seguidas da mesma letra mailiscula ndo sdo significativamente diferentes entre os grupos acido zoledronico e
controle (p> 0,05).

Tabela 2 Comparacgao dos parametros do osso cortical no lado esquerdo (area afetada) entre o grupo ZA e o grupo controle.

Grupo Controle Grupo Zoledronato
T0 T1 T2 TO0 T1 T2
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
DMO 1,160%A 0,071 1,1943A 0,084 1,3570A 0,052 1,203 0,064 1,293b8 0,067 1,252b8 0,064
DF 1,814 0,056 1,8173A 0,062 1,7880A 0,062 1,8273A 0,055 1,820%A 0,068 1,8073A 0,040

DMO - Densidade mineral 6ssea, DF — Dimenséo fractal, TO — avaliagdo microTC inicial, T1 — avaliagao microTC apds administragcao de drogas e antes da extragao
dentéria, T2 — avaliagao microTC ap0s extracao dentaria

a.b.c Comparacfes dentro do grupo (linha): as médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo séo significativamente diferentes para os animais do grupo acido
zoledrdnico ou do grupo controle (p> 0,05).

A B C Comparagdes entre grupos (linha): as médias seguidas da mesma letra mailscula ndo s&o significativamente diferentes entre os grupos acido zoledrdnico e
controle (p> 0,05).
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4. DiscussAo

Nosso estudo foi o primeiro a avaliar, longitudinalmente em
modelo animal, as alteragbes 6sseas corticais microtomograficas
que podem predizer a MRONJ. Muitos estudos avaliaram a
ocorréncia de osteonecrose em regifes que sofreram trauma,
evidenciando que a cortical mandibular de pacientes sob uso de
bisfosfonatos apresentem modificacées precoces gque sugiram a
propensdo ao desenvolvimento da doenga, porém s&o
inconclusivos sobre os mecanismos por tras deste efeito.

A MRONJ foi induzida com administracdo de 4&cido
zoledrdnico e, posteriormente, extragdo dentaria, consistindo em
um método bem relatado na literatura. O zoledronato tem a maior
afinidade de ligacdo mineral dentre as classes de bisfosfonatos,
indicando alta poténcia e longa duracéo de acao (Murphy et al.,
2014), sendo a classe de escolha para o estudo.

As alteracdes Osseas foram avaliadas por meio da
microtomografia computadorizada (microCT), exame de imagem
mais sensivel frente a morfologia 6ssea cortical em modelos
animais (Ramezanzadehkoldeh et al.,, 2016). Varios autores
declararam que a microCT pode ser considerada como o0 método
padrao-ouro para analisar a microestrutura 6ssea (Bouxsein et
al., 2010; Junquera et al., 2014). As mudancas 6sseas foram
avaliadas tanto na regido em que houve o trauma, quanto no
lado contralateral sem extracdo. Além disso, as analises
microtomograficas quantitativas do grupo ZA foram comparadas
com o grupo controle, que ndo recebeu a medicacdo e também
sofreu o procedimento cirdrgico.

A densidade mineral éssea (DMO) é indicada como um
importante marcador para o risco de desenvolver MRONJ em
pacientes sob terapia com BFs (Tohashi et al., 2016). Ao avaliar
este parametro microtomogréfico, nosso estudo detectou que, no
grupo experimental, a DMO aumentou de TO para T1, mas sem
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diferenca estatisticamente significativa. Ao comparar de T1 para
T2, no grupo ZA, a DMO diminuiu significativamente em ambos
os lados mandibulares (afetado e nao afetado pelo trauma), ao
passo que no grupo controle esse pardmetro aumentou. De
acordo com a literatura, seria de se esperar que a densidade
cortical indicasse um aumento progressivo no decorrer das
tomadas microtomograficas, tanto pela acdo do medicamento
antirreabsortivo, quanto pelo aumento da massa com a idade.
Essa hipotese ndo foi corroborada por nosso estudo, que
demonstrou a diminuicdo significativa desse parametro
microtomografico no grupo experimental no Udltimo tempo de
avaliacao.

Deve-se enfatizar que a DMO é um pardmetro 06sseo
influenciado por vérios fatores, como idade do animal,
metabolismo 6sseo e tempo de interrupcdo da medicacao
(Matsumoto et al., 2017; Kim et al., 2019; Allen et al., 2010).
Embora o pico da massa 6ssea dos animais estudados possa ter
influenciado os nossos resultados de DMO, conferindo uma
limitacdo ao estudo, ratos mais velhos ndo poderiam apoiar o
protocolo envolvendo etapas mdiltiplas e procedimentos
invasivos. Seria preferivel se pudéssemos realizar mais exames
de microCT para verificar a hora exata em que ocorrem
mudancas 6sseas. No entanto, isso ndo é possivel na pratica
clinica, e uma maior dose de radiacdo pode interferir no processo
patolégico de osteonecrose. Outros estudos de imagem
longitudinal ajudariam a esclarecer o inicio das mudancas 6sseas
associadas a doenca.

Embora os alvos terapéuticos dos BFs sejam principalmente
osteoclastos, evidéncias sugerem efeitos desses medicamentos
em outros tipos de células, o que pode fornecer pistas
importantes sobre a patogénese da MRONJ. Kim et al.
evidenciaram que a presenca de zoledronato nos ostedcitos
murinos MLO-Y4 induz a sobrerregulacdo de esclerotina, um
antagonista de Wnt que inibe a atividade dos osteoblastos, e
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também o aumento da expressdo de RANKL, citocina essencial
para a osteoclastogénese. Esses achados sugerem que a terapia
com BFs resulte em uma reducdo da formacdo e da massa
Ossea, culminando em uma provavel reducdo na densidade
mineral 6ssea. Estudos histopatolégicos que analisem os
impactos do zoledronato no metabolismo de diversos tipos de
células dsseas e correlacione com a analise microtomografica da
DMO sé&o necessarios.

Além das hip6teses acima citadas, ha também os efeitos
celulares dependentes do tempo de suspensdo da medicacdo. O
0sso cortical leva mais tempo para experimentar tanto a
supressao da remodelacdo Ossea apds o inicio do tratamento,
quanto a recuperacdo do processo apds a suspensao do
antirreabsortivo quando comparado ao osso trabecular (Allen et
al., 2010). Evidéncias apontam que a descontinuacéo da terapia
com BFs resulta na recuperacdo do turnover, embora os valores
dependam de qual medicamento foi ministrado, da dose e da
duracdo do tratamento (Yoshida et al., 1998; Black et al., 2006;
Grey et al., 2009). Grey et al. evidenciaram que, apds dose Unica
de zoledronato intravenoso, os biomarcadores de remodelagéo
foram significativamente suprimidos em comparacao a linha de
base por pelo menos trés anos. Neste presente estudo, foi
administrado uma dose de 66 ug/kg de Zometa® durante trés
semanas, trés vezes por semana, sendo que a Ultima tomada
microtomografica (T2) ocorreu nove semanas apés a medicagéo.
Dessa forma, vale ressaltar que, de acordo com a literatura,
podem ter ocorrido mudancgas Osseas referentes ao tempo de
suspenséao da medicacao.

A dimensdo fractal (DF) descreve uma razdo de
complexidade, categorizando a microestrutura de meios porosos,
particularmente o tecido 6sseo. Molina et al. (2012) evidenciaram
qgue é possivel avaliar a microarquitetura porosa do osso cortical
por meio de imagens de microCT, auxiliando no diagnéstico de
alteracbes 6sseas. Apesar de alguns estudos ja terem mostrado
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a relevancia da DF para o diagnéstico de alteracbes ésseas,
esse parametro ndo demonstrou diferencas significativas no 0sso
cortical da mandibula frente a presenca de terapia com
bisfosfonatos no presente estudo.

ApGs o procedimento cirlrgico (T2), além dos parametros
gquantitativos ja detectados, observou-se os achados clinicos e
microtomograficos qualitativos da MRONJ. Apenas animais do
grupo ZA apresentaram exposi¢ao 0ssea, abscessos, destruicdo
do cortex mandibular, sequestro 0sseo e reagdo periosteal
Ossea, consistindo em sinais clinicos e de imagem de MORNJ
reconhecidos em pacientes (Ruggiero et al., 2014). Em relag&o
aos achados microtomograficos, deve-se enfatizar a alta
frequéncia de reacdo periosteal no grupo zolendronato, que
provavelmente é determinada pela intensidade, agressividade e
duracdo do processo inflamatério relacionado ao MRONJ. A
disseminac@o subperiéstica de tal inflamacgdo estimula a nova
formacgéo d6ssea que circunda o cortex mandibular (Rana, Wu e
Eisenberg, 2009).

Além da limitagdo apresentada anteriormente referente a
idade dos animais, o0 presente estudo também apresentou
limitacbes frente ao protocolo experimental de terapia com
bisfosfonatos, tanto em relacdo a dose administrada, quanto a
duracdo da terapia. Estudos imaginoldgicos futuros que nos
auxiliem a esclarecer o momento exato das alteracbes Osseas
associadas a MRONJ, correlacionadas ao tempo de suspenséo
da medicacao, sdo necessarios.

5. CONCLUSAO

Este estudo longitudinal in vivo evidenciou que as alteracdes
imaginoldgicas ocorrem precocemente na cortical do 0sso
mandibular em modelo animal de osteonecrose por uso de
bisfosfonatos. A densidade mineral dssea é um possivel
marcador das alteragfes precoces relacionadas a osteonecrose.
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