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RESUMO

AVALIACAO DO CALCIO, FOSFORO, PARATORMONIO E FOSFATASE
ALCALINA SERICOS EM RATOS SOB O EFEITO DE MEDICAMENTOS
ANTIRREABSORTIVOS E EXODONTIA

AUTOR: Gabriel Bassan Marinho Maciel
ORIENTADORA: Profé. Dr2. Cristiane Cademartori Danesi

A osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos (MRONJ) é uma patologia 6ssea
severa e debilitante cuja etiopatogenia ndo esta totalmente esclarecida, bem como ainda nédo
existe um tratamento padréo realmente efetivo para a condi¢do. Desde os primeiros relatos, em
2003, investiga-se uma possivel correlacdo entre parametros séricos do metabolimo 6sseo com
o desenvolvimento da MRONJ. Contudo, os achados sdo divergentes e ainda ndo ha consenso
na comunidade cientifica quanto tal associacdo. O objetivo deste estudo foi mensurar 0s
parametros séricos 6sseos de célcio, fosforo, paratormonio (PTH) e fosfatase alcalina (FA) de
36 ratos Wistar machos em estagio de risco para MRONJ. Para isso, 0s animais receberam
aplicacdes dos medicamentos antirreabsortivos: alendronato (AL), 1 mg/Kg; acido zoledrénico
(ZL), 0,06 mg/Kg; denosumab (Dmab), 0,25 mg/Kg. Apds os tratamentos, 0s animais foram
submetidos a exodontia do primeiro molar inferior direito higido. Passados 28 dias da extracéo,
foi realizada a eutanasia por exsanguinacao total e simultanea obtencdo de amostras sanguineas
para avaliacdo bioguimica de calcio, fosforo, PTH e FA. Constatou-se que a administracdo de
AL ou ZL reduziu a concentracdo sérica de calcio (P > 0.05), ao passo que a administragdo de
Dmab a elevou (P > 0.05). Nos trés farmacos estudados, verificou-se um declinio na
concentracdo de fésforo, que foi significativo apenas nos animais que receberam ZL (P < 0.05).
Né&o foram observadas varia¢es na concentra¢do do PTH em nenhum dos trés tratamentos. A
atividade sérica da FA elevou-se no tratamento com Dmab (P > 0.05) e diminuiu com a
administragdo de AL ou ZL (P > 0.05). Conhecer o comportamento de pardmetros séricos
6sseos é fundamental para aprofundar o entendimento da etiopatogenia da MRONJ. Os
parametros séricos podem ser Gteis em pesquisas futuras de estratégias preventivas pré-
operatdrias em pacientes sob risco que precisam realizar intervencdes cirdrgicas orais.

Palavras-chave: Osteonecrose. Ratos. Alendronato. Acido Zoledrénico. Denosumab



ABSTRACT

EVALUATION OF SERUM CALCIUM, PHOSPHORUS, PARATHORMONIUM
AND ALKALINE PHOSPHATASE IN RATS UNDER THE EFFECT OF
ANTIRESORPTIVE DRUGS AND DENTAL EXTRACTION

AUTHOR: Gabriel Bassan Marinho Maciel
ADVISER: Profd. Dr. Cristiane Cademartori Danesi

Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ) is a severe and debilitating bone
pathology whose etiopathogenesis is not fully understood, and there is still no effective standard
treatment for the condition. Since the first reports, in 2003, a possible correlation between serum
parameters of bone metabolism and the development of MRONJ has been investigated.
However, the findings are contrasting and there is still no consensus in the scientific community
regarding such an association. The aim of this study is to measure the bone serum parameters
of calcium, phosphorus, parathormone (PTH) and alkaline phosphatase (AP) of 36 male Wistar
rats at risk stage for MRONJ. For this reason, the animals received applications of anti-
resorptive drugs: alendronate (AL), 1 mg/Kg; zoledronic acid (ZL), 0.06 mg/Kg; denosumab
(Dmab), 0.25 mg/Kg. After the treatments, the animals underwent extraction of the healthy
lower right molar. After 28 days of the extraction, euthanasia was performed by total
exsanguination and simultaneous blood samples were obtained for biochemical evaluation of
calcium, phosphorus, PTH and AP. Administration of AL or ZL was found to reduce serum
calcium concentration (P > 0.05), whereas administration of Dmab increased it (P > 0.05). In
the three medications studied, there was a decline in phosphorus concentration, which was
significant only in animals that received ZL (P < 0.05). No variations in PTH concentration
were observed in any of the three treatments. Serum AP activity increased with Dmab treatment
(P > 0.05) and decreased with AL or ZL administration (P > 0.05). Knowing the behavior of
bone serum parameters is essential to deepen the understanding of the etiopathogenesis of
MRONJ. Serum parameters may be useful in future research on preoperative preventive
strategies in patients at risk who need to undergo oral surgical interventions.

Keywords: Osteonecrosis. Rats. Alendronate. Zoledronic Acid. Denosumab.
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1 INTRODUCAO

A osteonecrose dos maxilares associada a medicamentos (MRONJ) é uma condicao
severa e debilitante que afeta a capacidade de remodelacdo e vascularizacdo dos 0ss0s
maxilares, culminando no surgimento de exposi¢do dssea necrdtica em areas de trauma na
cavidade oral (SOUSA et al., 2018; ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020).

Os dois principais agentes etiologicos da MRONJ sdo a exodontia (KAWAHARA,
KUROSHIMA, 2021) e o uso de medicamentos antirreabsortivos (YANG et al., 2019),
farmacos empregados no tratamento de disturbios do metabolismo 6sseo como a osteoporose,
a doenca de Paget e o mieloma multiplo (TUCK, 2020; NGUYEN; BOUIN; STE-MARIE,
2021; OZYURTSEVEN et al., 2021).

Os medicamentos antirreabsortivos como os bisfosfonatos e 0 denosumab (CAIRES et
al., 2017) tém grande potencial em inibir a atividade dos osteoclastos, as células responsaveis
pela reabsorcdo 6ssea (UDAGAWA et al., 2021), o que resulta no fortalecimento dos 0ssos
reduzindo o risco de fraturas patoldgicas (PASSERI et al., 2011).

A American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) classifica a
MRONIJ em cinco estagios (NICA et al., 2021): o estagio “em risco” compreende os pacientes
que estdo sob tratamento com medicamentos antirreabsortivos mas ndo apresentam nenhuma
evidéncia de osteonecrose. No estagio 0, ndo ha sinais clinicos de osteonecrose, mas ha sinais
ndo especificos e alteracdes radiograficas (LOMBARD et al., 2016; KANG et al., 2018).

No estagio 1 ha exposicdo de 0sso necrotico ou presenca de fistula, mas sem sintomas
nem sinais de infeccdo. O estdgio 2 é o estagio 1, porém sintomatico com infec¢do, dor e
eritema. (LOMBARD et al., 2016; KANG et al., 2018). No estagio 3 ha presenca de 0sso
necrotico exposto ou fistula intraoral que se expandem além dos limites do osso alveolar, com
sinais e sintomas associados a infeccdo (ON et al., 2021).

Até 0 momento ndo existe um tratamento definitivo para a MRONJ (MORASCHINI et
al., 2021), mas sim diferentes estratégias de manejo que variam conforme o estégio clinico da
doenga (ON et al., 2021), almejando o controle da dor, da infeccdo e da progressao da necrose
0ssea (NICOLATOU-GALITIS et al., 2019). Tendo em vista a gravidade e dificuldade de
manejo da MRONJ, tem sido investigada a correlacdo entre os parametros sericos do
metabolismo 6sseo com o desenvolvimento da MRONJ (LAZAROVICI et al., 2010; KOTH et
al., 2017; PEISKER et al., 2018).

Os parametros séricos do metabolismo 06sseo sdo substancias que permitem o

acompanhamento das atividades de reabsorcdo ou de formacéo dos 0ssos, refletindo a agédo de
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osteoclastos ou de osteoblastos, respectivamente (VIEIRA, 1999; FANTASIA, 2009). O célcio

e o fésforo sdo elementos imprescindiveis para a mineralizagdo 6ssea e regulacéo de diversos
processos organicos (SUN et al., 2020; PALACIOS et al., 2021), tendo sua homeostase
regulada em grande parte pelo paratorménio (PTH) (POOLE; REEVE, 2005).

O PTH é um horménio polipeptidico produzido e secretado pelas glandulas
paratireoides localizadas no pescoco, na por¢do posterior da tiredide (LOFRESE; BASIT;
LAPPIN, 2019), que age ativamente nos processos de remodelacdo 6ssea (BOVBJERG et al.,
2021). Além do PTH, o metabolismo 6sseo € influenciado pela acéo da fosfatase alcalina (FA)
(CLARKE, 2008), uma ectoenzima (FISHER et al., 2007) presente na matriz calcificada e na
membrana dos osteoblastos (VIEIRA, 1999).

A FA é imprescindivel para a mineralizacdo dos 0ssos (BRICHACEK; BROWN, 2019)
uma vez que cliva o pirofosfato inorganico, um inibidor natural da calcificacdo, aumentando
com isso a concentracdo local de fosforo, promotor da mineralizacdo (MURSHED, 2018).
Além disso, a FA altera fosfoproteinas para que essas estimulem a calcificacdo Gssea
(CLARKE, 2008).

Alteracbes dos niveis séricos de célcio, fosforo, PTH e FA sdo encontrados em
diferentes processos patoldgicos. Baixas concentra¢cdes de célcio no organismo podem levar ao
raquitismo em criancas e a osteomaléacia em adultos, bem como aumenta o risco de osteoporose
(PALACIOS et al., 2021).

Quanto ao fosforo, reducdes severas de fosfato no organismo podem causar
insuficiéncia cardiaca e respiratéria, enquanto que niveis elevados estdo associados a
calcificacdo da artéria coronéria, deterioracdo da funcdo renal, envelhecimento precoce e
aumento da mortalidade (SERNA; BERGWITZ, 2020).

O PTH, quando em niveis elevados, torna-se uma toxina urémica e induz a perda mineral
6ssea, bem como pode estimular a calcificacdo de vasos e valvulas, anemia, cardiomiopatia e
hipertensdo (JAQUETO et al., 2016).

Valores séricos reduzidos de FA estdo relacionados a doencga de Wilson e a leucemia
(HAN et al., 2020), enquanto que 0 aumento da sua concentracao sérica € associada a obstrucéo
biliar, resposta a leucemia, linfoma, tumores 6sseos osteoblasticos, osteomalacia, diabetes,
mineralizacdo esquelética excessiva, doenca de Paget e Alzheimer (BRICHACEK; BROWN,
2019; HAN et al., 2020).

Modelos animais sdo empregados no estudo da MRONJ a fim de esclarecer sua
etiopatogenia, testar novos tratamentos e buscar meios de prevenir o seu desenvolvimento em
pacientes de risco (ALLEN, 2007; SHARMA et al., 2013). Um modelo animal para a MRONJ
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deve simular as condicdes presentes nos casos em seres humanos, como a administracdo de
farmacos antirreabsortivos e a presenca de trauma na cavidade oral, como exodontias (ALLEN,
2007; WAN et al., 2020). Dessa forma, espera-se a inducdo de areas de exposicdo 0ssea
persistentes, porem modelos de MRONJ que ndo desenvolvem 0sso exposto clinicamente
também podem ser elaborados, pois acredita-se que a exposi¢do dssea pode ser um efeito tardio
dessa patologia (SHARMA et al., 2013).

Entretanto, ndo existe um modelo animal padrdo para a MRONJ que replique com
precisdo a sua realidade clinica em humanos, isto é, que abranja todos os fatores que podem
estar envolvidos em sua patogénese (NETO et al., 2016).

O rato é o animal mais empregado em pesquisas cientificas historicamente
(FAGUNDES e TAHA, 2004). Apesar da grande semelhanca fisiologica entre roedores e 0
homem, a extrapolacéo dos resultados encontrados nesses modelos para os seres humanos deve
ser feita com cautela (DAMATTA, 2010). Em ratos, a relacdo entre os parametros séricos do
metabolismo d6sseo e a MRONJ foi analisada em poucos estudos que ndo encontraram
conformidade quanto a sua associacdo (NETO et al., 2013; OH et al., 2014).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou mensurar os parametros séricos de célcio,
fésforo, PTH e FA em ratos Wistar em situacdo de risco para o desenvolvimento de MRONJ.
Para isso, 0s animais receberam aplicacdes de trés medicamentos antirreabsortivos
(alendronato, &cido zoledrénico e denosumab) seguindo protocolos estabelecidos na literatura
e foram submetidos a exodontia do primeiro molar inferior direito higido. Apds pesquisa em
diversas bases de dados, constata-se que este trabalho é pioneiro na avaliacdo simultanea dos
niveis séricos de célcio, fosforo, PTH e FA em ratos Wistar tratados com alendronato, &cido

zoledrénico e denosumab.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

2.1.1 Caracteristicas gerais

Os 0ssos sao constituidos por um tecido conjuntivo especializado, metabolicamente
ativo, formado por diferentes tipos celulares em meio a uma matriz extracelular de colageno
calcificada (BUCK; DUMANIAN, 2012). Os 0ss0s sdo as principais estruturas responsaveis
pela sustentacdo do organismo, possibilitando movimentos e a locomocédo do corpo, além de
garantirem a protecao de estruturas vitais (SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018).

Os o0ssos participam da regulagdo de diversos processos metabdlicos, endocrinos e
hematopoiéticos, concentrando inimeros fatores de crescimento e citocinas, bem como
envolvem-se diretamente na homeostase mineral, sendo importantes reservas de ions célcio e
fésforo (CLARKE, 2008; SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018).

A matriz dos 0ssos € composta principalmente por minerais, que correspondem a cerca
de 50 a 70% do osso e lhe conferem rigidez mecénica e capacidade de suportar cargas
(RALSTON, 2017). Os minerais predominantes no tecido 0sseo sdo o célcio e o fdsforo, na
forma de cristais de hidroxiapatita, Cai0(PO4)s(OH). (MURSHED, 2018).

Estdo presentes também, mas em menores proporg¢des, carbonato, magnésio e grupos
hidroxila isolados. O didmetro méaximo dos cristais de hidroxiapatita ndo ultrapassa 200 A,
sendo menores e mais solUveis em comparacdo aos cristais geoldgicos de hidroxiapatita
(CLARKE, 2008).

A matriz organica, isto €, 20 a 40% do osso (CLARKE, 2008), é constituida por uma
rede interligada de aproximadamente 20 tipos de proteinas, sendo a principal o colageno tipo |
(UNAL; CREECY; NYMAN, 2018) que corresponde a cerca de 90% dessas (GARNERO,
2015). O restante sdo outras proteinas colagenosas, ndo-colagenosas e fatores de crescimento
(CLARKE, 2008).

O colageno tipo | é uma proteina macromolecular fibrilar responsavel por conferir aos
0ssos elasticidade e resisténcia a tensdes (SILVA; PENNA, 2012; PRESTES et al., 2013). O
colageno tipo I é composto por duas cadeias peptidicas o1 entrelagadas com sua cadeia isbmera
az, formando assim uma haste tripla cuja porcdo central esta na forma helicoidal e suas

extremidades aminica e carboxilica na forma globular (PRESTES et al., 2013).
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A molécula de coldgeno tem um comprimento aproximado de 280 nm e massa
molecular em cerca de 300.000 Da. Cada cadeia polipeptidica da sua tripla hélice apresenta
cerca de mil aminoacidos. A sequéncia de aminoacidos nas moléculas de colageno é geralmente
tripeptidica, com glicina-x-prolina ou glicina-x-hidroxiprolina, em que o “x” varia entre os 20
aminoacidos existentes (SILVA; PENNA, 2012).

As moléculas de tropocoldgeno organizam-se em fibrilas, as quais unem-se entre si
atraves de ligacOes cruzadas de piridinio, um tipo especial de unido covalente oriunda da
interacdo entre grupos aldeidos e grupos aminos livres (RALSTON, 2017). As fibrilas formam
as fibras de colégeno as quais, por sua vez, se organizam em feixes (SILVA; PENNA, 2012).
O colégeno tipo | compreende cerca de 95% de todo o colageno 6sseo, com 0s outros tipos
dessa proteina (colageno Il e V) servindo para regular o diametro de fibrilas do colageno tipo
| (GARNERO, 2015).

Quanto as proteinas ndo-colagenosas que formam a matriz orgénica, destacam-se a
osteonectina, a mais abundante, que é associada ao desenvolvimento de osteoblastos e a
mineralizacdo da matriz (CLARKE, 2008) e a fibronectina, cujo papel é mediar a adesdo de
células a matriz 6ssea (RALSTON, 2017). Por fim, além dos minerais e da matriz orgéanica, o
0sso é composto por moléculas de agua (5 a 10%) e por lipideos (menos de 3%) (CLARKE,
2008).

Defeitos na mineralizagdo Ossea explicam inumeras patologias como raquitismo e
osteomalécia, nas quais ndo ha calcio e fosfato em niveis satisfatérios (RALSTON, 2017). A
calcificacdo insuficiente também é vista na hipofosfatasia, uma condi¢cdo em que uma mutacgéo
genética afeta a enzima fosfatase alcalina (FA) que passa a ndo degradar o pirofosfato, um
inibidor da mineralizagdo (RALSTON, 2017; MURSHED, 2018).

O tecido 6sseo é classificado em dois tipos: 0sso cortical e 0sso trabecular. Sitios
distintos do esqueleto exibem propor¢des diferentes de osso cortical e trabecular na sua
composicdo (CLARKE, 2008). O tecido 0sseo cortical é de aspecto solido e denso, tendo baixa
area de superficie e corresponde a 80% do esqueleto (SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS,
2018).

O osso cortical é constituido por lamelas calcificadas concéntricas que envolvem 0 0sso
trabecular (SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018). No osso cortical sdo encontradas
estruturas cilindricas conhecidas como ésteons, ou sistemas harvesianos, que envolvem um
canal central o qual abriga vasos sanguineos (CLARKE, 2008).

A excecdo das articulagdes, a superficie externa do padrdo cortical é revestida por

peridsteo, uma bainha de tecido conjuntivo fibroso fundamental para o crescimento 0sseo
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aposicional e reparo de fraturas. O padrao cortical é predominante nas hastes de 0ssos longos e
no colo do fémur (RALSTON, 2017; SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018).

O segundo tipo 0sseo € o trabecular, o qual é semelhante a uma rede de favos de mel
com placas e hastes trabeculares em meio a medula 6ssea (CLARKE, 2008). O padrédo
trabecular corresponde a 20% do esqueleto, sendo encontrado no centro de 0ssos longos, planos
e vértebras (RALSTON, 2017).

O padrao trabecular tem um caréater esponjoso, sendo menos denso e com metabolismo
mais intenso que o 0sso cortical. O o0sso trabecular também é formado por ésteons, porém eles
tém formato semilunar, sendo diferentes dos sistemas harvesianos do padrdo cortical
(RALSTON, 2017).

A face interior do 0sso trabecular, bem como do 0sso cortical, é recoberta pelo enddsteo,
uma membrana que contém vasos sanguineos, osteoblastos e osteoclastos. Nessa face interior,
a taxa de remodelacdo € maior do que na face externa recoberta pelo peridsteo, com a reabsorcao
superando a deposi¢do 6ssea, 0 que acaba ampliando a cavidade medular conforme o individuo
envelhece (CLARKE, 2008; BUCK; DUMANIAN, 2012).

A cavidade central de 0ssos axiais e longos é preenchida pela medula 6ssea, um 6rgao
encarregado da hematopoiese, isto €, a producdo de hemécias, granulécitos, mondcitos,
linfocitos e plaquetas (TRAVLOS, 2006). A medula dssea produz diariamente mais de cem
bilhdes de celulas sanguineas (SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018). Esse 6rgdo consiste
em ilhas de tecido hematopoiético (medula 6ssea vermelha) junto com células adiposas (medula
Ossea amarela) e macrofagos em meio a uma malha de osso trabecular ricamente vascularizada
(TRAVLOS, 2006).

A hematopoiese é regulada por um microambiente, ou nicho, formado por células
reticulares adventicias, células endoteliais, células de revestimento 0sseo, macrofagos,
adipdcitos e elementos da matriz extracelular. Esse nicho também reconhece e retém células-
tronco hematopoiéticas, fornecendo citocinas e fatores para proliferacdo, diferenciacdo e
maturacao das mesmas (WANG; ZHONG, 2018).

Os 0ssos séo ricamente vascularizados (SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018). Com
excecdo da cartilagem articular e da placa de crescimento, vasos sanguineos sao encontrados
em todas as regides do sistema esquelético (SIVARAJ; ADAMS, 2016). A vascularizacdo é
fundamental para o desenvolvimento e o crescimento 0sseo, para 0s processos de remodelacédo
e na reparacao de fraturas (CARULLI; INNOCENTI; BRANDI, 2013).

Os 0ss0s, através dos osteoblastos, secretam fatores que estimulam a produgéo de vasos

sanguineos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a eritropoetina (LOPES
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etal., 2018). A angiogénese e a osteogénese, portanto, sdo processos intimamente ligados, cada
um promovendo sinergicamente o outro (SIVARAJ; ADAMS, 2016).

A irrigacdo Gssea ocorre através de artérias que distribuem o sangue em uma extensa
rede de capilares a qual é drenada por uma veia no centro da diafise. Alteracdes na irrigacdo
6ssea podem ser fortes indicativos de doencgas. A perfusdo sanguinea, por exemplo, € aumentada
em situacdes de inflamag&o ou neoplasia, enquanto que é reduzida na doenga vascular periférica
ou em pacientes com anomalias nos eritrdcitos (SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018).

A formacéo dos 0ssos ocorre na etapa embrionaria quando células-tronco mesenquimais
migram até sitios especificos do organismo para ali formarem condensacdes que delineiam a
forma e as dimensdes do futuro osso (BERENDSEN; OLSEN, 2016).

Existem dois tipos de ossificacdo: a intramembranosa e a endocondral. Se a célula
mesenquimal diferencia-se diretamente em um osteoblasto, tem-se a ossificacdo
intramembranosa, 0 processo de formacao de 0ssos como a mandibula, a maxila e a calvéria do
cranio (RALSTON, 2017). Em contrapartida, a ossificacdo endocondral é caracterizada pela
producdo inicial de um modelo cartilaginoso que gradualmente sofre calcificacdo (GHIMIRE
etal., 2021).

Na ossificacdo endocondral, as células-tronco se diferenciam em condrocitos que
compdem a matriz cartilaginosa. Essa matriz é entdo invadida por tecido vascular e células
osteoprogenitoras que formam centros de ossificacdo a partir dos quais a mineralizacdo ocorre
(BERENDSEN; OLSEN, 2016).

O primeiro centro de ossificacdo surge no meio do modelo e depois nas extremidades
da estrutura (XIE; CHAGIN, 2021). Nesses centros secundarios de ossificacdo, a substituicao
da cartilagem por tecido mineralizado ocorre exceto na superficie externa, onde forma-se a
cartilagem articular. A ossificacdo endocondral forma os 0ssos longos dos membros, assim
como costelas, pelve e vértebras (RALSTON, 2017).

O tecido Osseo abriga trés tipos celulares principais que desempenham funcgdes
especificas e coordenadas entre si: 0s osteoblastos, os osteoclastos e os osteocitos (WANG et
al., 2021).

2.1.2 Osteoblastos

A formacdo 0Ossea fica ao encargo dos osteoblastos, células que depositam camadas de
matriz compostas principalmente por colageno tipo | que se mineralizam progressivamente
(SALHOTRA et al., 2020). Os osteoblastos correspondem a cerca de 4% a 6% de todas as



21

células Osseas (FLORENCIO-SILVA et al., 2015), estando ativos por um periodo de
aproximadamente dois a trés meses (MAEDA et al., 2019).

Morfologicamente, os osteoblastos sdo células cubicas polarizadas que apresentam
reticulo endoplasmatico rugoso, vesiculas secretoras e aparelho de Golgi bem desenvolvidos
para a producdo e deposicao de proteinas (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Apos a formacdo da matriz dssea, 0s osteoblastos podem seguir por trés possiveis
caminhos: eles podem sofrer apoptose, 0 que ocorre com aproximadamente 50-70% deles
(SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018), podem se diferenciar em ostedcitos ou ainda podem
se diferenciar em células quiescentes do revestimento 6sseo (FLORENCIO-SILVA et al.,
2015).

As células do revestimento 06sseo, juntamente com 0s ostedcitos, sdo as células
predominantes no tecido mineralizado (GRABOWSI, 2015). Essas diferenciacdes de
osteoblastos recobrem a superficie dssea, onde ndo ha atividade de reabsor¢do nem deposicao
mineral (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Morfologicamente sdo achatadas, apresentando um nucleo delgado e com poucas
organelas citoplasmaticas (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Entretanto, mediante exposicao
as forcas mecénicas ou ao paratorménio (PTH), as células do revestimento 6sseo podem se
rediferenciarem em osteoblastos, restabelecendo sua capacidade de secrecdo, seu formato
cubico e aumentando seu tamanho (CLARKE, 2008).

As células do revestimento estdo associadas a regulacdo do fluxo de ions minerais do
fluido extracelular 6sseo, servindo como uma barreira entre 0 sangue e o tecido mineralizado
(CLARKE, 2008). Ademais, as células do revestimento impedem o contato direto da matriz
Ossea com osteoclastos em situacdes de nao-reabsorcdo, produzem osteoprotegerina (OPG) e 0
ligante do receptor ativador do NF-kB (RANKL), moléculas importantes para a diferenciacéo
de osteoclastos (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Os osteoblastos se originam a partir de células-tronco mesenquimais, as quais
primeiramente formam células osteocondroprogenitoras sob regulacdo do fator de transcricao
SOX9. Essas ceélulas osteocondroprogenitoras podem produzir tanto condrécitos quanto
osteoblastos e, para a diferenciagdo desses, sdo necessarios os fatores de transcricdo Runx2
(fator de transcricéo 2 relacionado ao runt) e Osterix (SP7) (GRABOWSI, 2015).

O Runx2, conhecido tambem por CBFA1 (subunidade alfa-1 do fator de ligacdo ao
nacleo), € membro da familia dos fatores de transcricdo Runx e regula a diferenciacéo inicial
dos osteoblastos, atuando também na morfogénese 6ssea, no desenvolvimento de cartilagens,
dentes e vasos sanguineos (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; VIMALRAJ et al., 2015).
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Mutacdes no Runx2 podem desencadear patologias como metastases em cancer de mama,
displasia fibrosa, hipertrofia de condrdcitos e displasia cleidocraniana (VIMALRAJ et al.,
2015).

O fator de transcricdo Osterix € uma proteina com zinco em sua composicao que
pertence a familia dos fatores de transcricdo SP. O Osterix depende do Runx2 para sua
expressao e suas mutagdes estdo associadas a osteogénese imperfeita tipo XIl (GRABOWSI,
2015). Apds a fase de diferenciacdo, ocorre a etapa de proliferacdo dos progenitores de
osteoblastos, uma fase marcada pela atividade da fosfatase alcalina (FLORENCIO-SILVA et
al., 2015).

A transicdo dos pré-osteoblastos fusiformes para osteoblastos cuboidais € caracterizada
por um aumento na expressdo de Osterix juntamente pela secrecdo de proteinas como
osteocalcina (OCN), sialoproteina dssea (BSP) I/11 e colageno tipo | (FLORENCIO-SILVA et
al., 2015).

Os osteoblastos conseguem migrar sobre a superficie dssea até os pontos de deposi¢édo
podendo, em alguns casos, cobrir distancias na faixa de milimetros. Os osteoblastos
indiferenciados tém maior potencial de migracdo do que aqueles que ja estdo maduros e prontos
para a deposicdo Ossea. Para sua fixacdo na superficie dssea, sdo empregadas integrinas e,
através da forca de adesdo gerada, os osteoblastos controlam sua migracdo (THIEL et al., 2018).
A atracdo dos osteoblastos até locais especificos ocorre por diferentes gradientes
quimioatrativos liberados da matriz pela acdo dos osteoclastos, por secrecdes de células
adjacentes, ou pela detec¢do de sinais mecanicos que os guiam pelo 0sso reabsorvido ou pelo
ostedide, as duas superficies mais comuns de movimentagdo (THIEL et al., 2018).

Os osteoblastos desempenham importante papel no controle dos osteoclastos através da
regulacdo da producdo de osteoprotegerina (OPG), um inibidor da diferenciacdo das células
reabsortivas d6sseas (CAWLEY et al., 2020). Esse controle de OPG ocorre por meio da
sinalizagdo Wnt/B-catenina nos osteoblastos, um mecanismo essencial para a manutencao da
massa 0ssea (GRABOWSI, 2015).

As Wnt sdo glicoproteinas (GRABOWSI, 2015) que atuam em receptores na membrana
celular compostos por um complexo de proteinas, isto €, um membro da familia Frizzled de
sete proteinas receptoras transmembranares mais os receptores 5 e 6 relacionados a lipoproteina
de baixa densidade (Lrp5/6) (RUDNICKI; WILLIAMS, 2015).

Ao ser ativado, esse receptor na membrana atrai para si os inibidores da 3-catenina no
citoplasma, o que permite o acimulo dessa proteina no meio intracelular. A B-catenina em

excesso é entdo translocada até o ndcleo dos osteoblastos para interagir com fatores de
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transcricdo e assim controlar a expressdo de OPG (MAEDA et al., 2019). Nos precursores
mesenquimais de osteoblastos, a B-catenina é necessaria para sua diferenciacdo e sobrevivéncia,
enguanto que as proteinas Wnt agem impedindo a apoptose (DUAN; BONEWALD, 2016).

A mineralizacdo do oste6ide no processo de formacéo 6Ossea, isto €, do 0sso ainda nao
calcificado, é regulada pelos hormdnios sistémicos vitamina D e PTH, além de proteinas da
familia SCPP que auxiliam na producéo dos cristais minerais (GRABOWSI, 2015).

A calcificacdo do ostedide pode ser inibida pelo pirofosfato inorganico, um derivado do
fosforo composto por dois grupos fosfato unidos por uma ligacéo éster. O pirofosfato impede a
calcificagdo patoldgica de tecidos moles pelo bloqueio da agregacao de ions célcio e fosforo ao
cristal de apatita, impossibilitando assim o seu crescimento (MURSHED, 2018).

2.1.3 Osteoclastos

Os agentes responsaveis por reabsorver o tecido 6sseo sdo os osteoclastos, células
gigantes multinucleadas (UDAGAWA et al., 2021) de origem hematopoiética descritas pela
primeira vez em 1873, pelo suico Albert Kolliker (NAGY; PENNINGER, 2015). Os
osteoclastos correspondem a cerca de 1% das células dsseas (BONEWALD, 2017), sendo
encontrados em regifes de reabsorcdo dentro de cavidades escavadas na matriz denominadas
lacunas de Howship (BUCK; DUMANIAN, 2012).

Podem-se localizar osteoclastos também em tumores de células gigantes na bainha do
tenddo, em areas de sinovite vilonodular pigmentada e em carcinomas primarios, como os de
mama, pulméao, bexiga e pancreas (BOYCE et al., 2018). Além do seu papel na reabsor¢édo
mineral, os osteoclastos influenciam na formacdo dssea regulando os osteoblastos através da
expressdo de clastocinas. As clastocinas sdo moléculas de sinalizagdo capazes de induzir
osteogénese e englobam a TRAP, S1P, BMP6, Wnt10b, fator de crescimento do hepatdcito
(HGF) e a proteina contendo repeticao de tripla hélice de coldgeno 1 (CTHRC1) (SEJDINAJ;
ZHANG, 2017).

Ademais, os osteoclastos induzem a angiogénese através do fator de crescimento BB
derivado de plaquetas (PDGF-BB) (DRISSI; SANJAY, 2016), mantém normal a funcgéo
enddcrina 0ssea produzindo osteocalcina (SEJDINAJ; ZHANG, 2017) e também atuam na
criacdo de nichos de células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea (DRISSI; SANJAY,
2016).
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Os osteoclastos derivam da linhagem miel6ide de células-tronco da medula 6ssea (HSC)
(SEJDINAJ; ZHANG, 2017). Essas celulas tém capacidade de autorrenovacao e originam todos
os tipos de células hematopoiéticas através de linhagens distintas (ONO; NAKASHIMA, 2018).

Quando as HSC deixam de se autorrenovar, elas se tornam células multipotentes que
formam trés linhagens distintas de progenitores oligopotentes: os linfoides, os
megacariocitos/eritrocitos e os progenitores mieldides comuns (ONO; NAKASHIMA, 2018).
A partir dos progenitores mieldides comuns derivam o0s pré-osteoclastos mononucleares, assim
como mondcitos e macrofagos (ONO; NAKASHIMA, 2018). Essas células precursoras de
osteoclastos séo entdo transferidas da medula 6ssea para a circulagéo sanguinea por intermeédio
da esfingosina-1 fosfato (S1P), um esfingolipidio secretado por hemacias e plaquetas
(SEJDINAJ; ZHANG, 2017).

A osteoclastogénese é regulada principalmente por duas citocinas liberadas por
osteoblastos e ostedcitos: o fator estimulante de coldnia de macrofagos (M-CSF) e o ligante do
receptor ativador do NF-kB (RANKL) (ANESI et al., 2019). A citocina M-CSF é
imprescindivel para regular a proliferacdo, manutencédo e diferenciacdo dos osteoclastos. Nas
células-tronco, a sinalizacdo do M-CSF ativa os fatores de transcricdo PU.1 e MITF e estimula
sua diferenciacdo em pré-osteoclastos (AMARASEKARA et al., 2018).

Nos pré-osteoclastos, a M-CSF se conecta ao seu receptor M-CSFR codificado pelo
gene c-fms e provoca sua dimerizacdo, fosforilacdo e ativacdo. Através das proteinas
adaptadoras Grb2, Sos e Ras G, o receptor ativa a familia das quinases serina/treonina, ou
MAPK (MAP quinase) (ANESI et al., 2019).

As MAPK, por sua vez, ativam o fator de transcricdo AP-1 que se move até o nlcleo da
célula para realizar a transcricdo de genes que promovem a divisdo celular (BOYCE et al.,
2018; ANESI et al., 2019). A ligacdo da M-CSF também aciona a enzima PI3K que ativa outras
duas quinases, a AKT e mTOR. Essas sinalizagbes culminam na inibicdo da apoptose dos
precursores de osteoclastos, permitindo assim a sua proliferacdo (ANESI et al., 2019).

A citocina M-CSF também induz os pré-osteoclastos a expressar o receptor RANK que,
quando se conecta ao seu ligante RANKL, desencadeia uma sequéncia de sinalizacfes
intracelulares que ativam a osteoclastogénese (NAGY; PENNINGER, 2015; MATSUMOTO;
ENDO, 2021).

O RANKL é uma proteina transmembrana homotrimeérica tipo Il presente nos
osteoblastos, ostedcitos, linfocitos T ativados e outras células da medula déssea. Nos

osteoblastos, através de protedlise de enzimas extracelulares como desintegrina, metaloprotease
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e metaloprotease-7, 0 RANKL ¢é liberado da superficie celular e se conecta ao RANK nos pré-
osteoclastos mononucleares (NAGY; PENNINGER, 2015).

O RANK, ou membro da superfamilia TNRF11a, é um receptor presente na membrana
celular dos pré-osteoclastos (NAGY; PENNINGER, 2015; AMARASEKARA et al., 2018). Ao
interagir com 0 RANKL, o RANK recruta até si uma familia de proteinas denominadas fatores
associados ao receptor TNF (TRAF), sendo a principal a molécula adaptadora TRAF6 (fator 6
associado ao receptor TNF) (ANESI et al., 2019).

A TRAF6 causa a degradacdo do Inibidor de NFkB (IkB), uma proteina responsavel
pela inativagdo do fator de transcricdo NFKB. Sem o IkB, o NFKB néo é bloqueado e consegue
se deslocar até o nlcleo para ativar a transcricdo dos seus genes, 0 que permite a expressao do
fator nuclear de células T ativadas c1 (NFATc1), o principal regulador da diferenciacdo dos
osteoclastos (ANESI et al., 2019).

O TRAF6 também inicia a via de sinalizacdo do c-src (NAGY; PENNINGER, 2015) a
qual esta associada a funcdo de protecdo celular pois evita a apoptose do pré-osteoclasto. A
ligacdo do RANKL reorganiza o citoesqueleto do pré-osteoclasto na fusdo com outros pré-
osteoclastos, para que assim formem um Unico osteoclasto multinucleado (MIYAMOTO,
2011). A unido dessas células precursoras é regulada pela proteina transmembrana especifica
de células dendriticas (DC-STAMP) (RALSTON, 2017), cuja expressao é regulada pelo
NFATcl (MIYAMOTO, 2011).

O RANKL, juntamente do M-CSF, € responsavel por manter os osteoclastos ativos
dentro das lacunas de Howship por um periodo de aproximadamente 30 dias, a vida Gtil média
de um osteoclasto (BOYCE et al., 2018).

A osteoclastogénese, contudo, pode ser iniciada diretamente sem 0 RANKL através da
citocina TNF-o. Na presenca do M-CSF, a TNF-a ativa a via de sinalizagdo NF-kB necessaria
para a maturacdo dos osteoclastos (MARAHLEH et al., 2019). Nos osteoblastos e células T
ativadas, a TNF-a provoca a expressdao de M-CSF e RANKL, induzindo assim a producéo de
osteoclastos indiretamente (AMARASEKARA et al., 2018).

Desse modo, os linfdcitos T ativados que expressam o RANKL causam quadros de
perda d6ssea em doencas que apresentam intensa resposta inflamatoria, como a artrite
reumatoide. Ademais, 0 RANK e 0 RANKL estdo associados a maturacdo e conservacao das
células do sistema imune, particularmente nos linfocitos T e B (PEREIRA; PEREIRA, 2004;
NAGY; PENNINGER, 2015). Além do RANKL e do M-CSF, a osteoclastogénese é regulada
também pelo fator de necrose tumoral (TNF), pelas interleucinas (IL) IL-1, IL-6, IL-7, IL-8,
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IL-11, 1L-15, 1L-17, IL-23, IL-34 e por H* e Mg?®* extracelulares (AMARASEKARA et al.,
2018).

Com o objetivo de limitar a formacdo excessiva de osteoclastos e assim impedir uma
reabsorcdo Ossea exagerada, a interacdo do RANKL com o RANK pode ser inibida por
moléculas de osteoprotegerina (OPG) (BOYCE et al., 2018).

A OPG, ou fator inibidor dos osteoclastos, € uma proteina codificada pelo gene
TNFRSF11B (NAGY; PENNINGER, 2015) que se liga com alta afinidade ao RANKL nos
osteoblastos de modo a impedir sua conexdo ao RANK dos pré-osteoclastos (WANG et al.,
2021). Enfermidades em que héa alteragdes nesse gene, tais como a doenca de Paget juvenil
(NAGY; PENNINGER, 2015) e a hiperfosfatasia idiopatica (BOYCE et al., 2018) levam a
osteoporose e aumentam os riscos de fraturas decorrentes da intensa reabsorcdo Ossea. A
secrecdo de osteoprotegerina é realizada principalmente por osteoblastos (AMARASEKARA
et al., 2018), mas também ceélulas cardiacas, hepaticas, renais e do bago podem expressa-la
(BOYCE et al., 2018).

Além da OPG, outras moléculas estdo envolvidas na inibicdo da osteoclastogénese,
como as proteinas interferon (IFN) IFNa, IFNfB, IFNy, as interleucinas IL-3, IL-4, IL-10, IL-
12, IL-27, 1L-33 e concentragBes extracelulares significativas de Zn** (ANESI et al., 2019).

Os osteoclastos se fixam ao sitio de reabsor¢do com a mediacdo da integrina Alpha-v
Beta-3. Essa proteina reconhece a sequéncia de aminoacidos RGD presentes na matriz 6ssea e
a partir de entdo induz o citoesqueleto a realocar as organelas necessarias a reabsorcéo para o
polo da célula mais proximo do osso (XU; TEITELBAUM, 2013).

Nesse setor do osteoclasto € entdo criado um compartimento reabsortivo, ou
subosteoclastico, composto por filamentos de actina que formam um anel em volta de uma
membrana pregueada (TAKITO; INOUE; NAKAMURA, 2018). A membrana pregueada é
repleta de microvilosidades que aumentam sua area de contato com a superficie 0ssea
(FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Para a correta formagcdo da membrana pregueada, é
imprescindivel a acdo da proteina c-src (RALSTON, 2017). O estudo de Soriano et al. (1991)
analisou ratos com deficiéncia de c-src e constatou osteopetrose mesmo com um nimero
expressivo de osteoclastos presentes, indicando o papel fundamental da membrana pregueada
na reabsorcdo (LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019).

O compartimento reabsortivo faz parte da zona de vedacao, ou zona clara no osteoclasto,
a qual forma um microambiente isolado em que a reabsorcao 0ssea ocorrera (DELAISSE et al.,

2021). Ja no polo oposto ao compartimento subosteoclastico tem-se 0 dominio de secrecdo
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funcional (FSD), uma regido responsavel pela remoc¢do por transcitose dos produtos da
degradacédo 6ssea do meio intracelular (TAKITO; INOUE; NAKAMURA, 2018).

A membrana pregueada do osteoclasto é ricamente povoada pela enzima H+-ATPase, a
qual atua como uma bomba lancando ao compartimento subosteoclastico extracelular os
prétons H* provenientes da quebra do &cido carbénico (XU; TEITELBAUM, 2013). A acédo
dessa bomba de prétons acidifica esse microambiente e dissolve a hidroxiapatita Gssea
permitindo a infiltragdo posterior na matriz organica de enzimas proteoliticas para degradar o
colageno (LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019).

No interior do osteoclasto, a quebra do &cido carbdnico pela anidrase carbdnica gera um
acumulo de HCO3 que é removido da célula por meio de um transportador passivo de cloreto
e bicarbonato presente na membrana celular no FSD. Simultaneamente, esse transportador
importa para 0 meio intracelular ions CI" que também serdo mandados ao compartimento
subosteoclastico por canais de cloreto na membrana pregueada (XU; TEITELBAUM, 2013).

Ap6s a dissolucdo do tecido mineralizado, enzimas proteoliticas como
metaloproteinases e catepsina K lisossdmica alcancam a matriz organica 6ssea e iniciam a
degradacédo do colageno (TAKITO; INOUE; NAKAMURA, 2018; LERNER; KINDSTEDT;
LUNDBERG, 2019).

A medida que o osteoclasto reabsorve o 0sso, ele forma a cavidade conhecida como
lacuna de Howship (LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019). Finalizada a dissolugéo de
um sitio, os osteoclastos precisam migrar até outro ponto da superficie 6ssea para continuar a
reabsorcdo (XU; TEITELBAUM, 2013).

Esse processo pode ocorrer de duas formas. Ou o0s osteoclastos interrompem a
reabsorcao até alcancarem o outro sitio para entdo reativarem a liberacdo de prétons e enzimas,
ou os osteoclastos continuam a reabsorcdo durante o seu deslocamento (TAKITO; INOUE;
NAKAMURA, 2018).

No primeiro caso, observa-se um padréo de reabsorcéo de inimeros po¢os escavados na
matriz e separados uns dos outros. Ja quando os osteoclastos dissolvem o 0sso em transito sobre
0 mesmo, forma-se um tracado continuo, em trincheira (TAKITO; INOUE; NAKAMURA,
2018). Terminada a reabsorcdo, os osteoclastos se afastam da superficie 0ssea e sofrem
apoptose (RALSTON, 2017).
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2.1.4 Ostedcitos

Os ostedcitos sao as células mais abundantes nos 0ssos, correspondendo cerca de 90-
95% de todas as células 6sseas (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Os ostedcitos sdo
diferenciacfes de osteoblastos que ficaram retidos em lacunas em meio ao ostedide (HARIDY
etal., 2021).

Os osteoblastos presos na matriz 6ssea passam por uma mudanca radical em seu
formato, indo de células cuboidais especializadas na secrecdo de proteinas a células dendriticas
com corpo celular reduzido e com longas e delgadas projeces citoplasméticas (SCHAFFLER
etal., 2013; BOYCE et al., 2018).

Esses processos dendriticos surgem antes da calcificacdo da matriz e precisam de
diversas metaloproteinases para 0 seu crescimento em extensdo. Oss0s que passam por varias
remodelacgdes durante a vida, tais como as costelas, apresentam muitas lacunas desprovidas de
ostedcitos, ao passo que 0ssos como 0s do ouvido interno, que ndo sofrem remodelacéo,
preservam os mesmos ostedcitos desde a sua formacdo (SCHAFFLER et al., 2013).

Os longos processos dendriticos dos ostedcitos que ocupam o interior de canaliculos
formam uma rede por todo o osso mineralizado (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010). Os
canaliculos sdo preenchidos por um fluido que sofre alteracfes em seu fluxo quando o 0sso
recebe uma carga mecanica (BONEWALD, 2017).

Esse estresse por cisalhamento gera uma série de reacdes nos ostedcitos com o objetivo
de transformar um estimulo mecénico em sinalizagdes bioquimicas. Inicialmente é liberado
calcio intracelular, o qual ocasiona a liberacdo de ATP, 6xido nitrico e prostaglandinas para que
haja uma resposta anabdlica a carga sofrida e protecdo dos ostedcitos contra a apoptose
(FLORENCIO-SILVA et al., 2015; BONEWALD, 2017).

A prostaglandina PGE2 tem efeito paracrino sobre outros ostedcitos a fim de garantir
sua sobrevivéncia e esta associada a iniciagdo da formacéo 6ssea anabolica. Quando comparado
com osteoblastos ou fibroblastos, os osteOcitos se apresentam mais sensiveis a estimulos
mecanicos (BONEWALD, 2017).

Adicionalmente, o estresse por cisalhamento provoca a transcrigéo e tradugéo de genes
e 0 alongamento dos prolongamentos dos ostedcitos (BONEWALD, 2017). E por meio dessas
projecdes celulares que os ostedcitos interagem entre si e com 0s osteoblastos na superficie
6ssea (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Por outro lado, a falta de estimulo mecanico diminui
a liberagdo de fatores anabolicos e estimula os ostedcitos a inibir a atividade de osteoblastos

por meio das moléculas de esclerostina e DDK-1, as quais também fomentam a produgéo local
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de osteoclastos (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Os ostedcitos sintetizam diversas proteinas ndo colagenosas da matriz 6ssea como
osteopontina, osteocalcina, proteina da matriz dentinaria (DMP1), bem como proteoglicanos e
acido hialurénico. A osteopontina e a DMP1 sdao imprescindiveis para a manutencao da lacuna
e dos canaliculos dos ostedcitos, uma vez que essas proteinas conseguem se ligar ao célcio e
assim evitar a mineralizacdo dessas estruturas (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Os ostedcitos atuam também na regulacdo da homeostase do célcio e fosforo. Essas
células sdo capazes de produzir um hormdnio denominado fator de crescimento de fibroblastos
23 (FGF-23), o qual é lancado na corrente sanguinea e age sobre as glandulas paratiredides
diminuindo a secre¢do de PTH (BONEWALD, 2017). Os ostedcitos desempenham importante
papel na remodelacdo 6ssea uma vez que participam da deteccdo de areas que necessitam de
reparacao e enviam sinais para orientar os osteoclastos (DUAN; BONEWALD, 2016). Quando
0s ostedcitos sofrem apoptose eles servem como sinalizadores quimiotticos para o
recrutamento de osteoclastos locais (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

2.1.5 Remodelacao d6ssea

Os 0ssos, a fim de manter sua homeostase mineral e sua resisténcia, passam por um
processo constante de renovacao denominado remodelacgdo. Através desse mecanismo, por¢des
de tecido 6sseo antigo ou danificado sdo reabsorvidas para em seguida serem substituidas por
novas camadas de tecido mineralizado (CLARKE, 2008). Dessa forma, a acdo conjunta de
osteoclastos e osteoblastos mantem a massa e estrutura 6ssea (DELAISSE, et al., 2020).

A remodelacdo € um fendmeno fisiologico através do qual mantém-se a integridade
estrutural e funcional do esqueleto (LOPES et al., 2018). Esse processo comeca antes do
nascimento e prossegue ao longo de toda a vida (CLARKE, 2008; DELAISSE, et al., 2020).

A remodelacdo fisiologica € um processo dinamico orquestrado por complexas
interacdes entre os diferentes tipos celulares que formam os 0ssos (LERNER; KINDSTEDT;
LUNDBERG, 2019). A remodelacdo aumenta levemente nos homens idosos, enquanto que nas
mulheres ela aumenta na perimenopausa e no comego da pds-menopausa. Contudo, a
remodelacdo feminina diminui com o avanco da idade, ainda que em um ritmo mais acelerado
em comparacdo as mulheres na pré-menopausa (CLARKE, 2008).

A remodelacdo é um fendmeno diferente da modelacdo, sendo essa um processo

anabdlico através do qual os 0ssos conseguem alterar sua forma para se ajustarem a influéncias
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fisiologicas ou a forcas mecanicas. A modelagdo € descrita pela lei de Wolff, segundo a qual os
0ssos longos adaptam seu tamanho, forma e densidade conforme o estresse ao qual sdo
submetidos. Na modelacao a acdo de osteoblastos e osteoclastos ndo é acoplada como ocorre
na remodelacdo (CLARKE, 2008).

O ciclo de remodelagdo fisiologica compreende cinco fases: inicia¢cdo ou ativagéo,
reabsorcdo, reversdo, formacdo e término (LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019). A
fase de iniciacdo ocorre quando os ostedcitos percebem areas danificadas ou que sofreram
estresse mecanico e consequentemente necessitam de remodelagéo. A partir de entdo, sinais séo
emitidos para recrutar células-tronco hematopoiéticas aos locais especificos e desencadear a
osteoclastogénese, sendo seus principais iniciadores 0 M-CSF e 0 RANKL (FLORENCIO-
SILVA et al., 2015).

No sitio a ser remodelado sdo agrupadas células da linhagem dos osteoblastos e
precursores de osteoclastos para formar estruturas anatdmicas temporarias especializadas em
reabsorver e depositar tecido 6sseo, as unidades basicas multicelulares (BMU) (SIDDIQUI;
PARTRIDGE, 2016; LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019).

As BMU sdo cobertas por uma espécie de dossel (LERNER; KINDSTEDT;
LUNDBERG, 2019) composto por celulas do revestimento 6sseo formando assim o
compartimento de reabsor¢do dssea (BRC) (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). As células que
cobrem a superficie 6ssea mantém contato com os BRC e também com os ostedcitos dentro da
matriz calcificada. Em osso trabecular, a BMU encontra-se na superficie dssea, sendo recoberta
principalmente por células de origem mesenquimal (LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG,
2019).

Estando os osteoclastos maduros no sitio a ser remodelado, inicia-se a segunda fase do
ciclo, isto é, a reabsorcdo 6ssea (LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019). Nessa etapa,
os osteoclastos formam um microambiente isolado onde ha liberacdo de ions hidrogénio que
reduzem o pH a um valor proximo de 4,5 para solubilizar a hidroxiapatita (KATSIMBRI, 2017).
Em seguida, ocorre a infiltracdo de enzimas proteoliticas para degradar a matriz (LERNER;
KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019).

Os osteoclastos enquanto realizam a reabsorcdo precisam inibir a formacéo 0ssea nas
BMU e para isso secretam moléculas de Sema4D. Essas glicoproteinas pertencem a familia das
semaforinas e agem nos osteoblastos conectando-se aos seus receptores Plexin-B1 para assim
bloquear a via do IGF-1 e impedir a sua diferenciagdo (SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016;
LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019).
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A reabsorcdo na lacuna de Howship dura aproximadamente duas a quatro semanas
(KATSIMBRI, 2017). Passado esse tempo, a remodelacdo entra em uma fase de transicdo, a
reversdo, na qual os osteoclastos afastam-se da superficie dssea e entram em apoptose, enquanto
monocitos, ostedcitos e pré-osteoblastos sdo recrutados para a proxima etapa, a formacao 6ssea
(LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019).

Esse recrutamento é efetuado por sinais provenientes de ostedcitos e por uma série de
moléculas como fatores de crescimento liberados da matriz reabsorvida e produtos sollveis
derivados das membranas de osteoclastos e pré-osteoclastos (LERNER; KINDSTEDT;
LUNDBERG, 2019).

Ap0s a cavidade dssea reabsorvida ter sido liberada, os pré-osteoblastos se diferenciam
e preenchem seu espaco. No o0sso cortical, a BMU apresenta osteoclastos guiando uma zona de
corte que € seguida por osteoblastos associados a inervacdo periférica e vasos sanguineos
compondo uma zona de vedagdo (LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019).

Os osteoblastos depositam majoritariamente colageno tipo | para compor o ostedide
(CLARKE, 2008; LERNER; KINDSTEDT; LUNDBERG, 2019). Os osteoblastos secretam as
fibras de coldgeno de maneira alternada formando uma estrutura semelhante a madeira
compensada no 0sso lamelar, o que lhe confere grande resisténcia (CLARKE, 2008).

No tecido Osseo trabecular, em que as fibras colagenas sdo secretadas
desordenadamente, a calcificacdo da matriz pode levar até 90 dias para seu término, ao passo
gue no o0sso cortical ela dura cerca de 130 dias (KATSIMBRI, 2017).

A fim de impedir novos ciclos de reabsorc¢do, os osteoblastos liberam OPG para inibir a
ligacdo do RANKL ao RANK nos pré-osteoclastos, bem como secretam a semaforina Sema3A
para inibir a osteoclastogénese (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Os osteocitos, pela agdo da esclerostina, bloqueiam a sinalizagdo Wnt/B-catenina nos
osteoblastos encerrando a formacéo de tecido mineralizado (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

A etapa de deposicdo Ossea pode levar de quatro a seis meses para ser completada
(KATSIMBRI, 2017), ap6s a qual os osteoblastos sofrem apoptose ou se diferenciam em
células do revestimento 6sseo ou em ostedcitos. Ao término da remodelacdo fisioldgica, a
mesma quantia de 0sso que foi reabsorvida é formada, sendo seu resultado a producgéo de novos
osteons (CLARKE, 2008).

Enquanto que na regido periosteal ha uma tendéncia para a formagéo 6ssea em relagéo
a reabsorcao, no endosteo e no 0sso trabecular ocorre o contrério, o que é evidenciado pelo

estreitamento dessas regides com o passar do tempo (KATSIMBRI, 2017).
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O ciclo de remodelacdo dssea é regulado de maneira coordenada por uma série de
hormonios e fatores locais e sistémicos. Os principais hormonios envolvidos na regulagéo da
reabsorcdo de tecido mineralizado sdo o estrogénio, a calcitonina, o PTH e a 1,25-di-
hidroxivitamina D (SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016).

O estrogénio diminui as taxas de remodelacdo tanto em homens quanto em mulheres,
modulando a atividade de osteoclastos e de osteoblastos a0 mesmo tempo para inibir a
reabsorcdo e manter os niveis de formacdo ossea (SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016). O
estrogénio age de diferentes formas para reduzir a remodelacéo 0ssea. Ele inibe a diferenciacao
pela via do RANKL dos osteoclastos, estimula a sintese de OPG e suprime nos linfocitos T
ativados a producdo de TNF-a (KHOSLA; OURSLER; MONROE, 2012; SIDDIQUI,
PARTRIDGE, 2016).

Nos osteoblastos, o0 estrogénio impede a apoptose, aumenta o tempo de atividade celular
e diminui a expressdao de RANKL. Ademais, esse hormdnio modula a producdo das citocinas
IL-1, IL-6, M-CSF e prostaglandinas envolvidas na reabsor¢do 6ssea (SIDDIQUI;
PARTRIDGE, 2016). A calcitonina, por sua vez age, em receptores presentes em osteoclastos
e inibe a acdo da membrana pregueada, além de reduzir a quantidade de osteoclastos
(SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016).

2.2 PARAMETROS DO METABOLISMO OSSEO

O metabolismo ésseo pode ser acompanhado por meio de marcadores bioquimicos, isto
é, substancias que indicam a atividade de reabsorcao e de formacao do tecido mineral (VIEIRA,
1999). Os marcadores de formacdo dssea sdo produtos oriundos da atividade osteoblastica,
enquanto que os marcadores de reabsorcao séo resultantes da acdo dos osteoclastos na matriz
6ssea (VIEIRA, 1999; FANTASIA, 2009).

Os niveis dessas substancias variam nos individuos conforme a idade, a atividade fisica,
o ciclo menstrual e a presenca de doencas 6sseas ou renais. Na infancia e adolescéncia, bem
como durante a gravidez e a lactacdo, o0 metabolismo dsseo é elevado, o que reflete em niveis
maiores de marcadores bioquimicos nesses periodos (VIEIRA, 1999).

Os principais marcadores da formacdo mineral sdo a fosfatase alcalina 0ssea sérica
(FAO), a osteocalcina sérica, o pré-peptideo do colageno tipo | e a sialoproteina Gssea
(SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO 2002; FANTASIA, 2009). Os marcadores da reabsorc¢ao

0ssea mais comuns, séricos e urinarios, sdo o telopeptideo C-terminal do colageno tipo | (CTX)
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e o telopeptideo N-terminal do colageno tipo I (NTX), juntamente da deoxipiridinolina urinaria
(FANTASIA, 2009; GREENBLATT; TSAI; WEIN, 2017).

Existem ainda marcadores de reabsorcdo que nédo sdo especificos para 0 0sso, isto &,
sdo encontrados em outros tecidos do organismo, como a piridinolina e a hidroxiprolina
urinarias e a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) sérica (FANTASIA, 2009;
GREENBLATT; TSAI; WEIN, 2017). Outros indicadores séricos do metabolismo 6sseo sdo o
calcio e o fosforo, o PTH e a 1,25-di-hidroxi-vitamina D (FANTASIA, 2009).

2.2.1 Calcio

O célcio é um mineral essencial imprescindivel para a formagdo 6ssea, coagulacdo
sanguinea, adesdo celular, contragdo muscular, ativacdo de reacdes enzimaticas, liberacao
hormonal e de neurotransmissores, metabolismo do glicogénio e proliferagéo e diferenciacéo
celular (PALACIOS et al., 2021).

O célcio é o ion mais abundante no corpo (SUN et al., 2020). Quase a totalidade do
calcio corporal, isto é, cerca de 99%, encontra-se no tecido dsseo (CAMPQOS; PINHATI, 2013),
na forma de hidroxiapatita, isto €, Cai0(PO4)s(OH)2, sendo o quinto elemento mais abundante
no organismo humano (PEACOCK, 2010).

O calcio é obtido a partir de laticinios como leite, iogurte e queijo, bem como em cereais,
nozes, sementes, couve, brocolis e agrido (CORMICK; BELIZAN, 2019). A recomendacio
diaria de ingestdo de calcio depende da idade, variando entre 1000 a 1500 mg (PEACOCK,
2010).

Além de formar e manter os tecidos 6sseos, o célcio atua na regulacdo de inUmeros
processos organicos como um transmissor de sinais ou ativador de proteinas. Esse mineral esta
presente também nos meios intra e extracelulares, com cerca de 40% unido a proteinas
carreadoras, como a albumina, ndo sendo filtrado pelo sistema renal (CAMPOS PINHATI,
2013; SUN et al., 2020).

E fundamental para a satde que os niveis séricos de calcio estejam regulados. Os niveis
séricos de calcio normalmente encontram-se entre 8.8 a 10.4 mg/dl (PEACOCK, 2010) em que
aproximadamente 51% corresponde a ions livres, 40% ao calcio ligado a proteinas (albumina)
e 9% a complexos i6nicos (VELDURTHY et al., 2016).

Aproximadamente 10% do caélcio extracelular circula como componentes sollveis

combinados com diferentes anions organicos. O restante do calcio extracelular existe como um
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ativo ionizado livre. A troca de célcio entre os fluidos extracelulares e o tecido dsseo é uma
parte dindmica e essencial da remodelacdo 6ssea (SUN et al., 2020).

O valor normal de célcio depende da quantidade de proteina disponivel para formar
complexos. No caso da albumina, a mais comum, a cada decréscimo de 1g da proteina sérica,
estima-se que o célcio no sangue decaia cerca de 0.8 mg (LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019).
O sistema digestivo absorve Ca?* da alimenta¢do mediante controle hormonal, sendo que boa
parte desses ions ndo absorvidos € eliminada nas fezes (MOREIRA; DUARTE; FARIAS,
2004).

O equilibrio de célcio no organismo depende da relacdo entre 0s 0ssos, o trato
gastrointestinal e os rins (CAMPOS; PINHATI, 2013). A homeostase do célcio sérico mantém
os niveis de célcio ionizado extracelular em um intervalo fisiolégico, ao mesmo tempo em que
permite o fluxo desse mineral nos seus reservatorios (PEACOCK, 2010). O intestino é o

principal 6rgao responsavel pela absor¢do do célcio (PU; CHEN; XUE, 2016).

2.2.2 Fésforo

O fésforo é o segundo mineral mais abundante no corpo humano, representando 1% do
peso corporal total (CALVO; LAMBERG-ALLARDT, 2015). Aproximadamente 80% do
fosforo presente no organismo se encontra na forma de cristais de fosfato de célcio,
Cai10(PO4)s(OH)2 (SERNA; BERGWITZ, 2020), conferindo dureza aos dentes e 0ssos, além de
funcionar como a principal reserva de fosforo corporal (PEACOCK, 2020).

O fdsforo € um mineral essencial (CHANG; ANDERSON, 2017) abundante na maioria
dos alimentos, sendo absorvido quase duas vezes mais que o célcio (PEACOCK, 2010), o que
torna a deficiéncia de fosforo na dieta muito rara em seres humanos (VORLAND et al., 2017).
O fosforo é encontrado principalmente no leite e seus derivados, mas também é obtido na carne
vermelha, aves, peixes e grdos (CALVO; LAMBERG-ALLARDT, 2015; CHANG;
ANDERSON, 2017).

Um adulto normal ingere na alimentagdo cerca de 1400 mg de fosforo. Destes,
aproximadamente 900 mg sdo absorvidos. Estima-se que 200 mg de fosforo incorpora-se ao
0SSO e uma quantia similar sai mediante os processos de formacéo e reabsorcdo Ossea,
respectivamente, com 900 mg sendo excretados na urina (PEACOCK, 2010).

A biodisponibilidade do fésforo varia conforme o tipo de alimento ingerido. Estima-se
que leguminosas tenham a menor biodisponibilidade, cerca de 40%, e os aditivos de fosforo
inorganico tenham a maior biodisponibilidade, podendo alcancar até 100% (CHANG;
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ANDERSON, 2017). Quando deficitario no organismo, podem-se desenvolver patologias como
raquitismo e crescimento atrofiado em criangas, bem como osteomaldcia em adultos
(VORLAND et al., 2017).

A quantia total de foésforo no organismo adulto é estimada em 700g, com 85%
correspondendo a hidroxiapatita, 14% presente em tecido mole e 1% nos espacos extracelulares
(CHANG; ANDERSON, 2017). No entanto, existem estoques muito maiores de fosforo do que
calcio nos tecidos moles, o que indica o papel fundamental do fésforo no metabolismo
energético e na estrutura e sinalizacéo intracelular (PEACOCK, 2010).

Os niveis séricos do fosforo variam entre 2,5 e 4,5 mg/dl em individuos adultos
saudaveis (CALVO; LAMBERG-ALLARDT, 2015). Os valores de fosforo sérico medidos
refletem o fosforo circulando livremente como HPO4 ou H2POs, 0 que significa apenas 15% da
fracdo inorganica, ou cerca de 465 mg (CHANG; ANDERSON, 2017). O fosforo intracelular
corresponde a 14% do fdsforo total do corpo, e cerca de 1% esta presente nos fluidos
extracelulares, principalmente como fosfato inorganico (SERNA; BERGWITZ, 2020).

O fosforo € critico para muitas atividades biologicas normais (SUN et al., 2020). Ele
participa da contracdo muscular, da sinalizacdo celular, na formacdo de membranas
constituindo os fosfolipidios, esta presente no DNA, RNA, ATP e também no fosfocreatina
(SERNA; BERGWITZ, 2020; SUN et al., 2020). No tecido 6sseo, o célcio e o fosforo
inorgénico, ou fosfato, atuam juntamente com osteoblastos, ostedcitos e proteinas
extracelulares para mineralizar o ostedide recém depositado (PEACOCK, 2010).

Quando os niveis séricos de fosforo diminuem, é ativada a enzima 1-alfa-hidroxilase
nos rins para produzir 1,25(0OH)2D (calcitriol) que, em ultima instancia, eleva a absorcéo de
fésforo no intestino (SUN, M. et al., 2020). Apesar da homeostase do fosforo e do célcio terem
como semelhanca a sua manutencao via trato gastrointestinal, sistema renal e reabsorcao dssea
(CHANG; ANDERSON, 2017), a resposta hormonal frente a uma variacdo serica de fosforo é
muito mais lenta e tolerada do que em relacdo a altera¢fes no célcio (PEACOCK, 2010).

2.2.3 Paratormonio (PTH)

A homeostase do calcio é regulada por dois horménios principais que atuam em
conjunto: o paratorménio (PTH) e a 1,25-di-hidroxivitamina D (calcitriol) (PEACOCK, 2010;
LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019). O PTH é um hormonio polipeptidico considerado o
principal regulador da homeostase do calcio e do fosforo (POOLE; REEVE, 2005), atuando
ativamente nos processos de remodelacéo 6ssea (BOVBJERG et al., 2021). O PTH é produzido
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e secretado pelas quatro glandulas enddcrinas paratireoides localizadas no pescoco, mais
precisamente na porcao posterior da tiredide (LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019).

As glandulas paratiredides sdo formadas por dois tipos de células: as principais,
encarregadas tanto da producao quanto da secrecdo do PTH, e as células oxifilicas, cuja funcéo
é desconhecida, porém sabe-se que sua quantidade diminui com o envelhecimento do individuo
(LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019).

As células das paratiredides sdo controladas pela concentracio extracelular de Ca®* de
uma maneira inversamente proporcional, ou seja, se ocorre um pequeno aumento nos niveis de
calcio, a secrecdo do PTH é inibida e eleva-se caso o Ca?* sérico esteja em baixa. As
paratiredides sdo ativas durante a gestacdo, regulando a homeostase do célcio no feto
(LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019).

O PTH pode exercer tanto efeitos anabdlicos quanto catabdlicos no tecido Gsseo
(SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016). Altas concentragcbes de PTH por um periodo continuo
facilitam a reabsorcdo dssea, enquanto que baixas doses de modo intermitente promovem a
formacdo mineral (POOLE; REEVE, 2005; SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016).

Muitas funcbes do PTH sdo realizadas também pelo peptideo relacionado ao
paratormonio (PTHrP), ou teriparatida, PTH (34-1) (BOVBJERG et al., 2021), o qual apresenta
em sua estrutura homologia de aproximadamente 70% com o PTH (SIDDIQUI; PARTRIDGE,
2016). A teriparatida foi aprovada como tratamento médico para osteoporose e foi comprovado
que reduz o risco de fraturas ndo traumaticas (BOVBJERG et al., 2021).

O PTH compensa a queda do célcio extracelular através de trés formas: agindo
diretamente nos 0ssos e rins e indiretamente no trato gastrointestinal (SILVA; BILEZIKIAN,
2015). A primeira acdo do PTH ocorre nos osteoblastos para influenciar indiretamente a
formacdo de osteoclastos (LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019).

O PTH se conecta a receptores nos osteoblastos induzindo-os a liberar RANKL, que por
sua vez estimula a maturacdo dos osteoclastos para reabsorver a matriz dssea e assim conceder
calcio e fosfato para o liquido extracelular (LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019). Para favorecer
a reabsorcdo 6ssea, 0 PTH também inibe a expressao de OPG e reduz a atividade de osteoblastos
(POOLE; REEVE, 2005; SILVA; BILEZIKIAN, 2015).

A segunda acdo do PTH para equilibrar a diminuicdo sérica de calcio ocorre nos rins
(LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019). Os rins sdo os principais Orgaos reguladores da
homeostase do calcio e do fésforo (PEACOCK, 2010). O papel dos rins no controle dos niveis
de célcio consiste em reabsorver os ions do sangue filtrado conforme a demanda no organismo,

ou seja, quando o Ca?* plasmatico esta baixo, aumenta-se a sua reabsorgao nos tdbulos renais e
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diminui-se a eliminagdo na urina. (LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019). O célcio ¢ absorvido
nos néfrons, sendo que a maior absorcdo ocorre nos tubulos proximais (PU; CHEN; XUE,
2016).

Nos rins, por meio da regulacdo do transportador de calcio TRPV5 no epitélio tubular,
0 PTH estimula a reabsorgdo de Ca?* reduzindo sua excrecdo na alca de Henle e nos tbulos
distais. Nos tubulos proximais e distais, 0 PTH reduz a reabsorcdo de fosfato, uma vez que o
fosforo tende a formar complexos com o Ca?*, o que diminuiria a disponibilidade de calcio livre
(LOFRESE; BASIT; LAPPIN, 2019).

O PTH também regula a enzima 1-alfa-hidroxilase a qual estimula a produgéo renal da
forma biologicamente ativa da 1,25-di-hidroxivitamina, ou calcitriol (LOFRESE; BASIT;
LAPPIN, 2019). A reabsorcdo de calcio no rim é modulada também pelo estrogénio (PU;
CHEN; XUE, 2016).

A terceira acdo do PTH ocorre no intestino delgado de forma indireta. No epitélio
intestinal, h& um aumento na transcrigdo e traducdo de proteinas transportadoras de calcio, isto
é, TRPV6, bombas de célcio dependentes de ATP e calbindina (LOFRESE; BASIT; LAPPIN,
2019). Esse transporte ativo é responsavel pela maior parte da absorcéo de calcio e é controlado
pelo calcitriol, 1,25(0OH)2D, enquanto que cerca de 8 a 23% do total da absorcao de calcio no
intestino ¢ efetuada por difusdo passiva. Com isso, aproximadamente 30% do célcio ingerido
em um adulto saudavel é absorvido pelo intestino delgado (PEACOCK, 2010).

O calcitriol é a forma mais ativa da vitamina D3, tendo papel critico no organismo
promovendo o crescimento 0sseo, melhorando a resposta neuromuscular e mantendo o
equilibrio de célcio e fosforo (SAMIEI et al., 2021). O calcitriol obtido sob o estimulo do PTH
aumenta a absorcédo de célcio no duodeno e favorece a retengdo do fésforo no jejuno e no ileo
(MOREIRA; DUARTE; FARIAS, 2004). O calcitriol é produzido inicialmente no figado, o seu
principal regulador, e depois pelos rins, tendo como objetivo estimular a absorcdo do Ca* e
POs* no intestino delgado (MOREIRA; DUARTE; FARIAS, 2004; LOFRESE; BASIT;
LAPPIN, 2019).

Por outro lado, o PTH e o PTHrP quando administrados de forma intermitente e em
baixas doses promovem a formacao 0ssea, sendo empregados no tratamento da osteoporose. A
reabsorcéo 0ssea na dose intermitente do PTH também ocorre, porém apos a “janela anabolica”,
isto €, o periodo inicial da agdo do paratorménio em que ha formacao 0ssea sem reabsor¢éo.
Mesmo ap6s a janela anabdlica, quando a remodelacdo Ossea é estimulada, a formacéo
predomina sobre a reabsorcdo (SILVA; BILEZIKIAN, 2015).
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O paratormoénio aumenta o numero de osteoblastos de diferentes formas. O PTH
blogueia a apoptose dos osteoblastos e ativa as células do revestimento dsseo para que se
diferenciem novamente em osteoblastos (SILVA; BILEZIKIAN, 2015). Nos ostedcitos, o PTH
diminui os niveis da glicoproteina esclerostina, uma inibidora da formacao 0ssea (SILVA,
BILEZIKIAN, 2015; WEIN; KRONENBERG, 2018).

Ademais, com a indugdo da reabsorcdo dssea pelo PTH, conforme os osteoclastos
dissolvem a matriz sdo liberados fatores de crescimento 0s quais, por sua vez, recrutam e
diferenciam pré-osteoblastos na superficie 6ssea (WEIN; KRONENBERG, 2018).

A vitamina D esta envolvida de maneira crucial na absor¢do ndo somente do célcio da
dieta, mas tambeém de fosfato, magnésio, zinco e ferro (SAMIEI et al., 2021). Sua principal
fonte é a radiacdo solar ultravioleta B (NAKAMURA et al., 2019). A maior porcentagem de
vitamina D no corpo humano € oriunda da transformacdo de 7-deidrocolesterol, isto &, a pro-
vitamina D, em pré-vitamina D na pele, enquanto que o restante é obtido a partir da alimentagéo
(MOREIRA; DUARTE; FARIAS, 2004).

Nos 0ssos, juntamente com o PTH, pelo estimulo a osteoclastogénese, a 1,25-di-
hidroxivitamina mobiliza calcio e fosforo dos tecidos mineralizados e, nos osteoblastos
maduros, o calcitriol eleva a expressdo de FA, osteocalcina e osteopontina (MOREIRA;
DUARTE; FARIAS, 2004). Quando ha deficiéncia da vitamina D no organismo, observa-se
um aumento nos niveis de PTH a fim de recrutar célcio do esqueleto (DRETAKIS;
IGOUMENOU, 2019).

Contudo, em concentracdes elevadas, 0 PTH torna-se uma toxina urémica e influencia
na perda mineral nos 0ssos, podendo gerar calcificacdo de vasos e valvulas, anemia,
cardiomiopatia e hipertensdo (JAQUETO et al., 2016). Nos idosos, ha uma inadequada
absorcdo intestinal de céalcio combinada com um declinio hormonal relativo a idade que resulta
em efeitos adversos na salde 6ssea (VELDURTHY et al., 2016).

2.2.4 Fosfatase alcalina (FA)

Além da concentracdo de calcio e fésforo no organismo, a calcificagdo também depende
da acdo da enzima fosfatase alcalina (FA) e de inumeras outras proteinas ndo colagenosas
(CLARKE, 2008). A FA é uma proteina glicosilada contendo zinco, com um peso molecular
tipicamente entre 70.000 e 180.000 Da (HAN et al., 2020), composta por varias isoenzimas
(VIMALRAJ, 2020). A FA é uma ectoenzima (FISHER et al., 2007) ou encontrada livre na
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matriz calcificada ou presente na membrana de osteoblastos através de uma ligagdo de
fosfoinositol. A FA tem meia vida bioldgica de aproximadamente 1,6 dias (VIEIRA, 1999).

A FA foi descoberta em 1923 (MILLAN, 2016) e desempenha um papel fundamental
na mineralizacdo dos 0ss0s, uma vez que esta associada a casos de hipofosfatasia, uma doenca
metabdlica hereditéria rara causada por uma mutacdo no gene ALPL (BRICHACEK; BROWN,
2019). A FA atua na mineralizacdo do ostedide de trés formas (CLARKE, 2008).

A primeira forma é através da clivagem do pirofosfato inorganico, o que gera 0 aumento
da concentracdo tecidual de fosforo (CLARKE, 2008), um ativador da calcificacdo. A segunda
forma é a prépria quebra do pirofosfato inibidor, que diminui sua concentragdo (MURSHED,
2018). A terceira acdo da FA ¢ alterar fosfoproteinas para que atuem como promotores da
mineralizacdo 6ssea (CLARKE, 2008).

A FA total é a soma das isoformas de FA existentes no soro, ndo sendo um marcador
especifico tecidual, uma vez que a FA pode ser principalmente de origem hepética ou 6ssea
(BIKLE, 1997; SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002). A FA especifica do osso (FAO)
corresponde a cerca de 40 a 50% dos niveis de FA em adultos saudaveis (HEINRICH et al.,
2018).

Os niveis séricos normais de FA variam dependendo do sexo e da idade (BRICHACEK;
BROWN, 2019). O intervalo médio de FA serica de adultos saudaveis varia de 40 a 150 U/L
(HAN et al., 2020). Tendo em vista que os niveis de FAO aumentam quando ha proliferacédo de
osteoblastos (HEINRICH et al., 2018), valores naturalmente altos de FA sdo vistos em criangas,
uma vez que seus 0ssos ainda estdo crescendo.

A gestacdo também pode elevar a FA sérica 2 a 3 vezes em relagdo ao normal devido a
um aumento na FA da placenta (BRICHACEK; BROWN, 2019). Uma elevagéo nos valores de
referéncia da FAO pode representar também um processo de regeneracdo nos tecidos 6sseos,
como no caso de fraturas (SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002).

Niveis sericos elevados de FA estdo associados a patologias como obstrucédo biliar,
resposta a leucemia, linfoma, tumores 0sseos osteoblasticos, osteomalécia, diabetes (HAN et
al., 2020), mineralizacdo esquelética excessiva, doenca de Paget e Alzheimer (BRICHACEK;
BROWN, 2019). Ja valores sanguineos reduzidos de FA sdo encontrados principalmente em

casos de doenga de Wilson e leucemia (HAN et al., 2020).
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2.3 DISTURBIOS DO METABOLISMO OSSEO

O metabolismo dsseo € um mecanismo fisioldgico dependente do equilibrio entre a
atividade de osteoblastos e osteoclastos (AMADEI et al, 2006; COMPSTON; McCLUNG;
LESLIE, 2019). Quando essa relacdo harmonica é perturbada, seja por alteracbes hormonais,
seja por desbalanco das citocinas inflamatorias, sdo desencadeados processos que direcionam a
perda ou a formacao patoldgica de tecido 6sseo (SINGH; BRAY; HALL-CRAGGS, 2018).

A osteoporose € uma doenca 0ssea sistémica caracterizada pela diminuicdo da densidade
mineral e qualidade dos 0ssos, 0 que ocasiona uma deterioragcdo microestrutural que torna os
0Ss0S menos resistentes e mais suscetiveis a fraturas (COMPSTON; McCLUNG; LESLIE,
2019; LI et al, 2021).

A osteoporose é consequéncia de um desequilibrio nos processos de reabsorcdo e
formacdo de tecido mineralizado (AMADEI et al, 2006), onde a formagdo Ossea dos
osteoblastos é incapaz de compensar a reabsorcao 6ssea dos osteoclastos (ZHAO et al., 2021).
Consequentemente, ocorre perda de massa Gssea, apesar da concentracdo de calcio na matriz
organica se manter normal (AMADEI et al, 2006), podendo afetar qualquer 0sso do organismo
(COMPSTON; McCLUNG; LESLIE, 2019).

Calcula-se que 200 milhdes de individuos sejam afetados pela osteoporose no mundo
todo (NGUYEN; BOUIN; STE-MARIE, 2021). A osteoporose atinge tanto homens quanto
mulheres, sendo mais prevalente na pds-menopausa, periodo no qual a queda dos niveis de
estrogénio acelera a reabsorcdo 6ssea (AMADEI et al, 2006).

Tendo em vista que a densidade 6ssea em média aumenta até os 30 anos nos individuos
e sofre um decréscimo a partir dessa idade, os idosos sao mais suscetiveis ao desenvolvimento
da osteoporose (FRAZAO; NAVEIRA, 2006). O diagndstico da osteoporose é confirmado
quando a densidade mineral 6ssea (BMD) encontra-se 2.5 ou mais abaixo da média de um
adulto jovem (COMPSTON; McCLUNG; LESLIE, 2019).

A doenca de Paget, conhecida também como osteite deformante, é a segunda patologia
do metabolismo 6sseo mais comum depois da osteoporose (TUCK, 2020). Sua patogénese ndo
estda completamente elucidada, mas sabe-se que predisposi¢cdo genética e infecgdo viral
contribuem para o seu desenvolvimento (VALENZUELA; PIETSCHMANN, 2016).

Na doenca de Paget, ocorre intensa e descontrolada remodelacéo 0ssea resultando em
o0ssos fragilizados e suscetiveis a deformagdes (VALENZUELA; PIETSCHMANN, 2016). Os
osteoclastos sao hiperativos, apresentando particulas virais em sua estrutura, possivelmente de
um virus da familia paramyxoviridae (JOSE; PERNAMBUCO; DO AMARAL, 2008).
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A reabsorcdo localizada é seguida por uma a¢do compensatoria de osteoblastos que
depositam tecido mineralizado de forma desorganizada. O 0sso assim remodelado possui um
padrdo em mosaico acompanhado por fibrose (JOSE; PERNAMBUCO; DO AMARAL, 2008).
A doenca de Paget pode acometer qualquer osso do esqueleto (VALENZUELA;
PIETSCHMANN, 2016) e suas complicagdes sao inumeras, dentre as quais dor 6ssea, prejuizos
estéticos, paralisia facial, neuralgia trigeminal, perda auditiva neurossensorial, hipercalcemia,
transformacdes malignas e danos cardiovasculares (JOSE; PERNAMBUCO; DO AMARAL,
2008).

O metabolismo 6sseo também é perturbado em casos de mieloma mdaltiplo. O mieloma
maltiplo € uma neoplasia maligna dos linfocitos B em que os plasmdcitos multiplicam-se de
forma desregulada na medula 6ssea (SILVA et al., 2009; PADALA et al., 2021). O mieloma
multiplo afeta 7 em cada 100.000 adultos com média de idade de 65 anos (OZYURTSEVEN
etal., 2021).

A sua principal complicacédo é a destruicdo de tecido ésseo devido ao desequilibrio nos
processos de remodelacdo, o que pode ocasionar quadros de hipercalcemia. A interacdo dos
plasmécitos com o microambiente medular aumenta a ativacao de osteoclastos que por sua vez
intensificam a reabsorcdo 6ssea. A formacdo de tecido mineralizado pelos osteoblastos,
contudo, ndo acompanha esse processo ocasionando a perda 6ssea (HUNGRIA, 2007).

Uma opc¢do amplamente empregada no tratamento dessas patologias do metabolismo
0sseo sdo medicamentos antirreabsortivos, sendo os principais os bisfosfonatos e 0 denosumab
(CAIRES et al., 2017).

2.4 MEDICAMENTOS ANTIRREABSORTIVOS

2.4.1 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos (BFs) sdo um grupo de medicamentos amplamente empregados no
tratamento de doencas 0sseas metabolicas como a osteoporose (HAYES et al., 2021), a doenca
de Paget e a hipercalcemia decorrente de tumores malignos, como em casos de mieloma
maultiplo e cancer de mama (RUGGIERO; FANTASIA; CARLSON, 2006; LECHNER; VON
BAEHR; ZIMMERMANN, 2021).

As moléculas dos BFs incorporam-se ao tecido 0sseo e, ao serem internalizadas pelos

osteoclastos durante a reabsorcéo, provocam inumeras alterac@es intracelulares que culminam
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na apoptose das células reabsortivas (CONSOLARO; CONSOLARO, 2008). Com a reducéo
do niimero de osteoclastos, aumenta-se a densidade mineral e a resisténcia a fraturas (PASSERI
etal., 2011).

Os BFs foram produzidos pela primeira vez em 1865 na Alemanha, por Menschutkin, e
foram empregados em fins industriais como anticorrosivos, em tubulagfes para evitar o
acumulo de carbonato de célcio e em lavanderias como amaciantes. Posteriormente descobriu-
se sua capacidade de dissolver e controlar a formacéo de fosfato de calcio, mas foi s a partir
da década de 60, com o suico Fleisch e seus colaboradores, que o0 emprego terapéutico dos BFs
foi impulsionado (SOUZA, 2010).

O BF é um anélogo sintético do pirofosfato inorganico (PPi) (JESUS et al., 2019), um
produto do metabolismo normal (Figura 1) (GEGLER et al., 2006). O PPi é um regulador
fisiolégico da calcificacdo, responsavel por impedir mineralizacdes ectdpicas nas artérias, pele
e diversos outros locais do organismo (CONSOLARO; CONSOLARO, 2008).

Contudo, do ponto de vista terapéutico, o PPi ndo é capaz de evitar a reabsorcao 6ssea
devido a sua inatividade quando aplicado por via oral e pela sua rapida hidrdlise quando
administrado via parenteral. Sendo assim, foram desenvolvidos analogos do PPi que fossem
resistentes a acao de enzimas, mas que preservassem suas propriedades antidesmineralizantes
(CONSOLARO; CONSOLARO, 2008).

Isso foi alcancado através da substituicdo das ligacOes instaveis fésforo-oxigénio-
fésforo do PPi por fosforo-carbono-fésforo nos BFs (RUSSELL et al., 2008). Essa substituicdo
de um atomo de oxigénio por outro de carbono permitiu o acréscimo de duas cadeias laterais
(WIDLER etal., 2002), o que tornou o bisfosfonato uma molécula estavel, resistente a hidrdlise
(ORYAN; SAHVIEH, 2021) e que ndo sofre conversdo em metabdlitos, sendo excretada do
organismo sem alteracdes (RUSSELL et al., 2008).
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Figura 1 — Bisfosfonato (A) e Pirofosfato (B) (Adaptacdo de HEYMANN, 2004)
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A estrutura quimica dos BFs clinicamente relevantes & composta de dois grupos fosfato
(PO3) conectados covalentemente a um &tomo central de carbono, juntamente de uma cadeia
curta denominada Ry, e outra longa R», cujos constituintes variam de um medicamento para
outro (YANG et al., 2019). Os dois grupos fosfatos sdo necessarios tanto para a conexdo da
molécula ao tecido 0sseo quanto para mediar a agdo antirreabsortiva nos osteoclastos
(RUSSELL et al., 2008).

A cadeia curta Ry corresponde a um grupo hidroxila (OH) (WIDLER et al., 2002),
responsavel pelas propriedades farmacocinéticas do BF. O grupo OH, juntamente da porcéao
fésforo-carbono-fosforo de sua cadeia, confere alta afinidade aos cristais de hidroxiapatita
6ssea (JUNIOR; CASADO; BARBOZA, 2007).

A cadeia longa Rz, por sua vez, é a responsavel pela poténcia antirreabsortiva (WIDLER
et al., 2002) e pelo mecanismo farmacolégico do medicamento (JUNIOR; CASADO;
BARBOZA, 2007). Os BFs no organismo tém dois comportamentos bioldgicos: inibem a
reabsorcao 6ssea ou, quando em altas doses, conseguem modular a calcificagdo (RUSSELL et
al., 1999). As moléculas de BFs séo incorporadas aos osteoclastos quando o tecido Gsseo é
reabsorvido durante a remodelacdo d6ssea. Uma vez no interior dos osteoclastos, os BFs
induzem a apoptose inibindo assim a reabsorcdo 6ssea (YANG et al., 2019).

Os BFs sédo administrados por via oral ou intravenosa, com boa parte da dose sendo
incorporada aos 0ssos (GEGLER et al., 2006) e a restante eliminada de forma inalterada pelos
rins dentro de 48-72 horas (THERIAULT, 2003). A administracdo oral é indicada para o
tratamento da osteoporose, osteopenia, doenca de Paget e osteogénese imperfeita (LOPES et
al., 2009).

Os medicamentos intravenosos sdo recomendados para tratar complicacGes decorrentes
de neoplasias malignas ésseas, como hipercalcemia, metastases de tumores sélidos de mama,
pulmdo e prostata, além do mieloma multiplo e da doenca de Paget (THERIAULT, 2003;
LOPES et al., 2009; PASSERI et al., 2011).

Pelo trato gastrointestinal, a absorcdo dos BFs & pequena e pode ser prejudicada pela
alimentacdo. Cerca de 1 a 10% da dose oral é biodisponivel e, uma vez na circulagdo, os BFs
tém meia-vida curta, aproximadamente 0.5-2.0 horas no ser humano (THERIAULT, 2003).

Os BFs séo classificados quanto a presenga ou nao de nitrogénio na composicao da sua
cadeia R> em ndo nitrogenados e nitrogenados (ORYAN; SAHVIEH, 2021). Os BFs séo
organizados cronologicamente em trés geragdes de farmacos (HEYMANN et al., 2004), em
que a poténcia antirreabsortiva aumenta cerca de dez vezes de uma geracdo para outra
(GEGLER et al., 2006).
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2.4.1.1 Bisfosfonatos da primeira geracao

A primeira geracdo de bisfosfonatos, inicialmente denominados difosfonatos
(WIDLER et al., 2002), originou-se na década de 1960, com o advento do acido clodrénico, de
uso oral ou intravenoso, e do etidronato, de administracdo oral (Figura 2) (MALWAL et al.,
2018; HOLSTEIN, 2019).

O etidronato foi o primeiro bisfosfonato de uso clinico indicado para o tratamento da
doenca de Paget e da ossificacdo heterotopica (HOLSTEIN, 2019). Em 1995, os bisfosfonatos
da primeira geracdo foram liberados para o tratamento da osteoporose (WAN et al., 2020).
Posteriormente foi desenvolvido o tiludronato (Figura 2), apresentando um anel aromatico em
sua estrutura (HEYMANN et al., 2004).

Os BFs da primeira geracdo contém uma curta cadeia R2 com um grupamento alquila,
haleto ou hidroxila (WIDLER et al., 2002). Como séo prontamente metabolizados pelos
osteoclastos, os BFs da primeira geracdo tém baixa capacidade antirreabsortiva (WIDLER et
al., 2002). In vitro, se estabelecido o valor de 1 para a poténcia antirreabsortiva do etidronato,

0 &cido clodrdnico apresenta poténcia relativa de 10 (HEYMANN et al., 2004).
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Figura 2 — Etidronato (A), &cido clodrdnico (B) e tiludronato (C) (Adaptacédo de HEYMANN, 2004)

O mecanismo de acdo pelo qual os BFs ndo nitrogenados geram a apoptose dos
osteoclastos é diferente do processo realizado pelos BFs nitrogenados (YANG et al., 2019). Os
BFs da primeira geracdo séo absorvidos pelos osteoclastos durante o processo de reabsorcéo
6ssea e produzem anéalogos citotdxicos da adenosina trifosfato (ATP) (RUSSELL et al., 2008).

Os osteoclastos contém um namero elevado de mitocondrias e dependem da sintese de
muitas moléculas de ATP para suas atividades de reabsor¢do (RUSSELL et al., 2008). Os BFs
ndo nitrogenados sdo metabolizados pelos osteoclastos gerando os andlogos Apppl (éster
isopentenilico do ATP) ou AppCClzp (Clodronato de AMP) (MALWAL et al., 2018).
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O acumulo desses metabolitos no meio intracelular inibe a translocase de nucleotideo
de adenina (ANT) presente na membrana das mitocondrias (MALWAL et al., 2018). Com isso,
as enzimas caspases sdo ativadas e a permeabilidade da membrana mitocondrial é afetada, o

que conduz inevitavelmente o osteoclasto a apoptose (RUSSELL et al., 2008).

2.4.1.2 Bisfosfonatos da segunda geracao

A segunda geragédo de BFs foi inaugurada com o advento do pamidronato e, mais tarde,
foi acrescida do alendronato de sodio (AL) (Figura 3). A estrutura do pamidronato contém um
grupo amino-alquila em sua cadeia R2, juntamente de um atomo de nitrogénio (WIDLER et al.,
2002).

O pamidronato foi o primeiro bisfosfonato a conter nitrogénio (WIDLER et al., 2002),
um elemento que contribui para dificultar a metabolizacdo do farmaco, prolongando assim sua
ac&o no organismo (PASSERI et al., 2011). Pelo fato de ser mais potente em inibir a reabsorco
Ossea e mais toleravel que os medicamentos da primeira geracdo, o pamidronato foi amplamente
empregado no tratamento da hipercalcemia associada a malignidade, da doenca de Paget, das
metéstases 6sseas em cancer de mama e do mieloma multiplo (WIDLER et al., 2002).

0] )
H/OH !:[/,DH
H- M. — / T / T
T T “‘xc OH HENAEKC OH
HD/ N HD/ N
|| “~OH || "~ OH
O O
(A Pamidronate (B) Alendronate

Figura 3 - Pamidronato (A) e alendronato (B) (Adaptacdo de HEYMANN, 2004)

O AL é um bisfosfonato nitrogenado que possui em sua cadeia R, um atomo de carbono
a mais que o pamidronato (HEYMANN et al., 2004), sendo indicado para o tratamento da
osteoporose em homens e mulheres na pds-menopausa, bem como para o controle da doenca
de Paget e da hipercalcemia maligna (RIBEIRO; VOLPATO, 2005; OH et al., 2015).

O AL é um farmaco de administracdo oral. Contudo, sua biodisponibilidade por essa
via é baixa, cerca de 0,4 a 0,7% (RIBEIRO; VOLPATO, 2005), possivelmente por ter
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moléculas altamente carregadas com propensdo a formar sais insolUveis ao interagir com
cations polivalentes, como Ca*2, Mg*?, AlI*® (GERTZ et al. 1995). Sendo assim, o alendronato
ndo pode ser ingerido simultaneamente a alimentos como leite, café e suco de laranja, pois teria
sua absorcao pelo organismo prejudicada, devendo, portanto, ser administrado com agua em
jejum (GERTZ et al. 1995). Uma vez na corrente sanguinea, aproximadamente 40-60% da dose
do AL liga-se exclusivamente ao tecido 6sseo, com o restante sendo excretado via renal
(OLSZYNSKI; DAVISON, 2008). Os BFs que ndo se ligam aos 0ssos sdo excretados sem
sofrer metabolizacdo (HOLSTEIN, 2019).

O alendronato incorpora-se ao tecido mineralizado de tal forma que s6 € liberado
mediante outro ciclo de remodelagdo (OLSZYNSKI; DAVISON, 2008). Dessa forma,
conforme o bisfosfonato se dissocia lentamente da hidroxiapatita, ele continua suprimindo a
remodelacdo Gssea, mesmo apds a descontinuacdo da terapia (HAYES et al., 2021). A meia
vida de eliminagdo do AL pode chegar até dez anos no ser humano (LECHNER; VON BAEHR;
ZIMMERMANN, 2021).

O mecanismo de acdo do AL e dos BFs nitrogenados de uma maneira geral é provocar
a apoptose dos osteoclastos através da interrup¢do da via do mevalonato, uma via metabolica
fundamental para a producédo de esterdides como o colesterol (WAN et al., 2020), atenuando
assim a perda dssea e reduzindo a incidéncia de fraturas (ZHAO et al., 2021).

No processo de reabsor¢do de um o0sso contendo AL, o osteoclasto forma um
microambiente no qual o pH acido oriundo de prétons (VASCONCELLOS; DUARTE; MAIA,
2004) gera a dissociacdo das moléculas de BFs dos cristais de hidroxiapatita (RUSSEL et al.,
2008). Os BFs, entdo, em complexos com calcio e proteinas da matriz organica éssea, sao
absorvidos via endocitose para 0 meio intracelular do osteoclasto, no qual passam para o interior
de vesiculas e, mediante a acidificacdo dessas estruturas, sdo transferidos ao citosol (RUSSEL
et al., 2008). A partir do citoplasma, os BFs alcangam 0s peroxissomos para inibir sua enzima
farnesil pirofosfato sintase (FPPS) (RUSSEL et al., 2008; HAYES et al., 2021).

A enzima FPPS faz parte da via do mevalonato, sendo o principal alvo de todos os BFs
nitrogenados de uso clinico, com sua inibi¢do gerando inimeras alteraces que culminam na
apoptose do osteoclasto (RUSSEL et al., 2008; ORYAN; SAHVIEH, 2021). As FPPS utilizam
como substrato difosfatos isoprenoides para sintetizar o intermediario farnesil pirofosfato
(FPP), o qual é necessario para produzir a proteina geranilgeranil difosfato (GGPP) atraves da
enzima GGPP sintase. Os metabolitos isoprendides GGPP e FPP, por sua vez, sdo requeridos

para a prenilacdo das pequenas proteinas GTPases (RUSSEL et al., 2008).
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Essas proteinas sinalizadoras sdo fundamentais nos osteoclastos para o trafego de
vesiculas (VASCONCELLOS; DUARTE; MAIA, 2004) para o funcionamento adequado da
membrana pregueada e para a preservacdo do citoesqueleto (RUSSELL et al., 1999).

A prenilacdo consiste na modificacdo de uma proteina que é acrescida ou por um isoprendide
farnesil, isto é, um lipidio com 15 carbonos, ou por um isoprendide geranilgeranil, ou seja, um
lipidio com 20 carbonos (PALSULEDESAI e DISTEFANO, 2014).

A ligacdo de um grupo geranilgeranil a proteinas-G regulatorias como Rac, Rho, Cdc-
42 e membros da familia Rab, é fundamental para a atividade dessas proteinas, uma vez que
serve para ancora-las ou na membrana plasmatica ou em membranas intracelulares, além de
possivelmente auxiliar nas interacdes entre proteinas (VASCONCELLOS; DUARTE; MAIA,
2004).

Os BFs nitrogenados, portanto, agem como analogos dos difosfatos isoprenoides e

inibem a FPPS, o que previne a geranilgeranilacdo das GTPases (RUSSEL et al., 2008).
Desse modo, ha o acumulo intracelular de GTPases ndo prenilizadas as quais ativam
equivocadamente outras vias de sinalizacdo que afetam o funcionamento normal do osteoclasto,
gerando a perda da membrana pregueada, alteraces no citoesqueleto e nas bombas de prétons
H+-ATPase (RUSSELL et al., 1999) e, em dultima instancia, provocam a apoptose do
osteoclasto (RUSSEL et al., 2008).

Diferentemente do etidronato da primeira geragdo, o AL ndo impede a mineralizacéo
Ossea, mas sim a sua reabsorcdo, o que diminui consideravelmente o risco de o paciente
desenvolver osteomalacia durante o tratamento (RIBEIRO; VOLPATO, 2005). Além do
pamidronato dissddico e do AL, a segunda geracdo contém também o ibandronato (JUNIOR;
CASADO; BARBOZA, 2007) (Figura 4), o qual apresenta em sua cadeia R> a porgéo
CH2CH2N(CHs) mais um grupo pentil (HEYMANN et al., 2004).

Ibandronate

Figura 4 - Ibandronato (Adaptacdo de HEYMANN, 2004)
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2.4.1.3 Bisfosfonatos da terceira geracao

A terceira geracdo dos BFs apresenta anéis heterociclicos com um ou mais dtomos de
nitrogénio na composicao da cadeia Rz ligada a porcéo fosforo-carbono-fésforo. Os principais
representantes da terceira geracdo sdo o risedronato de sédio, com um atomo de nitrogénio em
seu anel piridil e 0 acido zoledrénico (ZL), com dois a&tomos de nitrogénio em seu anel imidazol
(Figura 5) (HEYMANN et al., 2004). Quando comparado in vitro ao alendronato, ibandronato
e risedronato, 0 ZL possui a maior atracdo pela hidroxiapatita (FINIANOS; ARAGON-CHING,
2019). Quanto a poténcia antirreabsortiva, o ZL € 850 vezes mais potente que o pamidronato
da segunda geracdo (BOWDEN; MAHAN, 2017).

Tomando-se como referéncia a poténcia relativa de 1 para o etidronato da primeira
geracdo, o risedronato apresenta poténcia entre 1.000 a 10.000 e o ZL uma forca
antirreabsortiva acima de 10.000 (HEYMANN et al., 2004). Além da inibir a reabsor¢éo do
tecido mineralizado pelos osteoclastos, 0 ZL estimula a diferenciacdo de osteoblastos,
contribuindo assim para o aumento da densidade 6ssea. O ZL consegue elevar a massa 0ssea
trabecular 150 vezes mais que o pamidronato (BOWDEN; MAHAN, 2017).

O ZL é o principal medicamento empregado no tratamento da hipercalcemia associada
ao cancer e das metastases dsseas de tumores de mama, pulmao e préstata (KOLPAKOVA et
al., 2016).
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Figura 5 — Risedronato (A) e Acido Zoledronico (B) (Adaptacdo de HEYMANN, 2004)

A administracdo do ZL ocorre por via endovenosa, geralmente uma vez ao ano
(SOUZA, 2010) em uma dose de 4-5 mg (GRI1Z; BANDEIRA, 2006). Ap6s 24h da aplicacao,
a concentracdo sérica do ZL é reduzida a menos de 1%. Aproximadamente 55% da dose € entéo

incorporada ao tecido 6sseo, enquanto que 0s 45% restantes sdo eliminados sem alteracdes na
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urina (BOWDEN; MAHAN, 2017). Tendo em vista que 0s rins sdo 0s principais responsaveis
pela excrecdo do ZL, esse bisfosfonato ndo € indicado para pacientes com insuficiéncia renal
aguda ou com depuracéo de creatina menor que 30 mL/min (GRIZ; BANDEIRA, 2006).

Além da acdo antirreabsortiva, os BFs apresentam efeitos antitumorais diretos e
indiretos que variam de acordo com a estrutura molecular do fA&rmaco, com os BFs nitrogenados
sendo superiores em relacdo aos BFs da primeira geracdo (HEYMANN et al., 2004).

Os BFs conseguem alterar o microambiente 6sseo ao redor de células cancerosas, o que
pode prejudicar a sobrevivéncia das mesmas e a recorréncia da doenca (LECHNER; VON
BAEHR; ZIMMERMANN, 2021). Os BFs agem diretamente sobre as células tumorais
interrompendo sua adesdo ao tecido 0sseo no processo de metastase. Através da inibicdo da
prenilacdo das pequenas GTPases, os farmacos nitrogenados impedem a ativacdo das integrinas
responsaveis pela fixacio celular (CLEZARDIN; EBETINO; FOURNIER, 2005).

Por meio do bloqueio da atividade proteolitica dependente de zinco das
metaloproteinases (MMPs), os BFs nitrogenados interrompem a migracéo e invasdo de células
tumorais mediada por MMPs em cancer de mama e de prostata (CLEZARDIN; EBETINO;
FOURNIER, 2005).

Em altas concentracbes, os BFs nitrogenados reduzem a proliferacdo das células
neoplésicas e induzem a apoptose de diversos tipos de tumores através de sua acao sobre a via
do mevalonato, em que geram a ativacio das caspases no citoplasma (CLEZARDIN;
EBETINO; FOURNIER, 2005).

Ja os efeitos indiretos dos BFs sdo decorrentes da sua inibicdo dos osteoclastos, uma vez
que essas células reabsortivas liberam fatores de crescimento que se agregam aos 0ss0s e nutrem
células tumorais ali presentes (HEYMANN et al., 2004). Os efeitos antitumorais indiretos
também podem estar relacionados ao potencial antiangiogénico dos BFs (WAN et al., 2020) e
a sua acdo sobre o sistema imunoldgico. Os BFs sdo capazes de estimular a proliferacdo de
células T ¥6 especificas que, in vitro, sdo citotoxicas para diversas linhagens de células tumorais
(HEYMANN et al., 2004).

Diversos estudos demonstraram que os BFs nitrogenados apresentam efeitos
antiangiogénicos (HE et al., 2020). Santini et al. (2002) analisaram o efeito do pamidronato em
pacientes com metastases 0sseas e constataram uma diminuigdo nos niveis séricos do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) durante a primeira semana de tratamento.

O VEGF € uma proteina que estimula a mitose das células endoteliais e aumenta a

permeabilidade vascular (SANTINI et al., 2003). Em um estudo posterior, agora com o ZL,
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Santini et al. (2003) evidenciou seu efeito antiangiogénico com a reducdo dos niveis
circulatérios de VEGF em pacientes com cancer.

Estudos apontam que os BFs nitrogenados afetam a atividade das enzimas FPPS das
células endoteliais. Hasmim, Bieler e Riegg (2007) demonstraram que o ZL inibe a adesé&o,
migracdo e sobrevivéncia das células endoteliais através da supressdo das vias de sinalizagdo
dependentes de prenilacao.

Guevarra e colaboradores (2015) analisaram o efeito do ZL na vascularizacdo da
mandibula de ratos e constataram diminui¢cdo da conectividade e ramificacdo dos vasos
sanguineos, bem como a reducdo do seu padrdo de organizacdo. Gao et al. (2017) mostraram
que 0 ZL é capaz de suprimir a angiogénese in vivo através da inibicdo da formacdo dos
osteoclastos e da secrecao do fator de crescimento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB), o

principal regulador da angiogénese acoplada com a osteogénese.

2.4.2 Denosumab

O denosumab € um anticorpo humano monoclonal 1gG2 que mimetiza as fungdes da
molécula endégena OPG (ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020), tendo alta afinidade
e especificidade ao RANKL (ANASTASILAKIS; POLYZOS; MAKRAS, 2018). O
denosumab impede a interacdo do RANKL com o receptor RANK em pré-osteoclastos
(MALAN et al., 2012).

Desse modo, 0 denosumab inibe a reabsor¢do e aumenta a densidade mineral 6ssea
reduzindo o risco de fraturas. O denosumab bloqueia a formacao, atividade e sobrevivéncia
dos osteoclastos (TSOURDI et al., 2021), um mecanismo distinto dos BFs, os quais agem
principalmente nos osteoclastos ja formados (ANASTASILAKIS; POLYZOS; MAKRAS,
2018).

O denosumab, diferentemente dos BFs, ndo se incorpora a matriz 6ssea mineralizada
(MISSO et al.,, 2012) o que contribui para o0 seu efeito antirreabsortivo ser rapidamente
reversivel com a interrupcdo do tratamento (EVERTS-GRABER et al., 2021), o que ndo ocorre
com os BFs, cujas moléculas ficam incorporadas aos 0ssos durante anos (MISSO et al., 2012).

Em osso cortical, o denosumab apresenta efeitos antirreabsortivos superiores aos BFs.
Isso ocorre pois 0 padrdo ésseo trabecular tem metabolismo mais intenso que o 0sso cortical,
portanto, mais moléculas de BFs sdo liberadas nesses locais com maior remodelacdo
(ANASTASILAKIS; POLYZOS; MAKRAS, 2018).
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O denosumab foi aprovado em 2010 pela United States Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento de mulheres com osteoporose na pds-menopausa sob alto risco de
fratura (LEWIECKI, 2018), na dose de 60 mg por via subcutanea a cada 6 meses (TSOURDI
etal., 2021).

Posteriormente, a indicacdo de denosumab expandiu-se para o tratamento da
osteoporose em homens e na osteoporose induzida por glicocorticoides (LEWIECKI, 2018). O
denosumab é empregado também na hipercalcemia, doenca de Paget (REID et al., 2016) e na
prevencdo de eventos 0sseos relacionados a metastases de tumores sélidos. Sua indicacao,
contudo, ndo abrange casos de mieloma mdltiplo (BOYCE, 2017).

O denosumab é administrado por via subcutdnea na dose de 60 mg a cada 6 meses
(Prolia®) (DEEKS, 2018) ou na dose de 120 mg uma vez ao més ap6s 3 doses semanais de
ataque (Xgeva®) (BOYCE, 2017). Posteriormente a aplicacio da dosagem de 60 mg, a
concentracdo sérica maxima é alcancada em até 10 dias, diminuindo gradualmente ao longo de
3 a5 meses (DEEKS, 2018).

A farmacocinética do denosumab é similar a de outros anticorpos monoclonais, sendo
dose-dependente e nédo-linear (BOYCE, 2017). O denosumab ndo é excretado via renal,
portanto, pode ser usado em pacientes com funcédo renal comprometida sem alteracdo de dose
(TERPOS et al., 2021).

A meia-vida do denosumab dura aproximadamente 1 més, com sua degradacdo em
peptideos e aminoacidos ndo envolvendo o sistema hepatico (DEEKS, 2018). Caso o tratamento
com o denosumab seja descontinuado, ocorre decréscimo da densidade mineral dssea
(TSOURDI et al., 2021), elevacao dos marcadores do metabolismo 6sseo (EVERTS-GRABER
et al., 2021) e aumento do risco de fraturas vertebrais (DEEKS, 2018).

Se o tratamento com denosumab for interrompido, os marcadores de remodelacéo 0ssea
aumentam para valores acima dos encontrados no pré-tratamento, o que constitui o “fendmeno
de rebote”. Caso a terapia com denosumab ndo seja retomada, a densidade mineral dssea que
foi obtida é rapidamente perdida, atingindo valores basais dentro de 12 a 24 meses apés a tltima
injecdo de denosumab (EVERTS-GRABER et al., 2021).

Os medicamentos antirreabsortivos, contudo, podem produzir efeitos colaterais
indesejaveis. Os BFs orais estdo associados a efeitos gastrointestinais (THERIAULT, 2003)
como refluxo esofégico, inflamacéo e/ou ulceracdo no eséfago, degluticdo dolorosa, dor de
cabeca, catarse e obstrucdo intestinal (ABDIK et al., 2018).

Os BFs de administracdo intravenosa, por sua vez, podem levar a artralgia, reacdo de

fase aguda, dor nos 0ssos e articulagdes, alem de inflamacéo da orbita (ABDIK et al., 2018). O
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ZL apresenta baixos riscos de hipofosfatemia, hipocalemia, hipocalcemia (ANASTASILAKIS;
POLYZOS; MAKRAS, 2018), além de febre, calafrios e mialgia (THERIAULT, 2003).

O denosumab, de uma maneira geral, € bem tolerado pelos pacientes, porém foram
relatados casos de severa hipocalcemia e fraturas por estresse atipicas (GASTON et al., 2016).
Entretanto, o efeito colateral mais severo ocasionado tanto por BFs, quanto pelo denosumab, é
a osteonecrose dos maxilares (HE et al., 2020), uma condicéo rara e debilitante que foi relatada
pela primeira vez no ano de 2003, por Robert E. Marx, em um estudo sobre areas de exposicao

0ssea na regido maxilofacial que ndo cicatrizavam em pacientes tratados com BFs.

2.5 MRONJ

2.5.1 Caracteristicas gerais

A osteonecrose dos maxilares (ONJ) é uma condicao irreversivel na qual o tecido ésseo
da maxila ou mandibula perde sua a capacidade de remodelacgdo e vascularizagdo (SOUSA et
al., 2018). A AAOMS, em 2007, definiu a osteonecrose dos maxilares associada ao uso de
bisfosfonatos (BRONJ) como um sitio de exposi¢do 6ssea na maxila ou ha mandibula que ndo
se repara dentro de oito semanas, nos pacientes tratados com BFs e que ndo realizaram
radioterapia (Figura 6) (ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020).

Figura 6 — MRONJ (Adaptacdo de WILLIAMS; O’RYAN, 2015)
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No entanto, a BRONJ pode ocorrer sem exposi¢do 6ssea (NICOLATOU-GALITIS et
al., 2019). Nos pacientes tratados com BFs, a BRONJ pode se desenvolver espontaneamente
ou pode ser induzida por procedimentos odontoldgicos invasivos (DINIZ-FREITAS;
LIMERES, 2016). Segundo a AAOMS (2007), dois em cada trés casos de BRONJ estdo
relacionados a cirurgia oral, principalmente a extracdo dentéria.

A BRONJ foi relatada pela primeira vez por Marx, em 2003, em um artigo apresentando
36 casos associados ao uso de BFs IV (zoledronato e pamidronato) em pacientes com mieloma
multiplo ou céancer de mama metastatico (EGUIA; BAGAN; CARDONA, 2020).
Posteriormente, a BRONJ foi observada também em pacientes sob tratamento com denosumab
e medicamentos antiangiogénicos (KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021), o que levou a
AAOMS a alterar a nomenclatura de BRONJ para MRONJ (osteonecrose dos maxilares
associada a medicamentos) no ano de 2014 (ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020).

A angiogénese € a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes,
atuando tanto em processos fisioldgicos quanto patolégicos (GEINDREAU; GHIRINGHELLI;
BRUCHARD, 2021). Através da diferenciacao de células endoteliais vasculares, a angiogénese
favorece o crescimento de tumores e a posterior invasdo de estruturas adjacentes
(ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020). Os medicamentos antiangiogénicos
interrompem a formacgdo de novos vasos sanguineos atuando nos receptores de VEGF, o que
provoca isquemia a qual poderia desencadear a MRONJ (LOMBARD et al., 2016;
ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020).

Os farmacos antiangiogénicos sao anticorpos monoclonais indicados para o tratamento
de carcinomas renais, mamarios, colorretais e pulmonares (LOMBARD et al., 2016), sendo
classificados basicamente em dois tipos: os inibidores de VEGF e os inibidores das tirocina-
quinases (ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020).

Os medicamentos do primeiro grupo, como o0 anticorpo Bevacizumab, inibem a
atividade biolégica do VEGF por meio da sua ligagdo a proteina VEGFA, o que
consequentemente interrompe a producdo de vasos sanguineos vitais para o0 crescimento e
expansdo dos tumores (LOMBARD et al., 2016; NIFOSI et al., 2019).

O primeiro caso de ONJ por Bevacizumab intravenoso foi relatado em 2008, por Estilo
e colaboradores, em uma paciente com cancer de mama (NIFOSI et al., 2019). No grupo dos
inibidores das tirocina-quinases, destaca-se o farmaco Sunitinib, cujo mecanismo de acéo é o
blogueio da angiogénese e da via das quinases das células tumorais (SUN, J. et al., 2012). O
Sunitinib tem meia-vida de 40 a 60 horas, sendo metabolizado no figado (NIFOSI et al., 2019).
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Esse farmaco estd relacionado ao aparecimento da MRONJ quando associado a BFs
intravenosos (LOMBARD et al., 2016).

A MRONJ é uma condicdo dolorosa que impacta negativamente a vida dos pacientes
acometidos (YANG et al., 2021). A MRONJ dificulta o tratamento dentario e diminui as
atividades cotidianas. Isso ocorre em razdo da deficiéncia gerada na mastigacéo e dos defeitos
6sseos mandibulares causados ou pela progressdo da MRONJ ou por intervengdes cirlrgicas
(KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021).

2.5.2 Sinais e sintomas

Os sinais e sintomas da MRONJ incluem dor, eritema, ulceracdo, supuracao, parestesia,
mobilidade dental ndo relacionada as doengas periodontais, e, em alguns casos, anestesia do
ramo associado do nervo trigémeo (BROZOSKI et al., 2012; KHAN et al., 2014; PISPATI,
PANDEY; PATEL, 2018).

As areas com exposicdo dssea podem permanecer assintomaticas por longos periodos
de tempo, tornando-se sintométicas quando os tecidos moles adjacentes inflamam. Ademais, 0s
sinais e sintomas da MRONJ podem ocorrer sem exposicao 6ssea (BROZOSKI et al., 2012;
ANESI et al., 2019).

2.5.3 Diagnostico

O diagndstico precoce de MRONJ é desafiador (GAETA-ARAUJO et al., 2021),
devendo ser baseado no exame clinico e na historia médica do paciente (BROZOSKI et al.,
2012). Para se concluir o diagnostico, o paciente deve apresentar: exposicao 6ssea ou 0SS0 que
possa ser sondado por meio de fistula intraoral ou extraoral nos maxilares, que persistiu por
oito semanas ou mais (Figura 7); histérico de tratamento com medicamentos antirreabsortivos
ou antiangiogénicos; néo ter realizado radioterapia de cabeca e pesco¢o (PERINI; OLIVEIRA,;
SEGUIN, 2018).
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Figura 7 — Sondagem atraveés de fistula (Adaptagdo de NICOLATOU-GALITIS et al., 2019)

O diagnostico diferencial de MRONJ deve considerar alveolite, sinusite, gengivite,
periodontite, doencas periapicais, dor dentaria, pulpite, neuralgias atipicas, processos
neoplésicos, osteomielite esclerosante cronica, dor miofascial e distdrbios articulares (HE et al.,
2020).

Ao exame radiogréfico, sdo encontradas escleroses Osseas difusas, com sequestros
0sseos, reacdo periosteal e fistula oro-antral (PERINI et al., 2018). Nos casos severos pode ser
encontrada uma imagem radioltcida mal definida, semelhante a roido de traca (NEVILLE et
al., 2009). No entanto, para se observar a extensdo da osteonecrose, a tomografia
computadorizada e a ressonancia magnética sdo exames superiores em relacao as radiografias
panoramicas (ANESI et al., 2019).

Ruggiero, Fantasia e Carlson (2006) classificaram a BRONJ conforme a sua progressao
em estagios, uma divisdo que foi posteriormente adotada pela AAOMS, em 2007, para
estabelecer uma diretriz de tratamento e coletar dados para avaliar o prognéstico da condicao
(ON etal., 2021).

A MRONJ é atualmente classificada em cinco estagios (NICA et al., 2021). O primeiro
deles, o estagio “em risco”, engloba pacientes que estdo sob tratamento com bisfosfonatos, mas
ndo apresentam nenhuma evidéncia de osteonecrose. No estagio 0, ndo existem sinais clinicos
de osteonecrose, porém, ha sinais ndo especificos e altera¢fes radiograficas (LOMBARD et al.,
2016; KANG et al., 2018).

O estagio 1 é caracterizado pela exposi¢do de 0sso necrético ou presenca de fistula, mas
sem sinais de infeccdo nem sintomas. O estagio 2, por sua vez, é sintomatico e corresponde a
exposicao de 0sso necrotico ou fistula com infeccdo, dor e eritema. (LOMBARD et al., 2016;
KANG et al., 2018).
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O estagio 3 é constituido por 0sso necrotico exposto ou fistula intraoral apresentando
sinais e sintomas associados a infecgdo, bem como 0sso necrotico exposto invadindo a borda
inferior da mandibula ou do assoalho do seio da maxila e/ou fistula extraoral e/ou fistula
oroantral (ON et al., 2021).

2.5.4 Prevaléncia

A duracdo da terapia com bisfosfonatos tem sido associado ao risco de desenvolver
MRONJ (OZYURTSEVEN et al., 2021). A probabilidade de desenvolvimento de MRONJ
aumenta com a exposicdo cumulativa do paciente a bisfosfonatos ou denosumab
(NICOLATOU-GALITIS etal., 2019). A MRONJ é mais prevalente nos pacientes que recebem
altas doses de medicamentos antirreabsortivos do que em pacientes que recebem doses menores
(NICOLATOU-GALITIS et al., 2019). De acordo com Passéri; Bértolo; Abuabara (2011), a
MRONJ ¢é mais frequente quando o BF é administrado mensalmente, por via intravenosa e
durante mais de trés anos, com o risco variando entre 0,8% a 12%.

Mais de 90% dos casos de MRONJ correspondem a pacientes oncol6gicos que
receberam altas doses de BFs por via endovenosa, ou que utilizaram denosumab por via
subcutanea na dose de 120 mg a cada 4 semanas (NICOLATOU-GALITIS et al., 2019).

Em pacientes com cancer que sdo expostos a BPs 1V, a incidéncia de MRONJ apoés
exodontia varia de 1,6 a 14,8% (RUGGIERO et al., 2014). Porém, pacientes que utilizam BFs
por via oral durante um longo periodo de tempo também podem desenvolver MRONJ (JESUS
etal., 2019).

Segundo Gegler et al. (2006), a incidéncia de osteonecrose é quatro vezes maior em
qualquer area nos pacientes com cancer em relacdo a populagdo geral. A MRONJ é mais
frequente na mandibula (65% dos casos) do que na maxila (28,4% dos casos), com 6,5%
afetando ambas estruturas (KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021). A predilecéo pela mandibula
é geralmente atribuida ao seu suprimento limitado de sangue arterial, bem como a maior
proporcao de o0sso cortical em relacdo ao 0sso esponjoso nessa estrutura (OTTO et al., 2021).

Estatisticamente, a &rea posterior € a mais acometida, tanto em maxila quando em
mandibula, provavelmente em decorréncia das diferentes taxas de remodelagéo 6ssea em locais
sob maior forca mastigatoria (WAN et al., 2020). A MRONJ é mais prevalente também em
areas com uma fina mucosa oral cobrindo proeminéncias ésseas como térus e exostoses
(BROZOSKI et al., 2012).
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2.5.5 Etiopatogenia

A etiopatogenia da MRONJ é multifatorial e ainda ndo estd completamente elucidada
(LECHNER; VON BAEHR; ZIMMERMANN, 2021). Ha trés hipoteses complementares
principais que procuram explica-la. (RUGGIERO et al., 2014). A primeira hipotese diz respeito
ao mecanismo de acdo dos BFs e do denosumab, os quais interrompem a remodelacdo
prejudicando a formacao 6ssea nos maxilares (YANG et al., 2019). Ainda nao esta claro porque
a MRONJ ocorre frequentemente na maxila e na mandibula (ON et al., 2021).

Devido ao elevado metabolismo da maxila e da mandibula, especialmente em torno dos
ligamentos periodontais, 0 0sso alveolar possui uma taxa de remodelacéo dez vezes maior que
a de ossos longos (LOMBARD et al., 2016). Com isso, acredita-se que os BFs tendem a se
depositar nos maxilares (JESUS et al., 2019) e assim predisp6-los a ONJ em comparacdo com
o restante do esqueleto (ON et al., 2021).

A segunda hipétese considera a inibi¢do da angiogénese (YANG et al., 2019). A maxila
e a mandibula contém elevado suprimento sanguineo em comparacdo a outros 0ssos do
organismo (JESUS et al., 2019). Estudos in vitro e in vivo constataram que 0s BFs inibem a
funcdo de células endoteliais (RUGGIERO; FANTASIA; CARLSON, 2006).

Lang et al. (2016) investigou in vitro o efeito do ZL e observou a inibi¢éo da proliferacéo
e migracdo das células endoteliais, bem como o estimulo de apoptose. Ademais, os BFs
possuem capacidade de diminuir significativamente os niveis circulantes de VEGF. Com o
bloqueio da formacdo de novos vasos sanguineos, supde-se que 0s medicamentos
antirreabsortivos colaborariam para a necrose do tecido 6sseo (RUGGIERO; FANTASIA;
CARLSON, 2006). No entanto, o denosumab foi investigado in vitro e ndo apresentou efeitos
sobre as células endoteliais. Contudo, o denosumab mostrou-se capaz de diminuir a densidade
vascular 6ssea em pacientes com granuloma de células gigantes (GAO et al., 2017).

A terceira hipotese analisa o papel dos micro-organismos na patogénese da MRONJ
(YANG et al., 2019). Em comparacdo a outros 0ssos do organismo, os maxilares tem maior
proximidade com o ar (ABDIKI et al., 2018) e os patdgenos da cavidade oral, uma vez que sdo
protegidos apenas por um fino revestimento mucoperiosteal (LOMBARD et al., 2016).

Os maxilares sdo expostos a repetidos microtraumas devido as forcas de mastigacao
(LOMBARD et al., 2016). Além disso, 0os dentes molares possuem maior superficie de raiz em
comparagdo com outros dentes, juntamente da presenca de furca radicular, o que os torna mais

dificeis de acessar com medidas de higiene bucal (OTTO et al., 2021). Com isso, surge uma
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rota para micro-organismos e outros processos inflamatérios progredirem dos dentes até o
tecido 6sseo, tornando a maxila e a mandibula mais propensas a infec¢des (HE et al., 2020).

Quando as areas de exposicdo de 0sso necrético sdo analisadas em culturas microbianas,
identificam-se bactérias comuns da cavidade oral (MAWARDI et al., 2011). Essas bactérias
orais seriam responsaveis por infeccionar o 0sso dos maxilares apos intervengdes como
extracdes dentérias e instalacdo de implantes (ABDIKI et al., 2018).

Sabe-se que as bactérias tém potencial para promover a reabsorcdo 6ssea (KHAN et al.,
2014). Supbe-se que esses micro-organismos produzam lipopolissacarideos que ativam o
sistema RANK/RANKL/OPG estimulando os osteoclastos a reabsorver o tecido dsseo para
delimitar a infeccdo (ANESI et al., 2019). Contudo, ndo é claro ainda se a infeccdo ocorre antes
ou apos a necrose do tecido 6sseo (KHAN et al., 2014). No entanto, a MRONJ pode ocorrer
espontaneamente, isto €, sem a presenca de infeccdo ou intervencgdes dentarias prévias (JESUS
etal., 2019).

Além de bactérias, sdo encontrados no 0sso necrotico leucdcitos polimorfonucleares e
células T delta gama. Os linfocitos T sdo ativados pelos BFs e passam a estimular a producao
de citocinas pro-inflamatorias. Posteriormente, ocorre reducdo do namero de células T delta
gama, o que pode prejudicar a resposta do sistema imunolégico a infeccdo (KHAN et al., 2014).

Acredita-se que os BFs lesionem a mucosa oral por meio da alteracdo da proliferacéo e
da viabilidade dos queratindcitos (YANG et al., 2019). N&o foi demonstrado claramente se a
MRONJ se desenvolve inicialmente no 0sso ou € desencadeada por dano a mucosa oral
(OZYURTSEVEN et al., 2021).

Dessa forma, a inibicdo dos osteoclastos e osteoblastos, o bloqueio da angiogénese, a
perturbacdo do sistema imunoldgico e os danos a mucosa oral provocados pelos BFs
impediriam a delimitacéo do foco infeccioso, desencadeando assim a osteonecrose. Além disso,
a predisposicdo genética € outro possivel fator que contribui para o desenvolvimento da
MRONJ (YANG et al., 2019).

2.5.6 Fatores de risco

O risco de MRONJ é baixo, mas deve-se considerar uma possivel subnotificacdo uma
vez que a exposicao 6ssea pode ser uma consequéncia tardia da condi¢do (WAN et al., 2020).
Os fatores de risco para a MRONJ sdo classificados em sistémicos e locais (LECHNER; VON
BAEHR; ZIMMERMANN, 2021).
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Os principais fatores de risco sisttmicos englobam a quimioterapia para tumores
malignos, o uso de corticosteroides, tabaco, presenca de doencas cardiovasculares e diabetes
(KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021). O risco de desenvolvimento de MRONJ aumenta em
pacientes diabéticos, uma vez que nesses individuos ha uma diminuicao na qualidade 6ssea em
decorréncia de isquemia capilar, reducdo da fungdo vascular endotelial e de células imunes,
além da morte de celulas 6sseas, de osteoblastos e do aumento da inflamagéo de um modo geral
(KANG et al., 2018).

Também sdo fatores de risco sistémicos a osteoporose, artrite reumatoide, sindrome de
Sjogren, sarcoidose, hipocalcemia, hipoparatireoidismo, osteomalacia, deficiéncia de vitamina
D, dialise renal, anemia, doenca de Paget, terapia com eritropoietina, terapia com
ciclofosfamida, ingestdo de alcool e obesidade (KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021).

O uso de esteroides também é um fator de risco tendo em vista a reducdo do nimero de
células imunes, o atraso da cicatrizacéo de feridas e o aumento da inflamac&o oral decorrentes
do seu emprego (KANG et al., 2018). O risco para MRONJ é maior naqueles pacientes que,
concomitante ao uso de antirreabsortivos ou antiangiogénicos, realizaram quimioterapia,
terapia com eritropoietina, hemodialise, corticoterapia ou apresentam hipotireoidismo (JESUS
etal., 2019).

O risco de desenvolver MRONJ associado a BFs orais é muito baixo, mas aumenta
qguando a duracdo de terapia ultrapassa 4 anos (ROSELLA et al., 2016). O risco de
desenvolvimento de MRONJ com o uso de BFs injetaveis em pacientes com tumores malignos
é significativamente maior do que quando se usa BFs orais para pacientes com osteoporose (HE
et al., 2020).

Pacientes oncoldgicos que utilizam BFs intravenosos apresentam risco cerca de dez
vezes maior de desenvolver a MRONJ em relacdo aos individuos com osteoporose. Esse risco
superior pode ser explicado pela dose maior ou pela maior frequéncia de administracao
necessaria para os pacientes com cancer (YANG et al., 2019). Atraveés de estudos randomizados
demonstrou-se que, durante um ano de tratamento com o ZL, o risco é de 0,5%; sob dois anos
de terapia, 1%, e, por mais de trés anos, o risco passa a ser de 1,3% (KOLPAKOVA et al.,
2016).

Em relacdo ao denosumab, o risco para o desenvolvimento de MRONJ em pacientes
com osteoporose € estimado em 0,01 a 0,03%. J& para 0s pacientes com cancer, 0 risco aumenta
para 1 a 2% com o denosumab (ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020).

Estudos compararam a incidéncia média de osteonecrose em pacientes tratados com BFs

(1.8%) com aqueles que utilizaram denosumab (1.3%), ndo encontrando diferencgas
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significativas entre as duas classes de medicamentos (YANG et al., 2019). Foi demonstrada
também a associacdo entre um risco maior para a MRONJ nos individuos com ascendéncia
europeia em comparacdo com outras populacdes (YANG et al., 2019).

O principal fator de risco local é a exodontia (KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021).
Cerca de 52 a 61% dos pacientes manifestaram a MRONJ ap6s a realizacdo de extracbes
dentérias. Além disso, englobam os fatores de risco locais a presenca de patologias como

doencas periodontais e lesdes endoddnticas (SOUNDIA et al., 2016).

2.5.7 Tratamento

O tratamento da MRONJ é complexo, uma vez que a sua evolucdo € dificil de prever
(DINIZ-FREITAS; LIMERES, 2016) e ndo ha consenso quanto a sua real eficicia
(MORASCHINI et al., 2021). O manejo da MRONJ varia dependendo do estagio clinico da
doenca (ON et al., 2021) e deve ter como objetivos o controle da dor, da infeccdo e da
progressao da necrose 6ssea (NICOLATOU-GALITIS et al., 2019).

Para o estagio “em risco”, segundo as recomendagdes da AAOMS, apenas orientagdes
sdo passadas ao paciente de modo a informa-lo do potencial de desenvolvimento de MRONLJ.
Deve-se ressaltar a importancia da manutencdo de uma boa higiene oral e a necessidade de
busca de atendimento precoce ao observar qualquer sinal ou sintoma atipico (ROSELLA et al.,
2016; KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021).

No estagio 0, sdo recomendados cuidados como antissepsia, uso de analgésicos e
antibidticos. O laser de baixa poténcia € uma alternativa de tratamento tendo em vista que seu
emprego aumenta a quantidade de osteoblastos, auxilia na reparacdo e estimula a proliferacao
de vasos sanguineos e linfaticos (ROSELLA et al., 2016; NICOLATOU-GALITIS etal., 2019).

O tratamento do estdgio 1, isto &, com exposicdo Ossea assintomatica, engloba a
higienizacdo da &rea exposta com antissépticos e sua cobertura por uma pasta adesiva trés vezes
ao dia (ROSELLA et al., 2016). A cirurgia imediata ndo € necessaria no estagio 1, porém,
pequenos procedimentos cirurgicos para remoc¢ao de 0sso necrotico sao recomendados a fim de
reduzir o trauma dos tecidos moles (KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021).

No estagio 2, em que ha osso exposto dolorido e com inflamacao e infec¢do em tecido
mole, a AAOMS sugere antibioticoterapia e desbridamento superficial do osso, aliado as
recomendaces do estagio 1 (ROSELLA et al., 2016). O estégio 3, o qual é caracterizado pelo
estagio 2 mas com expansao da necrose para além do osso alveolar (ON et al., 2021), ¢ tratado

com antibacterianos sisttmicos ou em enxaguatorios bucais associado ao controle da dor
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(KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021). As osteotomias marginais ou segmentares sdo
recomendadas para casos graves (ROSELLA et al., 2016).

Existem terapias adjuvantes com o objetivo de promover a reparacao 0ssea e dos tecidos
moles (BERMUDEZ-BEJARANO et al., 2017), tais como plasma rico em plaquetas, laser de
baixa intensidade, terapia com 0z6nio ou com oxigenacao hiperbarica (ON et al., 2021).

Estratégias de tratamento ndo cirdrgico sdo indicadas para melhoria e até mesmo
resolucdo da MRONJ (KAWAHARA; KUROSHIMA, 2021). As abordagens conservadoras
incluem a manutencdo da higiene bucal, eliminando doencas dentais e periodontais ativas, a
aplicacdo de enxaguatorios antibacterianos e o uso de antibioticoterapia sistémica
(NICOLATOU-GALITIS et al., 2019).

Contudo, a revisdo sistematica de RUPEL et al. (2014) demonstrou que abordagens
cirurgicas conservadoras e extensas melhoraram a taxa de cura de MRONJ quando comparadas
a abordagens ndo-cirurgicas. A recuperacdo de um paciente com MRONJ desencadeada pelo
denosumab é mais rapida em comparacao a reabilitacdo na osteonecrose dos maxilares induzida
por BFs. Acredita-se que isso ocorra pois 0 mecanismo do denosumab para inibir 0s
osteoclastos atua na interacdo OPG/RANK/RANKL, a qual é reversivel. Dessa forma, os
anticorpos monoclonais ndo se integram ao 0sso, diferentemente das moléculas de BFs. Além
disso, o denosumab possui uma meia-vida mais curta que a dos BFs (MALAN et al., 2012).

Mesmo que ndo elimine completamente o risco de MRONJ, a prevencéo ¢ efetiva em
reduzi-lo. Nesse sentido, a recomendacdo é que se realizem todos 0s procedimentos orais
invasivos e que se aguarde a recuperacdo do paciente antes de comecar uma terapia com
farmacos antirreabsortivos (ANESI et al., 2019).

Inimeros pesquisadores tém procurado meios confidveis para prever o risco de MRONJ
em pacientes tratados com farmacos antirreabsortivos ou antiangiogénicos que realizardo
procedimentos invasivos na cavidade oral, tendo em vista a severidade e a inexisténcia de um
tratamento padrdo efetivo para a MRONJ (ALONSO-RODRIGUEZ et al., 2019;
ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020).

2.5.8 Parametros séricos e MRONJ

Diversos estudos procuram encontrar uma correlagdo entre biomarcadores e a MRONJ.
Contudo, as evidéncias encontradas na literatura que correlacionam os marcadores do

metabolismo 6sseo com a MRONJ sdo controversas (KIM et al., 2016).
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O estudo de Lazarovici et al. (2010) avaliou o valor preditivo para MRONJ dos niveis
séricos pré-operatorios de CTX, FA 6ssea e PTH em pacientes tratados com BFs por via oral e
endovenosa. Nos pacientes que manifestaram a MRONJ, valores de CTX abaixo de 150 pg/mL
foram significativos, assim como os niveis de FA 0ssea, 0s quais se mostraram reduzidos nos
individuos que utilizaram BFs orais. O PTH, contudo, ndo foi associado 8 MRONJ. Lazarovici
e colaboradores concluiram entdo que o CTX sérico pode contribuir na avaliagdo do risco de
desenvolvimento de MRONJ antes de cirurgias orais.

Entretanto, Salgueiro et al. (2019) realizaram um estudo retrospectivo correlacionando
0s niveis séricos do CTX com a MRONJ em pacientes que realizaram terapia com BFs, ndo
encontrando associacdo significativa entre os valores do CTX pré-operatério e 0
desenvolvimento de MRONJ no pés-operatdrio.

Leher et al. (2009) analisaram os valores sanguineos de CTX, FA 6ssea e PTH de 7
pacientes com MRONJ induzida por BFs, encontrando diferengas significativas apenas para 0s
niveis de PTH, o qual estava levemente elevado em uma paciente com cancer de mama.

Da mesma forma, Kim et al. (2013) encontraram uma elevacéo significativa dos niveis
de PTH em pacientes com MRONJ, em um estudo de caso controle com 37 individuos que
utilizaram BFs para osteoporose (35 pacientes) e para metastases 6sseas (2 pacientes). Porém,
ndo foram detectadas diferencas significativas para o CTX nem para a FA 0ssea.

A elevacdo dos valores séricos de PTH também foi constatada no estudo de Demircan
e Isler (2020), que investigou a possivel associacdo entre diversos marcadores 0Sseos Sericos e
a MRONJ, analisando para isso 20 pacientes que utilizaram ZL e desenvolveram a osteonecrose
e 20 pacientes sem tal patologia, encontrando uma correlacéo apenas para o PTH.

O estudo de Ardine et al. (2006) avaliou o nivel de calcio sérico de 53 pacientes
oncologicos que realizaram terapia com ZL na dose intravenosa de 4 mg a cada 4 semanas, dos
quais 13 desenvolveram MRONJ, entre 2002 e 2005. Os valores de célcio foram menores
durante todo o tratamento com bisfosfonatos nos pacientes que manifestaram a MRONJ, em
comparagdo ao grupo controle.

O mesmo estudo comparou os valores séricos de PTH em 6 pacientes com MRONJ com
38 controles que nédo desenvolveram a osteonecrose. Ardine e colaboradores constataram que
0 PTH se manteve elevado durante toda a terapia com ZL no grupo que manifestou a MRONJ,
0 que indica que um estado prolongado de hiperparatireoidismo pode ter um papel importante
na patogénese da MRONLJ.

Por outro lado, Soares et al. (2019) avaliaram mulheres que utilizaram BFs orais e

intravenosos para o tratamento de osteoporose e metéastases do cancer de mama, néo
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encontrando associagdo significativa entre os niveis séricos de CTX, PTH e célcio com a
manifestacdo da MRONJ.

Fidan et al. (2012), em um estudo retrospectivo com o objetivo de avaliar os efeitos do
ZL nas funcgdes renais, compararam os valores séricos de célcio, fosforo e FA de 19 pacientes
com metastases 6sseas do cancer de mama que utilizaram ZL por mais de 6 meses. Os niveis
de célcio e FA ndo apresentaram diferencas significativas antes e apds a Ultima administragdo
de ZL, diferentemente dos valores de fosforo que diminuiram ao final do tratamento.

Koth et al. (2017) realizaram um estudo retrospectivo com 135 pacientes que utilizaram
BFs por via oral e intravenosa, dos quais 27 desenvolveram a MRONJ. A anélise laboratorial
comparou os valores séricos de CTX, PTH, FA, célcio e fosforo, encontrando diferencas
significativas apenas para a FA, a qual mostrou-se elevada no grupo que manifestou a MRONJ.

Contrariamente, Peisker et al. (2018) avaliaram o0 CTX, o PTH e a FA Gssea no sangue
de 20 pacientes diagnosticados com MRONJ e de 20 pacientes tratados com BFs, mas sem
ocorréncia de MRONJ. Ap6s as medicOes, apenas os valores séricos da FA 6Ossea foram
significativos, apresentando decréscimo nos individuos com MRONJ em compara¢éo ao grupo

controle.

2.6 MODELOS ANIMAIS

Modelos animais sdo meios imprescindiveis para a pesquisa, uma vez que auxiliam no
entendimento de inimeras patologias que acometem 0s seres humanos, sem os envolvé-los por
questdes éticas, colaborando assim na criacdo e no teste de novos tratamentos (DAMATTA,
2010).

Os principios do uso experimental de animais e a transposicdo dos achados nesses
modelos para a fisiologia humana foram elaborados em 1865, pelo francés Claude Bernard. A
partir de entdo, o emprego de animais no meio cientifico expandiu-se de tal forma que
atualmente é utilizado em todos os campos da pesquisa bioldgica (FAGUNDES; TAHA, 2004).

Segundo o Cddigo de Nuremberg, qualquer experimentacdo em seres humanos precisa
ser testada previamente em animais (DAMATTA, 2010). A producdo de vacinas e o
desenvolvimento de terapias de reposicdo hormonal figuram entre as diversas conquistas
decorrentes da experimentacdo animal (SHARMA et al., 2013).

Por definicdo, um modelo experimental em animais deve proporcionar a analise dos

fendmenos biolégicos ou comportamentais do organismo. Além disso, 0 modelo deve
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possibilitar o estudo de um processo patoldgico, espontaneo ou induzido, que seja similar ao
processo que acontece na espécie humana (FAGUNDES; TAHA, 2004).

Desde a primeira publicacdo, em 2003, reportando a osteonecrose dos maxilares
associada a bisfosfonatos, diversos modelos animais para o estudo dessa patologia foram
propostos (SHARMA et al., 2013). Um modelo animal para a MRONJ deve ter como objetivo
principal induzir &reas de exposicdo Ossea persistentes. Para isso, além da administracdo de
medicamentos antirreabsortivos, precisam ser considerados cofatores que geralmente estdo
presentes nos casos em seres humanos, como extracdo dentaria, doenca periodontal, estado de
imunossupressao e osteoporose (ALLEN, 2007; WAN et al., 2020).

Contudo, os modelos de MRONJ em que néo se encontra 0sso exposto clinicamente
também podem ser elaborados, uma vez que a exposicdo dssea pode ser um efeito tardio da
MRONJ (SHARMA et al., 2013). Tendo em vista que o0 mecanismo de acdo dos bisfosfonatos
e do denosumab € a interrupcdo da reabsorcdo Gssea, a espécie animal a ser escolhida como
modelo para a MRONJ deve apresentar metabolismo acentuado nos maxilares, tal como ocorre
nos seres humanos (ALLEN, 2007).

O emprego de modelos animais na pesquisa da MRONJ é bem documentado na
literatura. Um dos primeiros modelos foi desenvolvido com cdes beagle, no estudo de Allen e
Burr (2008), no qual foi analisado o efeito do AL no 0sso mandibular administrado em doses
semelhantes as utilizadas para o tratamento da osteoporose na doenca de Paget e na pds-
menopausa. Apos trés anos sob administracdo oral de AL, os cdes ndo apresentaram exposicao
0ssea na cavidade oral, entretanto, foram encontradas &reas necroticas na matriz dssea da
mandibula, assim como foi observada uma reducdo significativa no metabolismo Gsseo
mandibular.

Historicamente, os roedores sao amplamente empregados como modelos experimentais,
especialmente para o estudo de patologias esqueléticas (SHARMA et al., 2013). O rato é o
animal mais utilizado em pesquisas, seguido do camundongo, coelho, cdo, suino e primatas
(FAGUNDES e TAHA, 2004). No entanto, apesar da grande similaridade fisioldgica entre
roedores e seres humanos, a extrapolagdo dos resultados dos modelos animais para 0 homem
deve ser feita com cuidado (DAMATTA, 2010).

Holtmann et al. (2018) analisaram 139 estudos com modelos animais para a MRONJ
publicados entre 2003 e 2017 e, desses, cerca de 86% empregaram roedores. Esses animais
possuem caracteristicas atrativas para sua escolha como modelo, como seu pequeno porte, sua
elevada capacidade reprodutiva, seu metabolismo acentuado e sua grande semelhanca genética

com a espécie humana.
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Diversos estudos com roedores demonstraram que o trauma é um importante fator na
etiologia da MRONJ. Biasotto et al. (2010) realizaram extragdes dentarias em ratos Wistar
administrados com ZL e observaram que 0s sitios cirlrgicos apresentaram cicatrizacdo
prejudicada e exposicdo 0ssea.

Entretanto, o papel do trauma ndo estd totalmente esclarecido, uma vez que Barba-
Recreo et al. (2013) induziram osteonecrose em ratos Wistar mediante extracdo dentéria e
administracdo cronica de ZL e encontraram alteracGes radiograficas inclusive nos 0ssos
alveolares dos ratos que nao tiveram seus elementos dentarios removidos.

A pesquisa com roedores é imprescindivel para o entendimento da patogénese da
MRONJ (WAN et al., 2020). O estudo de Soundia e colaboradores, em 2016, demonstrou que
as patologias dentarias parecem ter um papel determinante na manifestacdo da osteonecrose em
ratos. Foram realizadas extracGes dentarias de molares superiores higidos e de molares
superiores com leséo perirradicular, a qual surgiu naturalmente nos animais tratados com ZL e
OPG-Fc, um inibidor de RANKL.

Os pesquisadores constataram que 0s animais sob tratamento com antirreabsortivos e
com doenca perirradicular apresentaram areas com osteonecrose, exposi¢do 0ssea, infiltrado
inflamatorio persistente e defeitos na mucosa oral, diferentemente dos ratos tratados com ZL e
OPG-Fc, mas sem patologias perirradiculares. Esses resultados apontando a influéncia de
doencas orais na MRONJ foram corroborados pelo estudo de Nagata et al. (2017), no qual ndo
foram encontradas lesGes osteonecroticas em ratos tratados com ZL que sofreram extracdo de
dentes higidos.

A hipétese de que a inibicdo da angiogénese possa contribuir na manifestacdo da
MRONJ foi analisada no estudo de Soares et al. (2018), no qual foi demonstrado em ratos
Wistar que o ZL reduz a vascularizacdo dos maxilares. Neto et al. (2016) desenvolveram um
modelo experimental de osteonecrose em ratos Holtzman utilizando AL e constataram que a
dose total de bisfosfonato empregada por um longo periodo de tempo influencia na amplitude
da reducdo do metabolismo 0sseo.

Os modelos animais auxiliam no entendimento das possiveis alteracdes no processo de
cicatrizacao dos tecidos periodontais na MRONJ. Mawardi e colaboradores, em estudo de 2011,
encontraram associacdo entre a administracdo de pamidronato e infecgdo por Fusobacterium
nucleatum com a morte de fibroblastos gengivais de roedores. Os autores concluiram que a
diminuicdo dos fibroblastos geraria uma queda nos niveis do fator de crescimento de

queratindcito, 0 que, por sua vez, atrasaria a cicatrizagéo epitelial.
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Um dos primeiros modelos animais que ndo utilizou BFs para induzir a MRONJ foi
desenvolvido no estudo de Aghaloo et al. (2014). Os autores testaram RANK-Fc e OPG-Fc em
camundongos com doenca periapical e conseguiram induzir a osteonecrose sem a realizacdo de
extracdo dentaria. Desse modo, Aghaloo e colaboradores demonstraram que a inibicdo dos
osteoclastos tem um papel importante na patogénese da MRONLJ.

Os motivos pelos quais a MRONJ ocorre exclusivamente nos 0ssos maxilares humanos
foram investigados por Tsurushima et al. (2013) em ratos Wistar. Para induzir a osteonecrose,
0s autores ndo apenas administraram ZL, como também adicionaram o estimulo inflamatério
da bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans, um microorganismo associado a doenca
periodontal em humanos. As bactérias foram aplicadas tanto na mandibula quanto no fémur dos
roedores.

Apds a eutanasia, Tsurushima e colaboradores observaram a manifestacdo da
osteonecrose tanto na mandibula quanto no fémur dos ratos tratados com o bisfosfonato e sob
a acdo bacteriana. Concluiu-se entdo que a ocorréncia da MRONJ restrita aos maxilares possa
ter a influéncia crucial da inflamacdo decorrente dos microorganismos orais, uma vez que a
maxila e a mandibula estdo mais expostas a infeccdo por patdgenos quando comparadas a outros
0ss0s do organismo.

Os modelos animais sd@o fundamentais para auxiliar no desenvolvimento de estratégias
preventivas e no teste de possiveis terapias para a MRONJ antes da sua aplicacdo em seres
humanos (ALLEN, 2007). O estudo de Cardoso e colaboradores (2018) demonstrou que o
emprego do plasma rico em plaquetas (PRP) favorece a resolucdo das lesées de MRONJ em
ratos Wistar tratados com ZL. Hidaka et al. (2019), em um modelo de osteonecrose induzida
por AL em ratos ovariectomizados, constataram que a terapia com ultrassom pulsado de baixa
intensidade é capaz de provocar respostas sistémicas regenerativas que aceleram a cicatrizacao
das lesdes da MRONJ.

No estudo de Park et al. (2019), implantes foram fixados na maxila de ratos Sprague-
Dawley ovariectomizados e tratados com ZL. Um dos grupos de animais recebeu ainda doses
de PTH para avaliar seu efeito no osso maxilar. Os autores constataram que o PTH administrado
de forma intermitente promoveu a formacdo ¢ssea peri-implantar, melhorando assim a
osseointegracdo do elemento artificial.

Com esse modelo animal, Park e colaboradores fortaleceram a premissa de que o PTH
age como antagonista do efeito supressivo dos antirreabsortivos, podendo ser, futuramente, uma
alternativa para evitar a MRONJ nos pacientes tratados com BFs que precisam de implantes

dentarios.
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Paulo et al. (2020) testaram a ceramica fosfocalcica como possivel alternativa
terapéutica para prevenir o desenvolvimento de MRONJ em ratos Wistar tratados com ZL. Os
pesquisadores observaram que os granulos de fosfato de calcio bifasico colocados nos alvéolos
imediatamente apds a extracdo dentaria conseguem diminuir a toxicidade do bisfosfonato e,
dessa forma, favorecer a regeneragao tecidual.

Razmara et al. (2021) induziu MRONJ em ratos Wistar utilizando ZL e exodontia
bilateral dos primeiros molares mandibulares. O estudo avaliou o uso de scaffold de colageno
e plasma rico em plaquetas na prevencdo da MRONYJ, encontrando resultados favoraveis na
cicatrizacdo alveolar quando os dois métodos sdo empregados juntos.

Os modelos animais com roedores sdo fundamentais para ampliar a compreensdo da
relacdo entre os marcadores séricos do metabolismo 6sseo e a MRONJ. Neto et al. (2013)
induziram a MRONJ em ratos Holtzmann através da administracdo de AL durante 60 dias e da
extracdo do primeiro molar inferior esquerdo. Apds 3 e 28 dias da remoc¢do dos dentes, 0s
animais foram eutanasiados e amostras sanguineas foram obtidas para anélise dos marcadores
bioquimicos CTX e FA 0ssea. Neto e colaboradores constataram que tanto o CTX quanto a FA
Ossea estavam reduzidos nos ratos tratados com AL em comparagéo ao grupo controle.

Contrariamente, Oh et al. (2014) ndo encontraram associacdo entre a administracdo de
AL e alteragdes nos niveis de CTX. Oh e colaboradores, com o objetivo de avaliar os efeitos
do AL no osso peri-implantar da maxila de roedores, extrairam 0s primeiros molares superiores
de ratos Sprague-Dawley. ApOs 4 semanas de cicatrizacdo, iniciaram um protocolo de
administracdo de AL por via subcutdnea, duas vezes na semana.

Foram instalados implantes nos sitios de extracdo passadas 4 semanas do inicio do
protocolo de AL, o qual seguiu por mais 12 semanas. Terminado o protocolo de AL, 0s ratos
foram eutanasiados em tempos distintos: apds 4, 8 e 12 semanas a partir da colocacdo dos
implantes. O CTX foi analisado nas amostras sanguineas obtidas para cada tempo de eutanasia
e ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0s grupos.

Contudo, ainda nao existe um modelo animal padréo para a MRONJ, isto &, que simule
com precisdo a realidade clinica em humanos, considerando todos os fatores que podem estar

envolvidos na patogénese da doenga (NETO et al., 2016).
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ABSTRACT

Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONY]) is a debilitating bone pathology
whose etiopathogenesis is not fully understood, and there is no effective treatment for
it. A possible correlation between serum parameters of bone metabolism and MRON]
has been investigated. However, the findings are contrasting with no consensus
regarding such an association. This study aims to measure the serum parameters of
calcium, phosphorus, parathormone (PTH) and alkaline phosphatase (AP) of 36 Wistar
rats at risk stage for MRON]. The animals received antireabsortive drugs: alendronate
(AL), 1 mg/Kg; zoledronic acid (ZL), 0.06 mg/Kg; denosumab (Dmab), 0.25 mg/Kg
and underwent extraction of the healthy lower right molar. After 28 days of the
extraction, euthanasia was performed by total exsanguination and blood samples were
obtained for biochemical evaluation of calcium, phosphorus, PTH and AP. AL or ZL
was found to reduce serum calcium concentration (P > 0.05), whereas administration
of Dmab increased it (P > 0.05). In the three medications studied, there was a decline
in phosphorus concentration, which was significant only in animals that received ZL
(P < 0.05). No variations in PTH were observed in any of the treatments. Serum AP
increased with Dmab (P > 0.05) and decreased with AL or ZL (P > 0.05). Knowing the
behavior of bone serum parameters is essential to the understanding of the
etiopathogenesis of MRON]J. Serum parameters may be useful in future research on
preoperative preventive strategies in patients at risk who need to undergo oral
interventions.

Keywords: Osteonecrosis. Rats. Alendronate. Zoledronic Acid. Denosumab.
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Introduction

Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRON]J) is a severe and
debilitating condition that affects the remodeling and vascularization capacity of the
maxillary bones, culminating in the appearance of necrotic bone exposure in trauma
areas in the oral cavity'”. The two main etiological agents of MRON] are extraction®
and the use of anti-resorptive medications®, drugs used in the treatment of bone
metabolism disorders such as osteoporosis, Paget's disease and multiple myeloma®®”.

Antiresorptive drugs such as bisphosphonates and denosumab® have great
potential to inhibit the activity of osteoclasts, cells responsible for bone resorption’,
which results in bone strengthening and reducing the risk of pathological fractures'.

So far there is no definitive treatment for MRON]J", but different management
strategies that vary according to the clinical stage of the disease'?, aiming to control
pain, infection and progression of bone necrosis®. In view of the severity and difficulty
of managing MRONJ, the correlation between serum parameters of bone metabolism
and the development of MRON] has been investigated''>".

Serum parameters of bone metabolism are substances that allow the monitoring
of bone resorption or formation activities, reflecting the action of osteoclasts or
osteoblasts, respectively'”"®. Calcium and phosphorus are essential elements for bone

1920 "and their homeostasis

mineralization and regulation of various organic processes
is largely regulated by parathyroid hormone (PTH)*. Alkaline phosphatase (AP) is
essential for bone mineralization™ as it cleaves inorganic pyrophosphate, a natural
calcification inhibitor, thereby increasing the local concentration of phosphorus, which
promotes mineralization”. Changes in serum levels of calcium, phosphorus, PTH and
AP are found in different pathological processes®.

Animal models are used in the MRON] study in order to clarify its
etiopathogenesis, test new treatments and search for ways to prevent its development
in patients at risk®**. An animal model for MRONJ should simulate the conditions
present in cases in human beings, such as the administration of antiresorptive drugs

and the presence of trauma in the oral cavity, like tooth extractions**. Thus, the

induction of persistent areas of bone exposure is expected, but MRON]J models that do
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not develop clinically exposed bone can also be developed, as it is believed that bone
exposure may be a late effect of this pathology™.

In this context, this study aimed to measure the serum parameters of calcium,
phosphorus, PTH and AP in Wistar rats at risk for the development of MRON]. For
this, the animals received applications of three anti-resorptive drugs (alendronate,
zoledronic acid and denosumab) following protocols established in the literature and
underwent extraction of the healthy lower right molar. After searching several
databases, it appears that this work is pioneer in the simultaneous assessment of serum
levels of calcium, phosphorus, PTH and AP in Wistar rats treated with alendronate,

zoledronic acid and denosumab.

Methodology
Ethical aspects of the experiment

The research consisted of an in vivo experiment conducted with Wistar rats
(Rattus norvegicos) as an animal model. It is a controlled, blind and randomized study,
which was approved by the Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria
(CEUA) under number 048169. All handling and experimentation procedures
followed the norms prescribed in the Guidelines for Ethical Care of Experimental
Animals, approved by the International Animal Care and Use Committee within the
Ethical Principles of Experimentation followed by the Ethics Committee on the Use of

Animals of the Federal University of Santa Maria (CEUA -UFSM).

Sample

Sample calculation was performed using the WinPepi software, considering a
study with 80% power and statistical significance set at 5%. The sample calculation
was based on the study by Poubel et al. (2017)*, which evaluated the role of zoledronic
acid and denosumab in the development of MRONJ] in 33 Wistar rats. A sample size
of five animals per group was estimated, however, considering the risk of loss, the

sample size was increased by 10%, thus totaling six animals per experimental group.
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Experimental design

Thirty-six male Wistar rats, heterogeneous, with an average weight of 200g and
3 months of age from the Central Animal Facility of the Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) were used. The experiment was carried out in the vivarium attached to
the Department of Pathology belonging to the Department of Parasitology and
Microbiology of the Federal University of Santa Maria (UFSM). The rats were housed
in nine polypropylene cages, lined with wood shavings (Pinus eliottii), closed with a
metal grid and arranged on ventilated shelves. The microenvironment was maintained
in an air temperature range of 22 (+ 2) °C and air humidity of 60%. The luminosity
cycle was established for 12 hours (6 to 18h) and at the end of each hour the air volume
was filtered (HEPA system) and renewed 100 times.

The animals' food consisted of commercial rodent chow (pellets) and drinking
water, both available ad Iibitum. Stress was minimized with environmental
enrichment with cardboard tubes. After a seven-day quarantine and adaptation
period, the rats were numbered from 1 to 36 and randomly redistributed into four
experimental groups using the program "Random Allocation Software, version 1.0,
May 2004": negative control (CN), alendronate (GAL), zoledronic acid (GZ) and
denosumab (GDmab), occupying 12 cages with 3 rats in each.

The number of animals in each experimental group was based on the study by
Neto et al. (2016)*. The rats composed a total of six experimental groups. The Negative
Control (CN) group was composed of a total of 18 rats, subdivided into 3 negative
control groups: the Alendronate Negative Control (CNAL), the Zoledronic Acid
Negative Control (CNZ) and the Denosumab Negative Control (CNDmab). The 18 rats
in the CN group were treated only with saline solution (NaCl at 0.9%), administered
intraperitoneally (IP) and following the same protocol as the other experimental
groups. The treatment groups consisted of six animals each and named Alendronate
Group (GAL), Zoledronic Acid Group (GZ) and Denosumab Group (GDmab), totaling
18 animals that would receive antiresorptive medications.

Two anesthetic protocols were used. The first protocol was previously applied
to surgical procedures and consisted of IP anesthesia with a 10% ketamine association

(Cetamin®, Syntec do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brazil), at a dose of 70 mg/kg with 2%
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Xylazine Hydrochloride (Xilazin ®, Syntec do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brazil) at a dose
of 6 mg/kg”. If bradycardia occurred, the drug atropine sulfate at a dose of 0.044
mg/kg subcutaneously (SC) would be used as an anticholinergic drug.

The second anesthesia protocol was used before intracardiac blood collection
and consisted of Isoflurane (Isoflurano Biochimico®, Itatiaia, RJ, Brazil) as an inhalation
agent”. Isoflurane was made available to the animal in cotton swabs inside a glass
hood, as well as from a face mask at ambient pressure, so there was no direct contact
of Isoflurane with the animals. The analgesia protocol was performed after extraction
and in cases in which signs consistent with pain were observed in the animals.
Analgesia consisted of the administration of Tramadol Hydrochloride (Tramal®, 2 mL
ampoule, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu Guagu, SP, Brazil) at a
dose of 20 mg/kg IP*".

Alendronate (AL) solution (Galena® Quimica e Farmacéutica, Campinas, SP,
Brazil) was obtained by dissolving the monosodium salt of alendronic acid (ALCON
Laboratory, Sdo Paulo, SP, Brazil) in physiological saline solution (NaCl at 0, 9%) to
the appropriate concentration to obtain the dose corresponding to 1mg/kg, according
to the study by NETO et al. (2016)*. 12 doses of alendronate (1 mg/kg) were
administered via SC with an interval of 7 days between applications. The first dose
was applied at the beginning of the experiment and the twelfth at the end of 12 weeks.
After the application of the eighth dose, there was an interval of 7 days in which the
extraction was performed. From then on, treatment continued for another 28 days,
until the time of euthanasia. The ninth dose was applied 7 days after extraction.

The administration of zoledronic acid (Zometa®, Novartis Pharma, Basel,
Switzerland) was based on the protocol used in the study by Zandi et al. (2016)>.
Zoledronic acid was administered at a dose of 0.06 mg/kg IP, using an insulin syringe,
with an interval of two days between applications. The first dose was administered at
the beginning of the experiment and the last dose 30 days after the first application,
totaling 16 doses. Exodontia occurred 2 days after the last dose was applied. After
extraction, 28 days were expected until euthanasia, totaling 60 days of experiment.

The application of denosumab was based on the study of Poubel et al. (2017).
The GDmab animals received a dose of 0.25 mg/kg of denosumab (GlaxoSmithKline®,
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London), IP, with an insulin syringe, every 4 days, which totaled 8 doses. Four days
after the application of the last dose, extraction was performed. After exodontia, a
period of 28 days was observed until the execution of euthanasia, thus completing 64

days of the experiment.
Exodontia

The exodontia of healthy lower right molars in rats was performed by a single
operator blinded to the experimental groups, using the same surgical technique in all
animals. Initially, the rat was immobilized in the dorsal position for the extraction of
the lower first molar and injectable dissociative anesthesia was used via IP (6 mg/kg
of xylazine associated with 70 mg/kg of ketamine).

Then, with an exploratory probe, the syndesmotomy of the gingival tissue was
performed, activating the tip of the probe around the tooth. After gingival detachment,
the tooth was dislocated with a hemostatic forceps curved in a mesiodistal and cervico-
apical direction, being then divided into two segments with a Hollenback spatula
positioned in the furca region of the roots. The segments were extracted with the aid
of a hemostatic forceps”.

After extraction, all groups received an intramuscular (IM) dose of antibiotic
(Pentabiotico®, Wyeth-Whitehall Ltda, Sdo Paulo, Brazil, 0.1 mg/kg). There was also
the preventive use of tramadol hydrochloride (20 mg/Kg). In the first 24 hours after
tooth extraction, the animals were submitted to a liquid diet in which glucose was

added to water. After this period, the rats received their usual food again.
Euthanasia

After 28 days of extraction in all groups, the animals were euthanized by total
exsanguination, which corresponds to the complete extraction of blood from the
cardiac chambers. Euthanasia is an ethical and humanitarian procedure, and the
method of exsanguination is provided for in the CONCEA Euthanasia Practice
Guideline (Annex I — 2015) of the Ministry of Science, Technology and Innovation,
National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA). For this

procedure, the rats were anesthetized in a glass hood containing cotton pads soaked
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in isoflurane (inhalation anesthesia). The pads with isoflurane remained without direct
contact with the animal due to the presence of a screened plastic shield. When the
anesthetic plan was verified by the foot reflex test, the animals were removed from the
bell and then placed in dorsal decubitus.

At this stage, inhalation anesthesia was maintained by a face mask. In the
incision line of the laparotomy procedure (linea alba), 7 mg/kg of lidocaine
hydrochloride was applied via SC. This local anesthesia was distributed in buttons
from the beginning of the insertion point of the scalpel blade in the abdominal region
to the region of the sternal notch, in the chest area, the limit of the incision enlargement
to access the heart. The heart was stabilized in the thoracic cavity with the cardiac apex
facing outwards to facilitate the penetration of a 25 x 7 mm needle into its chambers.

With 10 ml syringes, continuous blood aspiration was performed without
anticoagulant, until the animal was euthanized. Blood sample of approximately 10 mL
was collected for the biochemical tests and transferred from the syringe to test tubes
in order to avoid hemolysis. Once the blood clot formed, the serum was separated by
centrifugation and stored at a temperature of -20°C in properly coded eppendorf tubes.
At the end of euthanasia, the carcasses were collected in bags specific for biological

waste and kept frozen until collection by a specialized company (Stericycle®).

Biochemical analysis

The following biochemical evaluations were performed: serum concentrations
of calcium, phosphorus, parathormone (PTH) and alkaline phosphatase (AP). These
tests were carried out in an external laboratory where biochemical analyzes are already
standardized and routine. Serum calcium was analyzed by the Arsenazo III method,
phosphorus by phosphomolybdate/UV and AP by the spectrophotometric method
with the ADVIA 1800® Analyzer (SIEMENS) equipment. PTH was analyzed by
chemiluminescence in the ADVIA Centaur®XP Analyzer (SIEMENS).

Statistical analysis

The statistical test used was the unpaired Student's t test, performed using the

GraphPad Software Prism program, version 7.00, with a significance level of P < 0.05.
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RESULTS

Calcium

The GAL and GZ groups showed a reduction (P > 0.05) in the concentration of
serum calcium when compared to CNAL and CNZ (Fig.1). In the GDmab there was
an increase (P > 0.05) in serum calcium when compared to CNDmab. The differences

between treatment groups and control groups were not statistically significant.

Phosphorus

There was a statistically significant decline in phosphorus concentration (Fig. 2)
in the GZ (P < 0.05) compared with CNZ. In the GAL and GDmab groups, the
reduction in serum phosphorus was less expressive (P > 0.05) than in CNAL and

CNDmab.

PTH

There were no variations in PTH concentration (Fig.3) in any groups.

AP

Serum AP activity (Fig. 4) was elevated in GDmab (P > 0.05) compared to
CNDmab. In the GAL and GZ groups, the AP showed a reduction compared
respectively to CNAL and CNZ, with no statistically significant differences (P > 0.05).
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DISCUSSION

MRON] is a debilitating, irreversible and painful condition that generates
progressive bone destruction in the maxilla or mandible®***%. A possible association
of preoperative values of serum parameters of bone metabolism with the development
of MRON]J after surgical interventions has been investigated'*”*. However, there is
still no consensus if this association exists, since studies diverge in relation to the drugs
analyzed, their dosage, time of use and presence or absence of comorbidities in
patients™ .

Research with animal models, especially rodents, is an essential tool*** as it
allows greater control of the variables involved in the pathogenesis of MRON], in
addition to the cost reduced, the greater practicality in conducting the experiment and
the ethical advantages of not using human beings*"***.

In the present study, the serum concentration of the parameters of bone
metabolism calcium, phosphorus, PTH and AP was simultaneously evaluated for the
first time in Wistar rats administered with alendronate, zoledronic acid and
denosumab submitted to extraction of a healthy tooth. The application of
antiresorptive drugs and tooth extraction was necessary to simulate a state of risk for
the manifestation of MRON].

The total sample number of 36 rats was defined based on the work by Poubel et
al. (2017)”. There was the addition of one more rat per group considering the risk of
loss during the experiment, which in fact occurred in the CNDmab group, which
remained with five animals. The serum parameters chosen for the experiment did not
include the C-terminal telopeptide of collagen type I (CTX), considering that the few
similar studies with rodents found in the literature focus on its measurement,
therefore, priority was given to the evaluation of parameters little or not yet reported,
such as calcium, phosphorus and PTH.

The results of this study suggest that zoledronic acid is able to significantly
reduce serum phosphorus (P = 0.026) in wistar rats at risk for MRON]J. A decline in
phosphorus was observed in others treatment groups: GAL (17.65%) and GDmab

(15%), with no statistically significant differences.
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The concentration of calcium and phosphorus in the body is essential for the
physiological processes of bone calcification®. It is known that the antiresorptive drugs
denosumab and zoledronic acid are able to reduce phosphorus serum levels in patients
with osteoporosis'. The reduction of phosphorus concentration in the extracellular
fluid, up to 2 or 3 times, does not cause immediate effects in humans. However, when
hypophosphatemia becomes chronic, lasting for a long period, it incurs in the
reduction of bone mineralization™.

The findings of this study is in line with the results of the retrospective study
by Fidan et al. (2012)*, who observed, in a group of 19 patients, a decrease in the serum
phosphorus concentration in the post-treatment with zoledronic acid, in relation to the
pre-treatment period. Interestingly, oral antiresorptive drugs can generate side effects
in the digestive tract, such as intestinal obstruction and stomach complications, which
could influence phosphorus balance.

On the other hand, in treatment with IV antiresorptives, such as zoledronic
acid, significant hypophosphatemia is not expected, as verified in this study*****. In
contrast, Koth et al. (2017)" analyzed patients with MRON]J who used oral and IV BF
and found no significant changes in serum phosphorus concentration.

In this study, serum calcium values did not change significantly in any of the
groups treated with antiresorptive drugs. Although such alterations were not
statistically significant, it is known that variations above or below the mean
concentration of calcium can cause disturbances in the organism's balance. In humans,
for example, hypocalcemia can cause nervous system excitation and tetany, while
hypercalcemia can depress the nervous system and muscle activity*.

Alendronate and zoledronic acid have a high affinity for bone tissue, where they
bind to hydroxyapatite crystals, being released only when exposed to proteolytic
enzymes and acids from active osteoclasts™. Excessive bone removal of calcium is
controlled by the reduction in the number of osteoclasts via cellular apoptosis®*. In
rats, we observed that the action of alendronate was more effective, reducing the
concentration of calcium in the blood by 9.35%, while in zoledronic acid, the decline

did not exceed 5.45%.
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Other studies in humans have not found statistically significant differences in
calcium values in patients under the influence of oral and intravenous antiresorptive
drugs™*. However, these findings diverge from the investigation by Ardine et al.
(2006)*, who evaluated the serum calcium of patients administered with zoledronic
acid and observed the calcium concentration decrease during the entire treatment with
bisphosphonates in patients who developed MRON].

A reduction in plasma calcium concentration is expected in treatment with
antiresorptive drugs, as the disturbance of bone resorption processes causes less
calcium to be released from the bones into the bloodstream. The measurement of
serum calcium is important as it could help in the development of preventive measures
for the development of MRON] aimed at controlling the ingestion of this mineral in
food™.

PTH is the main hormone regulating mineral homeostasis in the body*. PTH
quickly mobilizes calcium and phosphorus, activating the immediate removal of the
two elements directly from the bone. PTH also acts on the kidneys, specifically on the
glomeruli, stimulating both calcium reabsorption and phosphorus release***>>®.

In the present study, in all groups considered, PTH values were below 4.6
pg/mL, without statistically significant differences, thus suggesting the absence of
PTH modulation outside the physiological range. Similarly, PTH did not undergo
significant changes in the research on humans by Lazarovici et al. (2010)*, Koth et al.
(2017)", Peisker et al. (2018)'® and Soares et al. (2019)*.

In contrast, Ardine et al. (2006)> observed a statistically significant elevation in
plasma PTH concentration in patients administered with zoledronic acid. Likewise,
Kim et al. (2013)”, in individuals under the influence of oral and IV bisphosphonates,
and Demircan and Isler (2020)*, in patients treated with zoledronic acid, found an
increase in serum PTH levels.

The AP activity is widely used as a marker of bone formation, as it has excellent
reproducibility. The elevation of its values is associated with increased osteoblastic
activity, as well as it may also be related to liver diseases such as cholestasis,

medications such as glucocorticoids and the presence of neoplasms™.
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In this research, it was observed that alendronate and zoledronic acid promoted
reductions in AP activity in the order of 29.48 and 35.03%, respectively, while in the
groups treated with denosumab there was an increase of 8.24%. AP plays an important
role in bone calcification allowing the mineralization of collagen fibers with calcium
salts*. The results found in this study suggest that the administration of the
antiresorptive drugs alendronate and zoledronic acid hinders the crystallization of
hydroxyapatite, considering that the reduction of AP would increase the concentration
of pyrophosphate, weakening the bones. Therefore, the use of denosumab would not
cause such a deficiency in the bone structure.

Neto et al. (2013)” evaluated the behavior of bone AP in Holtzmann rats
administered with alendronate and submitted to the extraction of the lower left first
molar. Three days after extraction, the researchers found a significant reduction in
bone-specific AP levels in rats that received alendronate compared to control animals.

The decrease in the serum concentration of bone-specific AP was also evidenced
in rats under the influence of alendronate after 28 days of tooth extraction. The present
study is in line with the findings of Neto et al. (2013)”, as there was a trend towards a
reduction, although not statistically significant, in total AP in GAL rats. This non-
significant reduction could be explained by the fact that the laboratory test applied
analyzed the total AP present, not bone-specific AP, which may be a limitation of this

study.

CONCLUSION

The findings of this study suggest that the antiresorptive medication zoledronic
acid is able to significantly reduce serum phosphorus (P = 0.026) in wistar rats at risk
for MRON]. Furthermore, the serum parameters of bone metabolism calcium, PTH
and AP are not significantly affected by alendronate, zoledronic acid neither
denosumab in wistar rats after dental extraction. There is still no consensus on the
association of serum parameters of bone metabolism with the development of MRONJ.

These bone markers could help in a better understanding of the condition, as well as



82

could be applied in prevention, early diagnosis and in search for new treatments, so

further investigation is needed in this area.
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Figure 1. Serum calcium concentrations in the groups that received Alendronate (1

mg/kg), Zoledronic acid (0.06 mg/kg) and Denosumab (0.25 mg/kg) and their

respective control groups.
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Figure 2. Serum phosphorus concentrations in the groups that received Alendronate

(1 mg/kg), Zoledronic acid (0.06 mg/kg) and Denosumab (0.25 mg/kg) and their

respective control groups.
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Figure 3. Serum concentrations of parathyroid hormone in the groups that received
Alendronate (1 mg/kg), Zoledronic acid (0.06 mg/kg) and Denosumab (0.25 mg/kg)

and their respective control groups.
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Figure 4. Serum alkaline phosphatase concentrations in the groups that received
Alendronate (1 mg/kg), Zoledronic acid (0.06 mg/kg) and Denosumab (0.25 mg/kg)

and their respective control groups.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mensurou os parametros sericos de célcio, fosforo, PTH e FA de ratos
Wistar sob efeito dos medicamentos antirreabsortivos alendronato, acido zoledronico e
denosumab e submetidos & exodontia do primeiro molar inferior higido.

Nesse contexto, pode-se concluir que os farmacos antirreabsortivos avaliados neste
estudo ndo alteram de forma significativa os niveis séricos de célcio, fésforo, PTH e FA, com
excecdo do acido zoledrénico, o qual mostrou-se capaz de reduzir de forma significativa o
fésforo sérico (P = 0,026).

Ainda ndo ha consenso na literatura a respeito da associa¢do dos parametros séricos do
metabolismo dsseo com o desenvolvimento da MRONJ, portanto, mais pesquisas Sao

necessarias a fim de elucidar essa questao.
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initiated after meeting of all the requirements described in the
present Instructions for Authors. Any manuscript that does not meet
these requirements will be returned to the corresponding author for
adaptations.

Important: Once having been accepted on their scientific merit, all
manuscripts will be submitted for grammar and style revision as per
the English language. Contact BOR by bor@sbpgo.org.br to get
information about the recommended translation companies.The
authors should forward the revised text with the enclosed revision
certificate provided by the chosen editing company. Linguistic
revisions performed by companies that are not among those
indicated by BOR will not be accepted.
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Presentation of the manuscript

The manuscript text should be written in English and provided in a
digital file compatible with “Microsoft Word” (in DOC, DOCX, or
RTF format).

All figures (including those in layouts/combinations) must be
provided in individual and separate files, according to
recommendations described under the specific topic.

Photographs, micrographs, and radiographs should be provided in
TIFF format, according to the recommendations described under
the specific topic.

Charts, drawings, layouts, and other vector illustrations must be
provided in a PDF format individually in separate files, according
to the recommendations described under the specific topic.

Video files may be submitted as per the specifications, including
the author’s anonymity (for purposes of evaluation) and respect for
the patient’s rights.

Important: ScholarOne™ allows upload of a set of files up to 10
MB. In case the video file exceeds this size, it is possible to leave
information about the link to access the video. The use of patients’
initials, names, and/or registry numbers is prohibited in the
reproduction of clinical documentation. The identification of
patients is prohibited. An informed consent statement, signed by the
patient, concerning the use of his/her image should be provided by
the author(s) when requested by BOR. The Copyright legislation in
force must be respected and the source cited when the manuscript
reproduces any previously published material (including texts,
charts, tables, figures, or any other materials).

Title page (compulsory data)

« Indication of the themaic area of the research focused on in the
manuscript.

e Thematic Areas: Anatomy; Basic Implantodontology and
Biomaterials; Behavioral Sciences; Biochemistry; Cariology;
Community Dental Health; Craniofacial Biology; Dental
Materials; Dentistry; Endodontic Therapy; Forensic Dentistry;
Geriatric Dentistry; Imaginology; Immunology;
Implantodontology — Prosthetics; Implantodontology —
Surgical; Infection Control; Microbiology; Mouth and Jaw
Surgery; Occlusion; Oral Pathology; Orthodontics;
Orthopedics; Pediatric Dentistry; Periodontics; Pharmacology;
Physiology; Prosthesis; Pulp Biology; Social/Community
Dentistry; Stomatology; Temporomandibular Joint
Dysfunction.
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« Informative and concise title, limited to a maximum of 110
characters, including spaces.

e Full names of all authors, includinf their e-mail, and ORCID.

Authors are recommended to compare their names noted on the
Title Page with the profile created in ScholarOne ™, in order to
avoid incompatibilities.

o Institutional/professional affiliation data for all authors,
including university or entity in the original language,
college/course in English, department in English, city, state and
country. Only one affiliation per author is accepted. Check
that affiliations have been entered correctly in ScholarOne™.

Main Text

Abstract: Must be presented as a single paragraph (without sub-
divisions into sections, containing objective, methodology, results,
and conclusions). In the System if applicable, use the Special
characters tool for special characters.

Keywords: Ranging from 3 (three) to 5 (five) main descriptors
should be provided, chosen from the keywords registered

at https://meshb.nlm.nih.gov/search (no synonyms will be
accepted).

Introduction: This should present the relevance of the study, and
its connection with other published works in the same line of
research or field, identifying its limitations and possible biases. The
objective of the study should be concisely presented at the end of
this section.

Methodology: All the features of the material pertinent to the
research subject should be provided (e.g., tissue samples or research
subjects). The experimental, analytical, and statistical methods
should be described in a concise manner, although in detail,
sufficient to allow others to recreate the work. Data from
manufacturers or suppliers of products, equipment, or software
must be explicit when first mentioned in this section, as follows:
manufacturer’s name, city, and country. The computer programs
and statistical methods must also be specified. Unless the objective
of the work is to compare products or specific systems, the trade
names of techniques, as well as products, or scientific and clinical
equipment should only be cited in the “Methodology” and
“Acknowledgments” sections, according to each case. Generic
names should be used in the remainder of the manuscript, including
the title. Manuscripts containing radiographs, microradiographs, or
SEM images, the following information must be included: radiation
source, filters, and kV levels used. Manuscripts reporting studies on
humans should include proof that the research was ethically
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conducted according to the Helsinki Declaration (World Medical
Association, http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/).
The approval protocol number issued by an Institutional Ethics
Committee must be cited. Observational studies should follow the
STROBE guidelines (http://strobe-statement.org/), and the check
list must be submitted. Clinical Trials must be reported according to
the CONSORT Statement standard protocol (http://www.consort-
statement.org/); systematic reviews and meta-analysis must follow
the PRISMA (http://www.prisma-statement.org/), or Cochrane
protocol (http://www.cochrane.org/).

Clinical Trials

Clinical Trials according to the CONSORT guidelines, available

at www.consort-statement.org. The clinical trial registration number
and the research registration name will be published along with the
article.

Manuscripts reporting studies performed on animals must also
include proof that the research was conducted in an ethical manner,
and the approval protocol number issued by an Institutional Ethics
Committee should be cited. In case the research contains a gene
registration, before submission, the new gene sequences must be
included in a public database, and the access number should be
provided to BOR. The authors may use the following databases:

e GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit
o EMBL: http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html
o DDBJ: http://www.ddbj.nig.ac.jp

Manuscript submissions including microarray data must include the
information recommended by the MIAME guidelines (Minimum
Information About a Microarray

Experiment: http://www.mged.org/index.html) and/or itemize how
the experimental details were submitted to a publicly available
database, such as:

o ArrayExpress: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
e GEO: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Results: These should be presented in the same order as the
experiment was performed, as described under the “Methodology”
section. The most significant results should be described. Text,
tables, and figures should not be repetitive. Statistically relevant
results should be presented with enclosed corresponding p values.


http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/
http://strobe-statement.org/
http://www.consort-statement.org/
http://www.consort-statement.org/
http://www.prisma-statement.org/
http://www.cochrane.org/
http://www.consort-statement.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.html
http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.mged.org/index.html
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Tables: must be numbered and cited consecutively in the main text,
in Arabic numerals. Tables must be submitted separately from the
text in DOC, DOCX, or format (they can be gathered in a single
file).

Discussion: This must should discuss the study results in relation to
the work hypothesis and relevant literature. It should describe the
similarities and differences of the study in relation to similar studies
found in literature, and provide explanations for the possible
differences found. It must also identify the study’s limitations and
make suggestions for future research.

Conclusions: must be presented in a concise manner and be strictly
based on the results obtained in the research. Detailing of results,
including numerical values, etc., must not be repeated.

Acknowledgments: Contributions by colleagues (technical
assistance, critical comments, etc.) must be given, and any bond
between authors and companies must be revealed. This section
must describe the research funding source(s), including the
corresponding process numbers.

References: Only publications from peer-reviewed journals will be
accepted as references.

Reference citations must be identified in the text with superscript
Arabic numerals. The complete reference list must be presented
after the “Acknowledgments” section, and the references must be
numbered and presented in VVancouver Style in compliance with the
guidelines provided by the International Committee of Medical
Journal Editors, as presented in Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(http:/Awww.nebi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/). The journal titles
should be abbreviated according to the List of Journals Indexed in
Index Medicus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals).
The authors shall bear full responsibility for the accuracy of their
references.

Spelling of scientific terms: When first mentioned in the main text,
scientific names (binomials of microbiological, zoological, and
botanical nomenclature) must be written out in full, as well as the
names of chemical compounds and elements.

Units of measurement: These must be presented according to the
International System of Units (http://www.bipm.org or
http://www.inmetro.gov.br/consumidor/unidLegaisMed.asp).
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Footnotes on the main text: These must be indicated by asterisks
and restricted to the bare minimum.

Figures: Photographs, microradiographs, and radiographs must be
at least 10 cm wide, have at least 500 dpi of resolution, and be
provided in TIFF format. Charts, drawings, layouts, and other
vector illustrations must be provided in a PDF format. All the
figures must be submitted individually in separate files (Figure 1a,
Figure 1b, Figure 2...) and not inserted into the text file.

Figures must be numbered and consecutively cited in the main text
in Arabic numerals. Figure legends should be inserted together at
the end of the text, after the references.

Characteristics and layouts of types of manuscripts

Original Research

Limited to 30,000 characters including spaces (considering the
introduction, methodology, results, discussion, conclusion,
acknowledgments, tables, references, and figure legends). A
maximum of 8 (eight) figures and 40 (forty) references will be
accepted. The abstract can contain a maximum of 250 words.

Layout

e Title Page

e Main text (30,000 characters including spaces)
e Abstract: a maximum of 250 words

e Keywords: 3 (three)-5 (five) main descriptors
e Introduction

e Methodology

e Results

e Discussion

e Conclusion

e Acknowledgments

e References: maximum of 40 references

e Figure legends

e Figures: a maximum of 8 (eight) figures, as described
above

Tables.

Short Communication

Limited to 10,000 characters including spaces (considering the
introduction, methodology, results, discussion, conclusion,
acknowledgments, tables, references, and figure legends). A



maximum of 2 (two) figures and 12 (twelve) references will be
allowed. The abstract can contain a maximum of 100 words.

Layout

e Title page

e Main text (10,000 characters including spaces)
e Abstract: a maximum of 100 words

e Descriptors: 3 (three)-5 (five) main descriptors
e Introduction

e Methodology

e Results

e Discussion

e Conclusion

e Acknowledgments

e References: a maximum of 12 references

e Figure legends

e Figures: a maximum of 2 (two) figures, as described above
e Tables.

Critical Review of Literature

The submission of this type of manuscript will be performed only
by invitation of the BOR Publishing Commission. All manuscripts
will be submitted to peer-review. This type of manuscript must
have a descriptive and discursive content, focusing on a
comprehensive presentation and discussion of important and
innovative scientific issues, with a limit of 30,000 characters
including spaces (considering the introduction, methodology,
results, discussion, conclusion, acknowledgments, tables,
references, and figure legends). It must include a clear
presentation of the scientific object, logical argumentation, a
methodological and theoretical critical analysis of the studies,
and a summarized conclusion. A maximum of 6 (six) figures and
50 (fifty) references is permitted. The abstract must contain a
maximum of 250 words.

Layout

e Title page

e Main text (30,000 characters including spaces)
e Abstract: a maximum of 250 words

e Keywords: 3 (three)-5 (five) main descriptors

e Introduction

e Methodology
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e Results

e Discussion

e Conclusion

e Acknowledgments

e References: maximum of 50 references
e Figure legends

Layout

e Figures: a maximum of 6 (six) figures, as described above
e Tables.

Systematic Review and Meta-Analysis

While summarizing the results of original studies, quantitative or
qualitative, this type of manuscript should answer a specific
guestion, with a limit of 30,000 characters, including spaces, and
follow the Cochrane format and style (www.cochrane.org). The
manuscript must report, in detail, the process of the search and
retrieval of the original works, the selection criteria of the studies
included in the review, and provide an abstract of the results
obtained in the reviewed studies (with or without a meta-analysis
approach). There is no limit to the number of references or
figures. Tables and figures, if included, must present the features
of the reviewed studies, the compared interventions, and the
corresponding results, as well as those studies excluded from
the review. Other tables and figures relevant to the review must
be presented as previously described. The abstract can contain
a maximum of 250 words.

Layout

e Title page

e Main text (30,000 characters including spaces)

e Abstract: a maximum of 250 words

e  Question formulation

e Location of the studies

e  Critical Evaluation and Data Collection

e Data analysis and presentation

e Improvement

e Review update

e References: no limit on the number of references

Layout - Graphic Files

e Figures: no limit on the number of figures



Tables.

Letter to the Editor

Letters must include evidence to support an opinion of the
author(s) about the scientific or editorial content of the BOR, and
must be limited to 500 words. No figures or tables are

permitted.

"CHECKLIST" FOR INITIAL SUBMISSION

Title page file (Title Page, in DOC, DOCX or RTF format).

Main text file (Main Document, manuscript), in DOC, DOCX
or RTF format.

Tables, in DOC, DOCX or EXCELL format.

Figures: Photographs, micrographs and radiographs
(minimum width of 10 cm and minimum resolution of 500
DPI) in TIFF format.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/pub/filespec-images/).
Graphics, drawings, diagrams and other vector illustrations
in PDF format. Each figure must be submitted in separate
and individual files (not included in the text file).

Declaration of interests and funding, submitted in a
separate document and in PDF format.

Copyright transfer agreement and responsibility statements

The manuscript submitted for publication must include the
Copyright Transfer Agreement and the Responsibility
Statements, available in the online system and mandatory.

Plagiarism

BOR employs a plagiarism detection system. When sending your
manuscript to the Journal, this manuscript can be traced. This is not
related to the simple repetition of names/affiliations, but involves
phrases or texts used.

Publication fees

Authors are not required to pay for the submission or review of
articles.
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