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Resumo

Apesar dos bifosfonatos (BPs), firmacos antirreabsortivos, atuarem principalmente nos osteoclastos,
aagdo desses medicamentos em osteoblastos tem sido demonstrada em experimentos in vitro. Porém,
na maioria desses experimentos, ha exposicdo das culturas de osteoblastos aos BPs. Na presente
investiga¢do, foram avaliados osteoblastos diferenciados a partir de células-tronco mesenquimais
(CTMs) de ratos tratados in vivo com alendronato de sédio (ALE: 1mg/ml/kg/semana), acido
zoledrdnico (ZOL: 0,3mg/ml/kg/semana) ou solugao salina (VEH: 0,009mg/ml/kg/semana) durante
13 semanas. As CTMs da medula 6ssea dos fémures direitos dos animais foram cultivadas em meio
osteogénico, na densidade de 5.000 células/200ul/pogo. Apos 21 dias de cultura, osteoblastos foram
avaliados quanto a viabilidade celular e a formagdo de matriz mineralizada. Foram observadas
viabilidades celulares semelhantes nos grupos BPs (ALE e ZOL) e superiores ao controle (VEH).
Quanto a formagdo da matriz mineralizada, houve maior mineralizagio no grupo ZOL em relagao
ao grupo ALE, sendo ambas inferiores ao observado no grupo VEH. Os resultados obtidos sugerem
que a exposi¢ao in vivo das CTMs ao ALE e ao ZOL influenciou a atividade dos osteoblastos in
vitro. Ambos os medicamentos utilizados sio BPs nitrogenados; contudo, na dose empregada, o
ALE afetou mais significativamente a formagdo de matriz mineralizada.

ABSTRACT

Evaluation of the osteoblastic differentiaton of mesenchymal stem cells from rats chronically
treated with bisphosphonates

Although biphosphonates (BPs), antireabsorptive drugs, mostly behave in osteoclasts, the real
effect of these drugs in osteoblasts have been demonstrated by in vitro experiments. However, in
most of the studies, the osteoblasts are exposed to the BPs in the cultures. In the present essay were
differentiated osteoblasts from mesenchymal stem cells (MSCs) of rats previously treated, during
13 weeks, with sodium alendronate (ALE: 1mg/ml/kg/week), zoledronic acid (ZOL: 0,3mg/ml/kg/
week) or saline solution (VEH: 0,009mg/ml/kg/week) were evaluated. The MSCs from right femurs
were cultivated in osteogenic culture medium, with density of 5000 cells/200pl/well. After 21 days
of culture, osteoblasts were evaluated about the cellular viability and about the mineralized matrix
formation. It was found similar cell viability in BPs groups (ALE and ZOL), which were higher
than the one observed for VEH. Regarding the mineralized matrix formation, ZOL showed higher
values in comparison to ALE, however, both exhibited lower matrix formation than VEH group.
The results suggest that in vivo exposure of MSCs to ALE and ZOL can change the normal activity
of in vitro osteoblasts. Both drugs used are nitrogen BPs; however, in the doses used, ALE affected
more significantly the mineralized matrix formation.
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INTRODUCAO

Os bifosfonatos (BPs) sdo antirreabsortivos utilizados para o tratamento de patologias relacionadas a
perda dssea, sendo, na maioria das vezes, a primeira escolha para tratamento de doengas como osteoporose,
doenca de Paget e metéstases dsseas (BASSO et al., 2013; FERREIRA JUNIOR; CASADO; BARBOZA, 2007).

Os BPs agem em ambitos tecidual, celular e molecular. Em termos teciduais, esses medicamentos
afetam o turnover (Figura 1) 6sseo, isso pode ser analisado de acordo com a diminuigdo de reabsorgédo e
de formagao dssea, que fazem parte do processo de remodelagao dssea, essa ligagdo pode ser denominada
de “acoplamento” (RODAN; FLEISCH, 1996), podendo ser compreendido a partir dos efeitos dos BPs nas
células dsseas. Apesar do alvo final desses antirreabsortivos ser o osteoclasto (RODAN; FLEISCH, 1996),
os BPs nitrogenados, tais como o alendronato de s6dio e o acido zoledrdnico, agem ndo sé inibindo- os
diretamente, como também paracrinamente, via osteoblastos, que sdo induzidos a produzir fatores de
inibi¢ao que, por sua vez, levam a redugdo da reabsorgao 6ssea (KING; UMLAND, 2008; RUGGIERO;
WOO, 2008). Em ambito molecular, sabe-se que a agdo dos BPs acontece por meio de receptores de
superficie ou enzimas intracelulares (RUGGIERO et al., 2004). Em um estudo in vitro com osteoblastos
expostos ao acido zoledronico, em altas concentragdes, observou-se uma redugdo na liberacao de fosfatase
alcalina enzima que apresenta papel crucial na formagdo de matriz dssea. Por outro lado, concentragoes
mais baixas ndo afetaram significativamente os osteoblastos (BASSO et al., 2013). Mesmo diante da
inibicdo de osteoclastos, os osteoblastos continuam formando osso, sem que os restos necroticos sejam
reabsorvidos, o que resulta em um osso fragil e quebradico (KING; UMLAND, 2008) (Figura 1), com um
arranjo irregular do colageno e, consequentemente, com algumas propriedades mecénicas comprometidas
(VERZOLA, 2016).

Apesar da eficacia comprovada dos antirreabsortivos da classe dos BPs no que diz respeito ao aumento
da densidade 6ssea (WALTER et al.,, 2010; VERZOLA, 2016), estas drogas apresentam efeitos colaterais
conhecidos, tais como: dores 6sseas, musculares e alteragdes nos tratos digestorio e renal. Em 2003, a
relacao dos BPs com a osteonecrose dos maxilares foi descrita (MARX, 2003) e, desde entdo, diversos
casos tém sido relatados em todo o mundo (BASSO et al.,, 2013). A osteonecrose dos maxilares causada
pelo uso de medicamentos [“medicine drug related osteonecrosis of the jaw (MRONT])”], tais como os
antirreabsortivos, caracteriza-se pela presenca de exposi¢do dssea ou osso que pode ser examinado por
meio uma fistula intra ou extraoral na regido dos maxilares, persistente por mais de 8 semanas, durante
ou apds tratamento com BPs, sem histoérico de radioterapia na regido maxilofacial (RUGGIERO,
2014). Esse efeito adverso de dificil resolu¢do tem mecanismos desconhecidos, causa destruicao severa
nos maxilares (MIGLIORATT, 2006) e sua gravidade varia de acordo com a via de administra¢do, a
dose, a frequéncia e o tempo de uso do medicamento (BASSO, 2013; FERREIRA JUNIOR; CARDOSO;
BARBOZA, 2007; ALJJOHANTI et al., 2017; FASSIO et al., 2017).

Considerando que a MRON], patologia 6ssea multifatorial de dificil tratamento (FASSIO et al., 2017),
pode ser desencadeada por tratamentos odontolégicos envolvendo tecido dsseo, como doenga periodontal,
lesdes periapicais, instalagao de implantes, cirurgia oral, e extragdes (ALIJOHANT et al.,2017; FASSIO et
al., 2017; NICOLATOU-GALITIS et al., 2019), sendo a dltima responsavel por mais de 50% dos desen-
cadeamentos da enfermidade, pode-se considerar também a ocorréncia espontanea (RUGGIERO, 2014;
KUROSHIMA; SASAKI; SAWASE; 2019), o propdsito deste estudo consistiu em analisar a capacidade
de diferenciagdo osteoblastica de células-tronco mesenquimais (CTMs) de ratos que foram tratados
cronicamente com alendronato de sédio ou acido zoledrénico.
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Figura 1 - Principais mecanismos de agao dos bifosfonatos (BPs).

Fonte: Elaboragido Propria.

MATERIAL E METODOS

EXPERIMENTO IN VIVO

Apbs a aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de Araraquara

CEUA-UNIARA (protocolo numero 023/16), 6 ratos machos adultos Wistar (rattus norvegicus albinus),
pesando 325 * 0,023g foram mantidos no Centro de Pesquisas Bioldgicas/Biotério da UNIARA, em
ambiente com temperatura (22 + 2° C) e umidade (55 + 10%) controladas e ciclos claro-escuro (12 horas
claro-12 horas escuro), sob regime hidrico e alimentar ad libitum. Apds o periodo de quarentena, os
animais foram randomicamente divididos em 3 grupos, descritos a seguir.

Veiculo (VEH): Os animais deste grupo receberam apenas o veiculo de diluicdo dos medicamentos
(0,009 mg/mL/kg de solugdo salina fisioldgica - cloreto de s6dio 0,9%, Eurofarma Laboratdrios S.A.) por
via subcutanea, uma vez por semana.

Alendronato de Sédio (ALE): os animais deste grupo receberam 1mg/mL/kg de alendronato de sodio
(Phitofarma, Araraquara, SP, Brasil) diluido em solug¢ao fisiolégica (Eurofarma Laboratérios S.A.), por
via subcutianea, uma vez por semana (HIKITA et al., 2006; CONTE-NETO et al., 2013).

Acido Zoledrdnico (ZOL): os animais deste grupo receberam injecdes subcutineas de dcido zoledrdnico
(Eurofarma Laboratdrios S.A., Sao Paulo, SP, Brasil) diluido em solug¢ao salina fisiolégica (Eurofarma
Laboratérios S.A.), na dosagem de 0,3 mg/mL/kg de peso corporal do animal, uma vez por semana
(AGACAYAK et al., 2014).

Os animais dos trés grupos receberam as inje¢des por 13 semanas consecutivas, sempre no mesmo
horario, durante todo o experimento, sendo submetidos a eutanasia na 14* semana de experimento (figura
1), por meio de sobredose de cloridrato de quetamina 10% e de cloridrato xilazina 2% (CONTE-NETO
etal., 2013).

EXPERIMENTO IN VITRO

OBTENCAO E DIFERENCIACAO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Apos a eutanasia, os fémures direitos dos animais foram removidos, dissecados com auxilio de um
bisturi e mantidos em tubos Falcon (50 mL) com DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con-
tendo penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100ug/mL) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os
tubos com os fémures foram levados para o fluxo laminar previamente esterilizado por 20 minutos com
luz ultravioleta. Os fémures passaram por uma limpeza final para remogao dos tecidos moles remanes-
centes e tiveram as epifises proximal e distal removidas. Os elementos da medula dssea foram extraidos
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por meio de flushing, realizado com auxilio de seringas (20mL) e agulhas (25x8) estéreis com DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A suspensao celular
foi centrifugada (10.000 rpm por 4 minutos 35 a 4° C), o sobrenadante foi desprezado e as células foram
ressuspensas em 10mL de meio, acondicionadas em garrafas de cultura de 100mL e mantidas em estufa
até que entrassem em 70-80% de confluéncia (48- 72h). Apds atingir confluéncia, as células foram remo-
vidas das garrafas, quantificadas e semeadas em placas de 48 pogos na densidade de 5000 células/200uL/
poco na presenca de meio osteogénico [DMEM suplementado com acido ascérbico, B-glicerofosfato e
dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)]. As células foram mantidas em estufa a 37° C, 5%
CO2 e 95% de ar atmosférico. As trocas de meio aconteceram a cada trés dias. As culturas foram reali-
zadas por um periodo de 21 dias.

VIABILIDADE CELULAR

Apds o periodo 21 dias (Figura 2), foi realizada a analise da viabilidade celular nos grupos VEH, ZOL e
ALE, por meio de analise colorimétrica de redugdo do MTT (brometo de {[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]}), que reage com a presenca de proteinas mitocondriais durante a respiragao celular, ou
seja, feita apenas por células vivas. Apds a remogao dos meios de cultura e lavagem dos pogos com PBS
gelado, foi adicionado 100pL de MTT em cada pogo e as placas foram levadas para a estufa durante 4
horas. Em seguida foi adicionado 100uL de isopropanol acido em cada pogo e realizada a homogeneizagao
para solubiliza¢ao completa do precipitado. Posteriormente, 50uL foi adicionado, em triplicata, em cada
poco de uma placa com 96 pocos, para analise colorimétrica em um leitor de microplacas (Polaris, Celer
Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil), em comprimento de onda de 570nm (MOSMANN, 1983).
Os resultados sao apresentados como absorbéncia.

Figura 2 - Linha de tempo dos experimentos in vivo e in vitro.
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Fonte: Elaboragido Propria.

DETECGAO DE ACUMULOS DE CALCIO (FORMACAO DE MATRIZ MINERALIZADA)

Apds 21 dias de cultura, o meio de cultura dos grupos VEH, ALE e ZOL foi removido e os pogos foram
lavados com tampao PBS gelado e preenchidos com formaldeido 10% por um periodo de 30 minutos. Em
seguida, os pogos foram lavados com agua deionizada e preenchidos com 1mL de vermelho de alizarina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), que cora em vermelho as regides que apresentam nddulos de
mineralizacio, ou seja, abundantes em célcio. Ap6s 30 minutos, os pogos corados foram novamente
lavados com agua deionizada e secos a temperatura ambiente (12h a 24h). Em seguida foram obtidas
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imagens de cada po¢o com auxilio de um sistema de camera digital (TUCSEN Photonics Co. Ltd., Fujian,
China) acoplado ao microscdpio 6ptico de luz invertida (Nykon Eclipse TS100, Tokyo, Japan). Depois da
secagem foi incorporado 450uL de acido acético aos pogos e as placas foram mantidas sob agitacao por
30 minutos. Em seguida, foi adicionado 150pL de NH4OH a 10% em todos os pogos, homogeneizados e,
posteriormente, 150pL de cada pogo foi transferido, em triplicatas, para pogos de microplacas (96 pogos)
para medida colorimétrica em leitor de microplacas (Polaris, Celer Biotecnologia, Belo Horizonte, MG,
Brasil) em comprimento de ondas de 405nm (GREGORY et al., 2004). Os resultados sdo apresentados
como mineralizagdo biologica.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nas diferentes analises foram tabulados e submetidos a andlise estatistica, utilizando-
se o software Graph Pad Prisma 6.0. Inicialmente foi realizado o teste de Normalidade D’Agostino &
Pearson verificando-se que houve aderéncia dos dados a curva normal. Portanto, para as comparagdes
intra e intergrupos foi utilizado o teste paramétrico One-Way ANOV A, seguido pelo teste de Tukey para
comparagoes multiplas. Os resultados sao apresentados como média + DP (Desvio Padrao) e o nivel de
significancia adotado foi de 1%.

RESULTADOS

VIABILIDADE CELULAR

A avaliagao intergrupos do ensaio MTT revelou aos 21 dias, os grupos bifosfonatos (ALE e o ZOL)
apresentaram viabilidade celular semelhantes, maiores (p<0,01) que no grupo VEH, como ilustra a
Figura 3.

Figura 3 - Viabilidade de células osteogénicas nos grupos VEH, ALE e ZOL, aos 21 dias de cultura. Va-
lores apresentados em média + DP. Letras minusculas indicam diferencas entre os grupos (a > b). One
Way ANOVA e pds-teste de Tukey. p<0,01.
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Fonte: Elabora¢ao Propria.
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FORMAGAO DE MATRIZ MINERALIZADA

Nas analises intergrupos, a analise da absorbancia das amostras apds a extragao de alizarina, mostrou
que o grupo VEH apresentou maior formagao de matriz mineralizada que os grupos ALE e ZOL (p<0,001).
Comparando-se os grupos bifosfonatos entre si, aos 21 dias, o grupo ZOL mostrou maior formagao de
matriz mineralizada que o grupo ALE (p<0,001), como ilustra a Figura 4.

Figura 4 - Quantificagdo de vermelho de alizarina em culturas de células osteogénicas nos grupos VEH,
ALE e ZOL, aos 21 dias de cultura. Valores apresentados como média + DP. As letras indicam diferengas
entre os grupos (a > b > ¢). One Way ANOVA e pds-teste de Tukey. p<0,001.
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Fonte: Elaboragdo Propria.

Discussio

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que osteoblastos provenientes de CTMs de
ratos tratados com BPs podem apresentar diferengas na viabilidade e na formacdo de matriz mineralizada,
quando comparados as células de animais que nao receberam BPs. Além disso, mesmo que tanto o
alendronato de s6dio quanto o acido zoledronico, sejam BPs nitrogenados, eles afetaram diferentemente
os parametros avaliados.

Apesar dos BPs, farmacos antirreabsortivos, atuarem principalmente nos osteoclastos, tendo-os como
alvo final, a a¢do desses medicamentos em osteoblastos tem sido demonstrada em diversos experimentos
in vitro (ALQHTANI et al.,, 2017; HUANG et al.,, 2016; REINHOLZ et al., 2000). O tratamento dos
animais com ALE ou ZOL por 13 semanas, determinou viabilidade celular semelhante nos grupos
BPs, que foram maiores que no grupo VEH. Assim como este estudo, outras investigagdes mostram que
os BPs afetam a viabilidade de osteoblastos (BASSO et al., 2013; HUANG et al., 2016). Quanto a matriz
mineralizada, a maior formagao de nédulos de mineralizagao foi observada no grupo VEH em comparagdo
aos grupos ALE e ZOL. Esses dados corroboram com os estudos prévios, que também mostraram um
declinio na formagao de matriz mineralizada pelas células em contato com BPs (WALTER et al., 2010;
HUANG et al., 2016). Cabe ressaltar que, mesmo que ambos os medicamentos sejam BPs nitrogenados,
foi possivel notar que, em alguns periodos, eles afetaram diferentemente os pardmetros avaliados.
Talvez isso possa ser explicado pelo fato desses medicamentos apresentarem diferentes poténcias
antirreabsortivas (alendronato: >100 e <1000 e 4cido zoledronico: >10000) ((FERNANDES et al.,2005),
o que se deve a diferengas em sua estrutura quimica. Além disto, é importante considerar as diferencas
em sua formula¢ao para administracio em pacientes: o alendronato de sddio é administrado por via oral,
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enquanto o dcido zoledrdnico por via endovenosa (MIGLIORATI et al., 2006).

A avaliagdo in vitro de diferentes doses de BPs indica que o efeito desses farmacos nas células 6sseas é
dose dependente (NAIDU et al., 2008). As doses dos medicamentos utilizados no presente estudo foram
baseadas em estudos prévios em que animais tratados com alendronato de sédio (HIKITA et al., 2009;
CONTE-NETO et al, 2013) ou 4cido zoledréonico (AGACAYAK et al.,, 2014) apresentaram MRON].
Deste modo, essas doses que foram efetivas para indugdo de MRON] também influenciaram a viabilidade
de osteoblastos, bem como a produgdo de matriz mineralizada por essas células.

Apesar de nossos resultados serem semelhantes aos de estudos prévios em relagdo aos efeitos dos BPs
em osteoblastos, esta investigacdo diferiu da maioria (KOCH et al., 2012; BASSO et al., 2013; WALTER et
al., 2010; REINHOLZ et al., 2000), visto que empregou um modelo ex vivo, em que células que ficaram sob
a acao do alendronato de sédio ou do acido zoledrdnico durante 13 semanas, ndo entraram em contato
com esses farmacos em cultura. Considerando que o metabolismo de ratos parece ser mais acelerado
que do ser humano, o periodo de 13 semanas empregado neste estudo equivaleria a um maior tempo no
homem (WANCKET, 2012; FLEISCHER; KONTIO; OTTO; 2016), porém, provavelmente, inferior ao
de 3 anos considerado como sendo de risco para a ocorréncia de MRON] desencadeada pelo tratamento
odontoldgico cirurgico (MARX, 2003). Mesmo diante disso, do intervalo de 1 semana entre a ultima
administracao dos BPs (13? semana) e a obtenc¢do das CTMs (14% semana) e da auséncia da hidroxiapatita
nas culturas para religacdo dos BPs (RUGGIERO, WOO 2008), quando comparamos os grupos BPs com
o grupo VEH, ficam evidentes os efeitos decorrentes do contato prévio das células osteoblasticas
com os farmacos. In vitro, CTMs humanas provenientes de regidoes de MRON] apresentaram menor
capacidade de prolifera¢ao e diferencia¢ao, o que talvez possa explicar a dificuldade de reparo de regides
de MRONJ (KING; UMLAND, 2008).

Correlacionando-se o presente estudo com a clinica odontoldgica, foi realizada uma tentativa de
simulacao de uma condi¢ao em que o paciente ndo estava mais utilizando BPs, mas, teve suas células
osteogénicas previamente expostas a ele. Os resultados obtidos indicam que mesmo apds a suspensdo
dos BPs nitrogenados, é possivel que esses medicamentos continuem exercendo efeito nas células
osseas (RUGGIERO; WOO, 2008; RUGGIERO et al., 2014). Estes dados associados ao fato da MRON]
ndo ter suas causas elucidadas, reforcam a importancia de uma cuidadosa anamnese para investigacdo do
uso de BPs por pacientes a serem submetidos ao tratamento odontoldgico, conduta esta, que pode
auxiliar na prevengdo da MRONJ (CARLSON; BASILE, 2009; CARLSON, 2014; JABBOUR et al., 2012).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que osteoblastos provenientes de células-tronco
mesenquimais de medula dssea de ratos tratados com alendronato de sédio ou com acido zoledrénico
podem apresentar alteragdes no que diz respeito a viabilidade e a forma¢ao de matriz mineralizada,
quando comparados a osteoblastos provenientes de CTMs de animais que ndo receberam BPs.
Apesar de ambos os medicamentos utilizados tratarem-se de BPs nitrogenados, na dose empregada, o
ALE afetou mais significativamente a formagao de matriz mineralizada.
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