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RESUMO

Introducdo: A osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos (OMB) é um
grave efeito adverso da terapia com bisfosfonatos, em especial o Acido Zoledrdnico
(AZ) e esta diretamente relacionada a estresse oxidativo. Objetivo: Avaliar a influéncia
do bloqueio da Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS) no controle da OMB em ratos
tratados com AZ. Materiais e métodos: Para isso foram selecionados 48 ratos Wistar
machos que foram divididos em um grupo controle negativo tratado com solucgéo salina
e.v, um grupo controle positivo, tratado com 0,2mg/kg de AZ e.v., um grupo controle
aminoguanidina tratado com 200 mg/kg de aminoguanidina e trés grupos testes tratados
com AZ e co-tratados com aminoguanidina 50, 100 e 200mg/kg s.c trés vezes por
semana desde o inicio do protocolo até o final do estudo. Quatro semanas apds as trés
administracdes semanais consecutivas de AZ os animais foram submetidos a exodontia
dos primeiros molares inferiores esquerdos e na semana seguinte, dose adicional de AZ
foi administrada. A eutanasia foi realizada quatro semanas apds exodontia (dia 70) e as
mandibulas foram removidas para analise radiomorfométrica da area sugestiva de OMB
e andlise histomorfométrica (contagem de lacunas de ostedcitos vazias, osteoclastos
viaveis e apoptéticos e células inflamatdrias polimorfonucleares e mononucleares).
Teste ANOVA/Bonferroni foi utilizado para analise estatistica (p<0,05, GraphPad
Prism 5.0). Resultados: Os animais do grupo AMG.200 e os animais dos grupos
AZ+AMG.100 e AZ+AMG.200 mostraram reducdo significativa do ganho de massa
corporal comparados com os grupos salina e AZ (p<0,001). Os animais do grupo AZ
apresentaram aumento do percentual de lacunas ostedcitos vazios e 0S grupos
AZ+AMG.100 e AZ+AMG.200 mostraram retorno aos niveis basais (p<0,001). A
contagem de osteoclastos também foi aumentada no grupo AZ e 0S grupos
AZ+AMG.100 e AZ+AMG.200 mostraram retorno aos niveis basais (p=0,006) e a
contagem de PMN foi aumentada no grupo AZ e reduzida em todos 0s grupos
AZ+AMG (p=0,045). Nao houve diferenca significativa na contagem de MN (p=0,864).
Conclusédo: O tratamento com aminoguanidina reverte a OMB, mas possui toxicidade

sistémica significativa.

Palavras-chave: bisfosfonatos; osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos;

inflamacéo.



ABSTRACT

Introduction: Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws (BRONJ) is a severe
adverse effect associated with bisphosphonate therapy, particularly with Zoledronic
Acid (ZA), and is directly linked to oxidative stress. Objective: To evaluate the
influence of inducible nitric oxide synthase (iNOS) inhibition on the control of BRONJ
in rats treated with ZA. Materials and Methods: Forty-eight male Wistar rats were
selected and allocated into the following groups: a negative control group treated with
intravenous saline solution; a positive control group treated with 0.2 mg/kg of ZA
intravenously; an aminoguanidine (AMG) control group treated with 200 mg/kg AMG;
and three experimental groups treated with ZA and co-treated with AMG at doses of 50,
100 and 200mg/kg subcutaneously, three times per week from the beginning of the
protocol until the end of the study. Four weeks after three consecutive weekly
administrations of ZA, the animals underwent extraction of the left mandibular first
molars. In the following week, an additional dose of ZA was administered. Euthanasia
was performed four weeks post-extraction (day 70), and mandibles were harvested for
radiomorphometric analysis of the suspected BRONJ area and histomorphometric
evaluation (quantification of empty osteocyte lacunae, viable and apoptotic osteoclasts,
and polymorphonuclear and mononuclear inflammatory cells). ANOVA followed by
Bonferroni post-hoc test was used for statistical analysis (p<0.05, GraphPad Prism 5.0).
Results: Animals in the AMG.200 group and those in the AZ+AMG.100 and
AZ+AMG.200 groups exhibited a significant reduction in body mass gain compared to
the saline and ZA groups (p<0.001). The ZA group demonstrated an increased
percentage of empty osteocyte lacunae, whereas the AZ+AMG.100 and AZ+AMG.200
groups showed a return to baseline levels (p<0.001). Osteoclast counts were elevated in
the ZA group but returned to baseline in the AZ+AMG.100 and AZ+AMG.200 groups
(p=0.006). Polymorphonuclear cell count was increased in the ZA group and reduced in
all AZ+AMG groups (p=0.045), while mononuclear cell count showed no significant
differences (p=0.864). Conclusion: Aminoguanidine treatment reverses BRONJ;
however, it is associated with significant systemic toxicity.

Keywords: bisphosphonates; drug-induced osteonecrosis of the jaw; inflammation.
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1. INTRODUCAO

O tecido oOsseo é composto por 70% de material mineral, como
hidroxiapatita e ions calcio e fosforo, e 30% de matéria organica, sendo o colageno a
principal proteina estrutural. A homeostase Ossea resulta do equilibrio entre
osteoblastos, responsaveis pela sintese da matriz 6ssea, e osteoclastos, que promovem
sua reabsorcdo. Esse processo ocorre continuamente e pode ser acelerado por estimulos
inflamatdrios, como os desencadeados por exodontias, que ativam células envolvidas na
remodelagdo 6ssea (Tobeiha, et al., 2020).

A remodelacdo 6ssea ocorre em trés fases: ativagdo, reabsorgdo e formacéo.
Inicialmente, osteoclastos sdo recrutados e, ap6s diferenciacdo, degradam a matriz 6ssea
por meio da liberacdo de &cidos proteoliticos. Com a apoptose dos osteoclastos,
osteoblastos sdo ativados e depositam nova matriz dssea. Esse ciclo é regulado por
citocinas e fatores de crescimento, sendo 0 eixo RANK-RANKL-OPG um dos
principais mediadores. A ligacdo de RANKL ao receptor RANK ativa osteoclastos,
enguanto a osteoprotegerina (OPG) inibe essa interacdo, prevenindo a reabsorcdo dssea
(Suzuki, et al., 2020).

Citocinas pré-inflamatorias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, promovem a
osteoclastogénese, enquanto IL-4 e IL-10 exercem efeito inibitério. O 6xido nitrico
(NO) também desempenha papel importante na regulacdo 6ssea. A isoforma endotelial
(eNOS) mantém funcdes homeostéaticas, enquanto a forma induzivel (iNOS) é ativada
por inflamacdo. Em baixas concentragdes, NO estimula osteoblastos e a formacao
Ossea; em niveis elevados, promove apoptose osteoblastica e ativa osteoclastos,
intensificando a reabsorcédo (Datta, et al., 2008).

Dessa forma, a homeostase dssea depende do equilibrio entre a atividade
osteoclastica e osteoblastica, regulada por citocinas, fatores de crescimento e
mediadores como o NO, fundamentais para a remodelacdo e manutencdo do tecido

0sseo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar influéncia do bloqueio do iNOS pela aminoguanidina, na severidade

de osteonecrose dos maxilares induzida por &cido zoledrénico em ratos.

2.2. Objetivos especificos

* Avaliar a influéncia do tratamento com aminoguanidina na severidade de
osteonecrose dos maxilares induzida por AZ em ratos.

* Avaliar a influéncia do tratamento com aminoguanidina na perda de peso de
animais submetidos a modelo de osteonecrose dos maxilares induzida por AZ.
 Avaliar a influéncia do tratamento com aminoguanidina no perfil
histomorfométrico de animais submetidos a modelo de osteonecrose dos maxilares

induzida por AZ.
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3. REFERENCIAL TEORICO

O tecido 6sseo é composto por cerca de 70% de material mineral e 30% de
matéria organica. Cristais de calcio e fosforo, hidroxiapatita e ions como sodio, fluor e
magnésio fazem parte da porcdo mineral e a parte organica é composta principalmente
por fibras de coldgeno e em menor quantidade, glicoproteinas e proteoglicanos.
(Tobeiha, et al., 2020). Sua homeostase consiste em uma constante formacgdo e
degradacéo orquestrada por osteoblastos e osteoclastos e procedimentos invasivos como
exodontias geram reacOes inflamatorias que ativam essas células e estimulam a
remodelagdo Ossea. Esse processo € dividido nas fases de ativacdo, que se trata do
recrutamento de osteoclastos para o local lesado, reabsorcdo, onde os osteoclastos
maduros comecam a secretar acidos proteoliticos e assim degradam a matriz dssea, e
apos essa degradacdo da matriz dssea, 0s osteoclastos entram em apoptose e € sinalizado
o0 recrutamento de osteoblastos que, grosso modo, produzem uma nova matriz dssea.
(Kim, et al., 2020).

Os osteoblastos sdo as células que sintetizam a parte organica da matriz
Ossea. Eles sdo capazes de concentrar fosfato de célcio, participando da mineralizacdo
da matriz. Apos a sintese de matriz extracelular, o osteoblasto se aprisiona e passa a ser
chamado de ostedcito, onde ocorre a deposicdo de calcio. De contrapartida dos
osteoblastos que sdo depositadores de matriz 0ssea, 0s osteoclastos sdo responsaveis
pela degradacdo da matriz dssea, sendo de uma linhagem celular diferente. Eles partem
dos mondcitos, que no tecido 6sseo, se unem para formar osteoclastos multinucleados.
Sua atividade € coordenada por citocinas, tais como RANK-RANKL e OPG. (Suzuki, et
al., 2020).

Ademais, a relacdo da modelacdo Ossea é caracteristicamente ligada a
modulacgéo de citocinas e fatores de crescimento, as quais influenciam vias de interacao,
como RANK-RANKL. Essas interagdes podem ocorrer de forma direta ou indireta, a
depender da citocina e do processo em questdo. O receptor 6sseo RANK detém
afinidade com a citocina RANKL, sinalizando quimiotaxia e fazendo com que citocinas
essenciais para o processo de reabsor¢do sejam sintetizadas. No caso de exodontias, 0
estimulo gerado recruta células pré inflamatdrias que produzem citocinas como 1L-1,

IL-6 e TNF-a, que agem de forma a influenciar e iniciar a osteoclastogénese e
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promovem a funcdo dos osteoclastos. Em contrapartida, citocinas como IL-4 e 1L-10
inibem a osteoclastogénese. (Datta., et al., 2008).

Assim como a reabsor¢cdo de matriz dssea pode ser notada com o aumento
da expressdo de RANKL, como ocorre na doenca de Paget, € notado que o0 aumento da
expressao de OPG esta ligado ao aumento da atividade osteoblastica e a deposicédo de
matriz Ossea. Estudos demonstram aumento da densidade Ossea de acordo com o
aumento da expressdo de OPG, logo, percebe-se uma direta ligagdo de homeostasia e
modulacéo entre as citocinas. RANKL e OPG, sendo duas citocinas antagdnicas que se
mostram igualmente necessarias. Desse modo, com o OPG a nivel citoplasmatico
superior ao nivel de RANKL, este se relaciona com o receptor RANK, cessando o
processo de reabsorcao e dando inicio a neodeposicao (Tobeiha., et al., 2020).

O d&xido nitrico (NO) é um radical livre que possui efeitos importantes na
funcdo das células 6sseas. A isoforma endotelial do 6xido nitrico (eNOS) € encontrada
amplamente no 0sso, enquanto a forma induzivel da NOS (iNOS) é expressa apenas em
resposta a estimulos inflamatorios. Citocinas pro-infamatorias como a IL-1 e TNF
induzem a ativagdo da via iINOS nas células 6sseas, resultando em NO que potencializa
a reabsorcdo causada pelas citocinas e pelo eixo RANK-RANKL-OPG. (Hof, et al.,
2001).

Evidéncias indicam que o NO possui efeitos diferentes na reabsorcéo 6ssea.
Quando em pequena quantidade, estimula a neoformacdo Ossea e diferenciacdo de
osteoblastos, porém, quando ha grandes quantidades, estimula a apoptose dos mesmos,
prejudicando a neoformacdo dssea e estimulando a diferenciacdo de osteoclastos.
Estudos indicam que a via iNOS estimulada por IL-1 é de suma importancia para a
reabsorcdo 0ssea, pois a atuacdo de IL-1 em osteoblastos induz a formacao de NO que
que ativa a via iNOS e assim aumenta a producao de progenitores de osteoclastos. (Hof,
etal., 2001).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais, grupos e doses

Este projeto foi submetido a Comissdo Etica no Uso de Animais do Centro
Universitario Christus sendo protocolado com o ndmero 15/23 e um total de 48 ratos
Wistar (Rattus novergicus) machos foram utilizados nessa pesquisa. Os animais (180-
200g) foram mantidos com agua e racdo ad libitum, em ciclo claro-escuro de 12h,
temperatura de 20-25°C e pesados a cada trés dias. Os ratos foram aleatoriamente
(comando “Aleatorio”, Microsoft Excel, 2010, Microsoft Corporation®) divididos em
06 grupos (n=8/grupo):

- Grupo controle negativo (GCN): tratado com solugdo salina estéril (0,1ml/kg) por via
intravascular (i.v., acesso peniano) e por via subcutanea (0,1ml/kg);

- Grupo controle positivo (GCP): tratado com AZ (0,20mg/kg, i.v.) e solucdo salina
esteril por via subcutanea (0,1ml/kg);

- Grupo controle aminoguanidina (GCA): tratado com solucéo salina estéril (0,1ml/kg)
por via intravascular (i.v., acesso peniano) e 200 mg/kg de aminoguanidina (Guimaraes,
etal., 2011) por via subcutanea (0,1ml/kg).

- Grupo teste aminoguanidina (GTA): tratado com AZ (0,20mg/Kkg, i.v.) e 50, 100 ou
200 mg/kg de aminoguanidina (Guimarées, et al., 2011) por via subcutanea (0,1ml/kg).

4.2 Célculo amostral

Baseado no estudo de Paola et al., (2004) que em modelo de perda 6ssea
induzida por ligadura em mandibula de ratos observou que o tratamento com
aminoguanidina reduziu significantemente a perda 6ssea radiografica comparado a um
grupo tratado com veiculo (1,0+0,2 vs 1,4+0,1 mm), estimou-se necessario, com uma
confianca de 95%, oito animais por grupo de estudo a fim de obter uma amostra com

90% de poder de rejeitar a hipotese de nulidade deste trabalho.
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4.3 Protocolo experimental

Foi utilizado o protocolo experimental de Silva et al. (2015) no qual os
animais foram inicialmente submetidos a trés administracbes semanais consecutivas
(Dias 0, 7 e 14) de acido zoledrénico 0,2mg/kg ou solucdo salina estéril (controle) em
volume equivalente de 0,1ml/kg. Apés um més da Ultima administracdo (Dia 42) foi
realizada a exodontia dos primeiros molares inferiores esquerdos e um més depois da
exodontia (Dia 70) os animais foram eutanasiados.

A administracdo por via subcutanea da solucdo salina esteril foi realizada
adotando o mesmo volume para todos os animais (0,1ml/kg). As administragdes por via
subcutanea iniciaram no mesmo dia do inicio do protocolo experimental (primeira
infusdo de AZ, D0), mantendo-se a partir dai diariamente até o desfecho do estudo.
Adicionalmente, os animais foram pesados semanalmente até o fim do estudo.

Apo6s anestesia com ketamina (80mg/kg) e xilazina (20mg/kg) por via
intraperitonial foi realizada a sindesmotomia com auxilio de sonda exploradora, a
luxacdo com auxilio de espatula Hollemback 3s e a extracdo com espatula Lecron-Zalle
em movimento de alavanca. Todos os procedimentos foram realizados por um mesmo
operador previamente treinado. Os dentes foram secos em papel absorvente e pesados
em balanca de 10°g de precisdo. Adicionalmente, um operador contou o nimero de
fraturas radiculares (Silva et al., 2015) sem o conhecimento dos grupos experimentais.

Os animais foram eutanasiados ap6s um més da extracdo dentéria (Dia 70)
por sobredose de xilazina (60 mg/kg) e quetamina (240 mg/kg). As hemimandibulas
foram excisadas cirurgicamente, armazenadas em formol neutro a 10% durante 24h para

confeccdo de laminas histoldgicas (hematoxilina-eosina).

4.4. Confeccdo de ldaminas e estudo histomorfométrico

Assim, apos descalcificagdo em solucdo 10% EDTA (pH 7.3; NaOH, PA)
durante 30 dias para confeccdo de laminas histolégicas (Hematoxilina-eosina, 3um) e
analise qualitativa por microscopia de luz foram realizadas fotomicrografias em um
aumento de 400x no sitio referente ao primeiro molar inferior esquerdo com um total de

10 imagens por amostra.
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Os nameros de lacunas de osteocitos vazias e com células viaveis, e 0s
nameros osteoclastos viaveis e com sinais histoldgicos de apoptose (hipo ou
hipercromatismo nuclear, vacuoliza¢do intracitoplasmética) foram contados. Também
foram contadas as células inflamatérias polimorfonucleares e mononucleares. O
somatorio dos campos de cada lamina foi considerado como unidade amostral, e 0
percentual de lacunas de ostedcitos vazias como também o percentual de osteoclastos

em apoptose serdo anotados para avaliagdo quantitativa (Silva, et al., 2015).

4.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como os valores médios + erro padrdo. Para
comparagGes multiplas de dados paramétricos, foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA unidirecional), com o teste post hoc de Bonferroni. Todas as analises foram

realizadas adotando uma confianca de 95% no software GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADOS

Com relacdo a variacdo de peso, pdde-se observar que o grupo tratado com
aminoguanidina apresentou menor ganho de peso que o grupo salina a partir do 14° dia
de experimento. Os grupos tratados com AZ e 50, 100 ou 200mg/kg de aminoguanidina
apresentaram menor ganho de massa corporal que os animais AZ ou salina (p<0,001)
(Tabela 1).

Tabela 1: Aspectos clinicos e histomorfométricos de ratos submetidos a modelo de

OMB por AZ e tratados com diferentes doses de aminoguanidina

AZ (0,2 mg/kg)

Sal Am.200 AZ Am.50 Am.100 Am.200 p-Valor

Dificuldade
cirdrgica
Fraturas 0.71#0.36  0.25+0.16  0.86+0.34 0.44+0.34 0.22+0.22 0.44+0.18 0,511
Tempo (s)  17.71#1.41 24.38+0.68 18.29+1.71  22.56+1.97  24.44%0.99  23.13+1.54 0,052
Peso (%)
0 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00  100.00£0.00  100.00+£0.00  <0,001
7 123.93+0.63 104.04+0.62* 121.65+1.78 110.18+1.26 104.66+0.80*" 104.31+0.60*"
14 142.15+2.08 110.33+1.06* 138.93+3.62 122.98+2.23 112.25+1.80*" 107.91+3.39*
21 152.42+2.76 110.16+1.49* 14592+551 132.13+2.54 118.29+2.82*" 111.08+1.10*
28 164.10+3.78 115.56+2.28* 158.09+6.56 145.77+3.65* 127.54+3.32*" 117.75+1.45*"
35 175.06+4.32 123.46+3.10* 167.73+7.19* 148.41+3.62*" 131.24+3.37*" 123.90+2.10*"
42 183.54+5.09 126.19+3.56* 176.50+8.25* 155.45+4.26*" 135.85+3.79*" 125.33+1.92*
49 181.50+6.76 124.21+3.78* 172.07+8.81* 150.88+3.94*" 132.66+6.77*" 121.40+2.49*
56 179.73+4.83 124.21+3.78* 173.12+8.89* 154.43+3.90*" 137.00+7.09*" 121.40+2.49*"
63 185.7245.79 129.73+4.15* 178.82+8.65* 163.07+4.38*" 143.93+7.00*" 128.16+2.30*"
70 191.37+6.23 129.73+4.15* 186.62+8.84* 164.94+4.36*" 145.07+7.06* 128.16+2.30*"
Histologia
Lacunas

_ 32.32+42.18 42.30+2.05 56.75+2.07* 37.74+2.83% 44.56+2.49f 37.46+4.061 <0,001
vazias (%)
Osteoclastos 2.50+0.29  1.83+0.47  6.00+1.41*  1.80+0.53f  2.00+0.27F+  3.00+£0.73% 0,006
PMN 19.33+5.91 22.40+6.45 45.60+11.08* 23.25+8.141 15.00+1.93F+  14.75+2.38+ 0,045
MN 38.14+5.60 34.14#5.14 33.00+10.34 45.25+6.25  35.80+7.41  42.75+6.30 0,864
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*p<0,05 versus grupo salina; 'p<0,05 versus grupo AZ; Teste ANOVA/Bonferroni
(médiatEPM).

A analise dos parametros histolégicos demonstrou que o grupo AZ
apresentou aumento significativa no percentual de lacunas de osteécitos vazias e 0s
grupos tratados com 50, 100 ou 200 mg/kg de aminoguanidina apresentaram reducao
desse parametro (p<0,001). A contagem total de osteoclastos também demonstrou
aumento significativo no AZ e reducdo em todos os grupos tratados com
aminoguanidina (p=0,008). Nao houve diferenca significante na contagem de células
inflamatérias MN (p=0,864), mas a contagem de PMN mostrou aumento no grupo AZ e

reducdo nos grupos tratados com aminoguanidina (p=0,045) (Tabela 1).

Figura 1 - Perfil histolégico do alvéolo dentario de ratos submetidos a modelo de
osteonecrose dos maxilares induzida por &cido zoledronico e tratados com

aminoguanidina.

sal Am.200 ZA

ZA+Am.50 ZA+Am.100 ZA+Am.200
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6. DISCUSSAO

Neste modelo experimental, o grupo tratado exclusivamente com AZ
apresentou aumento no percentual de lacunas de ostedcitos vazias e maior contagem de
osteoclastos, resultados que refletem a acdo apoptotica e a alteracdo na atividade de
remodelagdo Ossea, mecanismos ja relatados na literatura (Wyngaert et al., 2011). Esses
pardmetros, quando elevados, sugerem comprometimento na vitalidade do tecido 6sseo
e indicam que o AZ, embora eficaz na reducdo da reabsorcao, pode induzir toxicidade
0Ossea.

A administragdo concomitante de aminoguanidina, em doses de 50, 100 ou
200 mg/kg, demonstrou efeito mitigador, evidenciado pela reducdo significativa das
lacunas 0Osseas e pelo decréscimo na contagem de osteoclastos. Esse efeito sugere que a
aminoguanidina exerce uma acao protetora, possivelmente através da modulacdo dos
processos inflamatdrios e do estresse oxidativo — mecanismos envolvidos na patogénese
da osteonecrose da mandibula relacionada a medicamentos (MRONJ) (Al-Salih et al.,
2021). Estudos prévios ja apontaram que a modulacdo inflamatéria pode ser
determinante na reducdo das respostas de osteonecrose induzidas por agentes
antirreabsortivos, corroborando os resultados deste estudo (Wyngaert et al., 2011).

Além disso, a reducdo na contagem de células polimorfonucleares (PMN)
no grupo tratado com aminoguanidina indica que esse agente pode atenuar a inflamacao
aguda, o que, por sua vez, contribui para a preservacao da integridade do tecido 0sseo
(Al-Salih et al., 2021). Do ponto de vista sistémico, 0 menor ganho de peso observado a
partir do 14° dia em animais tratados com aminoguanidina — tanto isoladamente quanto
em associacdo a0 AZ — sugere a existéncia de efeitos metabdlicos decorrentes da
resposta inflamatoria e de processos de estresse induzidos pelo AZ (Valachis et al.,
2013), mas em especial, o tratamento com aminoguanidina parece demonstrar
toxicidade significativa.

Embora o foco principal deste estudo seja 0 comportamento 0sseo, tais
alteracOes sistémicas ndo podem ser desconsideradas, pois indicam que o impacto do
tratamento vai além da localidade da intervencdo, afetando o bem-estar geral dos
animais. Essa observacdo encontra consonancia em estudos que exploram os efeitos
sistémicos dos bisfosfonatos, os quais demonstram que, mesmo em doses terapéuticas, o

AZ pode alterar parametros metabdlicos e inflamatdrios (Valachis et al., 2013).
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Embora parte da literatura também destaque os potenciais efeitos
benéficos da aminoguanidina, como a protecdo contra o estresse oxidativo (Stevanovi¢
et al., 2010), esses achados devem ser ponderados com os dados de estudos
experimentais que apontam para uma janela terapéutica limitada. O fato de que uma
administracdo prolongada sem acompanhamento ou medidas protetivas pode resultar
em toxicidade acentuada a necessidade de uma avaliagdo criteriosa dos beneficios
versus os riscos, especialmente em tratamentos de longa duragdo. Desta forma, os
mecanismos de toxicidade identificados reforcam a necessidade de definir regimes de
dosagem seguros e de investigar regulamentos terapéuticos que possam neutralizar os
efeitos adversos, antes que a aminoguanidina seja empregada de forma prolongada em
contextos clinicos (Singh et al., 2018).

Adicionalmente, a evidencia¢do da modulacdo da atividade osteoclastica é
de relevancia, uma vez que a via RANK/RANKL tem sido implicada como um dos
principais mecanismos patoldgicos ligados ao desenvolvimento da MRONJ (Wyngaert
et al., 2011). A reducéo significativa na quantidade de osteoclastos em grupos tratados
com aminoguanidina reforca a hipotese de que a inibicao da ativacdo osteoclastica pode
contribuir para a prevencdo dos efeitos deletérios do AZ sobre o tecido 6sseo. Essa
perspectiva é apoiada por trabalhos que demonstram que, ao modular essa via, €
possivel reduzir a taxa de remodelacdo Ossea e, consequentemente, preservar a
integridade estrutural do osso (Wyngaert et al., 2011).

Por fim, a integracdo dos achados histologicos evidencia a complexidade
do efeito do AZ quando associado a agentes moduladores inflamatoérios. Enquanto o
AZ, por si sO, potencializa a apoptose osteocitdria e aumenta a atividade de
remodelacdo, a aminoguanidina parece equilibrar esses efeitos, promovendo um
microambiente 0sseo mais estdvel e menos suscetivel a degeneracdo. Estudos
experimentais em modelos animais, como o de Zhao et al. (Zhao et al.,, 2021),
corroboram a eficacia de abordagens combinadas para prevenir a osteonecrose tecidual,
sugerindo que a administracdo local ou sisttmica de agentes como a aminoguanidina
possa ser uma estratégia promissora para mitigar os efeitos colaterais do AZ.

Em sintese, os dados apresentados evidenciam que a suplementacdo com
aminoguanidina em modelos de MRONJ induzidos por AZ pode reduzir marcadores
histologicos de necrose 0ssea, como as lacunas de ostedcitos, além de modular a
atividade osteoclastica e a resposta inflamatoria. Esses achados sdo consistentes com a

literatura que aponta para os efeitos adversos do AZ na homeostase Ossea e para a
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potencialidade de estratégias terapéuticas combinadas na mitigacdo dos mesmos
(Valachis et al., 2013; Wyngaert et al., 2011). A confirmacdo desses mecanismos pode
direcionar futuras investigacOes para aprimorar as abordagens de prevengdo e
tratamento da MRONJ, contribuindo para a melhoria do manejo clinico em pacientes

submetidos ao tratamento com bisfosfonatos.
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7. CONCLUSAO

O tratamento com aminoguanidina reverte a OMB por meio de atenuacéo da
resposta inflamatoria e da ativacdo de osteoclastos e do percentual de lacunas de

ostedcitos vazias, mas possui toxicidade sistémica significativa.
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