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RESUMO

O objetivo do projeto foi avaliar o papel da Esclerostina nas osteonecroses dos
maxilares (ON), juntamente com avaliacdo de outros parémetros bioquimicos,
radiograficos e clinicos. Pacientes foram selecionados de forma ndo randémica, pelo
periodo de 15 meses, sendo incluidos aqueles diagnosticados com qualquer estagio
de ON, com osteonecrose medicamentosa (ONM) ou osteorradionecrose (ORN),
atendidos em dois ambulatérios: no Nucleo de Odontologia Hospitalar do Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC/EBSERH) e no
Servigo de Cirurgia Bucomaxilofacial do Hospital Erasto Gaertner (grupo teste). Os
pacientes foram avaliados clinicamente e tiveram a solicitagdo de radiografia
panoramica e exames sorologicos. Histéria clinica pregressa, dados demograficos,
modalidades de tratamento e demais informagdes foram acessadas do prontuario. A
analise radiografica foi qualitativa e quantitativa, sendo a ultima realizada em regides
de interesse (ROls, 50x50 pixels): ROIls dos sitios lesionais e ROIls dos sitios
comparativos (sem lesédo - SL). As ROIs foram acessadas para avaliagdo de indices
convencionais (média — Cinza_m e desvio-padrao — Cinza_DP dos tons de cinza) e
para os indices ndo convencionais (dimensao fractal - FD e lacunaridade - Lac). Os
marcadores séricos Esclerostina (pelo método de ELISA, pg/ml) e Fosfatase Alcalina
(pelo método colorimétrico, U/L) foram avaliados, e o sangue coletado na mesma
semana que a radiografia foi realizada. Um grupo controle foi selecionado apenas
para a analise sérica, contendo 11 individuos sem diagndstico de doencgas
osteometabdlicas. A correlagdo foi avaliada pelo teste de Spearman e as
comparagdes foram realizadas pelos testes T pareado e nédo pareado, Wilcoxon e
Mann-Whitney. Analise multivariada de fatores foi feita para os marcadores séricos e
os demais achados. Foram analisados 27 pacientes com ON, sendo oito pacientes
apresentando ONM (feminino: 6, masculino: 2) e 19 apresentando ORN (feminino: 2,
masculino: 17). A média de idade do grupo teste foi de 64,81 anos e do grupo
controle foi de 52,45 (p=0,001). O nivel sérico de Esclerostina foi maior no grupo ON
comparado ao grupo controle (240,5 vs 30,5, p<0,0001). A fosfatase alcalina sérica
foi maior no grupo controle comparado ao teste (86,45 vs 69,78, p=0,02). Sobre a
analise radiografica, Cinza_m nao foi diferente entre os sitios com e sem lesdo, mas
Cinza_DP foi maior nos sitios lesionais (10,6 vs 8,3, p=0,008). FD e Lac nao foram
diferentes comparando sitios necroticos e sem lesdo (p=0,09 e p=0,25,
respectivamente). A analise multivariada para ORN mostrou relacdo da fosfatase
alcalina com a etiologia da necrose, com a exodontia como fator desencadeante e
com o numero de sitios lesionais (p<0,05). Conclui-se que a Esclerostina
desempenha um papel nas ON e seu nivel sérico pode ser utilizado como marcador,
estando aproximadamente oito vezes maior em individuos com osteonecrose. A
fosfatase alcalina foi menor em pacientes com necrose 6ssea dos maxilares e teve
relacdo com o fator desencadeador da necrose, numero de sitios lesionais.
Radiograficamente, uma maior variagdo nos tons de cinza foi observada nos sitios
de necrose.

Palavras-chave: Osteonecrose, Fractais, SOST proteina humana, Estomatologia.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the role of Sclerostin in osteonecrosis of the
jaws (ON), together with the evaluation of other biochemical, radiographic, and
clinical parameters. Patients were selected in a non-random fashion, during a period
of 15 months, including those diagnosed with any stage of ON, with medication-
related osteonecrosis of the jaw (MRONJ) or osteoradionecrosis (ORN), treated at
two clinics: at the Nucleo de Odontologia Hospitalar at the University Hospital
Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC/EBSERH) and at the Oral and
Maxillofacial Surgery Service at Erasto Gaertner Hospital (test group). The patients
were clinically evaluated and were submitted to panoramic radiography and
serological tests. Past clinical history, demographic data, treatment modalities, and
other information were accessed from the medical record. The radiographic analysis
was qualitative and quantitative, with the latter being carried out in regions of interest
(ROIs, 50x50 pixels): ROIs of lesional sites and ROIls of comparative sites (no lesion
- NL). The ROls were accessed for the evaluation of conventional indices (mean -
Gray_m and standard deviation — Gray_SD of gray level) and for non-conventional
indices (fractal dimension - FD and lacunarity - Lac). The serum markers Sclerostin
(by ELISA method, pg/ml) and Alkaline Phosphatase (by colorimetric method, U/L)
were evaluated, and the blood was collected in the same week that the radiograph
was performed. A control group was selected only for serum analysis, containing 11
individuals without a diagnosis of osteometabolic diseases. The correlation was
assessed using Spearman's test and comparisons were performed using Paired and
Unpaired t-tests, Wilcoxon, and Mann-Whitney tests. Multivariate analysis of factors
was performed for serum markers and other findings. A total of 27 patients with ON
were analyzed, 8 patients with MRONJ (female: 6, male: 2) and 19 with ORN
(female: 2, male: 17). The mean age of the test group was 64.81 years and the
control group was 52.45 (p=0.001). Serum sclerostin level was higher in the ON
group compared to the control group (240.5 vs 30.5, p<0.0001). Serum alkaline
phosphatase was higher in the control group compared to the test group (86.45 vs
69.78, p=0.02). On the radiographic analysis, Gray_m was not different between
sites with and without the lesion, but Gray DP was higher in lesional sites (10.6 vs
8.3, p=0.008). FD and Lac were not different comparing necrotic and non-injured
sites (p=0.09 and p=0.25, respectively). The multivariate analysis showed a
relationship between alkaline phosphatase and the etiology of necrosis, with tooth
extraction as a triggering factor and with the number of lesional sites (p<0.05). It is
concluded that Sclerostin plays a role in ON and its serum level can be used as a
marker, being approximately eight times higher in individuals with osteonecrosis.
Alkaline phosphatase was lower in patients with bone necrosis of the jaws and was
related to the etiology of necrosis, number of lesional sites, and tooth extraction.
Radiographically, higher variation in gray levels was observed in the necrosis sites.
Keywords: Osteonecrosis; Fractals; SOST protein, human; Oral medicine.
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1 INTRODUGAO

A osteonecrose (ON) dos maxilares, do tipo osteorradionecrose (ORN) ou
osteonecrose medicamentosa (ONM) sao complicagbes do tratamento com
radioterapia em regido de cabega e pescogo e medicagdes antirreabsortivas,
respectivamente (CHRONOPOULOS et al.,, 2018a; MARX, 2003). Ambas séao
definidas clinicamente como 0sso exposto ou 0sso que pode ser sondado através de
uma fistula intraoral ou extraoral e que persiste por mais de oito semanas e sem
qualquer evidéncia de neoplasia persistente ou recorrente na area
(CHRONOPOULOS et al., 2018b; RUGGIERO et al., 2014, 2022).

As necroses 6sseas dos maxilares sdo complicagdes de dificil manejo, que
alteram a qualidade de vida do paciente, podendo levar a perdas dentarias ou de
estrutura 6ssea, além de dificuldades na fala e alimentacao, levando a uma situagao
de desafio para reabilitagao oral de pacientes que apresentam estas condigdes. Por
esse motivo, varios estudos investigaram estratégias auxiliares no diagnostico
destas condicgdes, isto €, sem a necessidade de manipulagdo 6ssea, como exemplo,
acessando biomarcadores séricos do osteometabolismo (MORASCHINI et al., 2019).
Os biomarcadores bioquimicos e proteicos usados para doencas osteometabdlicas e
que também sado usados para necroses 6sseas discutidos na literatura incluem o C-
telopeptideo, N-telopeptideo, fosfatase alcalina especifica do osso (BAP),
osteocalcina, horménio da paratireoide intacta (PTH), ligante do receptor do ativador
do fator nuclear Kappa B (RANKL), osteoprotegerina (OPG), triiodotironina, tiroxina,
horménio estimulador da tireoide e 25-hidroxivitamina D (WADIA, 2019). Porém,
atualmente, ndo existem biomarcadores preditivos, ou mesmo, norteadores de
conduta, que tenham validade e acuracia comprovada em estudos bem delineados e
com evidéncia cientifica robusta.

Biomarcadores classicos utilizados para osteoporose e outras condi¢des
osteometabdlicas sao utilizados como auxiliares no monitoramento da remodelacao
O0ssea e, consequentemente, das necroses dos maxilares. A fosfatase alcalina, por
exemplo, € uma enzima de membrana, e cerca de 50% dela é expressa pelos
osteoblastos, enquanto a outra parte € expressa pelos hepatdcitos. Porém, devido

sua inespecificidade, outros biomarcadores e parametros devem ser adicionados
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para avaliacdo 6ssea (YOKOTA et al., 2020). Os autores Chapurlat e Confavreux
(2016), propuseram o estudo de novos marcadores bioquimicos mais especificos
para o 0sso, de formagdo ou de reabsorcdo, presentes em diferentes niveis na
remodelacdo Ossea, e consequentemente uteis na exploracao de relagdes
fisiologicas e patoldgicas entre o tecido 6sseo e outros érgaos. Dentre a proposta do
uso de marcadores especificos, existe a Esclerostina.

A Esclerostina ja vem sendo estudada como biomarcador sérico de algumas
condicbes como doenga renal cronica e osteoporose, bem como outras alteracdes
esqueléticas e vasculares (PELLETIER; JEAN; FOUQUE, 2015; SCHIAVI, 2015), no
entanto, majoritariamente ainda em pesquisas, e nao ainda incorporada na rotina
clinica. Ainda, ndo ha na literatura estudos associando os niveis de Esclerostina com
a ORN e ONM, ou seja, avaliando este marcador especificamente para estas lesdes
dos ossos maxilares. A Esclerostina € uma glicoproteina produto do gene SOST,
expressa principalmente pelos osteodcitos, e é caracterizada como um potente
inibidor da formagédo d6ssea. A Esclerostina antagoniza a via canénica Wnt/beta-
catenina, via esta que atua modulando a atividade dos osteoblastos. Diante disso, a
expressao de Esclerostina resulta na inibicado da diferenciagado osteoblastica, com
consequente estimulagdo da apoptose dos mesmos (BARON; RAWADI, 2007).
Ainda, atua como inibidor das proteinas morfogenéticas do osso (BMP, do inglés
Bone morphogenetic proteins) e é expressa no mecanismo regulador 6sseo ligado a
propriedade mecanossensora dos osteocitos (SAPIR-KOREN; LIVSHITS, 2014).

Para além de marcadores séricos, manobras de diagnostico e
monitoramento de doengas O&sseas sdo amplamente utilizadas in vivo,
principalmente, por meio dos exames de imagem obtidos com a utilizacdo de Raios
X. Apesar de nao reconhecermos sinais radiograficos patognomdnicos das
necroses, na literatura encontramos estudos que avaliam sinais radiograficos
especificos, nas necroses 0sseas, como ostedlise, osteosclerose, presenca de areas
mais radiodensas, espessamento da lamina dura, deposicao de osso subperiosteal,
falha da remodelacdo pés-operatéria com persisténcia do alvéolo, realce do canal
mandibular e envolvimento sinusal (IZZETTI et al., 2023; KLINGELHOFFER et al.,
2016). Além destes parametros convencionais, a tecnologia digital atual e os
métodos de analise de imagens radiograficas permitem a medi¢cao das alteragdes no

0sso alveolar e avaliacdo de pardmetros ndo convencionais através de softwares
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gratuitos e sofisticados nos entregando analises de organizagao trabecular e
complexidade 6ssea (KATO et al., 2020).

Existe um parametro que vem sendo amplamente utilizado em pesquisas
clinicas e experimentais. A analise fractal € uma metodologia que permite mensurar
a Dimenséao Fractal (FD, do inglés Fractal Dimension), que por meio de calculos
matematicos permitem a avaliagdo de estruturas complexas, incluindo o osso
trabecular. O indice numérico da FD corresponde com a organizagao espacial das
trabéculas e sua complexidade (CHEN et al., 1994; WHITE; RUDOLPH, 1999).

Em suma, por meio de inumeras metodologias, pode-se avaliar a qualidade
o0ssea em diversas situagdes. Na condi¢do in vivo, diretamente no paciente, diversas
sao as tentativas em se acessar a qualidade 6ssea sistémica e/ou local, e entender
quais parametros alterados podem estar relacionados com o surgimento e/ou
agravamento de uma doenca. No caso das osteonecroses dos maxilares néao é
diferente, entdo, parece que uma analise multimodal seria necessaria para avaliar
pacientes com ON em maxila e mandibula, a fim de entender melhor esta condi¢cao
e identificar possiveis marcadores que poderiam predizer agravamento ou melhora

no 0sso e no quadro como um todo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
Para melhor organizagdo do tema central do trabalho, as seguintes sec¢des

abordam a revisao da literatura atual.

2.1 NECROSES OSSEAS DOS MAXILARES

A osteonecrose é uma condicdo na qual as células vivas dos ossos e da
medula 6ssea sdo reduzidas, levando ao colapso do o0sso e sua consequente
necrose. O termo "osteonecrose" foi usado pela primeira vez na literatura médica
para descrever a necrose avascular da cabeca do fémur. Mais tarde, apds o
acometimento dos ossos maxilares, a nomenclatura foi denominada "osteonecrose
dos maxilares". As duas principais etiologias da osteonecrose dos maxilares que
foram escritas na literatura sdo a osteonecrose dos maxilares relacionada a
medicacdo (ONM) e a osteorradionecrose (ORN).

Tanto a ORN como a ONM apresentam as mesmas caracteristicas clinicas e
radiograficas. Ambas devem ser diagnosticadas correlacionando dados da
anamnese com aspecto clinico e imaginoldgico da alteracdo 6ssea. A ONM pode ser
definida com a inclusao de 3 critérios: (1) Tratamento atual ou anterior com terapia
antirreabsortiva isoladamente ou em combinacdo com imunomoduladores ou
medicamentos antiangiogénicos; (2) Osso exposto ou 0sso que pode ser sondado
através de uma fistula intraoral ou extraoral na regido maxilofacial que persiste por
mais de 8 semanas; (3) Sem histéria de radioterapia nos maxilares ou doenca
metastatica nos maxilares (RUGGIERO et al., 2014). E a ORN também segue uma
definicdo semelhante: osso irradiado exposto que néo cicatriza em um periodo de 3
meses sem evidéncia de tumor persistente ou recorrente e pode levar a uma fratura
patolégica do osso envolvido (CHRONOPOULOS et al., 20183 MARX, 1983). A

classificagdo das alteragdes esta ilustrada nos quadros a seguir (Quadro 1 e 2).

Quadro 1 — Estadiamento ONM.

Estagio Definicao

Emrisco Nenhum osso necrético aparente em pacientes assintomaticos que
foram tratados com terapia antirreabsortiva por via intravenosa (1V)
ou Oral.

Estagio 0 Pacientes sem evidéncia de osso necrotico, mas que apresenta
achados clinicos e radiograficos.



Estagio 1

Estagio 2

Estagio 3

Estagio
Estagio 1
Estagio 2

Estagio 3

Sinais e Sintomas

*Odontalgia ndo explicada por causa odontogénica,;
*Dor o6ssea em mandibula com irradiagado para articulagao
temporomandibular;
*Dor sinusal;
*Funcao neurossensorial alterada.

Achados radiograficos
*Perda ou reabsorgao alveolar ndo relacionada a doencga periodontal
cronica;
*Alteracdo no padrao trabecular de osso esclerético e auséncia de
0sso neoformado em alvéolos apds exodontias;
*Osteoesclerose, espessamento/obscurecimento do ligamento
periodontal e espessamento da lamina dura.

Osso exposto e necroético ou fistula que atinge o osso em pacientes
assintomaticos e sem evidéncia de infec¢ao/inflamagdo. Esses
pacientes também podem apresentar achados radiograficos
mencionados para o Estagio 0 localizados na regido do o0sso
alveolar.

Osso exposto e necrético, ou fistula que atinge o osso, com
evidéncia de infeccao/inflamacao. Esses pacientes sao sintomaticos.
Esses pacientes também podem apresentar achados radiograficos
mencionados para o Estagio 0 localizados na regido do o0sso
alveolar.

Osso exposto e necrético ou fistula que penetra no osso, com
evidéncia de infecgdo e um ou mais dos seguintes:

*Osso necrotico exposto que se estende além da regido do 0sso
alveolar (ou seja, borda inferior e ramo na mandibula, seio maxilar e
zigoma na maxila)

*Fratura patologica.

*Fistula extraoral.

*Comunicacao oral antral/oral-nasal.

*Ostedlise estendendo-se até a borda inferior da mandibula ou

assoalho do seio.
Fonte: Adaptado de Ruggiero et al., (2022)

Quadro 2 — Estadiamento ORN
Definicao

Ulceragdo minima dos tecidos moles e osso cortical exposto limitado.

Tanto o0 0sso cortical exposto quanto uma por¢cao do osso medular

subjacente (sombreado) estao necréticos.

2.A: ha uma pequena ulcera na mucosa.
2.B: ha necrose de tecidos moles, incluindo fistula orocutanea.

Osso necrotico difuso, clinicamente exposto verificado por técnicas

de imagem, juntamente com fistulas cutaneas e infeccao
Fonte: Adaptado de Schwartz e Kagan (2002)
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Além da exposi¢cao o0ssea, podem ocorrer sintomas como dor, inchago dos
tecidos moles adjacentes e complicagdbes como formagdo de abscessos e até
mesmo fraturas patologicas. Quando os tecidos necroticos sofrem superinfecgéo, os
pacientes podem experimentar uma dor intensa e em casos graves, as infec¢oes
locais podem progredir nos espacgos profundos da cabeca e do pescogo, com
caracteristicas potencialmente fatais (RUGGIERO et al., 2022). As caracteristicas
radiograficas da lesdo de necrose em si sdo consideradas inespecificas, ou seja,
sao caracteristicas de destruicdo Ossea, associada a areas de esclerose e
desorganizagao 6ssea por outras abordagens, por isso outros indices radiograficos
podem favorecer melhor acuracia na identificagdo desta condicao (IZZETTI et al.,
2023).

A detecgéo de sinais radiograficos especificos em radiografias panoramicas
odontoldgicas parece ser uma abordagem interessante para tentar predizer o risco
do paciente a desenvolver ORN e ONM, principalmente a ONM. A suposigcado de que
sinais especificos podem ser encontrados baseia-se no modo de acdo dos
antirreabsortivos, que levam ao ganho de massa éssea (ARCE et al., 2009; KUBO et
al., 2018). Na literatura encontramos estudos que avaliam sinais radiograficos
especificos, como ostedlise, osteosclerose, tecido 6sseo denso, espessamento da
ldamina dura, deposicdo de osso subperiosteal e falha da remodelacdo poés-
operatoria (IZZETTI et al., 2023; KLINGELHOFFER et al., 2016).

Mas parece que somente a avaliagdo dos sinais radiograficos convencionais
nao sao suficientes para o auxilio no manejo das necroses. lzzetti et al., (2023)
avaliaram os sinais radiograficos de ORN na radiografia panoramica com o objetivo
de descrever as caracteristicas das lesdes em diferentes estagios da doenca.
Porém, os pesquisadores observaram uma fraca relagcdo entre os sinais
radiograficos e o estagio da doenca. Assim, com a ajuda da tecnologia digital atual e
os métodos de analise de imagem é possivel realizarmos a medigao das alteragdes
no 0sso alveolar através de softwares, como a analise fractal que sera discutida na
secao 2.3.

O tratamento das necroses dos maxilares inclui medidas conservadoras e
cirurgicas. O tratamento cirdrgico consiste no desbridamento cirirgico de toda
extensao necrética do osso e o fechamento do tecido mole por primeira intengao,
utilizando ou n&o vias auxiliares como membranas, células tronco e o plasma rico

em fibrina (PRF). O tratamento conservador inclui enxaguatérios bucais
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(enxaguantes salinos ou clorexidina a 0,02%) e antibidticos sistémicos, juntamente
com a remogao suave do sequestro sobre a les&o, ozonioterapia e terapia
fotodinamica antimicrobiana com a laserterapia de baixa intensidade
(CHRONOPQOULOS et al., 2018a; KALITA et al., 2023). O regime terapéutico que
inclui pentoxifilina e tocoferol atua sinergicamente e age como um potente agente
antifibrético que ajuda a reverter as alteragdes relacionadas a fibrose induzida por
radiagdo, mas que também tem apresentado resultados satisfatérios em ONM (SEO
et al., 2020). A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) foi descrita como adjuvante no
tratamento, mas ainda ndo ha consenso na literatura sobre sua acgao isolada no
manejo das necroses (RUGGIERO et al., 2022).

2.1.1 Radiagao lonizante e ORN

A radioterapia (RT) é uma modalidade de tratamento oncologico
caracterizada pela utilizagdo de radiacao ionizante (RI) com a finalidade de reduzir
ou eliminar células tumorais. A Rl age a nivel celular, levando a quebra de moléculas
do DNA, interrupgao da duplicagao e podendo levar a apoptose. A RT é utilizada na
regido de cabega e pescog¢o para o tratamento do Carcinoma Epidermdide Oral
(CEO), mais corriqueiramente. O tratamento com RT pode ser adjuvante, curativo
e/ou paliativo, e pode estar associado com outras modalidades oncoldgicas, a
depender do estadio da doenca (DERER et al., 2015). A Rl pode causar diversos
danos, pois células saudaveis vizinhas ao tumor também s&o atingidas. Os efeitos
adversos orais provenientes da RT sdo dependentes da dose aplicada (medida em
Grays-Gy), da técnica de RT e da localizagdo do tumor.

Geralmente, os pacientes com neoplasias de cabeca e pescoco sao
irradiados com altas doses, entre 66 a 74 Gy. Essa dose total normalmente é
fracionada, uma vez ao dia, cinco dias na semana, sendo a dose diaria no tumor em
torno de 2 Gy (ALFOUZAN, 2021). Existem diversas técnicas de radioterapia, a
radioterapia convencional ou bidimensional (2D-RT), que ja é considerada obsoleta
por nao utilizar um exame de imagem tridimensional para guiar o campo de
radiagcéo. A radioterapia tridimensional (3D-RT) € uma evolugédo da 2D-RT e utiliza a
tomografia computadorizada para localizar a regido a ser tratada (irradiada) e ainda
€ empregada em servigcos publicos de saude. Estudos demonstram que a
radioterapia de Intensidade Modulada (IMRT) é a preferéncia no tratamento para
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tumores de cabega e pescogo, ela € uma técnica mais recente que modula altas
doses somente na area tumoral, com essa técnica é possivel irradiar o tecido alvo
com uma alta dose de radiacdo e, ao mesmo tempo, poupar tecidos sadios da
radiacdo (MALLICK; WALDRON, 2009). A Radioterapia guiada por imagem (IGRT)
utiliza a mesma técnica da IMRT, porém, ela é guiada por uma tomografia
computadorizada realizada diariamente antes do procedimento e seu objetivo é
melhorar a acuracia de dose no local tumoral todos os dias (KEARNEY; COFFEY;
LEONG, 2020).

Os efeitos adversos da radiagdao podem ser agudos e tardios. Os efeitos
agudos que ocorrem durante o tratamento sdo: mucosite oral, hipossalivacao,
trismo, infecgbes oportunistas e alteragdo de paladar. Os efeitos agudos podem
perdurar e se tornarem tardios, como a hipossalivagdo e o trismo, ja os efeitos
tardios sao: osteorradionecrose e carie de radiagdo (ORTIGARA et al., 2021). A
ORN foi descrita pela primeira vez por Regaud (1922) e é considera uma das
complicagbes orais tardias mais graves ao paciente. A ORN dos maxilares é definida
como 0sso exposto irradiado que nao cicatriza em um periodo de trés meses sem
qualquer evidéncia de neoplasia persistente ou recorrente na area
(CHRONOPOULOS et al., 2018a).

Os primeiros trés anos apés a conclusao do tratamento radioterapico sao
aqueles onde a ORN € mais frequentemente registrada, com uma prevaléncia de 20-
22%. A mandibula posterior € o local mais acometido pela ORN, devido ao osso
relativamente denso da mandibula e a vascularizagao limitada (KALITA et al., 2023).
Devido a trauma, infecgbes de extracbes e doenga periodontal, respectivamente, a
incidéncia de ORN é trés vezes maior em individuos dentados em comparagéo com
pacientes edéntulos. Entre os fatores de risco para o desenvolvimento de ORN
estdo o local do tumor primario, a proximidade do tumor ao osso, trauma agudo de
procedimentos cirurgicos na mandibula, abuso de tabaco e alcool, a quantidade de
mandibula incluida no campo de radiagado primario, o estado da denticdo (doenca
odontogénica e periodontal), ma higiene bucal, doses de radiagdo superiores a 60
Gy, extragbes dentarias, ma nutricdo, quimioterapia concomitante a RT, uso de
braquiterapia e protese mal ajustada que causa trauma crénico (KALITA et al., 2023;
WAN et al., 2020).

A patogénese da osteorradionecrose foi apresentada por diversas teorias

com o passar do tempo e conforme foi sendo estudada. Na teoria mais antiga, de
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1970, Meyer publicou uma triade (Infecgdo, trauma e radiagdo) (Figura 1) que
explicaria o desenvolvimento da ORN. De acordo com ele, o trauma cria uma quebra
da barreira fisica entre o meio externo e interno (0sso). Os traumas mais associados
com a ORN sado exodontias, alveolectomias e procedimentos cirurgicos com
manipulagcédo 6ssea. Essa abertura favorece a instalagao da flora microbiana no osso
irradiado. A radiacdo causa efeitos deletérios nas células da medula 6ssea e na
vascularizagdo. E, por fim, a infecgdo € causada devido a dificuldade de resposta

deste osso alterado frente a instalagdo de microrganismos na area (MEYER, 1970).

Figura 1 — Triade da teoria de Meyer

Radiacao

Trauma !
lonizante

Infeccao

Fonte: Adaptado de Suryawanshi et al. (2014).

O mecanismo mais relatado na literatura € do desenvolvimento de um
ambiente hipocelular, hipovascular e hipdxico (a teoria dos trés Hs de Marx) levando
a uma degradacado dos tecidos envolvidos e ao resultado patolégico. De acordo
essa teoria, a infeccdo e os microrganismos nao sao fatores determinantes para a
ORN, estes atuam apenas como contaminantes superficiais (MARX, 1983). Outra
teoria, proposta por Bras (1990) corrobora para uma necrose vascular, isto €, ele
categorizou a osteorradionecrose como do tipo isquémica, pois suas analises de
fragmentos 6sseos irradiados mostraram obstrugcdo da artéria alveolar inferior por
fibrose do vaso e areas de tromboses.

Ja Delanian e Lefaix (2002) defenderam a teoria da fibrose por radiagao, a
mais aceita na comunidade cientifica até hoje, onde a radiagdo induz um processo
fibroatrofico nas células endoteliais e células do tecido conjuntivo. Esta teoria é
baseada em um desequilibrio entre a sintese e a degradacdo do tecido ésseo
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irradiado. Esse processo € baseado em trés fases (Figura 2), na primeira ocorre o
dano celular endotelial e uma reacado inflamatéria aguda, liberando citocinas
inflamatorias e formando edema. A segunda fase € chamada de fase organizada
constitutiva, nela ocorre uma atividade fibroblastica anormal e consequente
desorganizagdao da matriz extracelular. Por fim, a ultima fase, chamada de
fibroatréfica tardia, nela ha a tentativa de reparo, havendo formacédo de tecido
cicatricial friavel e fragil. Esse tecido alterado € mais suscetivel a novos quadros de

reagdes inflamatdrias tardias, caso haja algum trauma em boca.

Figura 2 — Teoria fibroatréfica induzida pela radiagdo de Delanian.

RADIACAO

J

Produgido de citocinas
mediadas por EROS
Osteoblastos Miofibroblastos
Osteocitos
Necrose em microvasos Osteoclastos
Trombose vascular
Dano irreversivel ao DNA, Desregulacéo do
Perda tecidual necrose de células 6sseas metabolismo do colageno

\

Fonte: Adaptado de Suryawanshi et al., (2014).

2.1.2 Medicagoes Antirreabsortivas e ONM
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Medicamentos antirreabsortivos sdo denominados assim devido a sua
capacidade de inibir ou estacionar a reabsorgdo Ossea, através da inativagao
osteoclastica por diversos mecanismos. Os principais medicamentos
antirreabsortivos associados a ONM e que serdo abordados nessa se¢ado sao os
Bisfosfonatos (BPs) e o Denosumabe (DMAB).

Os BPs sdo medicamentos eficazes no tratamento de alteragdes do
esqueleto e doengas Osseas relacionadas ou ndo ao cancer, sendo as principais
relacionadas ao cancer: hipercalcemia maligna (HM), osteopenia secundaria ao
tratamento oncoldgico, fratura patologica devido a metastases dsseas, metastases e
mieloma multiplo (MM); e aquelas nao relacionadas ao cancer: osteoporose, doenga
de Paget e osteogénese imperfeita (RUGGIERO et al., 2022). Os Bps sado analogos
sintéticos do pirofosfato (P-O-P), este € um antirreabsortivo natural com baixa
disponibilidade e durabilidade devido a susceptibilidade em sofrer degradagao
enzimatica. Devido a isso, nos BPs, ha um atomo de carbono no centro das cadeias
(P-C-P), deixando-o resistente a degradacdo enzimatica e levando a longa
disponibilidade metabdlica (PAPAPOULOS, 2006). Os BPs sao classificados de
acordo com a estrutura molecular de suas cadeias laterais, podendo conter ou nao o
atomo de Nitrogénio. Os BPs nitrogenados, também chamados de
aminobisfosfonatos (ABPs), sdo mais potentes e mais atuais em comparagao com
0os nao nitrogenados (N-ABPs), existem varios tipos, vias de administracdes e
indicagdes (Quadro 3) (RUGGIERO et al., 2014, 2022).

Quadro 3 — BPs mais utilizados e suas principais caracteristicas.

Bisfosfonato Nome Via Dose Indicagdes Poténcia
comercial
Nitr Acido Aclasta® \Y 5mg Osteoporose  10.000x
ogg Zoledroénico Semestral
e Zometa® IV 4mg Metastases ~ 10.000x
Trimestral  ésseas, MM
Mensal e HM
Alendronato Fosomax® Oral 70mg/sem Osteoporose 500x
de Osteoform® 10mg/dia
Saodio 400mg/dia Paget 500x
por 6
meses
Ibandronato Boniva® Oral 150mg/més Osteoporose  1000x
de Sédio

Pamidronato Aredia® Y 60mg Metastases 100x
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de Sadio Osseas, MM
e HM
Risedronato Actonel® Oral 35mg/més Osteoporose  2000x
de Sdédio 5mg/dia
Se Etidronato Didronel® IV 400mg/dia Paget 1x
m
Nitr Tiludronato Skelid® Oral 400mg/dia Paget 10x
ogé
nio Clodronato Bonefos® IV~ 300mg/dia Metastases; 10x
neoplasias
osseas

Fonte: Adaptado de Fernandes, Leite e Langas (2005) e Papapoulos (2006).

Os BPs séao distribuidos por todo o corpo através da corrente sanguinea,
armazenados nos 0ssos e excretados pelos rins inalterados, devido sua resisténcia
a degradacgao enzimatica e quimica. Eles tém uma forte afinidade por cristais de
hidroxiapatita (HAP), por isso ligam-se a superficie dos ossos. Essa capacidade de
se ligar fortemente ao mineral 6sseo da aos BPs a propriedade unica de
direcionamento seletivo para o o6rgéo-alvo pretendido, o colocando em contato
proximo com os osteoclastos. Uma vez que os BPs penetram no osso e os
osteoclastos preenchem as lacunas de Howship, eles se fixam firmemente ao osso e
podem permanecer la por anos. A liberacdo de BPs do osso depende em grande
parte dos processos continuos de remodelagdo e reabsorcdo 6ssea (BARON;
FERRARI; RUSSELL, 2011; RUSSELL et al., 2008).

E importante notar que a literatura muitas vezes interpreta mal e apresenta
valores de meia-vida dos BPs, levando a equivocos. Alegagdes de meias-vidas
superiores ha 10 anos ndo sdo comparagdes validas quando consideradas as
meias-vidas mais curtas observadas na corrente sanguinea. Sabe-se que as meias-
vidas dessas drogas n&o sao equivalentes as meias-vidas de seus efeitos e a sua
excrecao € mais bem descrita pela cinética multiexponencial ou fungédo de poténcia,
havendo uma sequéncia de “meias-vidas” observada com o aumento do tempo. Por
isso, quanto mais tempo o estudo for continuado, mais longa se torna a meia-vida
terminal. Sua influéncia pode continuar moldando a saude 6ssea, mesmo depois de
sua presenca fisica ter diminuido (ROGERS; MONKKONEN; MUNOZ, 2020;
RUSSELL et al., 2008).

Os N-ABPs, como etidronato, clodronato e tiludronato, sdo metabolizados no
citosol dos osteoclastos em analogos da Adenosina Trifosfato (ATP) que induzem a

apoptose dos osteoclastos. Ja os aminobisfofonatos atuam em todas as células do
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tecido 6sseo, ndo s6 nos osteoclastos, como muitos descrevem. No osteoclasto, os
ABPs inibem uma enzima chamada farnesil difosfato sintase, esta enzima forma
metabdlitos que realizam a prenilagado das proteinas na via do mevalonato, permitido
ligacao de proteinas na membrana celular. Com esse processo inibido, o osteoclasto
altera sua morfologia, perdendo sua borda em escova (que facilita sua fungao
fagocitaria) e pode ocorrer o processo de apoptose. Sob acdo do ABPs, os
osteoblastos passam a cessar o recrutamento dos osteoclastos, de forma paracrina.
Ja os ostedcitos ficam mais resistentes a morte, impedindo o recrutamento dos
osteoclastos para reabsorcdo de seus restos (ROGERS; MONKKONEN; MUNOZ,
2020).

O outro antirreabsortivo que vem sendo utilizado € o DMAB, ele é um
anticorpo monoclonal totalmente humanizado que age contra o ligante RANK
(RANKL) e inibe a funcdo dos osteoclastos, ele mimetiza a fungcdo da
osteoprotegerina (OPG) na via da osteoclastogénese. A ligacdo RANKL-OPG ou
RANKL-DMAB bloqueia a diferenciagcao de pré-osteoclastos em osteoclastos e a

atividade destes (Figura 3).

Figura 3 — Mecanismo de agao do DMAB.
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O DMAB, por ser um anticorpo, apresenta algumas vantagens em relagao aos

BPs, como meia vida menor, uma inibigdo reversivel de RANKL, & eliminado do
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organismo em cerca de 26 dias e 9 meses apos a aplicagdo os marcadores 6sseos
tendem a voltar aos valores pré-tratamento. Em particular, ndo ha evidéncias de
ligacado sustentada de DMAB as superficies 6sseas. (BARON; FERRARI; RUSSELL,
2011; HANLEY et al.,, 2012). A Associacdo Americana de Cirurgides Orais e
Maxilofaciais (AAOMS) publicou em 2022 seu ultimo update sobre as ONM, onde
relatam que os inibidores de RANK-L ndo se ligam ao osso, como os BPs, e seus
efeitos na remodelagcao 6ssea sdo diminuidos principalmente dentro de 6 meses
ap6s a interrupcdo do tratamento, deixando uma janela de seguranga para
procedimentos odontologicos invasivos apos 6 meses da interrupgao do tratamento

(RUGGIERO et al., 2022). A posologia e indicagdes do Denosumabe estdo descritas

no quadro 4.
Quadro 4 — Posologia e indicagdes do DMAB.
Denosumabe Nome Via Posologia Indicagdes
comercial
Prolia® Subcutaneo 60mg Osteoporose,
Semestral osteopenia
Xgeva® Subcuténeo  120mg MM, Metastase
Mensal O0ssea e HM
Trimestral

Fonte: Adaptado de Ruggiero et al., (2022).

Estes medicamentos (BPs e DMAB), devido a sua caracteristica
antirreabsortiva, alteram a homeostase 6ssea e o processo de remodelagcdo Ossea
desencadeando a osteonecrose medicamentosa dos maxilares (ONM). A ONM pode
ocorrer espontaneamente ou frente a procedimentos odontolégicos que envolvem a
manipulacdo 6ssea e demandam os processos fisiolégicos de remodelagcado, como
exodontias, implantes, etc. A patogénese do surgimento da ONM permanece incerta,
mas parece depender de cada medicagdo, visto que cada uma age de forma
diferente, como ja foi explicado anteriormente (ALLEN; BURR, 2009). Embora a
hipétese levantada de que o tecido mole da mucosa oral poderia desempenhar um
papel significativo, o osso & provavelmente o tecido primario de interesse para o
aparecimento da necrose associada aos bisfofonatos. Especificamente, foi proposto
que os bisfosfonatos, que se acumulam no osso, tém efeitos toxicos diretos no
epitélio oral e inibem a cicatrizagcdo normal de lesdes de tecidos moles causadas por
intervencao dentaria ou algum outro trauma (REID; BOLLAND; GREY, 2007).
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Shaocheng et al., (2017) relataram que o uso prolongado de BPs reduz a
chance de fraturas osteoporoéticas, no entanto, pode alterar algumas de suas
propriedades. Sabe-se que 0 0sso apresenta reduzida resisténcia mecanica com o
uso prolongado destas drogas, e isso foi associado com alteragées microestruturais,
que podem explicar o mecanismo pelo qual as fraturas patolégicas ou fraturas
atipicas ocorrem em pacientes tratados com bisfosfonatos, havendo uma supresséao
severa da remodelacao éssea e falta de remodelagao alvo-direcionada. O alvo aqui
sendo os microdanos 0sseos, classificados basicamente em microfissuras ou
microcracks, microfraturas e danos difusos. Assim, os BPs podem suprimir a
remodelagao, resultando no acumulo destas microfissuras, propiciando também um
ambiente favoravel para as microfraturas. Entende-se que, se esse acumulo de
microdanos acontece nos 0ssos longos, seria possivel que isso também
acontecesse nos 0ssos maxilares.

Outro ponto intrigante e interessante da ONM ¢é a exclusividade do
acometimento dos ossos gnaticos. Em pacientes recebendo medicamentos
antirreabsortivos, a osteonecrose nunca foi relatada em ossos longos. Diversas
hipéteses principais de patogénese e fisiopatologia tentam explicar essa
especificidade, como: proximidade 6ssea com meio externo contaminado juntamente
com a inibicdo da remodelagdo Ossea e doengas orais, como a periodontite
(RUGGIERO et al., 2022). Agora é amplamente aceito que a ma higiene oral e a
infeccdo bacteriana crbénica da superficie 6ssea contribuem para a gravidade da
doenca. A hipotese também segue a ideia de que, como a remodelacéo € alta na
mandibula e os antirreabsortivos suprimem a remodelagdo, isso provavelmente
desempenha um papel na fisiopatologia na ONM (KUEHN; SCARIOT; ELSALANTY,
2023). Alias, as taxas de remodelacdo 0ssea intracortical da mandibula séo 10 a 20
vezes maiores do que no cortex da crista iliaca (ALLEN; BURR, 2009).

Estudos sugerem que a combinagdo da medicagdao antirreabsortiva com
inflamacéo ou infecgao € suficiente para induzir a ONM. Entretanto, a medida que
mais pesquisas sao realizadas nessa area, fica cada vez mais evidente que a
fisiopatologia dessa doenca é multifatorial e varias hipéteses podem explica-la a
depender dos fatores de risco. Além disso, a presenca de inflamacao ou infecgao,
inibicdo da angiogénese, disfungédo imune inata ou adquirida e predisposigcao
genética sdo citados como fatores de risco e predisponentes (RUGGIERO et al.,
2022).
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Sabe-se que os fatores de risco sédo inerentes ao tratamento e ao proprio
paciente. Por exemplo, segundo Ruggiero (2022), o primeiro parametro a se avaliar
€ a indicagao do tratamento com estas medicagdes. Sendo o grupo de pacientes
com malignidades (Neoplasias malignas, como o Mieloma Multiplo ou Metastases
O0sseas) mais predisposto a apresentar ONM, com risco maior quando comparado
com o grupo de pacientes que recebe a medicagdo devido a osteoporose. Outros
fatores de risco importantes sdo a duragdo da terapia, a via de administracdo,
associacdo com outras medicacdes e o subtipo de BPS. Sabe-se que o uso por
longos periodos, a administragdo por via endovenosa, associagao com usoO
prolongado de corticosteroides e a utilizacdo do Acido Zoledrénico estdo associados
ao maior risco para o desenvolvimento da ONM (BARON; FERRARI; RUSSELL,
2011; RUGGIERO et al., 2014, 2022).

2.2  DINAMICA OSSEA E MARCADORES OSSEOS

Segundo Thomas e Martin (2008), o osso é um tecido conjuntivo
especializado composto por substancias organicas mineralizadas. Pierce et al.,
(2019) descreve o osso como um orgao enddcrino complexo que atua na protegao
dos o6rgéos vitais, no suporte estruturas do esqueleto e um papel imprescindivel na
hematopoiese e na hemostasia do calcio, ou seja, 0 0sso € classificado pelas suas
funcdes metabdlicas, mecanicas e protetoras. O osso ou tecido ésseo faz parte do
esqueleto, sendo um 6rgao multifuncional que depende de uma constante
renovacdo e manutencdo do tecido Osseo, isso é possivel devido a atividade
continua das células ésseas.

As principais atividades envolvidas no processo de remodelagdo sdo a
formacdo Ossea pelos osteoblastos e a reabsorgdo Ossea realizada pelos
osteoclastos, essas duas células efetoras sdo “comandadas” pelos ostedcitos, que
sao osteoblastos maduros que ficaram presos na matriz 6ssea apds o processo de
mineralizacdo (MARIE, 1992). Um grande numero de citocinas, fatores de
crescimento modificam a proliferacdo e a atividade das células 6sseas e podem
desempenhar um papel importante no equilibrio entre a reabsor¢cdo e a formacéao
Ossea. Essas atividades resultam na liberacdo de proteinas e metabdlitos proteicos

pelos osteoblastos e osteoclastos, que refletem diferentes aspectos do processo
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dinamico de remodelacéo dssea. Eles sao, portanto, referidos como marcadores de
remodelagao 6ssea (TIAN et al., 2019).

A Fosfatase Alcalina (FosfA) sérica € o mais conhecido marcador de
formacéo 6ssea. A FosfA € uma enzima de membrana expressa pelos osteoblastos
durante a mineralizagcdo da matriz ostedide e no individuo adulto normal, sabe-se
que 50% da quantificacdo da enzima provém dos osteoblastos e 50% é produzida
pelos hepatdcitos. Apesar de ensaios especificos para a detecgdo apenas da fragao
Ossea, esses ainda n&o sdo facilmente disponibilizados na pratica clinica e podem
também apresentar certa inespecificidade, uma vez que apresentam reatividade
cruzada com niveis hepaticos em 20%. A sua medida no soro, pela detec¢ao da
molécula 7-nitrofenil fosfato, € o método mais disponivel mundialmente, porém,
indica a atividade enzimatica total (MADEIRA, 2019). A faixa sérica normal de FosfA
€ de 20 a 140U/L. Em suma, a FosfA é um importante analito sérico e sua elevagao
no soro esta correlacionada com a presenca de doengas nos 0ssos e no figado
(SHARMA,; PAL; PRASAD, 2014), e sua mensuragao € utilizada como um importante
marcador de remodelacdo 6ssea, mais precisamente de formacdo 6ssea. E uma
enzima estavel e ndo apresenta variagdes circadianas, porém seu uso diagndstico
deve ser empregado com cautela (MADEIRA, 2019).

Segundo Bellido (2014), em adultos, os ostedcitos diferenciados e néao
proliferantes correspondem a cerca de 90% das células ésseas, sendo entdo a rede
de intercomunicacdo destas células uma das principais responsaveis pela
remodelagdo 0ssea. Assim o estudo em marcadores relacionados a regulagao das
atividades dos ostedcitos pode ser util clinicamente, tendo a aplicabilidade de seu
uso como marcadores de diagndstico, progndstico ou monitoramento de doencgas
osseas. Dincel e Jorgensen (2022) vao além, para eles, novos marcadores que
refletem vias especificas na regulagdo dssea precisam ser explorados para ajudar a
prever grupos de risco para doengas O0sseas em estagios iniciais. Dentre estes
marcadores, esta a Esclerostina.

A Esclerostina é uma glicoproteina produto do gene SOST, localizado no
cromossomo 17921.31. Ela antagoniza a via Wnt canénica, também conhecida
como via Wnt/B-catenina, em osteoblastos, resultando na inibicdo da diferenciagao
osteoblastica e com consequente estimulacdo da apoptose dos mesmos. Com isso,
a Esclerostina é conhecida como um potente inibidor da formagéo éssea (BARON;
KNEISSEL, 2013).
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De forma generalista, a via Wnt/B-catenina desempenha um papel essencial
na biologia dos osteoblastos, e € uma via de sinalizagao celular integrada através de
varios componentes que incluem ligantes, receptores de membrana, efetores
intracelulares e antagonistas. Na via Wnt/B-catenina ativa, no osteoblasto, as
proteinas Wnt se ligam ao correceptor proteina-5/6 relacionada a receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LRP5/6) do receptor Frizzled (FZD), existem
diversas proteinas Wnt. Com a ativagdo do complexo FZD-LRP5/6-Wnt, ha a
fosforilagcdo e migracdo da proteina Dishevelled (DSH) para a cauda do receptor
FZD, levando a separacao do “complexo de destruicdo” da B-catenina. O complexo
de destruigao é formado por proteina-esqueleto (AXIN2), caseina quinase 1 (CK1),
polipose adenomatosa coli (APC) e glicogénio sintase quinase 3 (GSK3). Com isso,
a B-catenina nao é fosforilada pela GSK3 e se acumula no citoplasma celular. Apos
o0 acumulo, ha a translocacédo da B-catenina para o nucleo, onde ela associa-se a
membros da familia do fator de células T e familia do fator de intensificacao linféide
(TCF/LEF), ativando genes alvo-responsivos ao TCF, como a ciclina D1, OPG e c-
myc. A OPG se liga ao RANKL como um receptor chamariz, impedindo assim a
ligacdo do RANKL ao RANK. Na presenca de ligagcdo de RANKL a RANK, ocorre a
ativagdo e diferenciagcdo de osteoclastos. Assim, na presenca de expressao
aumentada de osteoprotegerina, ha menor ligacdo de RANKL a RANK e, portanto,
reducdo da osteoclastogénese e da reabsorgao éssea, assim, ocorrendo aumento
da formagéao 6ssea (Figura 4A).

Seguindo a mesma logica, a ligacdo da Esclerostina ao LRP5/6 leva a
prevencao da ligagao FZD-LRP5/6-Wnt, inativando a via. Devido a isso, no citosol, a
B-catenina é fosforilada pelo “complexo de destruicdo”. Assim, a 3-catenina diminui
no citoplasma celular e n&o consegue se translocar ao nucleo celular, onde faria seu
papel na formagdo Ossea e nas demais funcbes celulares (Figura 4B) (LIM;
BOLSTER, 2017; MARINI et al., 2023).
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Figura 4 — Via Wnt/B-catenina ativa e inativa.
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E preciso que as proteinas Wnt (ligantes Wnt) se liguem a receptores
especificos para ativar a via Wnt/B-catenina. Witte et al., (2009), na tentativa de
compreender quais proteinas Wnt sdo expressas no 0sso, avaliaram a expresséo de
todos os ligantes Wnt durante o desenvolvimento 6sseo dos membros de
camundongos. Os dados obtidos foram que Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt7b, Wnt 10b,
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Wnt16 e Wnt1 podem afetar a formacdo Ossea osteoblastica ou o controle
osteoblastico da osteoclastogénese através da OPG, nas vias candnicas e néao
candnicas. Nos osteoblastos, WNT3a e WNT10b estimulam a formacdo oOssea
ativando a via Wnt/B-catenina (LERNER; OHLSSON, 2015).

uma glicoproteina que contém 213 aminoacidos e massa molar de 22kDa. Balemans
et al., (2001; 2002), demonstraram em humanos, pela primeira vez, que mutagdes
inativadoras do gene SOST, e consequentemente da expressdo da Esclerostina,
estdo associadas a um aumento da densidade éssea na esclerosteose e na doenga
de Van Buchem (VBD, do inglés Van Buchem Disease), doengas que causa uma
hiperostose generalizada. A primeira detec¢ao da Esclerostina em ostedcitos adultos
humanos ocorreu por Winkler et al., (2003), através da marcagéo imunohistoquimica
(IHQ). Neste estudo, os pesquisadores encontraram forte marcagdo positiva em
ostedcitos, canaliculos osteociticos, condrdcitos e fraca marcagao em outras células
osteoblasticas. Com isso, os pesquisadores demonstraram um padrao em que a
expressao de SOST esta associada a células osteogénicas.

Corroborando com a hipétese anterior, Van Bezooijen et al., (2009)
analisaram em seu estudo, usando IHQ, se o defeito gendmico em individuos com
VBD estava associado a auséncia de expressao de Esclerostina e se isso estava
associado a hipercementose. Eles demonstraram que a Esclerostina é expressa por
todos os 3 tipos de células diferenciadas terminalmente incorporadas em matrizes
mineralizadas: ostedcitos, cementécitos e condrocitos hipertroficos. Além  disso,
Winkler et al., (2003) demonstra que a Esclerostina age como importante
antagonista das BMP. Eles propéem que a Esclerostina liberada dos ostedécitos
poderia controlar a proliferagdo e diferenciagdo de células osteoprogenitoras/pré-
osteoblasticas, bem como a atividade de osteoblastos maduros por meio da
regulacdo negativa da atividade de BMP.

Outro ponto importante que surgiu de estudos recentes é que a Esclerostina
provavelmente funciona como um regulador local/paracrino do metabolismo ésseo, e
nao como um hormdnio enddcrino. Corroborando para a hipétese de que os niveis
circulantes de Esclerostina podem refletir a mudancas locais, ou seja, a Esclerostina
age localmente, mas os niveis circulantes podem refletir alteracbes no osso
(DRAKE; KHOSLA, 2017). A Esclerostina ja vem sendo estudada como biomarcador

sérico de algumas condi¢gbes como doencga renal cronica e disturbio mineral dsseo,
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bem como alteragdes esqueléticas e vasculares (PELLETIER; JEAN; FOUQUE,
2015). Porém, ainda nado ha na literatura estudos associando os niveis de
Esclerostina local com as necroses 0sseas ativas dos maxilares.

A osteoporose € uma doenca osteometabdlica em que a Esclerostina vem
sendo bem estudada e ja é considerada como um biomarcador. Gorter et al., (2022)
analisaram a Esclerostina sérica por um ensaio de imunoabsorgdo enzimatica
(ELISA) e a densidade mineral éssea (DMO) por densitometria 6ssea (DO) em 179
pacientes com 181 fraturas 6sseas. Desses 179 pacientes, 46 pacientes tinham o
diagnodstico de osteoporose. Os pesquisadores concluiram que a DMO em pacientes
com fratura de extremidade foi positivamente associada aos niveis de Esclerostina e
os pacientes com fratura osteoporotica apresentaram niveis significativamente mais
baixos de Esclerostina em comparacdo com pacientes com fratura nao
osteopordtica.

Em seu estudo, Kuroda et al., (2022) avaliaram a Esclerostina sérica por
ELISA e outros parametros como calcio, fosfato e PTH em 24 pacientes do sexo
feminino com osteoporose pds-menopausa primaria. Doze delas receberam uma
dose unica de acido zoledrénico (ZA) 4 mg e as demais receberam a posologia de 5
mg. Amostras de soro foram coletadas nos dias 15, 29, 90, 180 e 365 apds a
administracdo. Os pesquisadores demonstraram que os niveis de Esclerostina
sérica permaneceram inalterados nos dois primeiros tempos de coleta (15 e 29),
mas aumentaram significativamente no dia 90, diminuiram significativamente no dia
180 e retornaram aos niveis basais no dia 365, e, também observaram uma
correlagdo negativa significativa dos niveis de Esclerostina com os niveis de PTH.
Assim, concluiram que a inje¢ado anual ZA inicialmente aumentou e posteriormente
diminuiu a Esclerostina sérica por meio de alteracdes nos niveis de PTH.

Inagaki et al., (2016) avaliaram a expressdo da Esclerostina em tumores
0sseos e lesdes tumorais Osseas através da IHQ e reagdao em cadeia da polimerase
(PCR) quantitativa. Foram observadas marcagdo IHQ de Esclerostina em tecido
0sseo de displasia fibrosa, displasia osteofibrosa, em osso reativo formado em calo
de fratura, marcacdo na parede de cistos Osseos solitarios e cistos 6Osseos
aneurismaticos. A Esclerostina foi expressa por condrécitos hipertroficos no
osteocondroma e condroblastos no condroblastoma, mas nao por células tumorais

em outros tumores 6sseos, incluindo mieloma e carcinoma metastatico. A expressao



37

de mRNA de Esclerostina foi identificada por PCR quantitativo em espécimes de
osteossarcoma e suas linhagens celulares.

Embora a Esclerostina tenha sido amplamente vista como uma proteina
especifica dos ostedcitos e os niveis circulantes de Esclerostina em humanos
geralmente refletiriam em mudangas no microambiente Osseo, estudos recentes
mostraram que varios tipos de células adicionais expressam SOST e sédo capazes
de produzir a proteina Esclerostina, como osteoblastos, hepatdcitos e células
musculares lisas vasculares. Além disso, a Esclerostina sérica tende a aumentar
com a idade, e varias variaveis foram identificadas como determinantes dos niveis
séricos de Esclerostina, incluindo idade, horménio da paratireoide, estradiol e
horménio foliculo-estimulante para mulheres na pré-menopausa (WEIVODA,
YOUSSEF; OURSLER, 2017).

O estrogénio suprime os niveis de mRNA de Esclerostina circulante e éssea
em humanos e o PTH também suprime os niveis de Esclerostina (DRAKE; KHOSLA,
2017). A funcao renal também afeta os niveis séricos de Esclerostina, e os pacientes
com doenca renal crénica (DRC) apresentaram niveis de Esclerostina mais altos do
que os individuos de controle, com valores progressivamente mais altos nos
estagios da DRC (PELLETIER; JEAN; FOUQUE, 2015).

Devido a essas caracteristicas de reguladora osteogénica negativa, a
Esclerostina ja € alvo de bloqueio em medicagdo. O Romosozumab é um anticorpo
monoclonal anti-Esclerostina com dupla funcdo de aumentar a formagao éssea e
reduzir a reabsor¢cdo o0ssea, e vem sendo utilizado no tratamento da osteoporose
grave em mulheres pés menopausa (KAVEH et al., 2020). O Romosozumabe foi
liberado pela ANVISA para o uso no Brasil em 2021, seu nome comercial é
Evenity®, com posologia de 105mg/1.17mL, administrado por via subcutanea
(SINGH et al., 2022).

Em ensaios clinicos, o anticorpo anti-Esclerostina (Romosozumabe, Amgen
Inc., UCB Bruxelas) aumenta a formagdo oOssea e reduz o risco de fraturas
osteopordticas. No entanto, em conjunto com o aumento da atividade osteoblastica,
observa-se uma redug¢ao nos marcadores de reabsorgéo 0ssea (SINGH et al., 2022).
Este efeito antirreabsortivo levanta a preocupacdo de um possivel desenvolvimento
de ONM em pacientes tratados com anticorpos anti-Esclerostina. Muito se especula

sobre o possivel papel do anti-Esclerostina no aparecimento de casos de ONM, ja
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existem relatos na literatura associando a ONM com o uso do Romosozumabe, mas
a medicagao nunca de forma isolada (COSMAN, CRITTENDEN, GRAUER 2017).
Hadaya et al., (2019) avaliaram os efeitos da inibicdo da Esclerostina no
desenvolvimento de ONM em ratas ovariectomizadas com periodontite experimental
induzida. Foram comparados trés grupos, o primeiro recebeu injegcdes de veiculo
controle, o segundo ZA 200ug/kg e o terceiro anti-Esclerostina 5mg/kg. Os
pesquisadores constataram que os ratos do terceiro grupo ndo apresentaram sinais
histologicos de ONM, apresentaram aumento nos parametros estruturais 0sseos e
perderam menos 0sso periodontal em locais com PE. Ja os ratos tratados com ZA

desenvolveram caracteristicas histologicas de ONM.

2.3  INDICES RADIOGRAFICOS NAO CONVENCIONAIS: ANALISE FRACTAL E
LACUNARIDADE

As radiografias dentarias sdo de baixo custo e frequentemente realizadas
durante exames odontologicos regulares e check-ups em uma ampla populagéo.
Elas oferecem uma oportunidade para observar a composicao e a condicdo do 0sso
maxilar ao longo de um periodo prolongado, com exposi¢cao ou risco minimo. Os
parametros classicos para analise radiografica sdo amplamente empregados e
fazem parte do processo diagnostico de varias doengas Osseas, como
osteorradionecrose e osteonecrose medicamentosa dos maxilares
(KLINGELHOFFER et al., 2016; SAHIN et al., 2019).

Para além da analise qualitativa e quantitativa convencional dos exames
imaginolégicos, outros parametros podem ser analisados nas imagens obtidas por
meio do uso dos Raios X. Em termos de pesquisas clinicas e experimentais, sabe-se
que se pode langar mao também do uso de parametros ndo convencionais, incluindo
a analise de textura. Dentro desta analise, um parametro util para analise de
imagens radiograficas € a analise fractal (AF), um método matematico que descreve
e analisa formas complexas e irregulares dos padrdes estruturais por meio da
matematica nao-Euclidiana. Essa avaliagcdo pode ser empregada em diversas
imagens das estruturas bioldgicas, incluindo a analise 6ssea. Especificamente, a
dimensao fractal é o resultado quantitativo da AF, que corresponde a um tipo de
avaliacdo da complexidade da estrutura demonstrada na imagem. Os verdadeiros

fractais sdo estruturas que demonstram padrdes repetidos em escalas infinitas, ou
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seja, um objeto € definido como um fractal se apresenta invariancia de forma quando
a escala varia, revelando uma complexidade infinita. Quando ampliamos uma
imagem com N estruturas, podemos observar mais detalhes, mas o numero de
estruturas permanece o mesmo. Para medir a complexidade dessas estruturas, é
necessario contar o numero de pegas em uma escala especifica (CROSS, 1997).

A férmula FD é usada para calcular a complexidade, levando em conta o
numero de pecas e a escala de ampliagdo. Matematicamente, é expressa como D =
log n/log €, onde N € o numero de pecgas e € € a escala definida (CROSS, 1997). Ou
seja, a analise da FD na avaliagdo 6ssea usa um algoritmo de contagem de caixa
(box counting) para avaliar a distribuicado espacial do osso trabecular, contando a
medula 6ssea e a interface do osso trabecular, ou seja, diversas grades (ou caixas)
sdo sobrepostas a imagem, com diferentes tamanhos, e a partir disso conta-se
quantas estdo preenchidas por osso e assim pode-se 0 0sso trabecular e sua
distribuicdo em relacédo aos espacos medulares. Um valor de contagem de caixa
mais alto esta associado a uma estrutura 6ssea mais complexa. O calculo da FD
pode ser feito por meio de softwares gratuitos através de tratamento e
processamento de imagens, como o software Image J (Wayne Rasband, National
Institute of Health, USA) (CROSS, 1997; WHITE; RUDOLPH, 1999). A FD analisada
juntamente com demais indices convencionais pode indicar os primeiros sinais de
alteracdes no osso alveolar decorrentes da ORN (KLINGELHOFFER et al., 2016;
SAHIN et al., 2019; TORRES et al., 2011).

Ainda é insuficiente o numero de estudos cientificos que abordam de forma
padronizada a aplicacdo da FD em imagens radiograficas, especialmente aquelas
relacionadas a odontologia. Na area da medicina ha uma ampla utilizagdo da FD na
tentativa de identificar associactes destes valores na analise conjunta da DMO. Na
odontologia, a analise da FD é empregada em radiografias panoramicas, periapicais,
interproximais, cefalométricas, tomografias computadorizadas de feixe cbnico e
também em exames menos comuns nessa area, como a microtomografia (Micro-
CT), ultrassonografia e sialografia (FRANCIOTTI et al., 2021; KATO et al., 2020). A
técnica de Micro-CT é considerada o padrao-ouro para avaliar a morfologia déssea,
permitindo aos profissionais uma analise minuciosa das estruturas em escala
micrométrica, porém nao € uma técnica com indicagdes na rotina clinica, e sim,

utilizada em pesquisas cientificas (IRIE et al., 2018).
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Devido a isso, as radiografias panoramicas e as periapicais sdo as mais
utilizadas, uma vez que podem ser acessadas com facilidade, em estudos
prospectivos e retrospectivos, e assim, estes exames de imagem permitem uma
avaliacdo qualitativa em conjunto com avaliagcdo de parédmetros convencionais
aliados a andlise da FD. Quanto a técnica de realizagdo, a maioria dos estudos
(cerca de 70%) que realiza a AF em radiografias odontolégicas segue a metodologia
proposta por White e Rudolph (1999) (FRANCIOTTI et al., 2021). Esta metodologia
foi desenvolvida para avaliar arquitetura trabecular 6ssea em individuos saudaveis e
osteoporoéticos através de radiografias periapicais analogicas, que foram
posteriormente digitalizadas. Os autores criaram um passo a passo para tratamento
de imagem que culminavam com a obtencéo final de uma estrutura esqueletonizada,
ou seja, as trabéculas Osseas eram traduzidas a uma estrutura linear em uma
imagem binaria, e a partir disso, era calculada a FD.

Em estudos recentes, que relatavam a necessidade de padronizagéo,
focavam na necessidade de se padronizar o método de calcular a FD. No entanto,
também se evidenciou a necessidade de padronizar o processamento das imagens.
Dessa forma, parte da equipe deste projeto de pesquisa realizou um estudo em
radiografias digitais para revisdo do método de processamento e também, sugerir
um método alternativo, sem a necessidade de binarizagao. Este estudo de da Silva
et al., (2023) reportou a possibilidade da avaliagdo da estrutura éssea trabecular
através da FD com um método de White e Rudolph revisado, este entdo propondo a
remogao de estruturas n&o-relacionadas as trabéculas, na imagem binarizada.
Ainda, propuseram a utilizagdo de um método baseado no uso das imagens
diretamente em escala de cinza, utilizando o plugin FracLac (KARPERIEN, 2007-
2012). Os autores concluiram que a versao revisada do método original de White e
Rudolph foi capaz de identificar a estrutura esqueletonizada correspondente as
trabéculas 6sseas de forma mais acurada do que o método original. Também,
revelou excelente concordancia com o método revisado e aquele baseado no uso
das imagens diretamente em escala de cinza, além de exibir correlagdo positiva
significativa nos valores FD obtidas nos dois métodos, e sugerem o uso do método
de escala de cinza por ser um método de processamento que consome menos
tempo.

Em suma, o método baseado em escala de cinza, utilizado no estudo citado

anteriormente, ndo tem a necessidade de binarizagado e também utiliza o método de
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contagem de caixas. Esse método pelo plugin FracLac parte do principio que as
imagens em escala de cinza existem em um espago pseudo-3D, onde todo pixel é
significativo para o calculo final. Além do calculo do FD, o FracLac também permite a
medicdo da lacunaridade (Lac), uma propriedade baseada na distribuicdo e
disposicéo das lacunas ou buracos na estrutura analisada. Na analise de imagens, a
lacunaridade diminui quando a distribuicdo de lacunas tende a ser mais regular. De
forma resumida, a Lac pode ser considerada um complemento da FD, e esta
relacionada com a distribuicdo e o tamanho dos espacgos vazios presentes na
imagem (para o o0sso, em radiograficas, seriam os espagos medulares
correspondentes as areas mais radiolucidas), assim, se um fractal tem grandes
espacgos vazios, apresenta uma Lac com valores mais altos, enquanto que, se o
fractal apresenta pequenos espacgos vazios ou estes estdo distribuidos de forma
mais homogénea, tem Lac com valores mais baixos (CAMBRAIA FARIA et al., 2021;
SANTOS et al., 2023).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Entender o papel da Esclerostina como possivel marcador em pacientes

diagnosticados com osteonecrose medicamentosa e osteorradionecrose, e ainda,

identificar se existe relagdo com achados clinico-demograficos, bioquimicos e

imaginoldgicos.

3.2

1)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis séricos dos biomarcadores Esclerostina e FosfA em pacientes
com ON e comparar com pacientes sem necroses 0sseas dos maxilares e/ou
doencgas osteometabdlicas.

Avaliar parametros radiograficos convencionais e nao-convencionais, incluindo
dimenséo fractal e lacunaridade, em radiografias panoramicas de pacientes com
ON, em regides distintas: no sitio lesional e em areas sem leséo evidente.
Comparar parametros radiograficos nas areas lesional e sem lesdo de forma
pareada.

Identificar possiveis correlagdes e associacdes entre os achados séricos e 0s

dados clinico-demograficos e imaginolégicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi caracterizado como estudo prospectivo com a selecdo de
pacientes diagnosticados com lesdes ativas de osteonecroses maxilares (ORN e/ou
ONM), atendidos no Nucleo de Odontologia Hospitalar do Hospital Universitario
Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago — HU/UFSC/EBSERH e no Servigo de
Cirurgia bucomaxilofacial do Hospital Erasto Gaertner, entre os anos de 2022 e
2023. Ademais, pacientes sem osteonecroses nos o0ssos maxilares foram
selecionados no laboratdrio de analises clinicas (ULAC) do HU/UFSC/EBSERH para
compor o grupo controle comparativo da analise sérica exclusivamente. Este projeto
foi submetido para apreciacdo do Comité de Etica em pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Santa Catarina e Hospital Erasto Gaertner, e foi aprovado
sob os numeros: 5.509.662 (CAAE: 54374221.3.0000.0121) e 5.781.569 (CAAE:
54374221.3.3001.0098), respectivamente. Trata-se de um estudo prospectivo,

transversal, analitico e quantitativo.

4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos pacientes com idade maior ou igual a 18 anos, com
diagndstico de: a) ONM, que utilizam e utilizaram drogas que alteram o metabolismo
0sseo (Bisfosfonatos ou Denosumabe, podendo estar associado com uso de outras
terapia-alvo) pelo menos nos ultimos 6 meses, e que apresentam qualquer estadio
de classificagdo das necroses na regido maxilofacial que persistiram por mais de 8
semanas; b) ORN, que receberam radiagédo ionizante na regido dos maxilares ha
mais de 3 meses e apresentaram qualquer estagio de classificagdo das necroses na
regido maxilofacial, com persisténcia por mais de 3 meses. Para o grupo controle,
foram incluidos pacientes saudaveis, sem ON dos maxilares, maiores de 35 anos,
que estavam realizando exames laboratoriais de rotina no ULAC.

Foram excluidos deste estudo os pacientes em uso corticosteroides
sistémicos por mais de trés meses de forma continua, com presenca de metastases
ou outras neoplasias benignas ou malignas nos 0ssos maxilares, além de pacientes
com outras doencas osteometabdlicas, insuficiéncia hepatica, e pacientes em

condigdes clinicas ou comprometimento do estado geral de saude que os impediram
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de participar do estudo. No grupo controle, foram excluidos pacientes com

comorbidades hepaticas, renais, osteometabdlicas e diabetes.

4.2 COLETA DE DADOS

Todos os pacientes participantes que foram convidados a participar
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A). No
grupo de pacientes com ON, além da avaliagdo clinica minuciosa, foram coletadas
amostras de sangue para avaliacdo de biomarcadores, e dentro da mesma semana,
foram realizadas radiografias panoramicas. Reitera-se que a realizagdo das
radiografias panoramicas e a solicitagdo de marcadores séricos e outros exames
laboratoriais sdo pedidos como exames de rotina para estes pacientes, no decorrer
do tratamento, de forma a avaliar a evolugdo das lesbes e efetividade dos
tratamentos instituidos para cada paciente, como parte dos protocolos de conduta
do NOH/HU/UFSC.

Os demais dados referentes a cada etiologia da osteonecrose foram
coletados do prontuario do paciente. No caso das ONM, as informagdes referentes a
dose, posologia e tempo de uso foram coletadas. Ja em casos de ORN os dados da
dose de radiacdo em Gy, tempo do término da radioterapia e area irradiada foram
coletados. Em todos os casos, foram coletados dados clinicos, demograficos e
demais caracteristicas. As necroses foram classificadas clinicamente de acordo com
seus estagios descritos nos quadros 1 e 2. No grupo de pacientes sem osteonecrose
dos maxilares (controle), além da aliquota de sangue para a analise de
biomarcadores, foram coletados dados demograficos como idade, sexo, medicagdes

em uso e comorbidades.

4.3  ANALISE SERICA DA ESCLEROSTINA E FOSFATASE ALCALINA

Para a coleta de sangue o paciente necessitou estar em jejum de quatro
horas. O sangue foi coletado e armazenado em um tubo de coleta com gel
separador e ativador de coagulo, este ativador de coagulo (silica) é jateado na
parede do tubo, fazendo com que o processo de coagulacdo da amostra seja
acelerado. Entédo, o Sangue foi centrifugado para obten¢do do soro e do plasma. O

soro foi armazenado, em temperatura -20°C, separadamente em tubo eppendorf.
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A concentracdo de Esclerostina sérica foi avaliada através de um ensaio
imunoenzimatico comercial sanduiche (Human Sclerostin (SOST) solid-phase
sandwich ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), LOTE 373031423).
Resumidamente, o soro teste foi colocado em microplacas pré-revestidas com
anticorpos de Esclerostina em duplicata. No teste ELISA tipo sanduiche o anticorpo
€ fixado aos pogos da placa, a amostra é entdo adicionada e em seguida sao
inseridos os anticorpos conjugados. Desta forma, se houvesse antigeno presente na
amostra, o anticorpo de detecgdo permaneceria no pogo apos a lavagem da placa, e
a enzima reagiria com o substrato.

Foi preparada a solugdo padrdao com concentracdo de 50 ng/mL
(Reconstituited Standard), adicionando 400 ul de diluente de ensaio ao frasco de
Esclerostina Humana liofilizada. Para a obten¢do das solug¢des padrdes (std1, std2,
std3, std4, std5, std6 e std7), foi adicionado 100 ul de Esclerostina Humanada em
um tubo com 400 ul de diluente de ensaio para preparar uma solugao padrao std1
de 10.000 pg/mL. Nos demais 7 tubos, foi pipetado 300 ul de diluente de ensaio em
cada tubo. A solugédo padrdo de 10.000 pg/mL foi utilizada para produzir uma série

de diluicdo (Figura 5). O diluente de ensaio serviu como padrao zero (Blank) (0

pg/mL).

Figura 5 — Diluigdo seriada das solugbes padrdes.

100 200 pL 200 pL 200 L 200pL 200 pL 200 pL
=
Reconstituted -
: ' ' D j ]

Diluent

Volume 400 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 L

Std1 Std2 Std3 Std4 Stds Stdé Std7 Blank

50 ngimL 10000 pg/mL 4000 pgimL 1600 pg/mL 640 pg/imL 256 pg/mL  102.4 pg/mL  40.96 pg/mL 0 pgimL

Fonte: Bula do Ensaio (Product datasheet, ThermoFisher SCIENTIFIC).

As amostras de soro foram diluidas em tubo de ensaio de vidro, conforme

orientagdes do fabricante, em uma proporcao 1:2, onde foram adicionadas 200 ul de
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soro e 200 ul de diluente de ensaio, totalizando 400 ul. A placa com 96 pocos
continha o Anticorpo Esclerostina de captura, ou seja, aquele incorporado nas
paredes dos pogos. Para a curva padrao, foi adicionado 100 ul de cada solugao
padrdao aos pogos apropriados (Figura 6). Nos demais pogos correspondentes a
cada amostra foram adicionados 100 ul de cada amostra diluida. Apdés o
preenchimento da placa, ocorreu a incubagao desta, durante a noite (periodo

aproximado de 14 horas), a 4°C, sob agitagédo suave.

Figura 6 — Distribuicdo das solugdes padrdes na Placa de Elisa 96 pogos,

para obtencio da curva padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a incubacgado, a placa foi colocada em uma lavadora de microplacas
(Microplate Washer DRW-310, Diatek, China). A solucédo foi aspirada e a placa
lavada automaticamente em 4 ciclos com 300 pl de solu¢cdo de lavagem (Wash
Buffer) em cada poco. Com a placa lavada, 100 pl do conjugado de biotina foi
adicionado em cada poco. A placa foi incubada por 1 hora em temperatura ambiente
com agitacao suave. Apds a incubacao, a lavagem da placa foi repetida conforme
descrito anteriormente. Entdo, 100 ul de solugcdo de estreptavidina-HRP preparada
foi adicionada a cada poco e incubada por 45 minutos em temperatura ambiente
com agitacdo suave. Novamente a placa foi lavada como anteriormente. Entao, 100
ML de TMB (3,3, 5,5"-tetramethylbenzidine) foi adicionado a cada pogo, o substrato
comegou a ficar azul e foi incubado por 30 minutos em temperatura ambiente no

escuro com agitacao suave. Por fim, 50 pl de solugédo de parada de reagdo em cada
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poc¢o. A solugado no pogo muda da cor azul para a cor amarela e a absorbancia dos
pocos foi lida com filtro de 450nm em uma leitora de placa (MR-96A, Mindray,
Brasil).

Os dados de absorbancia foram tabulados no Microsoft Excel e utilizados
para construir uma curva padrdo. Essa curva foi gerada através da criagdo de um
grafico de dispersdo com as absorbancias no eixo Y e as concentragdes no eixo X.
Uma linha de tendéncia adequada foi adicionada ao grafico, e o Excel calculou
automaticamente a equagado correspondente a curva padrdo, que foi Y = 3721x.
Além disso, o coeficiente de determinacédo (R?) obtido foi de 0,8799, indicando um
bom ajuste da curva aos dados experimentais. Essa curva e seu valor de R?
contribuem para a precisdo e confiabilidade das estimativas de concentracdes
desconhecidas com base nas absorbancias medidas nas amostras de interesse.

A FosfA sérica foi obtida pelo método colorimétrico (método PNPP-AMP-
Tampao) de forma automatica no sistema de bioquimica integrada Dimension® EXL
200™ (Siemens, Munich, Germany), como procedimento de rotina do laboratério de
analises clinicas. Todo o processo laboratorial foi realizado na Unidade de
Laboratério de Analises Clinicas — ULAC no HU/UFSC/EBSERH.

4.4 PROCESSAMENTO E ANALISE DE RADIOGRAFIAS

A radiografia panoramica foi realizada pelo conjunto de aparelho
ORTHOPANTOMOGRAPH™ OP200 D (Instrumentarium Dental, Tuusula -
Finlandia) e computador associado, disponibilizado no NOH HU/UFSC/EBSERH e
no Hospital Erasto Gaertner. Foram realizadas analises qualitativas (em arquivos em
qualquer formato) e quantitativa (apenas nos arquivos em formato DICOM). Na
andlise qualitativa, as imagens digitais foram avaliadas por trés operadores (a
propria autora, o orientador e uma especialista em radiologia) conforme a presencga
de caracteristicas radiograficas como: ostedlise, osteosclerose, tecido 6sseo denso,
espessamento da lamina dura e/ou aumento do espago do ligamento periodontal,
alteracgdes periapicais, todas estas caracteristicas analisadas na regiao da lesdo de
necrose. Para pacientes com mais que um sitio lesional, todos os sitios foram
avaliados. Esta analise qualitativa propiciou a melhor identificagdo dos sitios

lesionais para a posterior analise quantitativa.
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Na analise quantitativa, foi realizada andlise dos tons de cinza (média e
desvio-padrédo dos tons ou niveis de cinza na imagem, Cinza_m, Cinza_DP,
respectivamente) na imagem, juntamente com a analise da FD e Lac com auxilio do
software Imaged (1.53, Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). O
calculo da FD foi baseado no método de box-counting. As regides de interesse (ROI)
foram escolhidas com base nos trabalhos prévios do coordenador desta pesquisa,
em duas regides dentistas: no sitio lesional e em um sitio sem a presencga de leséo,
para fins comparativos. A analise dos parametros foi realizada usando o método de
pré-processamento que se baseia no uso apenas de imagens em escala de cinza,
sem necessidade de binarizagado, de acordo com o estudo de Da Silva et al., (2023).
As ROls foram escolhidas por uma operadora treinada com dois anos de experiéncia
em andlise de imagem, e o indice de Confiabilidade Intraclasse (ICC) para a
concordancia intraexaminador foi calculada, para medir a concordancia entre as
duas analises realizadas por um mesmo operador em um intervalo de 10 dias, para
10 imagens. O calculo do ICC foi calculado para os seguintes parametros: FD e Lac,
meédia e desvio-padrao dos tons de cinza e para as coordenadas nos eixos X e Y de
localizagdo da ROI na imagem.

Areas com estruturas anatdmicas, artefatos radiograficos e raizes dentarias
foram evitadas, respeitando-se a distdncia minima de 1,5 mm para a escolha da
area a ser segmentada. Em cada radiografia, uma ROI foi selecionada para cada
lesdo de necrose 6ssea (N) e uma ROl em osso comparativo sem lesédo (SL). Por
exemplo, se o paciente apresentava duas areas de necrose dssea, trés ROls foram
escolhidas. ROI 1: Na lesdo de necrose 1, ROI 2: Na lesdo de necrose 2, ROI 3:
Osso trabecular comparativo do lado contralateral a lesdo, no mesmo maxilar.
Todas as ROlIs tinham uma forma quadrada, com tamanho de 50 x 50 pixels, e

todas foram convertidas para 8 bits (Figura 7).
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O histograma foi avaliado em cada ROI por meio do comando Ctrl+H do

software, que forneceu a observagao grafica do histograma, bem como os dados da

Média do nivel de cinza (a soma dos niveis de cinza de todos os pixels na selegéo

divida pelo numero total de pixels na ROI) e o Desvio padrdo do nivel de cinza

(Figura 8). As ROls foram duplicadas para analise da FD. A FD foi realizada pelo

método sem binarizagdo e esqueletonizagdo, baseado no uso das imagens em

escala de cinza, utilizando o plugin FracLac. O método de contagem de caixas foi

escolhido dentro do plugin, e a opgao “Gray1: Differential’ foi selecionada. No

desenho da grade, o numero de posi¢des da grade foi definido como 9. A anadlise de

blocos nao foi realizada. Todas as imagens foram escaneadas utilizando a fungao

“Batch” com esta configuragao, obtendo-se os valores de FD e Lac (DA SILVA et al.,

2023).



50

45 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a confiabilidade intra-examinadora das analises realizadas,
utilizou-se o ICC com o objetivo de medir a concordéncia entre as duas analises
realizadas por um mesmo operador em um intervalo de 10 dias, para 10 imagens.
Além do ICC, também foram calculados os intervalos de confiangca a 95% para
fornecer uma estimativa da precisdo do ICC. Os resultados do ICC foram
interpretados de acordo com a escala proposta por Landis e Koch (1977) em que
valores de ICC abaixo de 0,40 indicam uma concordancia fraca, valores entre 0,40 e
0,60 indicam uma concordancia razoavel, entre 0,60 e 0,75 indicam uma
concordancia boa e valores acima de 0,75 indicam uma concordancia excelente.

Foi realizada analise descritiva dos dados e avaliagao da distribuicdo dos
mesmos. O teste de Shapiro-Wilk foi realizado, revelando normalidade para as
variaveis: idade, FosfA, Cinza_m, FD e Lac. A distribuicdo foi ndo-normal para as
variaveis dose em Gy e niveis de Esclerostina. Posteriormente a analise descritiva,
houve necessidade de identificagdo de outliers para a Esclerostina no grupo
controle, que foi averiguado pelo teste de ROUT, sendo identificado um paciente
(com valor de 4854 pg/ml), que teve seus dados removidos para este parametro.

Para o teste de correlacao, foram calculadas médias para os pacientes que
tinham mais de um sitio lesional em relagdo aos parametros radiograficos
quantitativos. Foi realizado a correlacdo de Spearman entre as variaveis idade, dose
de radiacdo (Gy), Fosfatase Alcalina (FosfA), Cinza_m, Cinza DP, FD, Lac e
Esclerostina para o grupo ON. Para o grupo controle, foi realizada também a
correlacdo de Spearman para os parametros de idade, FosfA e Esclerostina. A
magnitude da correlagéo foi considerada pelo valor de R quando: o valor fosse igual
ou maior que 0,9 como uma correlagdo muito forte, quando valor era de 0,7 a 0,89
era forte, quando o valor ficava entre 0,4 a 0,69, era moderada e quando
apresentava um valor abaixo de 0,39 indicava uma correlagao fraca.

Para a analise comparativa, os parametros de idade e FosfA foram
comparados entre ON e C, usando os testes T n&do pareado. Para a Esclerostina, o
teste utilizado foi de Mann-Whitney. Na analise quantitativa dos parametros
radiograficos, foram comparados os grupos de sitios sem lesdo (SL) contra o sitio
lesional de necrose (N), utilizando o teste T para as variaveis FD e Cinza_m, e o

teste de Mann-Whitney para as variaveis Cinza_DP e Lac. A analise multivariada de
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fatores foi realizada para ORN, sendo a Esclerostina e FosfA variaveis dependentes
e os parametros cruzados foram etiologia (ORN/ONM), ON apds exodontia, numero

de sitios, localizacdo e estagios.
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5 RESULTADOS

A amostra foi composta por 27 pacientes com ON, sendo 8 pacientes
apresentando ONM (feminino: 6, masculino: 2) e 19 apresentando ORN (feminino: 2,
masculino: 17). Dos 19 pacientes com ORN, a média da dose recebida em Gy foi de
69,6. Dos oito pacientes com ONM, dois pacientes utilizaram DMAB, dois utilizaram
Acido Zoledrénico, trés utilizaram Alendronato de Sédio e um utilizou Dasatinibe. No
universo de 27 pacientes, houve 30 sitios de ON, sendo trés pacientes
diagnosticados com dois sitios lesionais. A mandibula foi osso mais acometido,
representando 86,66 % dos casos, sendo 21 em regido posterior e 5 na anterior.
Todos os pacientes apresentavam lesdes ativas, sendo alguns deles ja em curso de
tratamento no momento da coleta, apenas com terapias adjuvantes (laserterapia,
ozonioterapia e antibioticoterapia), porém nenhum deles ainda submetido a algum
tratamento cirurgico.

A analise clinica revelou somente um caso classificado como estagio zero,
em que havia auséncia da exposicdo Ossea, porém alteragbes radiograficas e
clinicas estavam presentes, com episédios prévios de edema facial na area,
alteracdes trabeculares e presenca de osteosclerose no exame radiografico. Quatro
pacientes foram classificados como estagio um e dezesseis como estagio dois,
assim, a diferenga entre o estagio um para o dois, foi a presenga de infecgédo e
envolvimento de tecidos moles no estagio dois. Sendo o estagio dois o mais
encontrado, correspondendo a 59,25% dos casos. Por fim, o estagio 3, considerado

0 mais grave, foi encontrado em seis pacientes desta amostra (Figura 8).
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Figura 8 — Caracteristicas clinicas e radiograficas das ON
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Legenda: A: ORN, exposicao 6ssea em corpo de mandibula a direita com infecgao
associada e tecidos moles adjacentes envolvidos. B: Radiografia panoradmica do caso descrito em A.
Ostedlise e alteragao arquitetural do trabeculado ésseo difuso em corpo de mandibula bilateral, com
envolvimento medular e afinamento de basilar da mandibula lado direito, paciente sob risco grave de
fratura patoldgica. C: Cicatriz cirirgica extraoral apos osteossintese de fratura patoldgica em corpo de
mandibula a esquerda devido a uma ONM. D: Radiografia panoramica do caso descrito em C. Placa
de fixagao alocada, podemos observar auséncia da consolidagao da fratura. E: Exposi¢ao 6ssea em
regido de trigono retromolar lado esquerdo. F: Radiografia panordmica do caso descrito em E.
Alteracao de trabécula 6sseo associado a ostedlise e formacgdes de sequestros dsseos.
Fonte: Autora, 2023.

A média de idade do grupo de pacientes com ON foi de 64,8+9,5 anos e do
grupo de pacientes sem lesdo de ON foi de 52.4+10,4 (p 0,001) (Figura 9). O nivel

sérico de Esclerostina foi maior no grupo de pacientes com ON (240,5+368,6) do
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que os pacientes do grupo controle (30,51+45,69) (p<0,0001) (Figura 10). A

fosfatase alcalina sérica foi maior no grupo controle (86,45+25,85) comparado ao ON
(69,78+17,87) (p = 0,02) (Figura 11).

Figura 9 — Média de idade entre o grupo ON (T) e o grupo sem lesao de ON (C).
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Legenda: Teste T nao pareado. * p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 — Comparacgao entre Valores da Esclerostina (pg/ml) nos grupos com

lesédo de ON (T) e sem lesdo de ON (C).
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Legenda: Teste Mann Whitney. * p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Comparacao entre Valores da Fosfatase Alcalina (U/L) nos grupos com
lesdo de ON (T) e sem leséo de ON (C).
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Legenda: Teste T nao pareado. * p<0,05

Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliagao do ICC na escolha das ROls foi realizada e os resultados estao
dispostos na tabela abaixo (Tabela 1). Dos 27 pacientes, apenas 20 pacientes
apresentaram exames radiograficos com formato adequado (Dicom) para avaliagéo
dos parametros pretendidos. Os paradmetros radiograficos nao convencionais:
valores médios de cinza (Cinza_m), Desvio padrao dos valores de cinza (Cinza_DP),
Dimensado Fractal (FD) e Lacunaridade (Lac) foram avaliadas nas duas ROls, na
lesdo de necrose (N) e na area contralateral sem lesdo (SL). Os valores Cinza_m
nao obtiveram significancia estatistica entre os dois grupos comparados (120,2+26,2
vs 128,5+34,5, p 0,36). Ja o Cinza_DP foi maior no grupo SL (8,33+3,15) do que
comparado ao sitio lesional (10,61+3,46) (p 0,008) (Figura 12). A FD (1,21£0,05 para
N e 1,24+0,05 para SL) e a Lac (0,1+0,03 para N e 0,09£0,02 para SL) ndo foram
diferentes nos sitios com e sem lesao (p=0,09 e p=0,25, respectivamente), Figuras
13 e 14).

Tabela 1 — Coeficiente de Correlagao Intraclasse.

Parametros ICC (medidas entre médias) Concordancia
Valor de Cinza médio 0,89 Excelente
Desvio Padrao do valor de cinza 0,82 Excelente
Dimenséo Fractal 0,87 Excelente
Lacunaridade 0,64 Boa
Posigdo da ROI no eixo X 1,00 Excelente
Posicdo da ROl no eixo Y 0,99 Excelente

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 — Valores dos pixels de cinza nos grupos com lesdo de ON (N) e sem

lesdo de ON (SL).
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Legenda: Teste t comparativo para Cinza_m_. Teste Mann-Whitney comparativo para Cinza_DP. *
p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13 — Dimensao Fractal nos grupos com lesdo de ON (N) e sem lesdo de ON

(SL).
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Legenda: Teste t comparativo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 — Lacunaridade nos grupos com lesdo de ON (L) e sem leséo de ON (SL).
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Legenda: Teste comparativo Mann-Whitney.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi realizado a correlagcdo de Spearman entre as variaveis idade, dose de
radiacdo (Gy), Fosfatase Alcalina (FosfA), Cinza_m, Cinza DP, FD, Lac e
Esclerostina (Figura 15). Na figura, circulos em amarelos representam correlagao
com significancia estatistica p<0,05 e os circulos em branco representam uma
tendéncia a significAncia com valores de p de 0,05 até 0,06. A FD obteve uma
correlagdo negativa moderada com os valores de Cinza_m (p<0,05) e Cinza_DP (p
de 0,05 até 0,06), quando o valor da FD estava aumentado, os valores de Cinza_m
e Cinza_DP estavam diminuidos. A lacunaridade também obteve uma correlagao
negativa moderada com a FD (p<0,05), quando o valor da FD estava aumentado, os
valores da lacunaridade estavam diminuidos. Ja a Esclerostina obteve correlagdes
com tendéncias a significancia, onde foi moderada negativa com o Cinza DP e

moderada positiva com a FD.

Figura 15 — Matriz de correlagéo.

©
£
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EI DI S
=
§ 5 8 8 2
> & 8 £ £ uw 8§ 8
O B L O O Ao J uw 10
Gy 0.25 | -0.03 | 0.05 | 0.01 |-0.12 | -0.18
Idade 0.12
0.5
FosfA] 0.25
Cinza_m| -0.03
L 10
Cinza_DP] 0.05
DF| 0.01
4 -05
Lac| -0.12 | -0.
Esclerostinal -0.18 I
-1.0

Legenda: Correlagcéo de Spearman, valores de R. Valores mais préximos de 1 tem cor mais forte,
sendo a cor vermelha representando correlagdes negativas e a cor azul representando as correlagbes
positivas. Circulos em amarelo representam significancia (p<0,05) e circulos em branco representam
tendéncia a significancia (0,05<p<0,06).

Fonte: GraphPad Prism.
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Na analise multivariada de fatores, a FosfA se relacionou significativamente
com a etiologia na necrose, se ORN ou ONM, com o fator desencadeador
(exodontia) e com o numero de sitios. Ja a Esclerostina ndo obteve valores
significantes para os mesmos parametros (Tabela 2). De acordo com o numero de
sitios, encontramos maiores niveis de FosfA nos pacientes com apenas um sitio de

necrose, do que aqueles com dois sitios (p=0,01) (Figura 16).

Tabela 2- Matriz de analise multivariada de fatores.

Variavel dependente Parédmetro Sig. Poder observado
Fosfatase Alcalina Intercepto ,038* ,575
Etiologia (ORN/ONM) ,001* ,964
ON apods exodontia ,004* ,900
N° de Sitios ,012* ,769
Localizacao ,260 ,193
Estagio 01 ,998 ,050
Estagio 02 ,965 ,050
Estagio 03 . i
Esclerostina Intercepto ,(112 ,352
Etiologia (ORN/ONM) ,814 ,056
ON apods exodontia ,483 ,102
N° de Sitios ,132 ,319
Localizagéo ,(108 ,358
Estagio 01 757 ,060
Estagio 02 ,165 ,276
Estagio 03 . .

Legenda: analise multivariada. Sig significancia estatisica. *p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 — Valores de FosfA de acordo com a quantidade de sitios.

Teste U de Mann-Whitney de amostras independentes
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Legenda: Mann-Whitney, p<0,05.
Fonte: SPSS, IBM Statistics.
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6 DISCUSSAO

Este estudo conduzido em dois centros da regido sul do Brasil revelou uma
predominadncia do sexo masculino entre as amostras de necroses o6sseas dos
maxilares, ainda, com uma casuistica bem mais proeminente de ORN comparada a
ONM. A mandibula representou a maioria dos casos, com uma incidéncia de mais
de 90%. Sobre a analise dos biomarcadores, esse € o primeiro estudo que avalia os
niveis da Esclerostina sérica em pacientes com ORN. Park et al. (2022) realizaram
um estudo longitudinal onde avaliaram e esclerostina sérica e outros marcadores em
76 pacientes com histérico de terapia com bisfosfonatos sem ONM, que
necessitavam de cirurgia dentoalveolar. Os valores séricos de Esclerostina foram
comparados entre 0os grupos teste e controle antes da cirurgia dentoalveolar (TO -
linha de base), as 8 semanas de pds-operatério (T1- diagnéstico de ONM) e aos 4
meses apos o diagnodstico (T2), porém sem resultados com significancia estatistica.
Em nosso estudo, tanto Esclerostina, quanto Fosfatase Alcalina foram
significantemente diferentes comparados aos individuos saudaveis, em uma
dinamica inversa, ou seja, niveis) séricos mais altos de Esclerostina, acompanhados
de niveis de Fosfatase Alcalina mais baixos, nos pacientes com ORN e ONM. Ainda,
estes individuos tinham idade mais avangada, comparada aos do grupo controle.
Este resultado pode estar associado pela falta de subgrupos em nossa comparagéo,
por mais que a etiologia das necroses (ORN/ONM) sejam distintas, quando
instaladas, a necrose apresenta caracteristicas histopatoldgicas e clinicas distintas.

Em relacdo aos parametros radiograficos, o que se encontrou foi uma
diferenca significativa entre a variacdo dos tons de cinza nas areas analisadas
dentro do mesmo individuo, para os pacientes com necrose. De forma
surpreendente, ndao houve diferenca entre os dois indices radiograficos nao
convencionais analisados, a FD e a Lac. Sobre todos os paradmetros avaliados em
conjunto, encontrou-se que existe uma tendéncia para significancia de correlagao
entre os niveis séricos de Esclerostina e os achados radiograficos nos 0ssos
maxilares, sendo eles a variagdo nos tons de cinza e a FD, o que mostra uma
possivel tendéncia de quanto maior o nivel da Esclerostina sérica, menor variagao
entre os tons de cinza e aumento da FD, para os sitios lesionais. Os indices nao

convencionais também se correlacionaram de forma significante, principalmente com
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o aumento da FD se tem diminuigdo da Lac e da média do tom de cinza na regiao
analisada.

Por ser uma proteina que inibe a formagdo éssea, era esperado que a
Esclerostina estivesse em niveis mais altos para um grupo de individuos que estao
com lesdes Osseas ativas nos ossos maxilares. Ainda, que provavelmente, essa
condicao local pode estar influenciando nos achados sistémicos destes individuos.
Sobre uma analise de individuos com condi¢des sistémicas (e nao locoregionais) e
com niveis altos de Esclerostina, encontra-se na literatura estudos como o de Chen
et al., (2022), que avaliaram o perfil sérico da Esclerostina em 71 pacientes com
osteogénese imperfeita, 51 pacientes com hipofosfatemia ligada ao cromosso X e 17
pacientes com Doenga de Paget, comparando com um universo de 139 pacientes
controles, pareando por idade, sexo e numero de individuos para cada doenca com
seu respectivo numero de pacientes avaliados. Assim como em nosso estudo, eles
encontraram valores aumentados com significAncia estatistica nos trés grupos de
doencgas 6sseas em comparagdo com 0 grupo controle, sendo os pacientes com a
Doenga de Paget os com os maiores niveis séricos. Entendemos que s&o doencgas
distintas e com etiologias diferentes da situacdo avaliada em nosso estudo, no
entanto, vale discutir essa diversidade de situagbes com a Esclerostina aumentada,
mesmo considerando estas variagdes entre condi¢gdes sistémicas e locais.

A informacao sobre os niveis séricos da Esclerostina em alteragbes ésseas
locais €& escassa. Karali et al., (2020) avaliaram concentragbes séricas de
Esclerostina em pacientes com otite crénica com colesteatoma, sem colesteatoma e
saudaveis. Essas otites causam destruicdo 6ssea, sendo o colesteatoma uma lesao
epitelial destrutiva do osso temporal que interrompe o equilibrio entre a formacgao e a
reabsorcdo o&ssea. Foram encontrados niveis significativamente maiores em
pacientes com estas otites em comparagdo com controles saudaveis, associando
esses valores a presengca de grande erosao 6ssea. Embora em uma condigao
distinta, mostrou-se que niveis séricos podem estar associados a condicdes locais e
locoregionais, assim como no nosso estudo.

A Esclerostina é liberada principalmente pelos ostedcitos, quando atentamos
a condicao 6ssea especificamente. Devido a esta caracteristica, podemos esperar
que a Esclerostina contribua na patogénese e progressao de doengas Osseas.
Sendo a osteoporose a doenga 0ssea mais estudada, foi averiguado a importancia

da Esclerostina e outros marcadores nesse processo de redu¢cdo de massa 0Ossea,
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inclusive, esperando que pacientes com osteoporose apresentassem niveis séricos
mais elevados dessa proteina. Contrariando essa expectativa, diversos estudos
demonstraram niveis séricos diminuidos quando comparados com um grupo
controle (BASIR et al., 2019; GORTER et al., 2022; RAMLI; CHIN, 2020). Basir et al.,
(2019) sugeriram que os niveis de Esclerostina sdo um reflexo da baixa massa
0ssea devido a osteoporose, e ndo um fator contribuinte para o desenvolvimento da
mesma, ou seja, como a Esclerostina é liberada principalmente pelos ostedcitos, os
niveis séricos de Esclerostina poderiam ser um indicador indireto do numero total de
ostedcitos. Transpondo esta logica para as necroses Osseas dos maxilares,
sabemos que em locais de necrose 0os numeros de osteodcitos sao baixos e muitas
vezes inexistentes (WEINSTEIN; NICHOLAS; MANOLAGAS, 2000). Diante disso, o
esperado seria niveis séricos de Esclerostina diminuidos se fosse considerado
apenas o numero destas células e o fato que fossem as uUnicas responsaveis pela
produgao dessa proteina. Para além do numero das células, € importante considerar
também as situacdes de expressdo da Esclerostina. A funcdo do ostedcito e seus
derivados, incluindo seu secretoma, mostra sua relagdo com diversas doencas e
condi¢cdes e que regula tanto formagao quanto reabsorgéo. A Esclerostina secretada
pelo ostedcito, juntamente com citocinas inflamatorias e RANKL, promove
reabsorcdo e inibe formagdo 6ssea na metastase dssea e no mieloma multiplo.
Ainda, no caso especifico dos ossos maxilares, ja se sabe que os ostedcitos
aceleram a patogénese da doenga periodontal pela secregédo de Esclerostina, DKK1
e potencialmente também o RANKL, promovendo perda éssea alveolar (KITASE;
PRIDEAUX, 2023). Ou seja, entendeu-se neste estudo que a Esclerostina esta
aumentada em individuos com necroses 0sseas nos 0ssos maxilares, e com certeza
existe o envolvimento dos ostedcitos neste processo, tanto de desenvolvimento
quanto de progressdo da lesdao, no entanto, ainda sem informacdes diretas da
associacdo com outras proteinas e no envolvimento de uma ou mais vias de
sinalizagao, sendo importante aventar a possibilidade de averiguar estudos nesta
area com a avaliacdo de marcadores associados, incluindo DKK1 e RANKL.
Também de forma interessante, € preciso entender a especificidade do
estudo dos ossos maxilares, e que as lesdes de necrose ndo correspondem ao 0SSO
como um todo, mas que, em ambas situacbes analisadas o o0sso estava sim
comprometido, quer seja pena radiagao ionizante previamente incidida naquela area

pela radioterapia, ou na agdo 6ssea global dos medicamentos antirreabsortivos dos
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casos de ONM. Saber como é o comportamento do osso perilesional, do 0sso
lesional e do crosstalking entre a area de necrose e 0 0sso adjacente é crucial para
um melhor entendimento da expressdo de proteinas séricas e de achados
radiograficos. Sera que esse 0sso adjacente pode estar querendo suprir o equilibrio
expressando mais Esclerostina? Ja que os ostedcitos inviaveis/ausentes na necrose
nao estdo operantes ou disponiveis. Outro ponto importante discutir € que a morte
dos ostedcitos e o0 dano 6sseo desencadeiam a formacdo de osteoclastos em
algumas situagdes especificas, como no caso da apoptose de ostedcitos resultando
em remodelagao alvo-direcionada, e consequente reabsorgdo 6ssea naquele local,
embora todo este mecanismo nas ONs ainda nao esteja claro. O osso nas lesdes
de ONM nao parece estar "congelado”, mas ocorre uma reabsorgdo éssea muito
ativa e a infecgao provavelmente desempenha um papel fundamental na conducéao
dessa reabsorgao (REID; CUNDY, 2009).

Sobre o outro marcador classico analisado, a FosfA é liberada na circulagao
durante a fase de formagédo dssea, e € considerada um grande indicador de
regeneracao do tecido 6sseo. Nossos dados indicaram niveis menores de FosfA no
grupo de pacientes com ON, do que os pacientes sem ON (controles), corroborando
com a literatura. Estudos demonstram niveis absolutos mais baixos no momento do
diagnostico das ON, principalmente ONM, devido a agdo dos bisfosfonatos nos
osteoblastos (FIDAN et al., 2012; MORRIS et al., 2012). Demonstrando entédo, que
0s niveis séricos de FosfA diminuidos estdo associados com a diminuicdo da
remodelagdo 6ssea, encontramos menores niveis em pacientes com mais sitios de
ON, indicando menor regeneragao ossea.

Quanto aos paréametros radiograficos quantitativos, ndo encontramos
diferengca entre os valores de FD entre as ROls. A literatura traz diversas
denominagdes para interpretacdo da FD, mas sabemos que ainda ndo ha uma
padronizagao da técnica. Arsan et al.,, (2017) afirmam que a FD aumentada
representa uma arquitetura 6ssea complexa, com trabéculas mais densas e menos
porosas. Torres et al., (2011) usaram a Tomografia Computadorizada (TC) para
comparar a FD entre pacientes com ONM e pacientes saudaveis e demonstraram
maiores valores de FD no grupo ONM (1,67-1,72) do que no grupo controle (1,65-
1,67). Demiralp et al., (2019) também mediram FD em radiografias panoramicas de
33 pacientes com ONM e os compararam com os de um grupo controle e seus

resultados ndo demonstram significancia estatistica assim como em nosso estudo. A
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maioria dos estudos faz a comparagao com grupos de pacientes saudaveis, isto €,
que nao utilizam medicagdes antirreabsortivas e/ou receberam Rl nos maxilares.
Isso pode justificar nossa auséncia de diferengca entre nossos grupos analisados.
Visto que, mesmo na ROl sem lesdo (SL) o osso poderia indicar alteragdes
arquiteturais devido a agado da RDT e das medicagbes. Nao sé a auséncia de 0sso
sem interferéncia alguma, mas entendeu-se também que tanto os indices
convencionais (tons de cinza) e os ndo convencionais (FD e Lac) eram baseados
nos tons de cinza nas ROIls analisadas, e por isso, por mais que estes indices
também reflitam microarquitetura, por se tratarem dos valores de radiolucidez e
radiopacidade na imagem, teriam que ver muito com a mineralizagdo e o conteudo
mineral 6sseo, e ndo apenas com a estrutura éssea trabecular avaliada.

Nos valores médios dos pixels de cinza também ndo encontramos diferenca
entre as ROls, sendo justificado pelo motivo descrito anteriormente. Porém, no
Cinza_DP, encontramos valores menores no grupo SL, isso nos indica que os
valores de pixels variaram menos neste grupo, denotando uma qualidade &ssea
representada por maior homogeneidade na distribuicdo dos tons de cinza, sem
grandes variancias nas tonalidades ali encontradas. Maior variagao de tons de cinza
representada por alto valor de desvio-padrao indicam que, em uma area especifica
avaliada, a distribuicdo de pixels tinha grande variagdo entre radiopacidade e
radiolucidez. Poderia esta variacdo estar mostrando influéncia nos aspectos
trabeculares, com substituicdo dos trabeculado normal por areas de ostedlise e
osteoesclerose? Acreditamos que sim, mas interpretamos com cautela e com
necessidade de avaliagdes futuras.

A grande limitagdo do nosso estudo foi o grupo controle da avaliagdo sérica
nao estar parado por idade. Na clinica, a coleta de pacientes saudaveis (sem
comorbidades Osseas, osteometabdlicas e hepaticas) acima de 50 anos € de grande
dificuldade, porém, quando comparamos nossos valores séricos de Esclerostina
com os valores dos grupos controles da literatura observamos valores semelhantes,
apesar da dificuldade de comparacao devido aos ensaios ELISA serem de marcas e
fabricantes distintos. Um grupo controle para comparagao dos indices radiograficos
quantitativos parece ser o ideal, apesar da literatura também nao encontrar dados
significantes em alguns casos. O uso da TC para a analise fractal também seria uma
ferramenta complementar para avaliacdo arquitetural do osso, porém, na pratica

clinica, a radiografia panoramica € mais solicitada, facilitando seu uso nos estudos



64

clinicos multicéntricos e em uma eventual democratizagdo no uso destas
metodologias.

Por fim, devido ao ineditismo de nossos dados quanto aos valores de
Esclerostina e Fosfatase alcalina nas ON, mais estudos devem ser realizados e
encorajados, sendo este a porta inicial para estudos promissores nesta linha,
principalmente, com uma amostra maior e outros subgrupos de comparagao

(pacientes que receberam Rl e medicag¢des antirreabsortivas e ndo apresentam ON).
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7 CONCLUSAO

A Esclerostina sérica foi maior no grupo de pacientes com ON, revelando um
papel importante nas condicbes de ORN e ONM, estando aproximadamente oito
vezes mais alta comparada aos niveis em individuos sem doengas
osteometabdlicas. A FosfA foi menor em pacientes com ON e mostrou relagdo com a
etiologia da necrose, se ORN ou ONM, com o fator desencadeador (exodontia) e
com o numero de sitios lesionais. Em relagdo aos aspectos radiograficos, a variagao
nos tons de cinza foi mais alta nos sitios de necrose, ou seja, apresentaram uma
maior variagdo nos valores dos pixels revelando maior amplitude dos valores indo do

preto ao branco.
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1 APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Gostariamos de convidar vocé a participar como voluntario (a) da pesquisa: Esclerostina
como biomarcador no monitoramento das necroses 6sseas dos maxilares.

Justificativa: As necroses 6sseas dos maxilares tanto por medicagdes ou por radiacido
ionizante sdo complicagbes na boca que podem ocorrer depois do tratamento do cancer, e sdo de
dificil manejo, além de alterarem a qualidade de vida do paciente, podendo levar a perdas dentarias,
dificuldades na fala e alimentagdo. Por esse motivo, investigar e estudar estratégias de diagnéstico e
avaliagédo da condigéo a distancia, isto €, sem manipulagédo 6ssea, com a analises de biomarcadores
séricos ou analises de parametros radiograficos é de extrema importadncia para o auxilio do
entendimento da condigao, além de desenvolver e aprimorar estudos para o diagnéstico, tratamento e
manejo dessa condigao.

Procedimento: Caso vocé concorde em participar, iremos realizar as seguintes atividades
com vocé: Iremos realizar coletas de sangue, tomadas radiograficas (radiografia panoramica) e
registros fotograficos das lesbes de osteonecrose em dois tempos separados por um intervalo cinco
meses. Estes exames ja seriam solicitados de qualquer forma durante seu tratamento para saber se
sua condicdo esta melhorando, e neste caso, estes exames serao usados na pesquisa também.

Desconforto ou riscos: Pode ocorrer leve desconforto durante a coleta da amostra de
sangue. A realizagdo do exame radiografico n&o sera exclusiva para a realizacdo da pesquisa, e sim
parte do seu acompanhamento no nucleo de odontologia hospitalar do HU-EBSERH, o exame
radiografico ndo apresenta contraindicagdes no seu caso e apresenta o beneficio que propée avaliar
a qualidade do osso necrosado e manter seu acompanhamento e terapéutica necessaria, apesar do
risco minimo da radiagdo ionizante do exame. Pode ocorrer possibilidade de quebra de sigilo de
identificagcdo, que sera evitada ao maximo, pois iremos identifica-lo utilizando cddigos, ao invés dos
dados pessoais como seu nome. Pode ocorrer possibilidade de quebra de sigilo de identificagédo pela
imagem, pois partes de seu rosto podem aparecer na foto. Esta quebra sera evitada ao maximo com
desfoque de estruturas faciais que sejam possiveis de reconhece-lo, além disso o foco das fotografias
€ apenas da regido intraoral.

A sua participagao na pesquisa nao altera o tratamento e acompanhamento de sua doenga.

Método alternativo de tratamento: Nao havera método alternativo de tratamento.
Beneficios: O (a) Sr. (a) ndo tera nenhum beneficio imediato com a participagdo no estudo. No

entanto, o estudo ajudara a obter informagdes e conhecimentos futuros que auxiliardo em um
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entendimento mais aprofundado sobre necroses 6sseas dos maxilares. A participacdo na pesquisa
nao revertera em beneficios diretos ao participante.

Ficha de coleta e privacidade: Os dados referentes a sua identificacdo (nome, telefone e nimero
do prontuario), saude (histéria médica pregressa, historia odontoldgica pregressa) e tratamento
(modalidades de tratamento para osteonecrose) serdo anotados em uma ficha de coleta que ficara
sob responsabilidade do pesquisador responsavel, com a garantia de que havera sigilo quanto a sua
identidade. Os resultados obtidos ficardo sob a responsabilidade dos pesquisadores envolvidos no
projeto, e serdo utilizados como dados de pesquisa cientifica, podendo vir a serem divulgados em
artigos e/ou congressos, resguardando-se sempre o sigilo quanto a sua identificacdo. No entanto, o
Sr(a) podera ter acesso aos resultados provenientes das analises, caso seja do seu interesse.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira
(Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente para os
fins académicos e cientificos.

Duvidas: Qualquer duvida, ndo receie em perguntar quantas vezes necessario, e o (a) Sr(a) sera
esclarecido em qualquer momento da pesquisa.

Retirada do Consentimento: Caso nao deseje participar dessa pesquisa ou retirar seu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, podera fazé-lo em qualquer momento sem qualquer
prejuizo ou punigao.

Despesas: A participagdo nesta pesquisa ndo implicara em qualquer despesa ao Sr(a). Possiveis
gastos poderado ser ressarcidos, incluindo aqueles de transporte e alimentacdo no dia da coleta de
dados.

Resultado: Caso o Sr(a) tenha interesse em saber o resultado, entre em contato com os
pesquisadores nos telefones abaixo, caso esse questionamento seja presencial, o pesquisador
entrara em contato com o Sr(a) por telefone ou email para Ihe divulgar o resultado. O resultado obtido
da pesquisa ndo alterara em nada o tratamento e/ou seguimento do Sr(a). Para participar deste
estudo vocé ndo vai ter nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Apesar disso, se
vocé tiver algum dano por causa das atividades que fizermos com vocé nesta pesquisa, vocé tem
direito a indenizagao.

Eu, ,

abaixo assinado, declaro que consinto participar no trabalho intitulado “Esclerostina como

biomarcador no monitoramento das necroses Osseas dos maxilares.”, e declaro que fui
satisfatoriamente esclarecido e que estou livre para, a qualquer momento, deixar de participar da
pesquisa sem que isso implique em prejuizo ao meu tratamento e que ndo preciso apresentar
justificativas para isso. Sei também de todas as informag¢des por mim fornecidas e os resultados
obtidos na pesquisa s6 serao utilizados para divulgacéo cientifica em reunides e revistas cientificas.
Serei informado de todos os resultados obtidos, independentemente do fato desses poderem mudar
meu consentimento em participar da pesquisa. Concordo também em responder as questdes

contidas no formulario que me foi apresentado (ficha de coleta de dados). E autorizo os
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pesquisadores (Gustavo Davi Rabelo, Riéli Elis Schulz, Kelli Naiara Scatolin, Aira Maria Bonfim
Santos, Liliane Janete Grando) do projeto de pesquisa intitulado “Esclerostina como biomarcador
no monitoramento das necroses 6sseas dos maxilares.” a realizar as fotos que serdo necessarias
sem quaisquer 6nus financeiros a nenhuma das partes. Ao mesmo tempo, autorizo a utilizacao
destas fotos (suas respectivas copias) somente para fins cientificos e de estudos (livros, artigos e
slides), em favor desta pesquisa, porém nao devo ser identificado por nome ou qualquer outra forma.
Qualquer duvida contatarda um dos pesquisadores envolvidos na pesquisa, Gustavo Davi Rabelo
pelo telefone (048) 3721-9520 ou (34) 99335-0844 e e-mail drgustavorabelo@yahoo.com.br, e Riéli
Elis Schulz, telefone (55) 99633-4555 e e-mail rieli.elis.schulz@posgrad.ufsc.br , para questdes

relacionadas a pesquisa. O pesquisador Gustavo Davi Rabelo podera ser encontrado na Sala de
Professores da Estomatologia, Bloco D, Sala D210 no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Santa Catarina, na rua Delfino Conti, sem numero, Bairro Trindade, Florian6polis/SC. Em
caso de queixas e/ou duvidas sobre o andamento ético da pesquisa e informagdes/esclarecimentos,
por favor, entre em contato o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH-UFSC),
situado no Prédio Reitoria Il, 4°andar, sala 401, localizado na Rua Desembargador Vitor Lima, n°® 222,
Trindade, Floriandpolis - Telefone para contato: 3721-6094. O CEPSH é um 6rgéo colegiado
interdisciplinar, deliberativo, consultivo e educativo, vinculado a Universidade Federal de Santa
Catarina, mas independente na tomada de decisdes, criado para defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrbes éticos.

Assim, concordo em participar da pesquisa em questdo. Declaro ainda que uma via do presente

Termo de Consentimento me foi entregue, assinada e rubricada pelos pesquisadores.

Assinatura do participante:
Eu, pesquisador responsavel pela pesquisa, confirmo que irei cumprir todas as normas e

orientagdes da Resolugédo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Assinatura do pesquisador responsavel:

Floriandpolis, de de
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