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“Mas é preciso ter manha

E preciso ter graca

E preciso ter sonho, sempre
Quem traz na pele essa marca
Possui a estranha mania

De ter fé navida”

(Milton Nascimento)



RESUMO

Osteoporose é uma doenca cronica, degenerativa que afeta grande parcela
da populagéo, principalmente as mulheres acima dos 50 anos; com gastos de
tratamento e assisténcia relativamente altos. Os bisfosfonatos (BFs), como inibidores
da reabsorcdo Ossea, sdo utilizados para tratamento da osteoporose desde a
década de 60. Este grupo de compostos tem sido utilizado também nos casos de
metéstase 0ssea de tumores solidos, mieloma multiplo, hipercalcemia e doenca de
Paget. Diante de diversos casos relatados na literatura de osteonecrose associada
aos BFs, a presente pesquisa tem por objetivo investigar a associacdo de necrose
Ossea a terapia com acido zoledrbnico e procedimento cirargico odontolégico
(exodontia de molares). O experimento foi realizado in vivo, com 18 animais Rattus
norvegicus albinus da linhagem Wistar, machos, admitidos com aproximadamente
120g. Os animais; foram divididos aleatoriamente em 3 grupos denominados grupos
A, B e C. Os animais do grupo A foram submetidos a 3 administracdes de &cido
zoledrénico (0,6mg/kg) e submetidos a exodontia, o grupo B foram submetidos a 3
administracdes do acido zoledrdnico e ndo foram submetidos a exodontia, o grupo C
nao foi submetido a administracao do acido zoledrdnico e foi submetido a exodontia.
AlteracOes alveolares foram investigadas por meio da andlise histologica. Os
animais tratados com acido zoledrénico e submetidos a exodontia apresentaram
osteonecrose (60%); os animais submetidos a terapia com acido zoledrbénico
apresentaram irritacdo periorbital (58,3%) e pH da urina basico (91,7%). A presente
pesquisa permitiu concluir que o uso de acido zoledrdnico foi fator de risco para o
desenvolvimento de osteonecrose principalmente quando o uso esta associado a

procedimento cirdrgico odontologico.

Palavras-chave: Bisfosfonatos. Osteonecrose. Mandibula. Maxila. Acido

zoledronico.



ABSTRACT

Osteoporosis is a chronic, degenerative disease that affects a large portion of
the population, especially women over 50 years, with treatment and care costs
relatively high. Bisphosphonates (BPs), as inhibitors of bone resorption, are used to
treat osteoporosis since the 60s. This group of compounds has also been used in
cases of bone metastasis of solid tumors, multiple myeloma, Paget's disease and
hypercalcemia. Faced with many reported cases of osteonecrosis associated with
BPs, this research aims to investigate the association of bone necrosis to zoledronic
acid therapy and dental surgery (extraction of molars). The experiment was
performed in vivo, with 18 animals Rattus norvegicus albinus, male admitted with
approcimately 120g. The animals were randomly divided into 3 groups called groups
A, B and C. The animals of group A underwent three administrations of zoledronic
acid and subjected to dental extraction, group B underwent three administrations of
zoledronic acid and were not subjected to dental extraction in group C did not
undergo the administration of zoledronic acid and underwent the dental extraction.
Alveolar changes were investigated by histologic analysis. Animals treated with BPs
and submitted to dental extraction showed osteonecrosis (60%), animals undergoing
therapy with zoledrénico acid had eye irritation (58,3%) an urinary pH basic (91,7%).
This study concluded that the use of zoledronic acid, is a risk factor for the
development of osteonecrosis mainly when if use is associated with dental surgery.

Key-words: Bisphosphonates. Osteonecrosis. Jaw. Zoledronic acid.
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1 INTRODUCAO

Osteoporose é uma doenca cronica, degenerativa que afeta grande parcela
da populacéo, principalmente as mulheres acima dos 50 anos; e 0s gastos com o

tratamento e assisténcia no Sistema Unico de Satde (SUS) s&o relativamente altos.

Clinicamente, a osteoporose € definida como uma doenca esquelética
sistémica, caracterizada por reducdo de massa Ossea e deterioracdo na
microarquitetura do tecido 0sseo, resultando em aumento da fragilidade Ossea e

consequente susceptibilidade a fratura.

Os farmacos mais comumente usados no tratamento da osteoporose sédo 0s
horménios derivados da paratireoide, o ranelato de estroncio e os bisfosfonatos
(alendronato, &cido zoledrbdnico, ibandronato, risendronato). Estes farmacos
reduzem o risco de fratura vertebral e ndo vertebral e em alguns casos especificos,

0 risco de fratura no quadril.

Os bisfosfonatos (BFs), como inibidores da reabsor¢cdo éssea, sdo utilizados
para tratamento da osteoporose desde a década de 60, sendo considerados como
tratamento de primeira escolha. Ndo obstante, este grupo de compostos tem sido
utilizado, também, nos casos de metéstase 0ssea de tumores solidos, mieloma

multiplo, hipercalcemia e doenca de Paget.

Quimicamente os BFs sdo analogos sintéticos do pirofosfato inorganico, e
caracterizados por ligacdes fésforo-carbono-fésforo (P-C-P). A base para a utilizacdo
clinica dos BFs é a grande afinidade destes compostos pela apatita 6ssea, sendo

potentes inibidores da reabsorcao 0ssea.

Os BFs séo encontrados em formas farmacéuticas para administracdo oral e
parenteral. Embora os mecanismos de acdo dos BFs ndo estejam completamente
elucidados, esses compostos afetam o remodelamento 0sseo nos niveis: fisico-

qguimico, metabdlico e celular.

Apesar de todos os beneficios da terapia com BFs, esses farmacos tém sido
associados a uma complicacdo debilitante, que afeta a mandibula e/ou a maxila,

denominada osteonecrose dos maxilares.
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Diante de diversos casos relatados na literatura de osteonecrose maxilo-
mandibular associada aos BFs, a presente pesquisa teve por objetivo investigar em
modelo animal a associacdo de necrose 0Ossea, terapia com &acido zoledrénico

(bisfosfonato da classe dos nitrogenados) e procedimento cirdrgico odontoldgico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Osteoporose

Osteoporose € uma doenca crdnica, degenerativa que afeta cerca de 75
milhdes de pessoas segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2006). A
incidéncia desta doenca aumenta com a idade e esta associada a elevados indices
de morbidade e mortalidade, prejuizo na qualidade de vida e impacto
socioecondmico negativo (GUIA, 2009; PAPAPOULOQOS, 2011).

A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) e o Banco Mundial avaliam o
impacto socioecondmico de doencgas cronicas, através das mortes decorrentes das
mesmas, da alteracdo do estado de saude bem como das incapacidades
provocadas nos sobreviventes (MURRAY; LOPEZ,1996). Na Europa o custo direto
para cerca de 2,7 milhdes de fraturas osteoporéticas € de 36 bilhdes de Euros
(KANIS;JOHNELL, 2000). Os altos custos sociais e pessoais da osteoporose
apresentam desafios para a saude publica e, em particular, aos médicos, pois a
maioria dos pacientes com osteoporose permanece sem tratamento
(KANIS;BURLET, 2008).

De acordo com a OMS, de 13% a 18% das mulheres e 3% a 6% dos homens,
acima de 50 anos, sofrem com a osteoporose. No Brasil, 0 nUmero de pessoas que
possuem a doenca chega a 10 milhdes e os gastos com o tratamento e assisténcia
no Sistema Unico de Saude (SUS), sdo relativamente altos. Em 2010, o SUS gastou
aproximadamente 81 milhdes de reais para a atencdo ao paciente portador de

osteoporose e vitima de fraturas por quedas (MS, 2011).

A abordagem do impacto socio econémico, com base na deficiéncia e anos
de vida perdidos (DALY), permite uma compara¢ao com outros estados patologicos.
Em estudos apresentados na ultima década, a osteoporose representou DALYs
maior que a artrite reumatoide, hipertenséo e doenca de Parkinson e menor que a
osteoartrite. No que se refere a doencas neoplasicas, o indice DALYs da
osteoporose foi maior do que todos os tipos de céancer, exceto o de pulmao
(JOHNELL; KANIS, 2006).
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Clinicamente, a osteoporose € definida como uma doenca esquelética
sistémica, caracterizada por reducdo de massa Ossea e deterioracdo na
microarquitetura do tecido 0sseo, resultando em aumento da fragilidade 6ssea e
consequente susceptibilidade a fratura. Como fratura 6ssea é a consequéncia mais
comum da osteoporose, a prevencgao e a inibicdo da progressao da doenca séo 0s
principais objetivos das interven¢des clinicas. Desta forma, o gerenciamento de
pacientes osteoporoticos consiste tanto de intervencdo ndo farmacolégica como
farmacoldgica (DELMAS, 2002; RIZZOLI; BONJOUR, 2004; PAPAPOULOS, 2011).

Os farmacos mais comumente usados no tratamento da osteoporose sao 0s
BFs (alendronato, acido zoledrdénico, ibandronato, risendronato), os hormonios
derivados da paratireoide e o ranelato de estréncio. Estes farmacos reduzem o risco
de fratura vertebral e ndo vertebral e em alguns casos especificos, o risco de fratura
no quadril (DELMAS, 2002; RIZZOLI; BONJOUR, 2004).

O tratamento farmacolégico da osteoporose envolve duas abordagens, o
estimulo da formacéo Ossea ou a inibicdo da reabsorcdo 6ssea. Os estimuladores
da formacdo Ossea, tais como raloxifeno, calcitonin, denosumabe e teripartide sao
moduladores seletivos dos receptores de estrégeno (MSRE) sdo agentes nao-
esteroidais que se ligam ao receptor de estrégeno e dependendo do tecido alvo,
agem como agonista ou antagonista de estrégenos. O Raloxifeno é o Unico MSRE
disponivel para prevencdo e tratamento da osteoporose pds-menopausa. Os
inibidores da reabsor¢cdo 6ssea, como os BFs agem sobre os osteoclastos,
interferindo diretamente na osteoclastogénese (DELMAS; CALVO, 2002).

Os BFs, como inibidores da reabsor¢céo 0ssea, sdo utilizados para tratamento
da osteoporose desde a década de 60 e sdo considerados como tratamento de
primeira escolha. Este grupo de compostos tem sido utilizado, também, nos casos
de metastase 0ssea de tumores solidos, mieloma multiplo, hipercalcemia e doenga
de Paget (NEME; MELO; POMPEI, 2012).
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2.2 Bisfosfonatos e Mecanismos de Acao

Os BFs compBem uma classe de substancias quimicas que apresentam
ligacdo fosforo-carbono-foésforo (P-C-P). Estes compostos sdo utilizados em
patologias 0sseas como hipercalcemia maligna, doenca metastatica, osteite
deformante e osteoporose (KANIS; BURLET, 2008).

Os BFs sdo analogos quimicos da substancia endégena denominada &cido
pirofosfdrico, que no organismo € encontrada como pirofosfato, um inibidor natural
da reabsorcao 6ssea. No pirofosfato o atomo central € o oxigénio. Devido a extensa
degradacdo enzimatica, este composto tem vida biolégica muito curta, insuficiente
para influenciar no metabolismo 6sseo. Nos BFs as caracteristicas biofarmacéuticas
séo alteradas de acordo com diferentes substituintes (R1 e R2) ligados ao carbono
central. A adicdo de um grupo hidroxila ao atomo de carbono na posi¢cdo R1
aumenta a poténcia antirreabsortiva. A atividade farmacolégica aumenta com a
presenca de grupos amina no final da cadeia lateral e com o comprimento da cadeia
lateral (Figura 1) (FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005).

Figura 1- Estrutura quimica dos Bisfosfonatos
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Fonte: Adaptado de FERNANDES, C.; LEITE, R. S.; LANCAS, F. M. Bisfosfonatos: sintese,
andlises quimicas e aplicacdes farmacolégicas. Quimica Nova, v. 28, n.2 p. 274-280, fev,
2005.
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Os BFs podem ser divididos em dois subgrupos, dependendo da presenca ou
nao de nitrogénio. Pesquisas recentes sugerem que o0s primeiros BFs usados
clinicamente e nao-aminados (etidronato e clodronato) sdo metabolizados em
analogos citotoxicos de ATP23, sendo estes 0s responsaveis pela inibicdo da
atividade dos osteoclastos. Por outro lado, os BFs aminados, mais novos e potentes
(pamidronato, ibandronato, alendronato e acido zoledrénico) induzem apoptose nos
osteoclastos, inibindo enzimas da via do mevalonato e prevenindo a prenilacéao
(principalmente a geranilgeranilacdo) de pequenas proteinas que se ligam a GTP,
que sdo essenciais para o trafego de vesiculas e manutencdo da integridade do
citoesqueleto (VANSCONCELLOS; DUARTE; MAIA, 2004; FERNANDES; LEITE;
LANCAS, 2005; VANDOME et al., 2012).

Os BFs apresentam em sua estrutura quimica dois grupamentos fosfato (PO5;)
ligados covalentemente a um carbono central, acrescidos de duas cadeias
denominadas genericamente de R1 e R2. A primeira cadeia, curta, € responsavel
pelas propriedades quimicas e farmacocinéticas dos BFs, além de conferir, em
conjunto com os grupamentos fosfato, alta afinidade ao tecido 6sseo. Ja a cadeia
longa R2 determina a poténcia anti-reabsortiva e 0 mecanismo de acgao
farmacoldgico. Contudo, ambas sdo de grande importancia para a efetividade destes
medicamentos (CASTRO; FERREIRA; FERREIRA, 2004; JARDIM JUNIOR;
SOUZA, 2005).

Os BFs reduzem a extensdo das regifes em reabsorcao e a profundidade nas
areas erodidas, pois diminuem a atividade clastica; inibindo o recrutamento das
células para a superficie 0ssea, inibindo a atividade celular, induzindo a apoptose e
alterando a troca mineral durante o processo de reabsorcdo 6ssea (CONSOLARO;
CONSOLARO, 2008).

Os BFs apresentam baixa absorcao intestinal sendo pouco lipofilicos, ou seja,
de dificil transporte por meio da barreira epitelial. Além de serem moléculas
relativamente grandes que complexam facilmente com o célcio, ligam-se
preferencialmente a 0ssos com alta taxa de remodelagem, devido a grande
exposicdo de hidroxiapatita nesses sitios, tendo uma pequena fracdo biodisponivel
(FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005).
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Aproximadamente 50% da dose administrada ficam acumuladas em locais de
mineralizacdo 6ssea, permanecendo nestes sitios por meses ou anos, até ocorrer a
reabsorcdo. O farmaco quando administrado por via oral, sofre pouca absorcéo
sendo esta ainda afetada pela alimentacao, particularmente pelo leite. Uma vez livre
no plasma, é excretado em sua forma inalterada, pelo rim, sendo a excrecao renal a
Gnica rota de eliminacdo desse medicamento (CARVALHO et al., 2010). A meia-
vida plasmatica dos BFs é de aproximadamente 10 anos, e seu uso prolongado
pode resultar em acumulo substancial da droga no esqueleto (RUGGIERO; WOO,
2007).

Os BFs reduzem a reabsorcdo Ossea de maneira dose dependente,
principalmente ao inibirem o recrutamento e promoverem a apoptose dos
osteoclastos, além de estimularem a atividade osteoblastica. Com o decréscimo da
atividade osteoclastica, ocorre inibicdo da liberacdo de fatores de crescimento e de
outros peptideos da matriz 6ssea. Inibicdo semelhante ocorre sobre as células
endoteliais. Células tratadas com BFs tiveram decréscimo da proliferacdo e aumento
da taxa de apoptose. Também foram observadas, diminuicdo da formacédo de tubos
capilares e consequente reducao do niumero de vasos sanguineos (GEGLER et al.,
2006). Os BFs afetam o remodelamento ésseo em varios niveis. No nivel tecidual,
inibem a reabsor¢do 6ssea, alterando o remodelamento 6sseo, interferindo no grau
de formacao 6ssea. Quanto ao nivel celular, os BFs alteram os osteoclastos inibindo
sua funcéo de diversas maneiras, tais como: inibicdo do recrutamento e diminuicéo
do tempo de vida dos osteoclastos e inibicdo da atividade osteoclastica na superficie
ossea. No nivel molecular tem se evidenciado que os BFs modulam as func¢des dos
osteoclastos pela interagdo com receptores da superficie celular ou enzima
intracelular (MARTINS et al., 2009).

2.3 Indicacgdes Clinicas para a Terapia com Bisfosfonatos

Atualmente, estédo disponiveis no mercado BFs de administracdo parenteral e
oral. Os BFs orais séo utilizados no tratamento da osteoporose, contudo existem
outras indicagbes menos frequentes como: a Doenca de Paget e a Osteogénese

Imperfeita. Os BFs intravenosos (BFslIV) estdo indicados para o tratamento da
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hipercalcemia associada ao mieloma multiplo e a tumores sélidos com metastizacdo
0ssea (cancer de mama, préstata e pulmao). Os BFslV sao eficazes na prevengéao e
reducdo da hipercalcemia, na estabilizacdo de patologia 6ssea e na prevencao de
fraturas (SCARPA et al., 2010).

A base para a utilizagcdo clinica dos BFs € a grande afinidade destes
compostos pela apatita 6ssea. Como potente inibidor da reabsorgcédo 0ssea, 0os BFs
agem reduzindo a atividade dos osteoclastos e aumentando a apoptose. O
mecanismo de acdo sobre os osteoclastos incluem inibicdo do préton vacuolar
adenosina trifosfatase (ATPase), alteracdo do citoesqueleto e das invaginacdes dos
bordos celulares. Os aminobisfosfonatos também inibem varias etapas da via do
mevalonato, modificando assim a isoprenilacédo das proteinas ligadas ao trifosfato de
guanosina (KANIS; BURLET, 2008).

Os BFs disponiveis no mercado séo: o risedronato, ibandronato, alendronato,
pamidronato, acido zoledrénico e clodronato dissodico. Sintomatologia do tipo gripal,
astenia, anemia, sintomatologia gastrointestinal, dispnéia, cefaléia, ansiedade,
conjuntivite, visdo turva, anorexia, edema, elevacdo dos niveis de creatinina,
insuficiéncia renal e Ulceras esofagicas sdo algumas das reacdes adversas descritas
para o tratamento com BFs (MIGLIORATI et al., 2005; GEGLER et al., 2006).

Esses farmacos séo potentes inibidores da reabsorcao 6ssea mediada por
clastos, atuam indiretamente nos osteoblastos, inibindo a reabsorcdo 6ssea,
alterando a funcdo dos clastos (unidades osteorremodeladoras). S&o efetivas na
reducdo das concentracdes de calcio no soro de pacientes com hipercalcemia
maligna. Além disso, constituem uma nova modalidade de tratamento para
metéstases dsseas, reduzindo a quantidade e o indice de complicagBes esqueléticas
no mieloma multiplo e no cancer de mama avancado, bem como aliviam a dor éssea
causada por metastases de varios tumores solidos, com consequente aumento da
qualidade de vida do paciente (CASTRO; FERREIRA; FERREIRA, 2004).

Vérias pesquisas demonstraram que os BFs também possuem efeito em
outras ceélulas além dos osteoclastos, incluindo células tumorais. Ja existe uma
quantidade consideravel de dados in vitro demonstrando que os BFs tém acao
citostatica, induzem apoptose e inibem a adesdo e a invasividade de células

tumorais, interferem no processo metastatico; tém efeito na secrecdo de fatores de
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crescimento e citocinas e inibem a angiogénese tumoral. Embora em menor escala,
evidéncias in vivo demonstrando a acdo dos BFs em tumores estdo comecando a se
acumular (ORTIZ, 2004; CONSOLARO; CONSOLARO, 2008).

2.4 Glicocorticéides e o risco de osteonecrose

A causa secundéria mais comum de osteoporose € aquela decorrente do uso
oral de glicocorticoides e a principal causa de osteonecrose ndo traumatica
(WEINSTEIN et al., 2000; BOUTSEN et al., 2001; WEINSTEIN, 2012). O nome
osteonecrose, também conhecido como necrose isquémica ou avascular, pode ser
enganosa, uma vez que ndo tem sido demonstrado que as células ésseas morrem
por necrose. De fato, as respostas inflamatdrias e de inchaco das células que
caracterizam a necrose em tecido mole usualmente ndo sdo observadas nos 0Ssos
(MANKIN, 1992).

Os (glicocorticéides sao utilizados no tratamento de muitas doencas,
invariavelmente, o periodo de tratamento € por um longo tempo. No Reino Unido
aproximadamente 250.000 pessoas usam glicocorticoides em tratamento de
doencas crbnicas, mas poucos sao tratados para doencas esqueléticas (KANIS et al,
2007). As indicacdes mais frequentes do uso de glicocorticéide sdo nas doencas
respiratorias, seguido das doencas musculoesquelética e cutaneas. Esforcos para
reduzir a dose ou descontinuar a administragdo deste farmaco ndo tém sido bem
sucedidos, devido principalmente, a necessidade de glicocorticoides em pacientes
transplantados (SOCIE et al.,, 1997), nos tratamentos pulmonares, autoimunes e
hematopoiéticos (WEINSTEIN et al., 2000).

Estudos prospectivos e epidemioldgicos tém mostrado que os glicocorticoides
diminuem a massa 0ssea e, portanto, aumentam o risco de fraturas em 30 a 50%
(EASTELL et al., 2000; DE NIJS, 2008; CAPLAN; SAAG, 2009; WEISTEIN, 2012). O
uso de glicocorticoides foi associado com aumento significativo do risco de qualquer
fratura osteoporética e fratura de quadril quando os dados estavam associados a
densidade mineral 6ssea (DMO). Para fraturas osteoporoticas, a faixa de risco
relativo com a idade foi de 2,63 - 1,71 e para fratura de quadril de 4,42 - 2,48
(BRIOT; ROUX, 2008). No entanto, o uso de glicocorticoides reduziu a DMO do colo
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femoral (KANIS et al., 2007). Um estudo de controle de caso confirmou que o uso de

glicocorticoides quase dobrou o risco de fratura do quadril.

Um aumento na apoptose de osteoblastos e ostedcitos tem sido demonstrado
em ratos e em humanos tratados com glicocorticoide e podem estar envolvidos na
patogénese da osteonecrose associada a este grupo de farmacos (WEINSTEIN et
al, 1998). Para examinar a relacdo espacial entre apoptose do ostedcito e
osteonecrose induzida por glicocorticoides, foi determinado a prevaléncia de
apoptose na cabeca do fémur obtida de pacientes que foram submetidos a protese
de substituicdo do quadril por causa da osteonecrose devido ao tratamento crénico
com glicocorticoide (n=5), alcoolismo (n=3), trauma (n=1) e doenca falciforme (n=3).
Ostedcitos apoptoticos abundante e células que revestem 0 0sso esponjoso foram
encontrados justapostos a crescente fratura subcondral em fémures dos pacientes
com excesso de glicocorticoides. Em contraste, células 6sseas apoptoéticas nao
foram encontradas das amostras retiradas de pacientes com trauma ou doenca
falciforme e eram raras nos pacientes alcoodlatras. Estes resultados indicam que o
nome osteonecrose induzida por glicocorticoide € inadequado. O 0sso nédo é
necrético; de fato, ele mostra apoptose proeminente de células de revestimento
esponjoso e ostedcitos. A apoptose do osteédcido induzida por glicocorticoide, um
defeito irreparavel e cumulativo, poderiam perturbar a funcdo da rede
mecanosensorial do ostedcito e assim iniciar uma sequéncia inexoravel de eventos,

levando ao colapso da cabeca femoral (WEINSTEIN et al., 2000).

Quando o uso de glicocorticoides esta associado ao uso de BFs, podemos ter
o glicocorticoide como um fator risco para o desenvolvimento de osteonecrose

induzida por BFs.

2.5 Osteonecrose induzida por Bisfosfonatos

Em 2003, um crescente numero de casos foi relatado associando a
administracdo de BFs, principalmente os de administracdo intravenosa, com uma
condicdo rara de osteonecrose do complexo maxilo-mandibular. Segundo os
pequisadores este processo de osteonecrose caracteriza-se pela morte do tecido

0sseo devido fatores locais ou sistémicos que afetam o fluxo sanguineo normal,
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comportando-se de maneira semelhante a osteorradionecrose, expondo O 0SSO
subjacente, facilitando a entrada de microrganismos e consequentemente a
contaminacdo. Acredita-se que a osteonecrose resulte de uma interligacdo entre
metabolismo O0sseo alterado pelos BFs, trauma local, aumento da necessidade de
reparo 0sseo, infeccdo e hipovascularizagdo. Assim, a necrose 0ssea seria a
incapacidade do tecido se reparar e remodelar frente a quadros inflamatoérios
desencadeados pela mastigacdo (estresse mecanico), exodontias, irritacdo por
proteses ou infec¢cdo dental ou periodontal (MARX, 2003; MARTINS et al., 2009;
BOZENA et al., 2011). A diferenca crucial para a osteonecrose maxilo-mandibular é
o0 sitio anatdmico afetado, estando a maxila e mandibula em contato direto com a
cavidade bucal quando de sua manipulacao, sujeitando-se a processos infecciosos
(GEGLER et al., 2006).

A American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) definiu
as trés caracteristicas necessarias para que essa lesdo 0ssea seja associada aos
BFs: paciente est4 sendo ou foi submetido a terapia dos BFs; exposicdo necrética
0ssea nos maxilares persistindo por mais de oito semanas e nenhuma histéria de
irradiacdo sobre o sitio anatdmico. Sendo essa definicdo importante na instituicdo de
protocolos de atendimento e terapias da osteonecrose (RUGGIERO et al., 2009).

Com finalidade de se instituir um tratamento adequado para as diversas
formas de osteonecrose, os pacientes foram classificados em: pacientes com risco,
0S quais estdo sendo submetidos a tratamento com os BFs, seja por via oral ou
intravenosa, e pacientes que ja apresentaram osteonecrose por uso de BFs, com

uma subclassificagdo em estagio 1,2 e 3, abaixo descritos (RUGGIERO et al., 2009).

Quadro 1 - Estagios da Osteonecrose

Estagio da Osteonecrose Caracteristicas Clinicas
1 Exposi¢cdo 6ssea assintomatica
2 Exposicdo 6ssea com sintomatologia dolorosa e infeccao

clinica evidente

3 Semelhante ao estdgio 2, mas associado a fraturas
patolégicas, fistula extraoral e extensas areas osteoliticas

em borda inferior de mandibula

Fonte: AAOMS 2007.
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A osteonecrose da mandibula pode permanecer assintomatica por semanas
ou meses e sO ser reconhecida pela exposicdo 0ssea na cavidade oral. Sintomas
tipicos incluem dor, calor, rubor e edema da area afetada, com perda de dentes e
saida de secrecado purulenta. O envolvimento pode ser bilateral. O diagndstico &
clinico, todavia exames radiol6gicos, como radiografias e tomografia, podem ser
usados para confirmar o diagnostico. Além disso, pode ser utilizado a densitometria
0ssea e 0 CTX (telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo 1) (EDUARDO et al.,
2010).

A densitometria 0ssea € utilizada para medir a massa 6ssea, o0 CTx sérico &
um marcador de reabsorcdo Ossea que avalia a eliminacdo de fragmentos

especificos produzidos pela hidrélise do colageno do tipo | (BROZOSKI et al., 2012).

Um protocolo de tratamento que pode ser utilizado considera o tempo e duracéo
da terapia com BFs além de monitorar o CTx (C-telopeptideo) no soro ou na urina,
ou seja monitorar 0 metabolismo 6sseo. O telopeptideo C do colageno tipo | é
considerado um marcador importante da atividade osteoclastica e monitora os niveis
de reabsorcéo 6ssea (MARTINS et al., 2009; EDUARDO et al., 2010).

A osteonecrose € relativamente comum na mandibula, pois o local é
frequentemente exposto ao ambiente externo quando de exodontias, grandes
procedimentos dentarios e durante a higiene oral. Outro fator contribuinte para a
dificuldade de cicatrizacdo pode ser a particular vascularizacdo da mandibula
através de artérias terminais, ja que a hipdxia tecidual inibe a sintese de colageno, a

proliferacdo fibroblastica e o estimulo a vascularizacédo (SONIS et al., 2009).

Ainda que o desenvolvimento da osteonecrose esteja associado, em sua
maioria a lesdes traumaticas, 0 surgimento espontaneo pode ocorrer em até 30%
dos pacientes, principalmente em areas que sao facilmente lesadas e recobertas por
mucosa fina como, por exemplo, na regido da linha milo-hioidea (MAVROKOKKI et
al., 2007; LANDESBERG et al., 2008; CARVALHO et al., 2010).

E comum na literatura controvérsias em relacdo a realizar o tratamento da
osteonecrose com a permanéncia da terapia dos BFs. A AAOMS, propbe que
pacientes recebendo por mais de 3 anos BFs por via oral, quando as condi¢cbes

bY

sistémicas do paciente permitirem, sejam submetidos a descontinuidade do



24

tratamento com BFs trés meses antes e trés meses ap0s a realizacdo de

procedimentos cirargicos, o que poderia diminuir os riscos da osteonecrose.

Contudo, para os pacientes que empregam BFs de uso intravenoso, essa
descontinuidade seria indicada por um periodo de 14 a 21 dias antes das
intervencoes, ressaltando-se que a decisdo de descontinuar o tratamento nesses
casos caberia ao médico oncologista ou de outra especialidade responsavel pelos
cuidados desse paciente. Entretanto, outros autores alegam que os beneficios dessa
descontinuidade do uso de BFs sdo muito limitados pela elevada permanéncia
desses farmacos no organismo. A descontinuidade do uso de BFs nao produziria as
modificacdes na estrutura 6ssea compativeis com as necessidades de reparo
quando da realizacdo de procedimentos cirirgicos na cavidade bucal, o que pode
contraindicar ou limitar tais procedimentos clinicos (MARX; CILO JUNIOR; ULLOA,
2005; RUGGIERO; WOO, 2007).

Fatores como a alteracdo inflamatéria e prescricdo de alguns farmacos,
incluindo os corticéides e imunossupressores, podem ter papel relevante no

desenvolvimento da osteonecrose associado aos BFs (CONTE NETO et al., 2011).

O guadro 2, adaptada de Conte Neto et al. (2011), apresenta os fatores de

risco para o desenvolvimento de osteonecrose.

Quadro 2 - Fatores de risco para o desenvolvimento de osteonecrose

Relacionados ao farmaco e Poténcia do bisfosfonato

e Duracgédo da terapéutica

e Anatomia local, sendo na mandibula
Risco local mais comum, quando comparado a
maxila

e Cirurgia dento-alveolar

e Corticoterapia;
Fatores provaveis e Diabetes;

e Consumo de tabaco;
e Consumo de alcool;

e Higiene oral deficiente;

Fonte: CONTE NETO, N. et al. Oral bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws is rheumatoid

arthritis patients: a critival discussion and two case reports. Head & Face Medicine, p.1-7, 2011.
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7

A osteonecrose € clinicamente caracterizada por exposicdo o6ssea de
coloragdo amarelo-esbranquicada, as alteracdes radiograficas tornam-se evidentes
quando o envolvimento 6sseo é extenso, ou seja, radiografias periapicais ou
panoramicas podem nao revelar alteracfes significantes nos estagios iniciais de
osteonecrose, mas apods longo periodo de terapia com BFs é observada
osteoclerose 6ssea. A tomografia computadorizada também auxilia no diagnéstico
da doenca e planejamento do tratamento (JARDIM JUNIOR; SOUZA, 2005;

SCARPA et al., 2010).

2.6 Tratamentos da Osteonecrose

A terapia da osteonecrose € variavel, atualmente muito discutida e na maioria
dos casos é utilizada uma terapia paliativa no controle da dor. As multiplas
abordagens incluem o uso de analgésicos sistémicos, debridamento cirtrgico, uso
prolongado de antibidticos, laserterapia e oxigenioterapia hiperbéarica (neste caso,
experiéncia limitada e controversa) (SOUZA et al., 2009).

Pacientes com exposicfes 6sseas assintomaticas podem ser tratados com
irrigacdo com solucBes antimicrobianas, como a clorexidine, além de um rigoroso
controle clinico e radiografico e se necesséario uso de antibitticos sistémicos para
evitar infeccdes secundarias (NICOLATOU-GALITIS et al., 2012).

Em casos onde o0 sequestro 0sseo € sintomatico indica-se a remo¢ao do 0sSso
necrotico, com menor agressao tecidual possivel, além de irrigacdo constante com
solucdo antimicrobiana e manutencao da antibioticoterapia oral. Tratamento cirargico
agressivo na maioria dos casos exacerba o quadro de exposicdo Ossea, sendo
ineficiente (MARX; CILO JUNIOR; ULLOA, 2005; MARTINS et al., 2009).
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3 OBJETIVO

Investigar a associacdo entre o uso de acido zoledrbnico e o surgimento de
alteracdes O0sseas no complexo maxilo-mandibular em ratos submetidos ou néo a
exodontia. Verificar por microscopia alteracdes ocorridas na regido submetida a
exodontia dos animais tratados com acido zoledrénico e verificar o aparecimento de

complicag@es clinicas pelo tratamento com acido zoledrénico.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de animais
da Pro-Reitoria de Pesquisa, da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR), sob
NUmero:046/2011( Anexo A).

Para a manipulacdo dos animais foram utilizados os critérios segundo o
Manual de Utilizagdo de Animais/Fiocruz (CEUA-FIOCRUZ, 2008).

4.2 Caracterizacao dos grupos de animais

O conjunto dos animais foi composto de 18 ratos machos jovens (Rattus
norvegicus albinus), da linhagem Wistar, provenientes do laboratorio Anilab
Paulinia/SP, admitidos no biotério da Universidade de Sorocaba (UNISO) com
aproximadamente 120g de massa corporal. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 3 grupos (A,B e C), cada grupo era composto de 6 animais. Os
animais dos grupos A e B foram tratados com acido zoledrénico (Zometa®, Novartis
AG, Basileia, Suica), disperso em soro fisiolégico. A dose administrada, para os
animais destes grupos, por via intraperitonial era de 0,6 mg/Kg de massa corporal
(MAAHS, 2008; RAHDE, 2010). Nos animais do grupo C foi administrado o mesmo
volume de soro fisiolégico. Os animais dos grupos A e C foram submetidos também

a exodontia dos molares superiores do lado esquerdo.

4.3 Manutencéo e manipulacdo dos animais

Durante o periodo de estudos, os animais foram mantidos em gaiolas
metabolicas de aco inoxidavel, acomodadas sobre estantes ventiladas, e
alimentados com dieta padrdo e agua ad libitum. Durante o periodo de permanéncia
dos animais no biotério, o ambiente foi controlado com ciclo alternado de claro e
escuro a cada 12 horas e temperatura local foi mantida em 22 + 2°.C. A identificagao

dos grupos foi feita nas gaiolas e nos animais através de numeracao na cauda.
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Para minimizar o estresse do animal, a manipulacdo dos mesmos durante a
execucdo do experimento foi realizada fora do biotério, no Laboratorio de

Biociéncias/Uniso.

4.4 Administragdo do Farmaco

Antes da administracdo do farmaco, os animais eram pesados em balanca
digital eletrdnica. A massa corporal foi registrada para calculo da dose (0,6mg/Kg). O
acido zoledrdnico disperso em soro fisioldgico foi administrado por via intraperitoneal
com seringa hipodérmica (1mL) e agulha 13x4,4 mm (Figura 2) . Trés doses do
acido zoledrénico (Figura 3) foram administradas com intervalos de 28 dias, nos

tempos zero; 28 e 56 dias, segundo as recomendacfes do fabricante.

Figura 2 - Administragdo do medicamento

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 3 - Acido zoledrénico (Zometa®)

Fonte: Elaboracéo propria.
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4.5 Obtencdo de imagens radiologicas

Foram obtidas imagens radiograficas para verificar a presenca de alteracdes
0sseas (osteoclerose), indicativa de necrose 0ssea.

Para realizar as tomadas radiograficas (Gnatus 70kVp — 7mA) da regido
maxilo-mandibular (Figura 4), os animais foram sedados com quetamina e xilazina,
respectivamente, nas dosagens de 100 e 10 mg/Kg de massa corporal, por via
intramuscular. Os animais foram radiografados na posicdo normo-lateral. As
radiografias foram realizadas apds a segunda e terceira administracdo do &cido
zoledrbnico e ap6s a exodontia dos molares. O cilindro dos feixes de raios-x foi

posicionado em um angulo de 90° e o tempo de exposicao radioldgica foi de 0,4 s.

Figuras 4: Radiografias periapicais.

Fonte: Elaboragao propria.

4.6 Procedimento Cirargico Odontolégico (exodontia)

Antes do procedimento cirdrgico foi realizada uma oroscopia para verificar a
presenca de lesdes na cavidade bucal.

A exodontia dos 3 molares do lado esquerdo da maxila foi realizada 07 dias
apos a 22 administracdo do &cido zoledrénico, no 34° dia de permanéncia dos
animais no biotério. Para este procedimento cirirgico, o animal foi posicionado em
decubito dorsal sobre uma superficie de madeira revestida com material
impermeével e sanitizada. A abertura da boca foi mantida com elasticos fixados na
superficie de madeira e ancorados nos dentes incisivos superiores e inferiores
(Figura 5). Os molares foram descolados com hollemback (3s), luxados e removidos
com férceps, infantil n° 1, com ponta ativa adaptada (Figura 6). Na ferida cirurgica foi
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realizada uma curetagem usando cureta de dentina, e compresséo local com gaze
para estabilizacdo do coagulo, sem necessidade de sutura.

Para analgesia dos animais, foi administrado dipirona sodica (Dipirona sédica
500mg, Medley, Campinas, S&o Paulo) em gotas (10 gotas em cada 20 mL) em sua

propria mamadeira por 02 dias.

Figura 5: Abertura da cavidade oral

Fonte: Elaboracao propria.

Figura.6: Instrumentais utilizados

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 7: Elemento dental removido

Fonte: Elaboragéo propria.

4.7 Avaliacao Clinica

Durante o periodo de tratamento os animais foram observados em relagédo ao

comportamento, consumo de ragdo e agua, pH da urina e outros sinais clinicos.

A urina de cada animal foi coletada durante 18 horas e armazenada em
frascos de vidros ambar, previamente lavados e sanitizados. A medida do pH da
urina foi realizada nos dias subsequente a administracdo do acido zoledrénico, o pH
da urina foi medido com fita indicadora de reacédo da marca JProlab®. O resultado
foi imediatamente comparado com o padrdo de cores fornecido pelo fabricante da

fita indicadora e registrado para analise comparativa.

4.8 Eutanasia

A eutanasia foi realizada por meio de anestesia profunda com isoflurano. Os
animais foram submetidos a eutanasia 86 dias apds o inicio do estudo, este periodo
de estudo engloba as 03 administrac6es de acido zoledrénico e 52 dias de periodo
pés-operatorio, tempo suficiente para que ocorresse 0 reparo tecidual nos animais
submetidos a exodontia, o reparo alveolar em ratos ocorre em média, com 28 dias
(VERONESE et al., 2005).
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4.9 Preparacao das amostras para analise histologica

A preparacao das amostras para analise histologica foi realizada em 4 etapas:
remocao bilateral do fragmento 6sseo da maxila, descalcificacdo 6ssea, microtomia
e coloracdo das amostras (MAAHS, 2008) .

Para a remocdo do fragmento 0sseo, ap6s a eutandsia, o animal foi
decapitado. A maxila foi dissecada, removendo os tecidos moles para melhor
visualizacao dos tecidos duros, a seccdo do fragmento ésseo da maxila foi feita com
disco de carbeto de silicio (disco de carborundum Dentorium®) em baixa rotagdo. O
fragmento 6sseo da maxila foi removido de ambos os lados. Os lados direito (D) e
esquerdo (E) foram identificados para posterior manipulacdo e identificacdo das
amostras. Cada fragmento da maxila (Figura 8 e 9) foi analisado
macroscopicamente com auxilio de sonda periodontal milimetrada. E em seguida

colocados em cassetes e identificadas.

Figuras 8 e 9: Fragmento da maxila dos ratos

Fonte: Elaboragéo propria.

Durante a avaliagao do protocolo de estudo, previamente estabelecido, foram
utilizadas duas técnicas para descalcificacdo 0ssea, ambas descritas na literatura.
Técnica 1: Descalcificacdo com EDTA 5%

A descalcificacdo O0ssea das amostras D e E foi realizada em solugdo de
EDTA a 5% (m/v) (RODRIGUES, 2007). As pecas foram mantidas submersas por
um periodo de 7, 14 ou 30 dias. A solucdo de EDTA 5% era renovada com intervalos

de dois dias. ApOs esse periodo de descalcificagdo, ndo foi obtido o resultado
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necessario. Por este motivo, neste estudo, foi utilizada a técnica de descalcificagéo
descrita abaixo.
Técnica 2: Descalcificacdo com KOH e HNO;

Esta técnica de descalcificacdo foi realizada tendo como base o MTHBC-
Faculdade de Medicina, USP (Manual de Técnicas em Histologia e Biologia Celular
do Laboratorio de Biologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo, 2002) Para a descalcificacdo 60ssea com KOH e HNOj, as amostras
fragmento 6sseo (D e E) foram previamente tratadas com solucdo de formol a 10%
(v/v) por 48 horas.

Para a descalcificacdo 6ssea com solucdo de KOH a 10% (m/v), as amostras
foras mantidas submersas por cerca de 2 horas, com intervalos de 10 a 20 minutos
a resisténcia das amostras eram testadas com auxilio de um alfinete. Apds este
tempo as amostras eram lavadas em agua corrente isenta de ions e mantidas
submersas em agua purificada, em repouso, durante 12 horas. Sequencialmente, as
amostras eram submersas em solucdo de HNO3; a 10% (v/v) por mais 2 horas com
intervalos de 10 a 20 minutos a resisténcia das amostras eram testadas com auxilio
de um alfinete. Apds este tempo as amostras eram novamente lavadas em agua
corrente isenta de ions e mantidas submersas em agua purificada, em repouso
durante 12 horas.

Para o corte histoldgico, as amostras (D e E) previamente descalcificadas,
foram desidratadas, diafanizadas, impregnadas com parafina para preparacdo dos
blocos e microtomizadas. Para desidratacdo, as amostras foram submersas em
solucéo etandlica a 50, 70, 80 % (v/v), durante 35min (cada banho). Em seguida as
amostras foram submersas por mais 45 min. em solucdo etandlica a 90% (v/v) e
mais 45 min. em etanol absoluto.

A diafanizagéo foi feita com banho | em xilol por 10 min. e banho Il em xilol
por mais 10 min.

O processo de impregnacédo de parafina foi realizado utilizando Paraplast®
Plus (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.). Dois béqueres contendo parafina, para cada
amostra, foram mantidos em estufa com temperatura de 70°C até completa fusédo do
material. As amostras foram imersas no respectivo banho de parafina. O tempo de
permanéncia em cada béquer foi de 15 minutos.

Para realizar o emblocamento das amostras, as mesmas foram retiradas do

cassete e colocadas em moldes com parafina previamente fundida. As amostras



34

eram colocados no molde apdés o resfriamento parcial da parafina (inicio do processo
de recristalizagao)

A microtomizacao foi realizada com laminas de aco e utilizando microtomo
rotativo numérico MR 400 Laborana. Para o corte das amostras o equipamento foi
ajustado para fornecer pecas com 3,0 um de espessura.

A coloracao das laminas foi realizada com solugéo de hematoxilina de harris
modificada e solucdo alcoodlica de eosina Y, da seguinte forma: A lamina foi
desparafinada em estufa com temperatura em torno de 60°C; lavada em agua por 4
minutos e corada pela Hematoxilina de Harris modificada por 4 min. Ap6s esse
tempo a lamina foi lavada novamente em &agua corrente e desidratada em &lcool
acido (etanol 94% acidificado com &cido cloridrico 1%), por um tempo suficiente para
gue os nucleos ficassem diferenciados. Em seguida a lamina foi lavada em agua
corrente por mais 10 minutos e corada com eosina Y alcodlica por 3 minutos e
lavada com &gua destilada, fixada com xilol por mais 4 minutos e montada com

entelan e laminulas.

4.10 Andlise Histoldgica

As imagens histolégicas foram capturadas por microscépio Optico e
capturadas por camera Motic®, as anélises foram feitas comparativamente com

tecido normal e analisadas para presenca de alteracées anatomo-histoldgica.

4.11 Analise dos Dados

As variaveis foram descritas por analise descritiva em frequéncia absoluta e

relativa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que os animais tratados
com acido zoledrénico e submetidos a exodontia (n=6, Grupo A), 60 %
apresentaram osteonecrose; 0s animais tratados com acido zoledrénico e néo
submetidos a exodontia (n=6, Grupo B) 100% apresentaram tecido ésseo vital e 0s
animais ndo tratados com acido zoledrénico e submetidos a exodontia (n=6, Grupo
C) 100% apresentaram tecido ésseo vital. A irritacdo ocular foi encontrada em 58,3%
dos animais tratados com acido zoledrénico (n=12, Grupos A e B); o pH da urina s6
foi alterado (pH alcalino) nos grupos tratados com &cido zoledrénico.

Os BFs mais empregados para o tratamento das complicagbes de neoplasias
osteoliticas e da osteoporose sdo, respectivamente, o acido zoledrbnico e o
alendronato (MARX; CILO JUNIOR; ULLOA, 2005). O &cido zoledrbnico exibe
poténcia aproximadamente 20 vezes superior a do alendronato (FERNANDES,;
LEITE; LANCAS, 2005), por este motivo foi o farmaco de escolha para o estudo.

Entre os principais cuidados adotados para este estudo a administracdo do
acido zoledrénico, o calculo da dose terapéutica (0,6mg/kg), o intervalo de
administracdo e a diluicdo em soro fisiologico foram realizados de acordo com a
orientacdo do fabricante do medicamento, exceto a via de administracdo (MAAHS,
2008; RAHDE, 2010).

5.1 Obtencéo de imagens radiolégicas

Foram realizadas imagens radiograficas dos animais (SOUZA et al., 2005;
SOUZA et al.,, 2011), para verificar a presenca dos elementos dentais e algum

processo de esclerose 0ssea que indicasse a presenca de necrose.

As imagens radiolégicas néo registraram alteragbes que possam ser
facilmente visualizadas. Embora a necrose 0ssea possa ser diagnosticada por
imagem radioldgica (TREISTER et al., 2009), nem sempre esse exame € conclusivo.
Muitas vezes, quando alteracdes 6sseas sdo observadas nos exames radiograficos

0 quadro de osteonecrose ja esta em estagio avancado (GEGLER et al., 2006).
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As imagens radiograficas obtidas foram insuficientes para que fossem
observadas alteracbes Osseas. O aspecto radiografico necessitada de maiores
estudos, tendo em vista que a imagem radiografica € um exame complementar de
facil acesso e baixo custo, que pode auxiliar no planejamento do tratamento da

osteonecrose.

5.2 Avaliacéao Clinica

Durante o tempo de estudo, a maioria dos animais ndo apresentou alteracéo
de comportamento ou do padrdo de consumo de ragdo e agua. Este fato esti
relacionado com os cuidados adotados durante a manutencdo dos mesmos no
biotério, na administracdo do medicamento e dos anestésicos e principalmente na
técnica de exodontia executada. Além disso, o uso de gaiolas metabdlicas
individuais, a observacéao do ciclo de luz e conforto térmico contribuiram para manter

0s animais dentro do padrao normal.

Dentre as alteracdes observadas durante o estudo constam da bula do
medicamento, a anemia, a inflamacé&o periorbital (conjuntivite) e insuficiéncia renal.
Efeitos adversos incomuns como aumento dos niveis séricos de creatinina, fadiga,
artralgia, nausea, complicacfes gastrintestinais e hipocalcemia s&o relatados
(MIGLIORATI et al., 2005; DIMITRAKOPOULOS; MAGOPOULOS; KARAKASIS,
2006).

Assim as alteragdes clinicas apresentadas foram decorrentes do uso do acido
zoledronico. De acordo com a bula do medicamento, a conjuntive € uma reacao
adversa citada. A figura 10 mostra a propor¢ao de animais que tiveram inflamacao
periorbital (Figura 11). Esta alteracédo clinica foi observada em 58,3% dos animais
(7/12) tratados com acido zoledrbnico. Segundo relatos da literatura a presenca de
conjuntivite € maior quando utilizado o BFs intravenoso (PASSOS; ALMEIDA, 2006).
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Figura 10 — Irritagdo ocular nos animais tratados com &cido zoledrdnico

m Irritacdo ccular presente

Irritagdo ocular ausente

Fonte: Elaboracao propria.

Figura 11 — Inflamacéo periorbital

Fonte: Elaboragé&o propria.

Uma observacéo clinica ndo relatada na literatura, em estudo com animais
em uso de acido zoledrbnico, é a alcalinizacdo da urina durante o tratamento. Neste
estudo o pH da urina foi alterado na maioria dos animais, que foram submetidos a
administracdo com &cido zoledronico (Figura 12) . De acordo com a literatura
alteracdes nos tubulos renais podem alcalinizar a urina (HEILBERG; SCHOR, 2003),
e contribuir para a disfuncao renal que pode evoluir até a uma insuficiéncia renal
(reacdo adversa descrita na bula).
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Figura 12 - Alteragdo do pH da urina ap6s administracdo medicamentosa
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(o)}
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basico neutro

Grupos de estudo

Fonte: Elaboragéo propria.

Um animal do grupo tratado com &cido zoledrdnico apresentou fezes e urina
com sangue, além de sinais de fadiga e cansaco, o animal foi a 6bito e diante da

situacdo acreditou-se que o mesmo apresentou um quadro avan¢ado de anemia.

5.3 Resultados do estudo histologico

O estudo histolégico mostrou que nos animais tratados com acido zoledrénico
sem exodontia, e nos animais ndo tratados, com exodontia, ndo houve alteragéo do
tecido 6sseo. A figura 13 mostra um corte histolégico do molar com auséncia de
alteracéo tecidual (grupo C). A figura 14 mostra um corte histologico do processo de
cicatrizacdo apos a exodontia do molar, com presenca de tecido de granulagcéo e
nichos bacterianos (grupo A). A figura 15 mostra uma area de tecido dentario e
tecido 6sseo com padrées dentro da normalidade (grupo B). A figura 16 representa
um comparativo entre duas lacunas 0sseas, sendo a lacuna a esquerda pertencente

ao grupo A e a lacuna a direita do grupo B.
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Figura 13 — Corte histologico do molar (HE 4x).1: Regiéo de crista 0ssea alveolar com tecido ésseo
vital; 2: Estrutura coronaria do elemento dental

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 14 — Corte histologico da regido pés exodontia (HE 40x). 1: Tecido ésseo vital, com
ostedcitos; 2: Tecido de granulacao; 3: Restos necréticos e nichos bacterianos

Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 15 - Corte histologico de estrutura dentaria (HE 40x). 1: Tecido dsseo vital, com osteocitos;
2: Area de Tecido Ligamentar; 3: Estrutura Dentaria, evidenciando os canaliculos

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 16 — Corte histoldgico do tecido 6sseo (HE 40x). 1: Lacuna 6ssea com auséncia do
ostedcito; 2: Area com lacuna com ostedcito no interior

Fonte: Elaboracgéo propria.
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Os animais que foram tratados com &cido zoledrénico e submetidos a
exodontia (grupo A), na area de reparo observa-se presenca de infiltrado
inflamatorio, nichos bacterianos, tecido 0sseo vital somente em profundidade e
necrose 0ssea (60%). Os animais tratados com acido zoledrénico e ndo submetidos
a exodontia (grupo B), na area dos elementos dentais ndo apresentam alteracdes
0sseas. Os animais nédo tratados com acido zoledronico e submetidos & exodontia
(grupo C) também apresentaram tecido 6sseo vital na area de reparo cirurgico. A
figura 17 mostra um quadro comparativo das alteracdes histologicas encontradas

nos diferentes grupos de animais.

Figura 17 — Andlise Histoldgica Descritiva dos grupos estudados

120%

100%

M Tecido dsseo vital

80%

M Infiltrado inflamatorio

60% 3
Necrose dssea

Frequéncia (%)

40%

M Tecido dsseo vital em
profundidade

20%

® Nichos Bacterianos

0%

Com BFs, com Com BFs,sem Sem BFs, com
exo (A) exo (B) exo (C)

Fonte: Elaboragéo propria.

Os resultados mostram que o uso do acido zoledrénico de acordo com a
posologia sugerida pelo fabricante, provocou necrose 6ssea (60%) e outras
alteracdes apenas nos animais que foram submetidos a exodontia. Este resultado &
um indicativo de que procedimentos cirdrgicos odontolégicos podem desencadear
necrose 0ssea. Segundo relatos na literatura a terapia com BFs é fator determinante
para o aparecimento do quadro de osteonecrose, e 0 risco € aumentado quando
associado a exodontia (MIGLIORATI et al., 2005; CARVALHO et al., 2010; BOZENA,;
HRVOJE; MARIJANA, 2011).
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As é&reas submetidas a exodontia, em animais tratados com &cido
zoledrénico, demonstraram retardo na cicatrizacdo devido a alteracdo do processo
de remodelacdo Ossea (LANDESBERG et al., 2008), esses dados reforcam a
hipétese que em areas que ocorrem procedimento cirargico odontoldgico o risco de

osteonecrose € aumentado (MAAHS, 2008).

Devido & alteracdo do processo cicatricial e a colonizacdo microbiana da
cavidade oral, para 0 processo de necrose temos a somatoria de cicatrizacdo de
tecido mole tardia, exposicédo 6ssea e contaminacao local (MIGLIORATI et al., 2005;
GEGLER et al., 2006; NICOLATOU-GALITIS et al., 2012).

As alteracdes Osseas induzidas pelo uso de acido zoledrénico encontradas no
estudo corroboram os resultados obtidos na literatura tanto nos estudo com animais
como nos relatos de caso clinico (DIMITRAKOPOULOS; MAGOPOULOS;
KARAKASIS, 2006; MAAHS, 2008; RAHDE, 2012; CONTE NETO et al., 2011).

Com isso a necessidade de preparo odontologico (exodontia, restauracoes,
tratamento endodéntico) prévio a terapia € importante. Embora os dados obtidos no
presente estudo sejam em animais, vale ressaltar que o grupo que nao foi submetido
a procedimento cirdrgico odontolégico, mesmo estando sob terapia com acido
zoledrénico, ndo apresentou alteracdes 6sseas (EDUARDO et al., 2010; BOZENA,;
HRVOJE; MARIJANA, 2011; CONTE NETO et al., 2011; BROZOSKI et al., 2012).

A terapia com BFs é paradoxal. A0 mesmo tempo em que desponta como
uma resolucdo das patologias Osseas traz questdes importantes para serem
solucionadas, como a osteonecrose. O risco da osteonecrose de fato existe, e as

recentes pesquisas buscam a sua resolutividade ainda sem grandes conquistas.

Desta forma, diante da osteonecrose as aclOes sdo preponderantemente
preventivas, ressaltando que o uso racional do farmaco € essencial, além de
acompanhamento odontologico permanente. Para muitos pacientes em terapia com
BFs para tratamento de metastase 6ssea, embora a patologia estivesse estabilizada,
0s mesmos nédo tiveram qualidade de vida em funcdo das complicacdes bucais
(MARTINS et al., 2009). Da mesma forma a qualidade de vida de pacientes com
osteonecrose causada por tratamento por BFs pode ser preservada a partir de

cuidados odontologicos preventivos.
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7

Para prevenir essa complicacdo, o melhor caminho € a informagéo e o
cuidado dos profissionais envolvidos nesse processo de tratamento. De forma que
estejam capacitados para identificar e orientar o usuario de medicamentos a base de

BFS quanto aos riscos e as complicacfes pertinentes do mesmo.
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6 CONCLUSAO

Em funcgé&o dos resultados obtidos, a presente pesquisa permite concluir que:

- O uso de &cido zoledrénico é fator de risco para o desenvolvimento de
osteonecrose, principalmente quando estd associado a procedimento cirargico

odontologico (exodontia);

- A regido submetida a exodontia em animais tratados com acido zoledrdnico
apresentou infiltrado inflamatoério e nichos bacterianos condicdo que favoreceu a

ocorréncia de osteonecrose;
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
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l*[:‘[*,—ﬂ Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8025 / 3351.9679
Fax: (016) 3351.8025

CEP 13560-970 - S&o Carlos - SP - Brasil
ceua@ufscar.br - w propg.ufscar.br

Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais
n° 046/2011

Protocolo n°. 035/2011

A Comisso de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Séo Carlos - CEUA/UFSCar APROVOU o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo 6ssea do
complexo maxilo-mandibular de ratos tratados com bifosfonatos associado a corticoterapia”
submetido pela pesquisadora Liliane Cristina Ferreira de Souza

Séo Carlos, 18 de outubro de 2011.
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