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RESUMO

Introducdo: A osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos tem se tornado um importante
efeito adverso associado ao complexo maxillomandibular. A necessidade de manipular o tecido
0sseo e estruturas periodontais em pacientes submetidos a terapia com esta medicacdo é
desafiador uma vez que, 0s reais eventos que permeiam o desenvolvimento dessa condicéo
permanecem desconhecidas. Objetivo: Avaliar quantitativamente os efeitos da administracéo
sisttmica de Acido Zoledronico (AZ) sobre o ligamento periodontal (LP) de ratos.
Metodologia: 21 maxilas de ratos, com peso médio de 250g e 60 dias foram avaliadas, divididas
em trés grupos: grupo 1 em que animais foram tratados com soro fisioldgico, grupo 2 em que
0s animais submetidos a terapia com AZ por trés semanas e grupo 3 em que 0s animais tiveram
a terapia com AZ prolongada por 8 semanas. Ao final de 8 semanas, todos os animais foram
mortos e as pecas preparadas e coradas com HE para avaliacdo histomofométrica. A anélise foi
realizada atraves de um corte axial adjacente a regido de furca do primeiro molar superior
direito. A area de ligamento periodontal da raiz mésio-palatina foi avaliada com o auxilio do
software Image J. Resultados: N&o foram encontradas diferencas significativas (p>0.05) entre
o0s grupos em relacdo a area do LP. Conclusdes: Considerando as condi¢gdes empregadas neste
estudo e o grupo amostral o farmaco nédo foi capaz de alterar a area do LP.

Palavras-chave: Osteonecrose associada a bisfosfonatos, Bisfosfonatos, Acido Zoledronico,
Ligamento periodontal.



ABSTRACT

Introduction: Bone-dental osteonecrosis associated with bisphosphonates has become an
important adverse effect associated with the maxillomandibular complex. The need to
manipulate bone tissue and gingival support structures in patients undergoing therapy with this
medication is of concern, since the actual events that permeate the development of this
condition remain undetermined. Objective: to quantitatively evaluate the effects of systemic
administration of Zoledronic Acid (AZ) on the periodontal ligament (LP) of rats.
Methodology: 21 rat jaws with an average weight of 250g and 60 days were used, divided into
three groups: group 1 gave rise to animals that were treated with saline, group 2 to animals that
underwent AZ therapy for three weeks. and group 3 to animals that prolonged the use of the
drug for eight weeks. At the end of eight weeks, all animals were killed and the pieces prepared
and stained with HE for histomorphometric evaluation. The analysis was carried out through
an axial cut adjacent to the furcation region of the first right upper molar. The mesiopalatal root
was used for analysis. To evaluate the area of periodontal ligament, the software Image J. was
used. Results: There were no significant differences (p> 0.05) between the groups in relation
to the area of the LP. Conclusions: Considering the conditions used in this study and the sample
group, the drug was not able to change the LP area.

Keywords: Osteonecrosis associated with bisphosphonates, Bisphosphonates, Zoledronic acid,
Periodontal ligament.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Os bisfosfonatos sdo amplamente usados no manejo de pacientes com doencas
relacionadas a alteracBes no metabolismo d6sseo. Pertencem & maior classe de drogas anti
reabsortivas, atuando em enfermidades como osteoporose, doenca de Paget, neoplasias como
mieloma mdltiplo e hipercalcemia maligna, metastases 0sseas associadas ao cancer de mama,
préstata, pulméo e a outros tumores de tecidos moles (MIGLIORATI, 2003; MARX, 2005;
RUSSELL; WATTS; EBETINO; ROGERS, 2008; RUGGIERO, 2009; KOS; BRUSCO;
KUEBLER; ENGELKE, 2010).

Essa classe de medicamentos possui alta afinidade com os tecidos 0sseos. Sua
caracteristica de acdo esta relacionada ao seu mecanismo seletivo sobre a atividade
osteoclastica, por ser analogo sintético do pirofosfato, um inibidor natural da reabsorcédo
6ssea, 0 que Ihe proporciona alta afinidade aos cristais de fosfato de calcio (hidroxiapatita)
(RODAN, 1998; RUSSELL; WATTS; EBETINO; ROGERS, 2008; RUGGIERO, 2009). Os
bisfosfonatos podem ser divididos em dois grupos conforme a presenca ou auséncia de
nitrogénio em sua composicdo. A presenca do atomo de nitrogénio confere ao medicamento
maior poder de inibicdo reabsortiva. Dentre a classe de bisfosfonatos nitrogenados pertencem
o Alendronato, o Acido Zoledronico, o Risendronato, o Pamindronato e o lbandronato
(ROELOFS; THOMPSON; GORDON; ROGERS, 2006). Durante a reabsor¢do, no ambiente
acido da lacuna de Howship, os bisfosfonatos englobados no 0sso séo liberados, atingem altas
concentracdes em solucdo ou na forma de sais de célcio e sdo internalizados pelos osteoclastos
e macrofagos por endocitose, afetando-os diretamente, promovendo a perda de funcéo ou
apoptose da célula, por inibicdo de sistemas enzimaticos ou producdo de metabdlitos
citotoxicos. Em consequéncia da menor atividade osteoclastica, 0 metabolismo 06sseo é
alterado em sua relacdo osteoclasto e osteoblasto, o que favorece a neoformacgdo 6ssea com
aumento da area de osso trabecular (ROELOFS; THOMPSON; GORDON; ROGERS, 2006;
RUSSELL; WATTS; EBETINO; ROGERS, 2008).

Os bisfosfonatos nitrogenados agem intracelularmente bloqueando a sintese da enzima
farnesil difosfato (FPPs), importante na via mevalonato. A interrup¢do dessa via impede a
formacdo de dois metabolitos, o farnesol e geranylgeraniol, que sdo essenciais para 0
funcionamento adequado da célula. Esta enzima é inibida por concentragdes nanomoleculares
de bisfosfonatos nitrogenados, neste quesito o Acido Zoledronico é extremamente potente
mesmo em concentracdo picomolares. Os bisfosfonatos que ndo possuem um atomo de
nitrogénio em sua estrutura quimica ndo inibem proteinas, possuem um mecanismo diferente
de acdo o qual parece envolver principalmente a formagdo de metabdlitos citotdxicos em
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osteoclastos. Além disso, estes farmacos reduzem a viabilidade dos macréfagos, induzindo
mudancas significativas na morfologia celular e prejudicando a diferenciagdo de mondcitos
para macrofagos. Ao que parece, os bisfosfonatos nitrogenados, guardam alguma capacidade
antitumoral, contudo este efeito ainda ndo esta bem esclarecido (RODAN, 1998; COXON;
OADES; KIRBY; COLSTON, 2004; ROELOFS; THOMPSON; GORDON; ROGERS,
2006; PATNTIRAPONG; POOLGESORN N, 2018).

O Acido Zoledronico [1-Hydroxy-2-(1H-imidazole-1-yl) ethylidene] é tido como um dos
mais potentes bisfosfonatos nitrogenados. Sua eficacia na adesdo da matriz mineralizada e na
apoptose de células tumorais mesmo em doses baixas ja tem sido comprovado (COXON
2004). Em modelo animal rato, o Acido Zoledronico provou ser efetivo em prevenir doengas
Osseas com apenas uma unica dose, em animais que haviam sido injetados por células
tumorais (CROUCHER et al, 2003; MIGLIORAT], 2003). Metcalf, Pandha e Morgan (2011)
observaram em seu trabalho o efeito do bisfosfonatos sobre a angiogénese. Os resultados
mostraram a caracteristica dose dependente dessas drogas sobre as células endotelias, quanto
maior a dose, menor capacidade de formac&o de novos vasos.

Devido ao amplo emprego dessa droga, o esquema de administragcdo pode ser bastante
variavel. Comumente reserva-se o uso de bisfosfonatos via oral para casos de osteoporose e
osteopenia. Porém, trabalhos com a administracéo de doses anuais de Acido Zoledronico (5mg)
ao longo de trés anos, em pacientes que apresentam osteoporose pds-menopausa, mostra
significativa reducéo no risco de fraturas de 0ssos longos. Com isso a indica¢do para 0 uso
dessa medicagdo vem se tornando mais frequente (BLACK et al, 2007).

Estudos in vitro demonstram que bisfosfonatos nitrogenados possuem efeito sobre
praticamente todas as células, atingindo inclusive culturas de células osteoclasticas,
osteoblasticas, macrofagos, células epiteliais, endoteliais. Sendo os osteoclastos e 0s
macrofagos 0s mais sensiveis a baixas concentracdes (1-10 pmol/L) in vitro (ROELOFS;
THOMPSON; GORDON; ROGERS, 2006).

A ocorréncia de necrose 0ssea associada ao uso de bisfosfonatos é considerada de
exclusividade do complexo maxilomandibular. Vem sendo descrita desde 2003, como um
importante efeito adverso. Inicialmente relacionada ao uso de drogas com alta dosagem e
administracio intravenosa como Pamindronato e Acido Zoledrdnico. Contudo, vem tornando
se frequente a associacdo também a drogas de administracdo por via oral como é o caso do
Alendronato Sédico (MARX, 2003; 2005; MINJU SUNG, 2019).

A condicéo para ser definida como osteonecrose da arcada 0sseo-dentéria associada a
bisfosfonatos, segundo Ruggiero (2009) deve ser associada a tratamento atual ou prévio com
bisfosfonatos, exposicdo do tecido 0sseo do complexo maxilomandibular ao meio bucal
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persistente e auséncia de historia de radioterapia na regido de cabeca e pescogo.

Dentre as alterac¢Ges clinicas mais comumente encontradas estdo a exposicao 0ssea, dor,
sequestro 0sseo, fistulas em tecido mucoso podendo estender-se até superficie cutanea,
edema, parestesia e suscetibilidade a fraturas patologicas (MARX, 2005; KOS; BRUSCO;
KUEBLER; ENGELKE, 2010; ALMASAN et al, 2011). Frequentemente esta relacionada a
procedimentos invasivos prévios tais como exodontias, remocao de cistos, implantes dentéarios
e trauma dento-alveolar (RUGGIERO et al, 2004; MARX, 2005; KOS; BRUSCO;
KUEBLER; ENGELKE, 2010). Contudo ndo € incomum a ocorréncia de lesées mesmo na
auséncia de intervencdes prévias, casos de trauma devido ao uso de prdtese removiveis e
condi¢des anatbmicas também parecem ter associacdo (MARX, 2005). O sitio de maior
incidéncia parece ser a mandibula (RUGGIERO et al, 2004; MARX, 2005; KOS; BRUSCO;
KUEBLER; ENGELKE, 2010).

Em um estudo com 63 casos de pacientes com osteonecrose de mandibula e maxila que
haviam feito uso de bisfosfonatos intravenoso e via oral, 38% apresentaram lesdes envolvendo
a maxila e 68% apresentaram envolvimento com o 0sso mandibular, 14% néo apresentavam
historia prévia de atendimento invasivo odontoldgico. Nos achados clinicos foram observadas
a presenca de exposicdo 6ssea e necrose dos tecidos 0sseos alveolares em todos os individuos
da amostra. Os autores sugeriram cautela aos clinicos devido ao potencial de desenvolvimento
de necrose 6ssea alveolar pelo uso de bisfosfonatos (RUGGIERO et al, 2004).

Pesquisas tém sido realizadas a fim de reproduzir, em modelo animal, caracteristicas
semelhantes a osteonecrose dos maxilares observada em pacientes que fazem uso de
bisfosfonatos, como método para estudo da patogénese dessa condi¢do. Bi e colaboradores
(2010) confirmaram em seu estudo realizado com uma amostra composta por ratos, que
longos periodos de uso de bisfosfonatos em altas doses sdo capazes de desenvolver defeito
0sseo e impossibilidade de reparo ap6s exodontia.

Na revisdo do assunto realizada por Russell e colaboradores (2008), destaca-se que ha
uma mudanca do padrdo ésseo devido a inibicdo do processo reabsortivo, o que tem efeito
direto sobre a densidade 6ssea mesmo diante da auséncia de uma doenga metabdlica previa.
Kobayashi e colaboradores (2010) avaliaram os efeitos no reparo alveolar de ratos submetidos
a terapia com um bisfosfonato nitrogenado (Acido Zoledrdnico), apos extracio dentaria. A
analise histomorfométrica mostrou que a migracdo de células endoteliais para regido do
alvéolo foi significantemente menor no grupo que recebeu bisfosfonato comparado ao grupo
controle, sugerindo que possa existir inibicdo da angiogénese, fato critico para o reparo
alveolar. Oyhanart e colaboradores (2015) apresentaram em seus resultados o aumento da
espessura 0Ossea interradicular e em outros sitios de animais que sofreram terapia com
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bisfosfonatos em fase de crescimento.

A estrutura periodontal pode desenvolver um papel critico na patogénese desta
condigdo. Alteragdes radiogréficas tais como espessamento da lamina dura e obscurecimento
do espaco do ligamento periodontal, decorrentes do uso de bisfosfonatos tém sido relatadas
(RUGGIERO et al., 2009). Okamoto e colaboradores (2013) realizaram um trabalho em ratos,
analisando o ligamento periodontal com diferentes dosagens de &cido zoledrénico. Através de
analises histolégicas foi observada diminuicdo na espessura do espaco periodontal
gradativamente ao aumento da dosagem utilizada. Contudo o trabalho ndo obteve sucesso em
diagnosticar tais diferencas apos teste estatistico, os autores sugerem a realizacdo de novos
estudos com “n” amostral superior.

Além disso, as investigacOes realizadas no estudo de Koth e colaboradores (2016) de
forma radiografica mostraram associagédo entre as condi¢@es de osteonecrose dos maxilares e
uso de bisfosfonatos. Porém, o espaco do ligamento periodontal e 0 aumento da lamina dura
ndo tiveram associagdo com a condicdo estudada. Os autores recomendam novas
investigacOes através de estudos experimentais avaliando outras estruturas do ligamento
periodontal para elucidar a patogénese da osteonecroses dos maxilares.

Estudos mais atuais relacionados ao entendimento da patogénese desta condicéo avaliaram
diretamente dentes extraidos de pacientes que foram tratados por via intravenosa com
bisfosfonatos, tendo por objetivo detectar alteragbes no cemento e seus componentes
celulares. Entretanto, observou-se que ndo foram encontradas diferencas significativas no
aumento da espessura do cemento, no nimero de células e nos testes para imunohistoquimica
das células provenientes do cemento radicular (PAULI PAGLIONI et al., 2017).

Mengyu li e colaboradores (2019) avaliaram em um estudo as células-tronco
provenientes do ligamento periodontal e encontraram resultados como a diminuicdo da
capacidade proliferativa, adesdo destas células e migracdo quando comparados ao grupo
controle. Os autores justificam este fato pela impossibilidade de reparo ésseo nas estruturas
periodontais em animais tratados com bisfosfonatos.

Atraves dos achados citados acima, nota-se a necessidade do entendimento do real efeito
dos bisfosfonatos sobre as estruturas de suporte dentario, uma vez que 0s reais eventos que
permeiam a osteonecrose da arcada 0ssea dentaria associada aos bisfosfonatos ainda néo
foram totalmente esclarecidos.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo propde-se a avaliar a estrutura periodontal de ratos submetidos
a terapia com &cido zoledronico.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Comparar quantitativamente a area do ligamento periodontal em animais sem e com

terapia por acido zoledrénico em diferentes tempos de administracdo do farmaco.



3ARTIGO

O artigo resultante do Trabalho de Conclusao de Curso serd formatado de acordo com as
normas da Revista REVISTA DE CIENCIAS MEDICAS E BIOLOGICAS (DA BAHIA).
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Terapia por bisfosfonato nitrogenado: avaliacdo em ratos da estrutura periodontal
Nitrogen bisphosphonate therapy: evaluation in rats of the periodontal

structure

Mateus Miiller t; Viviane Neves Pacheco? Alexandre de Quevedo?; Deise Ponzoni*

Resumo

Introducdo: A osteonecrose da arcada 0sseo-dentaria associada a bisfosfonatos tém se tornado
um importante efeito adverso associado ao complexo maxilo-mandibular. A necessidade de
manipulacdo do tecido 6sseo e estruturas de suporte gengivais em pacientes que realizam
terapia com essa medicacgdo trds preocupagdo, uma vez que 0s reais eventos que permeiam o
desenvolvimento dessa condicdo permanecem indeterminados. Objetivo: avaliar
quantitativamente os efeitos da administragdo sistémica de Acido Zoledrdnico (AZ) sobre
ligamento periodontal (LP) de ratos. Metodologia: utilizou-se 21 maxilas de ratos com peso
médio de 2509 e 60 dias, divididos em trés grupos: grupo 1 deu origem ao controle, grupo 2
composto por animais que receberam AZ por trés semanas € 0 grupo 3 por animais que
prolongaram a terapia por oito semanas. Ao término de oito semanas todos os animais foram
mortos e as pec¢as preparadas com coloracdo HE para avaliacdo histomorfométrica do LP. A
andlise foi realizada através de um corte axial adjacente a regido de furca do primeiro molar
superior direito. A area de ligamento periodontal da raiz mésio-palatina foi avaliada com o
auxilio do software Image J. Resultados: N&o foram encontradas diferencas significativas
(p>0.05) entre os grupos em relacdo a area do LP. Conclusdes: Considerando as condicdes
empregadas neste estudo e o grupo amostral o farmaco nao foi capaz de alterar a area do LP.

Palavras-chave: Osteonecrose associada a bisfosfonatos, Bisfosfonatos, Acido Zoledrénico,
Ligamento periodontal.
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Terapia por bisfosfonato nitrogenado: avaliagdo em ratos da estrutura
periodontal Nitrogen bisphosphonate therapy: evaluation in rats of the
periodontal structure

Mateus Miiller t; Viviane Neves Pacheco?; Alexandre de Quevedo?; Deise Ponzoni*

Abstract

Introduction: Osteonecrosis of the bone-dental arch associated with bisphosphonates has
become an important adverse effect associated with the maxillomandibular complex. The need
for manipulation of bone tissue and gingival support structures in patients undergoing therapy
with this medication is of concern, since the actual events that permeate the development of
this condition remain undetermined.Objective: to quantitatively assess the effects of systemic
administration of Zoledronic Acid (AZ) on the periodontal ligament (LP) of rats and describe
the morphology of the adjacent bone (OA). Methodology: 21 rat jaws with an average weight
of 250g and 60 days were used, divided into three groups: group 1 gave rise to the control,
group 2 composed of animals that received AZ for three weeks and group 3 by animals that
prolonged the therapy by eight weeks. At the end of eight weeks, all animals were killed and
the pieces were prepared in HE stain for histomorphometric evaluation of the LP. The analysis
was performed through an axial cut right after the furcation region of the first right upper molar,
the mesiopalatal root was chosen to evaluate the LP area. Results: There were no significant
differences (p> 0.05) between the groups regarding the area of LP. Conclusions: Considering
the conditions used in this study and the sample group, the drug was not able to change the area
of the LP.

Keywords: Osteonecrosis associated with bisphosphonates, Bisphosphonates, Zoledronic acid,
Periodontal ligament.
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INTRODUCAO

A osteonecrose da arcada 0ssea dentéria associada ao uso de bisfosfonatos tem sido
relatada na literatura desde 2003, como um importante efeito adverso. No entanto, esta condi¢éo
é exclusiva do complexo maxilo-mandibular e possui estreita relacdo com o uso de farmacos
em altas dosagens e administracdo por via intravenosa, como o Pamidronato e Acido
Zoledrénico. Além disso, estudos mostram que o uso de Alendronato de Sdédio por via oral
também esta associado a osteonecrose dos maxilares (MIGLIORATI; MARX, 2003; 2005;
MINJU SUNG, 2019).

A osteonecrose da arcada 6ssea dentéria associada a bisfosfonatos é caracterizada pela
exposicdo persistente de tecido 6sseo do complexo maxilo-mandibular ao meio bucal, nao
existindo historico anterior de radioterapia na regido de cabeca e pescogo (RUGGIERO, 2009).
As manifestacdes clinicas mais comuns frente a esta patologia sdo: exposicdo Ossea, dor,
sequestro 6sseo, edema, fistulas em tecido mucoso que podem se estender até a regido cutanea
e suscetibilidade a fraturas patologicas (MARX, 2005; KOS; BRUSCO; KUEBLER,;
ENGELKE, 2010; ALMASAN et al, 2011). Também pode estar relacionada a procedimentos
invasivos prévios como exodontias, remocdo de cistos, trauma dento-alveolar e implantes.
Porém, ndo é incomum o aparecimento desta condicdo mesmo na auséncia de procedimentos
prévios, sendo a mandibula relatada como o sitio de maior incidéncia (RUGGIERO et al, 2004;
MARX, 2005; KOS; BRUSCO; KUEBLER; ENGELKE, 2010).

Os bisfosfonatos sdo uma classe de medicamentos que possuem alta afinidade pelo
tecido dsseo, uma vez que 0 Sseu mecanismo de acdo esta relacionado com atividade
osteoclastica por serem analogos sintéticos do pirofosfato, um inibidor natural da reabsorcéo
0ssea, 0 que Ihes proporciona alta afinidade aos cristais de fosfato de calcio (hidroxiapatita)
(RODAN, 1998; RUSSELL; WATTS; EBETINO; ROGERS, 2008; RUGGIERO, 2009). Os
bisfosfonatos podem ser divididos em dois grupos conforme a presengca ou auséncia de
nitrogénio em sua composicdo. A presenca do atomo de nitrogénio confere ao medicamento
maior poder de inibicdo reabsortiva. Dentro da classe de bisfosfonatos nitrogenados pertencem
o Alendronato, Acido Zoledrbnico, Risendronato, Pamidronato, Ibandronato (ROELOFS;
THOMPSON; GORDON; ROGERS, 2006). Assim sendo, os farmacos mais prescritos entre
os bisfosfonatos estdo o Alendronato de sodio e o Acido Zoledronico (PATNTIRAPONG;
POOLGESORN, 2018).

Atualmente s&o utilizados em larga escala para o tratamento das doencas relacionadas
ao metabolismo 6sseo em patologias como osteoporose, doenca de Paget, neoplasias, mieloma
maultiplo) e hipercalcemia maligna, metastases dsseas associadas ao cancer de mama, prostata,
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pulmé&o e a outros tumores de tecidos moles (MARX, 2005; RUSSELL; WATTS; EBETINO;
ROGERS, 2008; RUGGIERO, 2009; KOS; BRUSCO; KUEBLER; ENGELKE, 2010).

A estrutura periodontal pode desempenhar um papel importante na patogénese da
osteonecrose dos maxilares, uma vez que 0s reais eventos que permeiam esta condicao ainda
permanecem indeterminados. AlteracOes radiograficas, tais como, espessamento da lamina dura
e escurecimento do espaco do ligamento periodontal, decorrentes do uso de bisfosfonatos foram
relatados em outros estudos (RUGGIERO et al., 2009). Okamoto e colaboradores (2013)
realizaram um trabalho em ratos, analisando o ligamento periodontal com diferentes dosagens
de Acido Zoledronico. Através de anélises histologicas foi observada diminui¢io na espessura
do espaco periodontal gradativamente ao aumento da dosagem utilizada. Contudo, o trabalho
ndo obteve sucesso em diagnosticar tais diferencas apds teste estatistico, os autores sugerem a
realizagdo de novos estudos com “n” amostral superior. Além disso, alteracbes como
diminuicdo da capacidade proliferativa, migratoria e viabilidade celular das células-tronco do
ligamento periodontal foram relatados (MENGYU LI et.al, 2019).

Tendo em vista 0 uso dessa classe de medicamentos e a incerteza da patogénese da
osteonecrose da arcada 0ssea dentéaria associada a bisfosfonatos, este trabalho tem como
objetivo avaliar a area do ligamento periodontal de ratos submetidos a terapia com Acido
Zoledrénico.

MATERIAIS E METODO

Caracterizacdo da amostra e obtencdo do material para o estudo

Foram utilizadas na avaliagdo maxilas de ratos albinos, heterogénicos da espécie Rattus
Novergicus Albinus, cepa Wistar, machos, clinicamente sadios com idade média de 60 dias e
peso médio de 250 gramas.

As 21 maxilas foram divididas em trés grupos, com sete amostras por grupo: Grupo 1
(grupo controle, animais que receberam soro fisioldgico por oito semanas), Grupo 2 (animais
submetidos a terapia com Acido Zoledronico por trés semanas) e Grupo 3 (animais
submetidos a terapia com Acido Zoledrénico por oito semanas). Os animais submetidos a
terapia com Acido Zoledrénico receberam o bisfosfonato por via intraperitoneal, na dosagem
de 0,2mg/Kg. A frequéncia de administracdo foi de uma dose semanal, considerando a
posologia utilizada para tratamento de neoplasias. Todas as amostras foram obtidas em oito
semanas, a partir do inicio do estudo. As maxilas foram colocadas em recipientes plasticos
devidamente identificados, fixadas e conservadas em formalina neutra tamponada a 10%, com
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a finalidade de evitar as alteracdes post mortem.

Estudo histoldgico

O preparo das pecas foi realizado no Servico de Patologia Experimental do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. O material foi descalcificado em solucdo de acido nitrico a 5%
(10ml) durante 07 dias e desidratado, em concentragdes sucessivas de alcool (de 80% até
100%). Apos descalcificacdo, a regido da maxila associada ao primeiro molar superior direito
foi seccionada axialmente na regido da furca. O material recebeu processamento histolégico
de rotina para inclusdo em parafina e coloragdo com hematoxilina e eosina. Os cortes
histologicos foram obtidos com a espessura de 4um. A raiz mésio-palatina foi eleita para
andlise do espaco do ligamento periodontal. Duas ldminas de cada amostra foram realizadas.
Todas as laminas foram codificadas para garantir o cegamento durante o processo de anélise.

Anélise histomorfométrica do espaco do ligamento periodontal

A andlise histomorfométrica foi realizada com um microscopio 6ptico, com objetiva de
50x, permitindo a visualizagdo de todo didmetro da raiz mésio-palatina e 0sso adjacente. A
area mensurada correspondeu ao espaco do ligamento periodontal, obtida através da razdo
entre o espaco do alvéolo dentario e o espaco do dente (OKAMOTO et al, 2013). As imagens
foram capturadas, através de uma camera de video (Olympus®, Qcolor 5, Coolet, RTV.)
acoplada a um microscopio binocular (Olympus® Optical Co., CX41RF) e aum computador
(Dell, Dimension 5150), utilizando o software Qcapture® ( Versdo 2.81; Quantitative
Imaging Corporatio, Inc.; 2005) (Figuras 1 e 2). A quantificacdo deu-se através da utilizacéo
do software Image J (versdo 1.48v), de acordo com as recomendacdes do fabricante e
supervisao de uma professora de Patologia Bucal. Para cada maxila foi considerada a média
das duas laminas.

Analise estatistica

Com o objetivo de avaliar a area do ligamento periodontal e sua variabilidade entre 0s
animais submetidos a diferentes tratamentos, foi realizada uma relac&o entre area da raiz (Ml)
e a area da cavidade alveolar (ME) (OKAMOTO et al, 2013). Este procedimento foi feito
através da formula: ME/MI. Os dados foram expressos por média + desvio padrdo. A
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normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov Smirnov. Para
comparacdo entre grupos, as médias foram comparadas utilizando a ANOVA de medidas
independentes seguido do post-hoc do teste post hoc LSD de Fisher. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos se P <0,05. O programa SPSS 20.0 foi usado para
todas as andlises estatisticas.

RESULTADOS

Andlise histomorfométrica

Durante o processamento histologico foram perdidas amostras do grupo que realizou a
terapia por oito semanas (Grupo 3), restando cinco maxilas.

O uso do farmaco nédo gerou alteracdes na anatomia radicular e dentaria, também néo
foram encontrados sinais de anquilose e reabsor¢Ges radiculares na altura dos cortes
examinados. Apds a analise estatistica observou-se que a terapia, de forma isolada, ndo foi
capaz de alterar a area do ligamento periodontal nos diferentes tempos de terapia (P>0.05)
(Figura 3). O tempo decorrido de trés semanas apds uso de bisfosfonato (Grupo 2) e o
prolongamento da medicacgéo para oito semanas (Grupo 3) quando comparados ao grupo teste
(Grupo 3) ndo mostrou alteracGes nesta estrutura em ratos.

Figura 3 - Gréfico relacionando os grupos e as médias derivadas da proporgao entre
a média externa (ME= alvéolo dentéario) e média interna (MI= raiz dentéaria). Grupo 1 —
soro fisiologico, Grupo 2 - AZ por trés semanas e Grupo 3 — AZ por oito semanas.

Proporcao entre ME e Mi

MEDIAS DOS GRUPOS

1 2 3

GRUPOS
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DISCUSSAO

A osteonecrose dos maxilares associada aos bisfosfonatos é caracterizada por uma
condicdo distinta e que se diferencia na pratica clinica de qualquer outra manifestacéo bucal.
Esta condicdo, como ja descrita por varios autores, deve estar relacionada a terapia prévia com
qualquer tipo de bisfosfonato podendo haver ou ndo procedimentos odontoldgicos realizados
como exodontias, doenga periodontal, implantes ou até mesmo remocao cirdrgica de cistos e
neoplasias bucais (MARX, 2003, 2005). Nas maxilas utilizadas nesse estudo ndo foram
observadas caracteristicas da osteonecrose dos maxilares, possivelmente por ndao terem sido
realizados procedimentos cirurgicos, condi¢do que pode favorecer aparecimento de um sitio
de infeccao.

A escolha do rato para essa pesquisa, levou em consideracdo as similaridades que os
roedores apresentam em seus processos biolégicos/fisiolégicos comparados com os humanos.
Além disso, no rato, 0 metabolismo se da de forma muito mais acelerada. Por serem animais
de pequeno porte, sdo de facil manuseio para a aplicacdo de farmacos e apresentam um baixo
custo para alojamento e manutencdo ao longo da terapia medicamentosa proposta
(FAGUNDES, TAHA, 2004)

Ao contrario de estudos que utilizaram os incisivos de ratos (OKAMOTO et al., 2013;
MORI et al., 2010), para a avaliacao histolégica foi considerado o primeiro molar superior do
rato. Esse dente apresenta cinco raizes (KOMATSU et al., 2008; CHOI et al., 2010) que apds
a erup¢do, mantém caracteristicas constantes ao longo da vida do roedor. Condicéo essa, que
ndo pode ser associada aos incisivos que apresentam crescimento constante (CAPELLO, V.
2015).

O presente estudo utilizou um modelo experimental livre de qualquer outro tipo de
patologia e/ou uso de outros farmacos com o intuito de desenvolver osteonecrose da arcada
Ossea dentéaria relacionada ao uso de bisfosfonatos. Outros trabalhos que utilizaram o rato,
como modelo animal, na sua grande maioria empregaram farmacos, imunossupressores ou
fizeram o desenvolvimento de desordens metabdlicas prévias nos seus experimentos para
obterem a osteonecrose dos maxilares (SONIS et al., 2008; Bl et al., 2010; SASAKI et al.,
2010; HOKUGO et al., 2010; ALI-ERDEM et al., 2011). Nesse experimento foi avaliado,
isoladamente, o real efeito do bisfosfonato (Acido Zoledrénico) sobre a estrutura do ligamento
periodontal, considerando que outras medicacdes poderiam interferir na analise proposta. O
Acido Zoledrdnico é um dos bisfosfonatos mais utilizados, de acdo potente sobre o
metabolismo 6sseo e frequentemente associado a efeitos adversos (RODAN, 1998; RUSSELL
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etal., 2008; RUGGIERO, 2009).

Diferentes concentragdes de Acido Zoledronico foram utilizadas em ratos para induzir
a osteonecrose dos maxilares (SILVA et al., 2015). O mesmo pode ser considerado nos
estudos que buscam avaliar o efeito deste farmaco sobre o periodonto (FRANZONI et al.;
CHUI et al. 2017; OKAMOTO et al., 2013). Nesse estudo foi empregada a dose de
0,2mg/kg/semanalmente (SILVA et al., 2015). A defini¢do da dose foi baseada na utilizacao
do farmaco para o tratamento de metastases 6sseas em humanos (KHOSLA et al., 2007) e nas
diferencas de metabolismo entre humanos e ratos (SILVA et al.,, 2015). Okamoto e
colaboradores (2013) empregaram doses crescentes de Acido Zoledrénico (10, 50 e 500
pa/kg), a fim de estabelecer uma relacdo de dose-dependéncia. Os achados sugerem que
quanto maior a concentracdo, maior o estreitamento do espaco do ligamento periodontal.

A literatura ainda é escassa em avaliacBes relacionadas as estruturas de suporte dos
dentes frente a terapia por bisfosfonatos (YUKINORI et al. 2008; JACOBS et al., 2014;
FRANZONI et al., 2017). Sabe-se que inUmeros processos adaptativos do periodonto sao
observados ao longo da vida, tanto no homem quanto no rato, em resposta a acao de forca
mastigatdrias, forcas mecanicas (terapias ortoddnticas) e administracdo de farmacos
(JACOBS et al., 2014; FRANZONI et al., 2017).

Estudos in vitro mostraram que os bisfosfonatos podem causar citotoxicidade ao epitélio
bucal (REID et al, 2007). Correia e colaboradores (2006) demonstram efeitos citotdxicos nos
fibroblastos do ligamento periodontal. Também, a hipdtese de que concentragcbes micromolares
de &cido zoledronico séo citotoxicas para fibroblastos humanos da gengiva e do ligamento
periodontal foi testada por Agis e colaboradores (2010). Esses autores demonstraram a
supressdo da atividade celular causada pelo Acido Zoledronico livre, acompanhada de danos
aos fibroblastos periodontais, levando a necrose e apoptose.

Nesse estudo, de forma semelhante aos demais, a analise microscopica ndo mostrou
alteracdes nos tecidos de suporte. O ligamento periodontal esteve presente em todas as raizes
seccionadas e néo foi identificada a presenca de anquilose ou reabsor¢Ges em nenhuma das
amostras (KOMATSU et al., 2008; OKAMOTO et al., 2013).

Com relacdo a area do ligamento periodontal os resultados demonstram que a utilizagado
do farmaco AZ, de forma isolada, ndo foi suficiente para desenvolver alteraces
estatisticamente significativas. Também, o tempo de terapia ndo foi capaz de levar ao
estreitamento significativo do LP. Entretanto, pode notar-se uma possivel tendéncia a
diminuicdo dessa estrutura quando comparados 0s grupos entre si, possivelmente pelo
emprego de uma dose constante na terapia proposta ao longo das trés e oito semanas o que
difere do método utilizado por outros estudos (KOMATSU et al., 2008; OKAMOTO et al.,
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2013). Além disso, um nimero maior de animais por grupos poderia mostrar alguma alteracéo
significativa ao longo deste tratamento.

Considerando a metodologia empregada no estudo e a partir dos resultados encontrados,
sugere-se a avaliagdo microscopica de outras estruturas periodontais, como o 0sso alveolar
adjacente, para complementacdo de informagdes acerca da morfologia dessa estrutura de
suporte em ratos submetidos & terapia com Acido Zoledronico.

CONCLUSAO

A terapia com o uso de Acido Zoledronico ndo desenvolveu alteragbes nos componentes
radiculares e ndo promoveu a diminuicdo da area do ligamento periodontal, através avaliacao
por histomorfometria, nos diferentes tempos de tratamento.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os bisfosfonatos sdo medicamentos amplamente utilizados para o tratamento de
patologias do tecido 6sseo e 0 seu uso esta consolidado na literatura. O tratamento de desordens
metabdlicas como: osteopenia, osteoporose, doenca de Paget e tumores metastaticos,
geralmente envolve um longo periodo de tempo com uso dessas medicacdes em humanos. Além
disso, essa classe de medicamentos esta indicada para o tratamento de desordens ndo s6 em
adultos como também em criancas com osteogénese imperfeita. Entretanto, os efeitos adversos
do uso desses farmacos sdo inimeros, destacando-se principalmente a osteonecrose da arcada
Ossea dentéria, diminuicdo da capacidade angiogénica e toxicidade celular em diferentes sitios
e tecidos.

Este trabalho, assim como outros revisados, procurou contribuir com informacoes
associadas ao uso dos bisfosfonatos nas estruturas periodontais. Possivelmente, a limitacdo do
nimero amostral, a terapia isolada e o curto periodo de terapia podem ter influenciado os
resultados do estudo.
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APENDICE

Figura 1- Corte axial apds a regido de furca mostrando as raizes do primeiro molar superior
direito do rato em aumento de 40x corado por Hematoxilina e Eosina. Seta em preto
indicando a raiz eleita para estudo.

Figura 2- Corte axial da raiz mesio-palatina em aumento de 50x com os limites demarcados
para mensuracdo do ligamento periodontal, corado por Hematoxilina e Eosina.
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