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RESUMO

Osteonecrose dos Maxilares induzida por Bisfosfonatos (OMB) ndo possui fisiopatologia
definida, porém tem sido associada a eventos pro-inflamatorios. Dexametasona (DEX) e
nimesulida (NIM), anti-inflamatdrios (Als) esteroidal e ndo-esteroidal, respectivamente,
reduzem mediadores da inflamacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
dexametasona e da nimesulida na quimionecrose no 0sso mandibular associada ao acido
zoledrénico (AZ) em ratos. OMB foi induzida em ratos Wistar (n=40) por administracdo de
AZ e exodontia do primeiro molar inferior (grupos OMB). Foram administradas, por
gavagem, DEX (0,04; 0,4 e 4 mg/kg) ou salina 24 h, ou NIM (10,3 mg/kg) 24 e 12 h antes de
cada infusdo de AZ, por oito semanas. Grupos Controles (n=40) receberam apenas tratamento
com Als ou salina. Foram realizadas analises da variacdo de massa corporea (VMC) e
hematologica semanalmente. Tempo cirirgico e numero de fraturas radiculares foram
medidos para avaliar a dificuldade de exodontia. Apo6s o sacrificio (dia 70), mandibulas e
orgdos foram excisados. Com as mandibulas, foram feitas radiografias digitais para
mensuracdo da area radiollcida sugestiva de necrose e, posteriormente, laminas histologicas
(hematoxilina-eosina) para andlise histomorfométrica. Rim, figado, baco e estdmago foram
pesados, para expressar o indice do d6rgdo, e submetidos a processamento histologico para
andlise histopatoldgica. O grupo OMB DEX 4 mg/kg apresentou tempo cirirgico superior em
relacdo ao salina. Na analise radiografica, houve maior area radioltcida nos grupos OMB em
relacdo aos controles (p<0,05). A analise histomorfométrica revelou osso desvitalizado, com
lacunas de ostedcitos vazias, osteoclastos apoptéticos, colnias bacterianas e infiltrado
inflamatério nos animais que receberam AZ, enquanto que, nos controles, foi visto 0sso
cicatricial e neoformado. Os grupos OMB-DEX 0,4 e 4 mg/kg apresentaram maior nimero de
colbnias bacterianas e polimorfonucleares neutrofilos quando comparado ao salina-OMB
(p<0,05). J& no grupo OMB-Nimesulida foi visto menos infiltrado inflamatério neurofilico
(p<0,05). A analise hematoldgica revelou que grupos OMB apresentaram alteracoes
sugestivas de anemia, associada a leucocitose, que foi reduzida com o tratamento com DEX.
A andlise da VMC revelou menor peso de ratos OMB tratados com Als em relagdo aos
controles no dia 13 (p<0,05). Os tratamentos com DEX 4 mg/kg e NIM, associados ou ndo ao
AZ, pareceram causar maiores danos em estdmago e figado. No rim, o tratamento com Als
em animais submetidos &8 OMB foram observados numerosos cilindros-hialinos, e no baco, a

DEX causou atrofia da polpa branca, associado & reducdo do indice esplénico. Assim, 0s



tratamentos com Als ndo pareceram ser eficazes em prevenir a OMB. A infuséo de AZ foi
relacionada a ocorréncia de anemia, leucocitose e perda de peso no 13° dia.

Palavras-chave: Osteonecrose associada a bisfosfonatos. Dexametasona. Anti-inflamatérios.



ABSTRACT

Bisphosphonate-associated osteonecrosis of the jaw (OMB) has no defined pathophysiology,
but has been linked to proinflammatory events. Dexamethasone (DEX) and nimesulide
(NIM), steroidal and nonsteroidal anti-inflammatory agents (Als), respectively, reduce
inflammation mediators. The aim of this study was to evaluate the effect of dexamethasone
and nimesulide in the chemonecrosis on jawbone associated with zoledronic acid (AZ) in rats.
OMB was induced in male Wistar rats (n=40) by AZ administration and by extraction of the
first left molar (OMB groups). DEX (0.04, 0.4, 4 mg/kg) or saline was administered, by
gavage, 24 h, or NIM (10.3 mg/kg), 24 h and 12 h before each infusion of ZA, for eight
weeks. Controls groups (n=40) received just treatment with Als or saline. The body mass
variation and hematological analyses were conducted weekly. Surgical time and number of
fractured roots were measured to assess the difficulty of dental extraction. After the sacrifice
(day 70), jaws and organs were excised. Digital x-rays of the jaws were made to measure the
suggestive radiolucent area of necrosis and, later, histological slides were made (hematoxylin-
eosin) to histomorphometric analysis. Kidney, liver, spleen and stomach were weighed, to
express the organ index, and, after, these were submitted to histological processing for
histopathological analysis. The group OMB DEX 4 mg/kg presented higher surgical time
compared to saline. Radiographic analysis showed higher radiolucent area in the OMB groups
compared to controls (p<0.05). Histomorphometric analysis revealed devitalized bone with of
empty osteocytes lacunae, apoptotic osteoclasts, bacterial colonies and inflammatory infiltrate
in the animals from AZ, whereas in the control animals, was visualized healing and new bone
formation. The OMB DEX 0.4 and 4 mg/kg groups had the greatest number of bacterial
colonies (p <0.05) and neutrophils when they were compared with the saline-OMB. Already
on the OMB-Nimesulide group was seen less inflammatory infiltrate (p <0.05). The OMB
groups showed anemia associated with leukocytosis, which was reduced by DEX
administration. VMC analysis revealed lower weight of rats OMB treated with Als compared
to controls on day 13 (p <0.05). Treatments with DEX 4 mg/kg and NIM, associated or not to
AZ, seemed cause worse damage in the stomach and liver. In the kidney, treatment with Al in
OMB animals was observed numerous hyaline-cylinders. In the spleen, DEX caused atrophy
of the white pulp, associated with splenic index. Thus, treatment with Als was not effective in
prevention OMB. AZ infusion was associated with the occurrence of anemia, leukocytosis,

and weight loss in 13 days.



Keywords: Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the Jaw. Dexamethasone. Anti-
Inflammatory Agents.
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1 INTRODUCAO

Os bisfosfonatos sdo agentes antirreabsortivos bastante efetivos no tratamento de
doengas Osseas metabdlicas e metastases Osseas, sendo utilizados com frequéncia em
pacientes com mieloma multiplo, metéstases 6sseas de tumores de Orgdos solidos e em
pacientes com osteoporose ou doenca de Paget (ALLEGRA et al., 2007; AAPRO et al., 2008;
WALTER et al., 2010). Em decorréncia do seu principal mecanismo de acao ser a inducao de
apoptose de osteoclastos ou de sua perda de funcdo, os bisfosfonatos, sdo farmacos Uteis e
realmente eficazes em impedir a reabsorcdo de osso (LI, DAVIS, 2003, RUSSELL, 2007).
Entretanto, com isso, esses farmacos impedem que o0 0sso seja remodelado, uma vez que,
antes de ser neoformado, 0 0sso necessita ser reabsorvido. Essa propriedade se faz ainda mais
importante quando existem fatores indutores de remodelagdo 6ssea, como traumas e reacdes
inflamatorias.

Os o0ssos maxilares estdo em constante estimulo de forcas mastigatorias, além de
serem induzidos a remodelacdo em casos de exodontias ou inflamac6es locais, pela doenca
periodontal e pela infeccdo periapical (KATZ, 2005; TSAO et al., 2013). Nesses casos,
impedido o remodelamento, 0 0sso fica exposto a infeccdo e a produtos da inflamacé&o local,
gerando dano tecidual, que pode culminar em necrose 6ssea (MASHIBA et al., 2005;
AGHALOQO et al., 2013). Essa condicdo é conhecida como Osteonecrose dos Maxilares
induzida por Bisfosfonatos (OMB), um grave efeito adverso do uso desses agentes.

Embora a OMB néo possua etiopatogenia bem descrita, sabe-se que fatores locais
e sisttmicos podem influenciar em sua ocorréncia. Dentre esses fatores de risco, destacam-se
reacOes inflamatdrias locais (HOFF et al., 2008) e sistémicas, como a anemia e o diabetes
mellitus, que possuem influéncia na resposta imunoldgica do hospedeiro, aumentando a
prevaléncia de OMB (BARASCH et al., 2011). Além disso, a administracdo endovenosa de
aminobisfosfonatos é capaz de produzir resposta inflamatéria no organismo, ocasionando
sintomas como febre, fadiga, mal-estar e sintomas gastrintestinais (REID et al., 2010).

Assim, sabendo que essa condic¢do representa risco aos pacientes que fazem uso
de bisfosfonatos, sem haver protocolo de tratamento bem estabelecido (DIEGO et al., 2007),
faz-se importante investigar mecanismos farmacoldgicos eficazes na sua prevencao. Nesse
contexto, supfe-se que farmacos anti-inflamatdérios podem proporcionar uma condi¢do
inflamatéria modulada, o que poderia atuar como terapia preventiva efetiva ao

desenvolvimento da OMB.
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A dexametasona, como um anti-inflamatério esteroidal, é capaz de inibir a
inflamacéo sob diferentes vias (RHEN, CIDLOWSKI, 2004), o que pode mostrar efetividade
guando associada a infusdo de bisfosfonatos. Entretanto, sabe-se que esse farmaco, em doses
altas e administrado de forma cronica, atua como um fator de risco para a ocorréncia de OMB
(BARASCH et al., 2011). A nimesulida, por sua vez, é um anti-inflamatorio ndo esteroidal,
capaz de inibir a degradacdo do &cido araquidonico pelas enzimas ciclo-oxigenases (COX),
sobretudo pela COX-2 (SHAZ, MURRAY, FITZGERALD, 1999). A COX-2 é chamada de
COX-indutiva, por estar mais atuante em situaces onde reagdes inflamatorias sdo induzidas,
atuando de forma mais especifica contra a inflamacdo e reduzindo a ocorréncia de efeitos
adversos (O’NEILL, FORD-HUTCHINSON,1993; BISCARINI et al., 1998).

Assim, os anti-inflamatorios, esteroidais e ndo-esteroidais, assumem um
importante papel no controle da inflamacdo, o que poderia contribuir para a reducao do risco
de OMB.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos (BFs) sdo farmacos potentes inibidores da reabsorcdo 0ssea,
constituidos por uma estrutura semelhante ao pirofosfato enddgeno. Diferentemente desse
composto, os BFs contém dois grupos fosfonatos ligados um a um ao a4tomo de carbono
central (estrutura P-C-P), o que Ihes confere alta resisténcia a degradagdo enzimatica e maior
tempo de meia vida (ROGERS et al., 2000; RUSSELL, CROUCHER, ROGERS, 2007).
Diversos grupos quimicos podem ser acrescentados a estrutura por meio de duas ligagdes
covalentes adicionais ao atomo de carbono central, dando origem a uma enorme gama de
possiveis estruturas aos BFs (ROGERS et al., 2000) e conferindo diferentes propriedades a
esses farmacos. O grupo R1 determina a afinidade dos BFs pelos cristais 6sseos, enquanto o
grupo R2 é responsavel pela poténcia e atividade farmacoldgica (FLEISCH, 1998). De acordo
com sua estrutura quimica, os bisfosfonatos podem ser classificados em bisfosfonatos que
contém nitrogénio (aminobisfosfonatos) ou que ndo contém nitrogénio em sua composi¢do
(ndo-aminobisfosfonatos) (FLEISCH, 1998; RUSSELL et al.,, 1999). Assim como o
pirofosfato, os BFs formam uma estrutura tridimensional, a qual é capaz de se ligar a ions
metalicos bivalentes, tais como Ca**, Mg®* e Fe?*. Essa ligacdo ocorre de maneira bidentada,
através da coordenacdo de um atomo de oxigénio a partir de cada grupo de fosfonato com o
cation bivalente. A afinidade ao célcio pode ser aumentada ainda mais se uma das cadeias
laterais (R1) € um grupo hidroxila (- OH) ou amina primaria (- NH2) (aminobisfosfonatos),
porque isto permite a formacao de uma conformacdo tridentada a qual é capaz de se ligar mais
efetivamente & molécula de Ca®* (JUNG, BISZA, FLEISCH, 1973) (Figura 1).

Quando R; é um grupo
hidroxila (-OH) ou amina
(-NH2), a ligag&o a
hidroxiapatita € melhorada
HO—P—C—P— OH
OH R, OH
P-C-P é essencial para T
ligagdo da molécula a
hidroxiapatita e é R, determina a
essencial para a atividade poténcia do
biolégica farmaco

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura quimica geral dos bisfosfonatos. (Adaptado de Russell
etal.. 1999).
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Esses farmacos previnem a reabsorcdo Ossea através da inibicdo da atividade
metabdlica de osteoclastos e da inducdo de apoptose dessas células, sendo potentes agentes
antirreabsortivos (LI, DAVIS, 2003; RUSSELL, CROUCHER, ROGERS, 2007). Os BFs tém
uma afinidade elevada para a hidroxiapatita nos o0ssos, sendo rapidamente eliminados da
circulacdo sistémica e se instalando sobre superficies minerais dsseas, particularmente nos
sitios de atividade dos osteoclastos (SATO et al., 1991). Quando osteoclastos estdo em
atividade reabsortiva, forma-se um microambiente acidico, o que pode facilitar a liberacdo do
BF da superficie do osso, dando origem a altas concentracbes de bisfosfonato locais
(ROGERS et al., 1999). O BF pode entdo ser internalizado por osteoclastos, culminando em
inibicdo da sua atividade. Essa inibicdo pode ser consequéncia de um efeito toxico direto,
envolvendo retracdo osteoclastica, condensacdo e fragmentacdo celular, o que resulta em
apoptose (SELANDER et al., 1996). Alternativamente, a inibicdo de sua atividade pode
ocorrer devido a perturbacdo do trafico vesicular intracelular pelo BF (ALAKANGAS et al.,
2002), o que pode entdo conduzir, por exemplo, & desorganizacao do citoesqueleto de actina e
a perda de anéis de actina, que fazem parte do arranjo estrutural dessas células, ou a disturbios
na borda enrugada de osteoclastos (SELANDER et al., 1996). Postula-se que os BFs possam
ainda apresentar efeitos adicionais em células precursoras de osteoclastos, evitando o
recrutamento, diferenciacdo e fusdo dessas células (BOONEKAMP et al., 1986). Sabe-se que
ocorre ainda efeito inibitorio sobre a proliferagdo de osteoblastos (VITTE, FLEISCH,
GUENTHER, 1996) e, sendo essas células fundamentais a formacéo de osteoclastos, devido a
interacdo entre diversas moléculas, a formacdo dessas também fica prejudicada (Figura 2). Os
bisfosfonatos ndo-aminados, por sua vez, séo metabolizados no interior de osteoclastos em
analogos de adenosina trifosfato (ATP) contendo metileno. Esses analogos acumulam-se
dentro das células, pois sdo incapazes de serem hidrolisados, e seu acimulo inibe numerosas
enzimas metabdlicas intracelulares, o que leva a citotoxicidade e a apoptose dessas células
(SELANDER et al., 1996). Particularmente, os bisfosfonatos que contém nitrogénio em sua
composi¢do quimica inibem a via do mevalonato, suprimindo a farnesil pirofosfatase (FPP) e
a geranil pirofosfatase (GGPP), o que prejudica a producdo de colesterol e lipidios
isoprendides, além de impedir a prenilagdo de pequenas GTPases (Ras, Rho, Rac) (ROGERS
et al., 2000), o que causa a desregulacdo de processos celulares importantes para 0s
osteoclastos. Como consequéncia desses efeitos, os osteoclastos podem ter sua funcgéo
perdida, decorrente da perda da borda enrugada, necessaria para a reabsorcdo Ossea e da
destruicdo do citoesqueleto de actina (SELANDER, LEHENKARI, VAANANEN, 1994),

desregulando o transporte intracelular e a organizacdo do da arquitetura celular, o que conduz
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a apoptose (HUGHES et al., 1995; GREEN, 2004) (Figura 3). Outras enzimas que podem ser
inibidas pelos BFs sdo a esqualeno sintase, afetando a biossintese do colesterol, que pode
atuar na formacéo da borda enrugada, e as proteinas tirosina fosfatases (PTPs), que equilibram
a atividade de tirosina-quinases em vias de transducdo de sinal iniciadas pelos fatores de
crescimento, insulina e outros estimulos (RODAN, FLEISCH, 1996). Foi demonstrado que a
apoptose induzida por BFs em osteoclastos envolve mudancas morfoldgicas caracteristicas,
perda de potencial de membrana da mitocdndria e ativacdo de caspases, sendo que a caspase-3
parece ser a principal caspase efetora ativada no processo (BENFORD et al., 2001). Esses
mecanismos de acdo adicionais conferem aos aminobisfosfonatos um potencial
antirreabsortivo significantemente maior do que os ndo-aminobisfosfonatos (RUSSELL,
CROUCHER, ROGERS, 2007; AAPRO et al., 2008).

s Osteoblastos
Pré-osteoclastos
. -s
Sl ma®

Efeitos nos precursores de
osteoclastos . . / DA
‘ . Efeitos nos

osteoblastos

Efeitos direto em i/

osteoclastos maduros
> > 2 Osteoclasto
maduro
" m i

Perda de % 2
funcdo do ) Apoptose de

osteoclasto osteoclastos

Figura 2. Mecanismo de ac¢éo dos bisfosfonatos. Os bisfosfonatos atuam por efeitos diretos em precursores de
osteoclastos e osteoclastos maduros, causando sua perda de funcdo e apoptose. Além disso, atua em
osteosblastos, impedindo que esse ative a diferenciacdo de pré-osteoclastos em osteoclastos maduros (Adaptado
de Rogers et al., 2000)

Devido a sua potente acdo antirreabsortiva, os BFs tornaram-se uma alternativa
para o tratamento de uma variedade de doencas dsseas, sendo 0s mais importantes agentes
utilizados em doencas metabdlicas de 0sso e metastases 6sseas (WALTER et al., 2010).
Farmacos dessa classe tém sido administrados com frequéncia em pacientes com mieloma
multiplo (ALLEGRA et al., 2007) ou metastases Osseas oriundas de tumores de 6rgdos
solidos (AAPRO et al., 2008) e em pacientes com a doenga de Paget ou osteoporose
(ALLEGRA et al., 2007). Assim, observam-se reducdo da ocorréncia de eventos esqueléticos,
tais como fraturas e a necessidade de radiacdo ou operacOes de estabilizacdo, prevencgdo de
episodios de hipercalcemia, reducdo da dor, e, por conseguinte, obtencdo de impacto positivo

na qualidade de vida dos pacientes acometidos por essas doengas (WALTER et al., 2010).
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Figura 3. Inibicdo da via do mevalonato por aminobisfosfonatos. Aminobisfosfonatos podem inibir a
vida do mevalonato em diferentes pontos, levando a perda da borda enrugada e apoptose de osteoclastos
(Adaptado de Russell et al., 1999).

Os BFs sdo capazes de produzir efeitos em outras células, além de osteoclastos,
como, por exemplo, em células tumorais. Em decorréncia dessa vantagem, 0s
aminobisfosfonatos, especificamente, tém sido bastante administrados por via endovenosa
(EV) para tratamento da doenca 6ssea metastatica, sobretudo para tumores de érgdos sélidos,
dentre esses mama, prostata, rim e pulmdo (ALLEGRA et al., 2007; AAPRO et al., 2008). Os
efeitos antitumorais dessa terapia ocorrem a partir da inducdo de apoptose de células
tumorais, inibicdo da adesdo de células tumorais na matriz extracelular, da sua proliferagdo e
da invasdo tumoral, devido ao bloqueio da prenilacdo de pequenas GTPases (SHIPMAN et
al., 1998; CLEZARDIN, 2005). Além disso, foi demonstrado que o acido zoledronico foi
capaz de inibir in vitro a proliferacdo de células endoteliais humanas estimuladas com soro
fetal bovino, fator do crescimento de fibroblasto basico (bFGF) e fator do crescimento
endotelial vascular (VEGF), sendo um potente inibidor da angiogénese (WOOD et al., 2002),
mecanismo essencial ao crescimento tumoral. Além disso, o &cido zoledrénico tem mostrado
excelentes resultados na reducdo e atraso da morbidade esquelética e as complicacGes
decorrentes da doenca Gssea metastatica, sendo, por conseguinte, utilizado por mais de 15
anos para melhorar os resultados de pacientes com metastases 0sseas de tumores solidos
(AAPRO et al., 2008).

O 4cido zoledronico (AZ) é um aminobisfofonato derivado imidazoélico
heterociclico de terceira geracdo. E o mais potente dos bisfosfonatos, possuindo cerca de
10.000 vezes a poténcia do etidronato (FERNANDES, LEITE, LANCAS, 2005). Esse
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farmaco é administrado por via EV, em uma infuséo de 4 ou 5 mg do farmaco por cerca de 15
minutos. Ao final da administracdo, sua concentracdo plasmatica eleva-se rapidamente,
seguido de um declinio, apresentando, apds 24 h, concentracdo plasmatica de 1%. Cerca de
56% do AZ liga-se a proteinas plasmaticas e 0 mesmo praticamente ndo é acumulado no
organismo. O farmaco ndo sofre metabolizacdo e é eliminado em sua forma inalterada pelos
rins, através de um processo trifasico, que resulta de duas fases de eliminacgdo rapidas e uma
fase longa, com tempo de meia-vida estimado em 146 horas (RUSSEL et al., 1999;
LYSENG-WILLIAMSON, 2008).

Apesar de seus efeitos benéficos, estudos baseados em relatos retrospectivos e
prospectivos associam BFs, principalmente de uso EV, a osteonecrose de maxilares
(VANNUCCHI et al., 2005; FICARRA et al., 2005; WANG et al., 2007).
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2.2 Osteonecrose dos Maxilares Induzida por Bisfosfonatos (OMB)

Em meados de 1850, comecou a ser descrita uma afeccdo em operarios de fabricas
de fosforos que tinham contato com o fésforo branco. Essa condicdo atingia 0S 0SS0S
mandibular e maxilar, era relacionada a um sitio de infec¢do, como um alvéolo p6s-exodontia
ou um dente cariado, causando dor, inflamagéo de tecidos gengivais adjacentes, por vezes,
formacdo de abscessos, e, posteriormente, necrose dssea, sendo chamada de doenca do
fosfato, necrose por fosforo dos maxilares ou pelo termo em inglés “phossy jaw”
(STOCKMAN, 1899; HUGHES, BARON, BUCKLAND, 1962). Postula-se que a phossy jaw
poderia ocorrer a partir da liberacdo de vapores nocivos, como o 0zonio e o peréxido de
hidrogénio, no processo de oxidacdo que ocorria na fabricacdo de fésforo (STOCKMAN,
1899). Esses compostos nocivos penetrariam nos 0ssos maxilares e, juntos com a microbiota
oral, dariam origem a infeccdo com formacdo de sequestros 6sseos (HUGHES, BARON,
BUCKLAND, 1962). Subsequentemente, o desenvolvimento de fésforos de seguranca, que
usam fosforo vermelho amorfo, levou a um declinio da phossy jaw, apds 1850 (HELLSTEIN,
MAREK 2005).

Em 2003, uma condic¢do que tem algumas semelhancas com phossy jaw comegou
a ser relatada em pacientes em quimioterapia (MARX, 2003; WANG, GOODGER, POGREL,
2003). Uma caracteristica comum entre os pacientes afetados por essa doenca era a terapia
continuada com aminobisfosfonatos (MARX, 2003; RUGGIERO et al., 2004), sendo, entdo,
atribuido o termo “osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos” (HELLSTEIN,
MAREK 2005).

A Osteonecrose dos Maxilares induzida por Bisfosfonatos (OMB) é definida
como uma exposicdo de 0sso necrotico na regido maxilofacial, por mais de oito semanas em
pacientes em uso de bisfosfonatos sem historia prévia de radioterapia (KHOSLA et al., 2007).
BFs inibem a reabsorcéo de osso mediada pelos osteoclastos e, consequentemente, diminuem
0 turnover 0sseo, aumentando assim a densidade mineral 6ssea e reduzindo o risco de
fraturas. No entanto, o efeito supressivo dos BFs sobre a renovacdo do tecido 6sseo em
periodos mais longos pode debilitd-lo, inibindo a remocdo de células danificadas do 0sso
normal e aumentando a mineralizagdo 0ssea, 0 que resulta em osteonecrose (BALDI et al.,
2009). Alguns fatores parecem influenciar na probabilidade do desenvolvimento da OMB,
como a poténcia do bisfosfonato utilizado, duragdo do tratamento com bisfosfonatos por via
endovenosa, manipulacdo odontoldgica, higiene oral deficiente, idade do paciente e
localizagdo (mandibula ou maxila) (WOO, HELLSTEIN, KALMAR, 2006). Mesmo sendo
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bem descrita a ocorréncia de OMB, a patogénese desse processo continua pobremente
conhecida (WALTER et al., 2010; RUGGIERO, 2013).

Embora a etiologia do OMB pareca ser multifatorial, sofrendo a influéncia de
diversos fatores locais para seu desenvolvimento, duas teorias tém sido consideradas para
explicar o mecanismo desta complicacdo. A principal teoria sugere que OMB é causada pela
cessacdo da remodelacdo Ossea e turnorver 0sseo, consequéncia da inibicdo osteoclastica
provocada pelos BFs (MASHIBA et al., 2005), especialmente na crista alveolar, onde a
remodelacdo 6ssea € superior quando comparada com outras partes do esqueleto (HUJA et al.,
2006), resultando num maior acimulo de farmaco nesta regido. Esse aumento da
concentracdo local de bisfosfonatos poderia influenciar as células no microambiente local tais
como osteoblastos, células endoteliais e fibroblastos, o que contribuiria para alteracdes da
cicatrizacdo de feridas apds uma lesdo, culminando clinicamente em OMB (WALTER et al.,
2010). A segunda teoria baseia-se apenas em evidéncias experimentais, em que o pamidronato
e 0 acido zoledrénico tem demonstrado efeito inibitorio da neoangiogénese capilar (SANTINI
et al., 2002), o que pode resultar em uma necrose avascular (WALTER et al., 2010), além de
0s BFs possuirem a capacidade de reduzir o nimero de células progenitoras endoteliais
circulantes (ALLEGRA et al., 2007). Indicios apontam que a maioria dos casos relatados de
OMB esta associada ao uso de aminobisfosfonatos por pacientes que estdo em tratamento para
o mieloma multiplo ou céncer de mama (WOO, HELLSTEIN, KALMAR, 2006). A
capacidade que o &cido zoledrdnico tem demonstrado em diminuir a proliferacdo de células
endoteliais induzida por soro, FGFb e VEGF em modelo de angiogénese em tecido mole
(WOOD et al.,, 2002), pode ser positivo para a atuacdo desse farmaco como agente
antitumoral, porém pode contribuir para o desenvolvimento da OMB.

Além do uso de aminobisfosfonatos, seja por via endovenosa ou oral, sobretudo
por mais de 3 anos, sabe-se também que processos inflamatdrios, decorrente de exodontias em
dentes com infeccOes periapicais prévias (MARX et al., 2005; HOFF et al., 2008), e/ou de
dentes com periodontite (AGHALOO et al., 2011) tém se mostrado como predisponentes ao
desenvolvimento da OMB (RUGGIERO et al., 2009; KANG et al., 2013). Embora ndo atue
como um fator iniciador, a inflamac&o dos tecidos periodontais esta presente na maioria dos
casos de OMB (AGHALOO et al., 2011). Em condicdo de normalidade, a reacao inflamatoria
gerada induz a reabsorcdo Ossea alveolar e permite a organizacdo de uma resposta imune
eficaz. Na presenca de BFs, também ha a formacdo de tecido inflamado associado & doenca
periodontal, entretanto a atividade osteoclastica € muito reduzida. Como resultado, 0 0sso

alveolar envolvido no processo inflamatorio ndo pode ser reabsorvido e, consequentemente,
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fica exposto a um ambiente rico em toxinas bacterianas, citocinas inflamatorias e estresse
oxidativo, 0 que € altamente toxico para células 0sseas, provocando necrose (AGHALOO et
al., 2011).

Foi demonstrado em estudos em humanos que reagdes inflamatdrias séo
decorrentes da administracdo de aminobisfosfonatos (LESCLOUS et al., 2009; ROSSINI et
al., 2012), além de conjuntamente ocorrerem modificacbes no perfil hematologico dos
pacientes tratados (ROSSINI et al., 2012). Corroborando essa hipétese, estudos experimentais
em modelo de peritonite associaram 0 uso de BFs ao aumento de citocinas inflamatorias,
como Interleucina (IL)-1 e ao aumento do recrutamento de polimorfonucleares neutréfilos
(NORTON et al., 2012). J& estudos clinicos demostraram que 0s niveis de IL-1p estdo
significantemente associados a ocorréncia de OMB (TSAO et al., 2013). O uso desses
farmacos leva também a ativagdo de linfocitos T yd e a liberagdo de interferon-y (IFN-y) e
Fator de Necrose Tumoral- alfa (TNF-a), devido ao bloqueio da enzima FPP, 0 que provoca
um acumulo dos intermediarios dessa via em mondcitos, culminando na ativacdo dessas
células e na liberacdo dessas substancias (ROELOFS et al., 2010). Esses achados demonstram
gue pode ocorrer um estado inflamat6rio no organismo a partir da administracdo crénica desse
tipo de farmaco.

Foi visto ainda que a ocorréncia de OMB esteve relacionada ao aumento dos
niveis de IL-6, o que estimula a atividade osteoclastica, aumentando a relacdo RANKL
(Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear k B)/OPG (Osteoprotegerina), e a reducdo do
VEGF (MOZZATI et al., 2013). Além disso, estudos demonstram a capacidade de anti-
inflamatorios fracos, como o paracetamol e o ibuprofeno, contribuirem na prevencdo de
sintomas desse evento, como pirexia, cefaleia e dores musculares (WARK et al., 2012).
Sugere-se ainda que o alendronato, bisfosfonato aminado utilizado no tratamento da
osteoporose e administrado por via oral, aumente a producdo de IL-1B induzida por
Porphyromonas gingivalis, uma bactéria periodontopatogénica, via ativacdo da caspase-1, 0
que pode contribuir para o desenvolvimento de osteomielite dos maxilares associada a BFs e
outros efeitos inflamatérios secundarios (DENG et al.,, 2009). Adicionalmente, essa
desregulacdo inflamatoria gerada pela administracdo de BFs, pode aumentar também os niveis
de oxido nitrico, mediador que estd envolvido na ativagdo do Fator Nuclear k B (NF-«kB),
culminando, em elevadas concentracdes, em apoptose de ostedcitos (ALMEIDA et al., 2010),
0 que pode contribuir para a patogénese da OMB.

A OMB pode ser vista como uma area de 0sso necrotico e avascular exposto que

também pode incluir uma infeccdo secundaria. A gengiva ou as mucosas adjacentes ao 0SSO
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necrético encontram-se inflamadas e sensiveis normalmente, limitando a higiene oral e
levando a um aumento no tamanho do defeito quando é realizado o debridamento cirdrgico.
Os tecidos moles circundantes podem ser facilmente traumatizados por microfraturas na
superficie Ossea necrotica, levando a ulceracdo e dor constante (MIGLIORATI, SIEGEL,
ELTING, 2006). Um aumento na mobilidade do dente também pode ocorrer em dentes
adjacentes como resultado do processo necrético.

Como clinicamente a OMB pode assumir diversas apresentacdes, a Associacdo
Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais (AAOMS) organizou uma classificacdo para
OMB, a fim de orientar as diretrizes de tratamento racional e coletar dados para avaliar o
prognostico em pacientes usuarios de BFs (RUGGIERO et al., 2009). A estratificacdo
consiste nos seguintes estagios: o estagio 0, em que 0s pacientes ndo apresentam evidéncias
classicas de necrose 6ssea, mas relatam sintomas ndo-especificos ou clinicos e radiograficos
que sugerem esse diagnostico. Dentre os sintomas, estdo dores ésseas ou odontalgias ndo
atribuidas a causas odontogénicas, associada a fistulas ou mobilidade dentéaria ndo explicada
por doenca periodontal. Radiograficamente, € possivel observar aumento do espago do
ligamento periodontal e alteracdes no padrao trabecular 6sseo. O estagio 1 é caracterizado por
0SS0 exposto e necrosado em pacientes assintomaticos sem nenhuma evidéncia de infeccdo. Ja
no estagio 2, o paciente apresenta 0sso exposto e necrosado com presenca de infeccdo e
sintomatologia dolorosa. No estdgio mais grave (estdgio 3), além das caracteristicas do
estagio 2, o paciente deve apresentar uma ou mais das seguintes caracteristicas: 0sso necrotico
exposto estendendo-se além da regido de osso alveolar, fratura patologica, fistula extra-oral,
comunicacdo nasal/oral, osteolise estendendo-se até a borda inferior da mandibula ou ao seio
maxilar (RUGGIERO et al., 2009). Mesmo podendo haver evidéncias de OMB em estéagios
precoces, essa condicdo geralmente sO € diagnosticada quando ha evidéncia clinica de
exposicao 6ssea, em estagios avancados. Nesse momento, 0 0sso exposto frequentemente esta
associado a sintomatologia dolorosa e a infeccdo e supuracdo (POZZI et al., 2007; DINIZ-
FREITAS et al., 2012).

Embora existam diversas tentativas, ndo had modalidade terapéutica realmente
efetiva para ser aplicada com seguranca nessa condi¢do, sendo considerado um tratamento
extremamente dificil por alguns autores (DIEGO et al., 2007). Nesses casos, sugere-se a
utilizacdo de antibidticos topicos e sisttmicos e, em estadgios mais avancados, a associacao
dessa terapéutica ao debridamento cirargico (RUGGIERO et al., 2009). Entretanto, metade
dos pacientes tratados com descontinuacdo do BF, antibioticoterapia local e/ou sistémica,

oxigenoterapia hiperbarica ou debridamento cirdrgico mantém quadro clinico inalterado,
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alguns necessitam de reintervencdo cirlrgica extensa e apenas 3% dos casos tratados com
uma dessas modalidades evoluem para cura (POZZI et al., 2007; DIEGO et al., 2007; DEL
CONTE et al., 2010). O desafio do cirurgido-dentista é tratar a OMB mesmo na auséncia de
terapéuticas preventivas e curativas adequadas, 0 que torna essa condicdo ainda mais
preocupante, pois a exposicdo 6ssea aumenta a possibilidade de infec¢do local, podendo
evoluir para infeccdo sistémica e sepse, principalmente em pacientes imunocomprometidos
sistemicamente (MIYAZAKI et al., 2012).

Diversos modelos experimentais de inducdo de OMB em animais tém sido
desenvolvidos na tentativa de elucidar sua etiopatogénese e de propor terapias realmente
eficazes na prevengdo ou tratamento dessa condi¢cdo. A maioria desses estudos utiliza a
infusdo de aminobisfosfonatos aliada a administracdo de dexametasona, provocando um dano
aos tecidos orais através de exodontia (HIKITA et al., 2009; SONIS et al., 2009; Bl et al.,
2010; KOBAYASHI et al., 2010; LOPEZ-JORNET et al., 2011; ABTAHI et al., 2012;
CONTE-NETO et al., 2012; MARINO et al., 2012; ALLEN, CHU, RUGGIERO, 2013;
CONTE-NETO et al., 2013; JABBOUR et al., 2014). Alguns estudos demonstram, ainda, o
desenvolvimento de OMB através de modelos experimentais de periodontite (AGHALOO et
al., 2011; AGUIRRE et al., 2012). Enquanto outros observam a capacidade de inducdo de
OMB mesmo em ratos que ndo foram submetidos a injurias nos tecidos orais (SENEL et al.,
2010; MOLON et al., 2014). Esses estudos demonstram, histologicamente, presenca de
infeccdo, inflamacdo e osso desvitalizado, com lacunas de ostedcitos vazias nos sitios de
inducdo da OMB (HIKITA et al., 2009; SONIS et al., 2009; SENEL et al., 2010; AGUIRRE
et al., 2012). Mesmo com a realizagdo de todas essas investigacfes experimentais, nenhum
dos modelos de OMB foi capaz de desvendar, de maneira concreta, a etiopatogénese dessa
condicdo. Ainda, alguns desses modelos ndo foram capazes de evidenciar a formacdo de uma
condicdo semelhante a OMB, mas descreveram atraso cicatricial em alvéolos pos-exodontia
(KOBAYASHI et al., 2010). A utilizacdo de doses pontuais de bisfosfonatos, por vezes
aleatorias, diferentes vias de administracdo e falta de um protocolo experimental baseado no
regime terapéutico clinico de BFs utilizados no tratamento das malignidades, ndo permite
investigar de forma segura 0s mecanismos envolvidos com o desenvolvimento dessa
condigdo. Assim, estudo anterior desenvolvido por esse grupo de pesquisa, evidenciou a
indugdo de OMB através de uma curva dose-resposta de &cido zoledronico, com a dose inicial
desse farmaco e regime terapéuticos empregados semelhantes ao uso clinico, revelando

alteracOes radiogréficas e histopatoldgicas compativeis com OMB (SILVA, 2013).
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Considerando a inflamagdo como processo potencial para o desencadeamento da
OMB e sabendo que essa € uma condigdo com patogénese ainda indefinida, sem protocolo de
tratamento estabelecido (DEL CONTE et al., 2010; POZZI et al., 2007), representando risco
de infeccdo grave, faz-se importante investigar mecanismos farmacoldgicos eficazes para
impedir seu desenvolvimento. A partir disso, pode-se hipotetizar que a associa¢do de anti-
inflamatorios junto ao bisfosfonato modularia o processo inflamatorio associado a infusdo

deste farmaco e possivelmente evitaria ou interferiria no desenvolvimento da OMB.

2.3. Anti-inflamatorios

2.3.1 Glicocorticoides

Glicocorticoides (GCs) sdo farmacos anti-inflamatérios potentes, utilizados no
tratamento de desordens inflamatorias, imunolégicas e neoplasicas, como artrite reumatoide,
lUpus eritematoso sistémico e mieloma mdltiplo, respectivamente. A eficacia clinica dos
glicocorticoides sintéticos provem da sua capacidade de mimetizar os corticosteroides
naturais. Inflamacdo, dor, infeccdo e estresse mental, por exemplo, levam a ativacéo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal. Esses estimulos causam excitacdo do hipotdlamo, que entdo
libera 0 hormonio liberador de corticotropina (CRH). O CRH, por sua vez, estimula a sintese
e liberacdo de hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) pela hipofise anterior. O ACTH
estimula o cértex adrenal a liberar glicocorticoides enddgenos, como o cortisol. Uma vez
dentro do sangue, cortisol é transportado para érgdos-alvo onde provoca inimeros efeitos
metabdlicos incluindo aumento dos niveis de glicose no sangue, a estimulacdo da
gliconeogénese no figado, e a mobilizacdo de aminoacidos e acidos graxos, além de serem
potentes imunossupressores e inibirem a formacédo de osso (NEWTON, 2000). As evidéncias
indicam que o receptor de glicocorticoide inibe a inflamacdo através de trés mecanismos:
efeitos gendmicos diretos e indiretos e mecanismos ndo genémicos (RHEN, CIDLOWSKI,
2004).

Os glicocorticoides atravessam facilmente a membrana plasmatica devido a sua
estrutura lipofilica. Seus receptores constituem-se membros da familia de receptores de
horménios esteroides e estdo presentes no citoplasma em forma inativa e formam um
complexo multiprotéico com proteinas de choque térmico 70 e 90 (HSP 70 e HSP 90),
imunofilinas, chaperonas e muitas proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK), sendo

capaz de se ligar a diferentes glicocorticoides com uma afinidade elevada (WIKSTROM,
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2003; STAHN et al., 2007). Ap6s haver a interacdo entre receptor e glicocorticoide, ha a
liberacdo dessas proteinas e a formagdo de um complexo glicocorticoide-receptor dimerizado,
que é enviado ao nucleo, onde se liga a sitios especificos de DNA, os elementos responsivos
aos glicocorticoides (GREs). Essa ligacdo resultara na ativacéo ou repressao da transcricao de
algumas moléculas, 0 que resulta em um mecanismo de a¢do genémico direto. Uma das
moléculas que terd sua transcricdo estimulada é a da anexina-1 (também conhecida como
lipocortina-1), uma proteina anti-inflamatoria que interage com a fosfolipase A, citosélica
(MIZUNO et al., 1997). A fosfolipase A, é responsavel pela conversdo de fosfolipideos de
membrana a acido araquidénico, que ocorre quando hd um estimulo inflamatério. Assim, 0s
corticoides inibem a acdo da fosfolipase A,, através do aumento de anexina-1, impedindo a
liberacdo do 4&cido araquiddnico e consequentemente sua conversdao a eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), reduzindo a formacdo desses produtos pro-
inflamatérios (RHEN, CIDLOWSKI, 2005). A ligacdo do complexo glicocorticoide e
receptor pode também atuar sob GREs negativos, ocasionando efeitos inibitdrios, o que
parece ocorrer com 0s genes de citocinas inflamatérias IL-1 e IL-2 (BEATO, 1989;
FALKENSTEIN, NORMAN, WHELING, 2000).

O complexo glicorticoide-receptor também interage fisicamente com fatores de
transcricdo, como o NF-kB e a Proteina Ativadora-1 (AP-1), bloqueando suas atividades
transcricionais, 0 que representa um mecanismo de agdo gendmico indireto. Estando inativo,
NF-kB interage no citoplasma com uma proteina denominada IxB (Inibidor de Kappa B), o
que resulta em um efeito inibitério. Sinais microbianos e inflamatdrios desencadeiam cascatas
de sinalizacédo que ativam IxkB (RHEN, CIDLOWSKI, 2004), desmascarando o NF-kB. O NF-
kB agora no nucleo, liga-se a sequéncias de DNA e estimula a transcrigdo de citocinas, como
IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a, quimiocinas, moléculas de adesdo celular, como Molécula de
Adesao Intercelular-1 (ICAM-1) e Molécula de Adesdo Vascular-1 (VCAM-1) e selectina-E,
fatores do sistema complemento e receptores para essas moléculas (RHEN, CIDLOWSKI,
2005). O NF-kB também induz a transcri¢do da ciclo-oxigenase 2 (COX-2), enzima que
converte o cido araquiddnico em prostaglandinas (PGs). Dessa maneira, o bloqueio do NF-
kB, também culminara na inibicdo da transcricdo uma enorme gama de produtos pro-
inflamatdrios e sua acdo nas moleculas de adesdo celular reduzirdo a diapedese das células
inflamatdrias. Segundo alguns estudos, esse processo inibitorio pode ser reforcado com a
estimulagdo ao aumento dos niveis IkB. Os GCs podem interagir fisicamente com a AP-1,
responsdvel pela formacdo de diversas moléculas inflamatorias, impedindo a transcri¢do

desses produtos.
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A producéo de PGs também é controlada por um mecanismo ndo-gendmico. Os
GCs induzem a MAPK fosfatase-1, que indiretamente também pode inibir a fosfolipase A,
citosélica, bloqueando a sua fosforilaghio (DE BOSSCHER, VANDEN BERGHE,
HAEGEMAN, 2003). Além disso, esses farmacos reduzem o numero de linfécitos T e B,
monacitos, eosindfilos e basofilos da circulagdo, resultado de sua migracéo do leito vascular
para o tecido linfoide. Sobre as células apresentadoras de antigenos, como os macrofagos, os
glicocorticoides inibem sua funcdo (KATZUNG, 2010). Os glicocorticoides estimulam a
atividade de fosfatidilinositol-3-hidroxiquinase (PI3K), de maneira dependente do receptor
glicocorticoide, mas independente de transcricdo. A ativacdo da via PI3K leva a fosforilagdo
de Akt, que, fosforilada, ativa a enzima Oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS), resultando
na producdo de 6xido nitrico. Assim, pode-se dizer que os glicocorticoides possuem atividade
anti-inflamatoria bastante completa, interferindo na sintese de diversos mediadores
inflamatorios e influenciando na atividade e no nimero das células inflamatérias (HAFEZI-
MOGHADAM, 2002).

A dexametasona (DEX) é um glicocorticoide sintético de acdo prolongada, que
compartilha dos diversos mecanismos de acdo inerentes aos GCs. Sua absorcdo ocorre em
cerca de 30 a 90 minutos pelo jejuno (LESTER, 1989). Cerca de apenas 10% do farmaco é
encontrado em sua forma livre no plasma, sendo que da fracdo ligada a proteinas, a maior
parte da dexametasona encontra-se ligada a globulinas de ligacdo de corticoides (CBG) e uma
fracdo menor ligada a albumina (PEREIRA et al.,2007). A metabolizacdo desse farmaco,
assim como outros GCs, é essencialmente hepatica, com tempo de vida média plasmatica de
100 a 300 minutos e tempo de meia vida bioldgica de 36 a 54 horas (PEREIRA et al., 2007).
A dexametasona é eliminada pelos rins. Sua potente acdo anti-inflamatéria prolongada e
imunossupressora torna a dexametasona um farmaco largamente utilizado para fins anti-
inflamatdrios, prevenindo edema pos-traumatico, e no controle de doencgas imunologicamente
mediadas. Por suas a¢Bes apoptdticas em doencas hematoldgicas malignas (GREENSTEIN et
al., 2002), os GCs, principalmente a dexametasona, tem feito parte do tratamento
quimioterapico para o mieloma multiplo, unidos a farmacos como acido zoledrénico,
bortezomib, talidomida e lenalidomida (COLLEONI, 2007; HUNGRIA, 2007; RAJKUMAR
et al., 2010).

Apesar dos supostos efeitos benéficos que a administracdo de corticosteroides
teria na OMB, como potentes anti-inflamatorios, fArmacos dessa classe, como a dexametasona
tem sido associados a um maior risco de desenvolvimento de osteonecrose. O uso cronico de

altas doses de corticoides ou injecdes intra-articulares desse tipo de farmaco pode aumentar a
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apoptose de osteoblastos e ostedcitos, além de prolongar o tempo de vida de osteoclastos e
induzir a producdo de precursores dessas células, o que pode estar relacionado a patogénese
da necrose 6ssea (WENSTEIN, MANOLAGA, 2008).

Outras acdes dos corticoides podem estar relacionadas ao desenvolvimento dessa
condigdo. O dano endotelial, causado pelos GCs por diversas vias, aliado diminuigdo do
plasminogénio tecidual e aumento de atividade do inibidor do ativador de plasminogénio-1
(PAI-1), gerado por altas doses de GCs, aumenta o potencial pré-coagulante, predispondo a
formac&o de trombos e, consequentemente, & isquemia (KERACHIAN, SEGUIN, HARVEY,
2009). GCs podem ainda induzir o aumento de espécies reativas de oxigénio e, em altas
doses, desregular a producdo de éxido nitrico, um potente vasodilatador, o que gera
complicacdes vasculares (KERACHIAN, SEGUIN, HARVEY, 2009). A prostaciclina (PGl,)
também tem seus niveis decrescidos ap6s a administracdo de GCs, pela inibicdo da
fosfolipase A,, diminuindo ainda mais o potencial de vasodilatacdo. Foi visto ainda o
potencial de GCs, como a dexametasona, reduzir os niveis de VEGF (LI et al., 2005). Postula-
se que 0s GCs podem causar 0 aumento da pressao intradssea, reduzindo o fluxo sanguineo
pela adipogénese e hipertrofia de tecido adiposo na medula 6ssea (KERACHIAN, SEGUIN,
HARVEY, 2009). Entretanto, muito tem sido estudado ainda para esclarecer mecanismos
inerentes ao desenvolvimento da osteonecrose induzida por corticoides, incluindo
polimorfismos genéticos e disfungdes lipidicas.

Um modelo experimental em camundongo foi capaz de reproduzir condicdo
semelhante a necrose por dexametasona em fémur (YANG et al., 2009), o que comprova a
capacidade desse farmaco em causar necrose 0ssea em terapia continuada. Foi demonstrado
ainda que h& uma relacdo entre dose de corticoides e osteonecrose, estabelecida através de
modelo experimental em coelhos, onde animais tratados com 1, 5, 20, e 40 mg/kg de
metilprednisolona exibiram incidéncia de osteonecrose de 0, 42%, 70%, e 96%,
respectivamente (MOTOMURA et al., 2008).

Regimes antineoplésicos contendo dexametasona também foram considerados
como fatores de risco para o desenvolvimento dessa condicdo em pacientes com mieloma
maltiplo (TALAMO et al., 2005). Adicionalmente, a dexametasona administrada
sistemicamente parece aumentar a susceptibilidade de ocorréncia de osteonecrose dos
maxilares induzida por bisfosfonatos em diversos modelos animais (SONIS et al., 2009;
LOPEZ-JOURNET et al., 2010; KERACHIAN et al., 2011) e em seres humanos (CHIU et al.,
2010; BARASCH et al.,, 2011). Entretanto, a associacdo entre aumento do risco de

desenvolvimento de osteonecrose e 0 uso de corticoides geralmente é relacionada a
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administracdo de doses elevadas e crbnicas desses farmacos (POWELL et al., 2010), além de
administracdo conjunta de aminobisfosfonatos via EV. Esse regime terapéutico farmacol6gico
pode ser empregado no tratamento do mieloma mdltiplo (TALAMO et al., 2005), com o
objetivo de suprimir a producdo de células malignas da linhagem hematopoiética (TOSI et al.,
2006).

2.3.2 Anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES)

Os AINEs sdo farmacos anti-inflamatorios largamente utilizados. Em geral, além
de atuarem contra a inflamacdo, os AINEs possuem efeitos anti-piréticos e analgésicos, uma
vez que atuam inibindo a sintese de prostaglandinas (PGs) e tromboxano A, (TXA,) (VANE,
1971).

As COXs consistem de um canal longo e estreito com uma curva fechada no fim e
estdo associadas a membrana plasmatica celular. Assim, o &cido araquiddnico, liberado a
partir de sitios de membranas adjacentes a abertura do canal enzimatico, que é em grande
parte hidrofobico, é absorvido e, em seguida, serd convertido a prostanoides. AINEs inibem a
atividade da COX, impedindo o acesso para acido araquiddnico para dentro do canal,
impedindo a formagéo desses prostanoides. Esse bloqueio ocorre por meio de uma ponte de
hidrogénio na arginina localizada na posigdo 120 (BERTOLINI, OTTANI, SANDRINI,
2001).

Esses agentes anti-inflamatorios atuam, portanto, sobre as duas isoformas da
COX: COX -1, conhecida como COX constitutiva, expressa na maioria dos tecidos e a Unica
isoforma encontrada nas plaquetas ou COX-2, a COX induzida, geralmente ausente nos
tecidos normais e estimulada a partir de outras substancias enddgenas, mas presente em
alguns orgdos, como coracdo e rins (O’NEILL, FORD-HUTCHINSON,1993; VANE,
BOTTING, 1998; SINGLA, CHAWA, SINGH, 2000). Os AINEs inibidores preferenciais da
isoforma COX-1 tém mais chance de ocasionarem efeitos adversos, uma vez que essa enzima
possui carater constitutivo e, sendo inibida pelos farmacos, se torna incapaz de executar suas
fungbes normais no organismo, podendo causar desconfortos gastrintestinais (ALISSON et
al., 1992), reducdo da agregacdo plaquetaria (PATRONO et al., 1985), problemas renais e
inibicdo de contracBes uterinas (RANG et al., 2007). Os AINEs que possuem seletividade
para inibir a enzima COX-2, COX induzida possuem menor risco de causar efeitos adversos,

pois, para que seja estimulada sua producdo, na maioria das vezes, faz-se necessario a
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interferéncia de citocinas, horménios e fatores de crescimento (CULLEN et al.,, 1998;
BERTOLINI, OTTANI, SANDRINI, 2001).

A nimesulida (NIM), um AINE com seletividade preferencial para inibicdo de
COX-2 (CULLEN et al., 1998; SHAZ, MURRAY, FITZGERALD, 1999), apresenta alta
atividade anti-inflamatoria, antipirética e analgésica, incidéncia moderada de -efeitos
gastrintestinais em relagcdo aos AINEs seletivos COX-1 (BJARNASON, THIJODLEIFSSON,
1999; RAINSFORD, 2006). Embora seja inibidor preferencial de COX-2, a nimesulida causa
menos efeitos cardiotoxicos do que os coxibes, que sdo farmacos altamente seletivos para
COX-2 (RAINSFORD et al., 2006). Adicionalmente, a nimesulida tem a capacidade de inibir
fracamente a COX-1, o que Ihe confere vantagens terapéuticas, sobretudo em pacientes com
risco tromboembdlico (RAINSFORD et al., 2005).

Como os AINEs cléssicos, a nimesulida exibe ainda um mecanismo anti-
inflamatorio através da inibicdo de diversas funcbes de leucdcitos polimorfonucleares
(RAINSFORD et al., 2005). Esse farmaco possui ainda mecanismos de agdo adicionais em
relacdo aos outros AINES, o0 gque representa vantagens sob o ponto de vista da terapia anti-
inflamatdria e analgésica. Seu forte efeito antipirético parece estar relacionado a inibicdo de
COX-2 no sistema nervoso central (TANIGUCHI et al., 1997). Nos mastdcitos esse AINE
atua impedindo a liberacdo de histamina (CASOLARO et al., 1993), além de inibir a
quimiotaxia dessas células e a producdo de espécies reativas de oxigénio, leucotrieno B, e
Fator Ativador de Plaquetas (PAF) (VEHOEVEN et al., 1993; TOOL, VERHOEVEN, 1995).
A nimesulida ainda é capaz de reduzir a quimiotaxia de funcdo de neutrofilos ativados,
reduzindo a producfo de anions superéxidos (MELLO, MAGALHAES, COSSERMELLLI,
1994; BRAVO-CUELLAR et al., 2003), além de interferir na adesdo e na expressdo de
receptores nessas células (RAINSFORD et al., 2006). Postula-se que esses efeitos em células
inflamatdrias decorram a partir da inibicdo da fosfodiesterase 1V, com consequente aumento
dos niveis intracelulares de 3’-5’- Adenosina Monofosfato ciclico (AMPc), um sinalizador
celular importante, que pode regular negativamente a liberacdo ou producdo de histamina,
bem como de leucotrienos, citocinas pro-inflamatérias e liberacdo de enzimas por leucdcitos
(RAINSFORD et al., 2006).

A nimesulida mostra, ainda, a capacidade de inibir a atividade da enzima Oxido
Nitrico Sintetase (NOS), reduzindo a formacéo do oxido nitrico (RAINSFORD et al., 2006).
Foi demonstrado, que em fibroblastos sinoviais, a nimesulida induziu a fosforilacédo e ativagédo
de receptores de glicocorticoides para que esses se liguem a genes-alvo (DI BATISTA et al.,

1999; PELLETIER et al., 1999), o que pode reforcar sua acdo anti-inflamatoria.
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Adicionalmente, esse farmaco tem mostrado acdo em reduzir os niveis e a atividade das
metaloproteinases de matriz (MMPs), a partir de efeitos inibitérios nos condrdcitos, reduzindo
a degradacdo da cartilagem decorrente da artrite reumatoide (KULLICK, NIKSIC, KLEIN,
2002). Além da inibicdo da producdo de prostaglandinas, que séo responsaveis pela
transmissdao do impulso nociceptivo até o nivel espinhal, a nimesulida produz acgéo
antinociceptiva adicional, que parece estar relacionada a mecanismos diretos do farmaco a
nivel espinhal e supra espinhal e, perifericamente, a liberacdo de 6xido nitrico local, através
de envolvimento da via oOxido nitrico/GMPc (Guanosina Monofosfato Ciclico) (ISLAS-
CADENA, AGUIRRE-BANUELOS, GRANADOS-SOTO, 1999).

A nimesulida possui absorcéo rapida, atingindo pico de concentragdo plasmatica
de média de 3 a 6,5 mg/L entre 1 e 3 horas ap6s sua administracdo (BERNARREGI et al.,
1998). As maiores concentracdes desse farmaco sdo encontradas em tecido adiposo, figado,
rins, pulmdes, glandulas adrenais, intestino e coracao, apds 1 a 4 horas de sua administracao,
sendo o cérebro um dos locais onde ha menor acimulo. Esse AINE ndo possui compartimento
de reserva, ndo havendo acimulo do farmaco no organismo (BERNARREGI et al., 1998).
Encontra-se fortemente ligada a proteinas plasmaticas e possui volume de distribuicéo baixo.
A nimesulida sofre metabolizacdo pelo sistema P450 hepético, sendo o principal metabdlito o
4-hidroxi-nimesulida, que possui caracteristicas semelhantes ao farmaco original, embora sua
poténcia seja menor, enquanto metabdlitos menores foram também detectados na urina e fezes
em uma forma conjugada (BERNARREGI et al., 1998; SINGLA, CHAWLA, SINGH, 2000).
Sua eliminacdo é progressiva, com uma meia-vida plasmaética de 2-5 horas para o farmaco
original e 3-9 horas para o seu principal metabdlito (4-OH-NME) (BERNARREGI et al.,
1998).

Diante do seu potente efeito anti-inflamatério, além das suas propriedades
antipiréticas e analgésicas, e de ainda apresentar baixo indice de efeitos adversos, a
nimesulida configura-se um AINE bastante efetivo, conferindo um rapido inicio de acdo e boa
analgesia em afec¢Bes dentarias (RAGOT et al., 1994) e Osseas, como a osteoartrite
(BIANCHI, BROGGINI, 2003).

Tendo em vista que os anti-inflamatorios, esteroidais e ndo-esteroidais, assumem
um importante papel no controle da inflamacéo, o que poderia contribuir para a redugdo do
risco de OMB, é objetivo do presente estudo avaliar o efeito do tratamento com anti-
inflamatorio esteroidal ou n&o-esteroidal na inducdo de OMB em mandibulas de ratos

submetidos a infusdes de &cido zoledrdnico e a exodontia.
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3 JUSTIFICATIVA

A OMB ¢é um efeito adverso do uso dos bisfosfonatos, que pode trazer
consequéncias graves para 0 bem-estar dos pacientes que se utilizam dessa terapia. Trata-se
de uma condicdo dolorosa, debilitante e sem perspectiva de cura ou modalidade de tratamento
eficaz.

A injecdo de aminobisfosfonatos tem sido recentemente associada a eventos pro-
inflamatdrios, como migracdo acentuada de polimorfonucleares neutréfilos em cavidade
peritoneal de ratos. Além disso, pacientes com elevado risco de desenvolvimento de OMB
apresentam um aumento da expressdo de citocinas inflamatdrias, como IL-1 em fluido
gengival e saliva. Assim, a inflamag&o, desencadeada a partir da infuséo de bisfosfonatos,
poderia atuar como fator agravante a ocorréncia da necrose 6ssea em maxilares.

A partir do exposto, pode-se supor que a atividade anti-inflamatéria atuaria como
um fator preventivo ao desenvolvimento da OMB. Os anti-inflamatorios esteroidais, como a
dexametasona, atuam como potentes inibidores da inflamag&o, uma vez que regulam a
transcricdo génica de produtos pré-inflamatorios e induzem a producéo de substancias anti-
inflamatdrias, além de atuarem diretamente sobre células polimorfonucleares e
mononucleados. Entretanto, a administracdo crénica desse tipo de farmacos tem contribuido
para instalagdo de OMB. Por outro lado, outra classe de farmacos, os anti-inflamatérios néo-
esteroidais, como a nimesulida, inibem a producdo de prostaglandinas e diversos outros
mediadores inflamatdrios, possuindo boa acdo analgésica, anti-inflamatéria e antipirética.

Assim, a inflamacdo parece exercer um importante papel na OMB e é
desconhecido o efeito de diferentes anti-inflamatérios no desenvolvimento dessa condigéo.
Portanto, espera-se encontrar efeito protetor ao desenvolvimento de OMB a partir da
avaliacdo de uma curva concentracdo-efeito da dexametasona, bem como de nimesulida em
multiplas doses, associado a administracdes de acido zoledrénico em ratos. A confirmacdo de
achados desse tipo pode contribuir para a alteracdo dos protocolos farmacoldgicos de
bisfosfonatos aminados em pacientes que se utilizam dessa terapia, visto que a condicdo de

necrose 0ssea, uma vez instalada, ndo possui tratamentos comprovadamente eficazes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o efeito da dexametasona e da nimesulida na quimionecrose do 0SSO

mandibular induzida por acido zoledrénico em ratos.

4.2 Especificos

e Estabelecer a curva de concentracdo-efeito do tratamento com dexametasona em modelo
experimental de osteonecrose em mandibula de ratos submetidos & administragdo
endovenosa de acido zoledronico;

e Avaliar as alteracOes radiogréficas associadas a osteonecrose dos maxilares induzida por
acido zoledrbnico, em animais controle e tratados com dexametasona ou nimesulida;

e Auvaliar as alteracfes histopatoldgicas associadas a osteonecrose dos maxilares induzida
por cido zoledrdnico, no sitio de exodontia mandibular, em animais salina e tratados com
dexametasona ou nimesulida;

e Verificar se ha dificuldade cirdrgica no momento da exodontia relacionada aos
tratamentos isolados com anti-inflamatorios ou combinados com a administracdo de acido
zoledrdnico;

e Analisar o perfil hematolégico de animais controles e submetidos ao modelo de
osteonecrose induzida por &cido zoledronico, tratados com dexametasona ou nimesulida;

e Avaliar a toxicidade sisttmica (variacdo de massa corpdrea, indices hepatico, renal,
esplénico e gastrico, e analise microscdpica de estdbmago, figado, rim, baco) dos animais

tratados com anti-inflamatorios e que receberam ou ndo infusdes de acido zoledrénico.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Ap6s aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal do Ceard (CEPA-UFC), sob nimero de protocolo 81/13 (Anexo G),
foram selecionados 80 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus) com massa
corporea entre 180 e 280 gramas. Os animais eram procedentes do Biotério Central do
Campus do Pici — UFC e transferidos para o Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia da UFC. Esses animais foram mantidos no Biotério Subsetorial do
Laboratorio de Oncologia Experimental em gaiolas apropriadas de polipropileno. Cada gaiola
acomodou oito animais, 0s quais foram numerados individualmente através de marcacdo com
tinta no rabo, sendo refeitas quando necessario. Os animais receberam ragdo comercial
balanceada propria e 4gua ad libitum, sendo mantidos em ciclos de luz-escuro de 12 horas e

permanecendo nas mesmas condi¢cdes ambientais durante todo o experimento.

5.2 Modelo de Osteonecrose dos Maxilares induzida por Bisfosfonatos

O protocolo foi baseado em modelo experimental adaptado de Sonis et al. (2009)
e Maahs et al. (2011) e desenvolvido, por esse grupo, com sucesso anteriormente (SILVA,
2013).

A osteonecrose dos maxilares foi induzida através da administracdo EV de trés
doses semanais consecutivas de 4cido zoledrdnico na concentragdo de 0,2 mg/kg, nos dias 0, 7
e 14. Apos quatro semanas (28 dias) da ultima administracdo do acido zoledrénico (42° dia
experimental), os animais foram submetidos a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo.
Uma semana depois do procedimento cirargico (dia 49), uma nova dose (0,2 mg/kg) do
bisfosfonato foi administrada por via EV.

Antes de iniciar as exodontias, os animais foram anestesiados com ketamina HCI
(70 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) por via intraperitoneal. Iniciou-se o procedimento de
exodontia, através da sindesmotomia utilizando sonda exploradora odontoldgica n°5
(GOLGRAN®) e, em seguida, foi feita a luxacdo do 1° molar inferior esquerdo com um
esculpidor Hollemback 3s (GOLGRAN®). Para a exodontia da unidade dentéaria, movimentos
de alavanca foram realizados, utilizando uma espatula Lecron-Zalle (GOLGRAN®) (Técnica
adaptada de ALVES et al., 2007 e MAAHS et al., 2011).
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Todas as exodontias foram realizadas por um unico operador e os animais foram
randomizados quanto & ordem que seriam submetidos ao procedimento cirirgico (comando
aleatorizacdo, Microsoft Excel, 2007, Microsoft Corporation®), no intuito de dissipar o erro
de forca do operador.

O sacrificio dos animais ocorreu quatro semanas apos a extracao dentéria (dia 70)
(SILVA, 2013).

5.3 Protocolo de tratamento com anti-inflamatorios (Dexametasona e Nimesulida)

A dose média de trabalho de dexametasona administrada foi obtida através
daquela utilizada como anti-inflamatorio preemptivo em procedimentos cirirgicos
odontoldgicos em humanos adultos (4 mg, dose Unica, via oral) (NEUPERT et al., 1992;
SOTTO-MAIOR, SENNA, ASSIS, 2011), sendo convertida para dose administrada em
animais através da formula para transposicdo de doses baseada na area superficie corporal,
preconizada por Reigne e Blesch (2002). A partir dessa dose (0,4 mg/kg), com o objetivo de
analisar o efeito anti-inflamatério de uma supradose ou de uma subdose, estabeleceu-se a
curva tragada com uma dose dez vezes maior (4 mg/kg) e outra dez vezes menor (0,04
mag/kg).

Ja a da nimesulida foi obtida através da dose desse farmaco utilizada, igualmente,
como anti-inflamatério preemptivo em cirurgias odontoldgicas em humanos adultos (100 mg,
a cada 12 horas, via oral) (De MENEZES, CURY, 2010; ARAUJO et al., 2012; AVELAR et
al., 2012). Essa dose foi convertida para aquela administrada em animais através da férmula
para transposicao de doses baseada em area de superficie corporal, preconizada por Reigne e

Blesch (2002) e obteve-se, a partir dos calculos, a dose de 10,3 mg/kg de nimesulida.
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A dexametasona, ou solucgéo salina foi administrada por gavagem 24 h antes da administracéo
das trés doses iniciais do acido zoledrdnico (dias -1, 6, 13), a fim de prevenir os eventos pro-
inflamatdrios decorrentes da administracdo de AZ, mantendo-se essa frequéncia semanal até
24 h antes da ultima dose de acido zoledronico administrada (dia 48). A nimesulida foi
administrada, via gavagem, 24 e 12 h antes das trés primeiras administragdes EV de acido
zoledrdnico, continuando-se semanalmente com esse regime terapéutico até a Uultima
administracdo do bisfosfonato (dia 48). Ressalta-se que os farmacos, dexametasona ou
nimesulida, também foram administrados 24 h e 12 h antes do procedimento cirdrgico da

exodontia do 1° molar inferior, de acordo com o grupo experimental.

Administra¢do de Dexametasona, Nimesulida ou Salina

i (Gavagem)
Dia-1 Dia6 Dia 13 Dia 20 Dia 27 Dia 34 Dia 41 Dia 48 |
Eutandsia
® O o ® © %
‘ ' ’ ‘ ‘ Dia 70

Dia 42: Exodontia 12 molar
Dia0O Dia7 Dia 14 inferioresquerdo  Dia 49

Administracdo EV de Acido Zoledrénico 0,2 mg/kg ou Salina

Figura 4. Protocolo experimental simplificado. O esquema representa o protocolo experimental de indugéo
de OMB associado & administracéo de diferentes regimes de anti-inflamatérios.

5.4 Grupos Experimentais

5.4.1 Grupos Controle

Os animais constituiram cinco grupos de oito ratos cada, nos quais foi realizado o
procedimento cirargico de exodontia do 1° molar inferior esquerdo sem haver administracéo
de &cido zoledrénico, mas sim de solugéo salina 0,9% (1 ml/kg, via EV). Nesses animais, foi
ainda administrado, por gavagem, solucédo salina 0,9% (1 ml/kg) ou dexametasona nas doses
de 0,04 mg/kg, 0,4 mg/kg e 4 mg/kg, 24 h antes do dia de administracdo das trés doses iniciais
de salina (dias -1, 6, 13), mantendo-se essa frequéncia semanal até 24 h antes da Gltima dose

de solucgéo salina administrada (dia 48). A nimesulida 10,3 mg/kg seguiu 0 mesmo regime dos
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outros grupos, contudo foi administrada em duas doses: uma 24 h e outra 12 h antes da
administracdo das trés doses iniciais de salina (dias -1, 6, 13), mantendo-se essa frequéncia

semanal até a ultima dose de solucao salina administrada (dia 48).

5.4.2 Grupos OMB

Quarenta animais foram divididos cinco grupos (n=8) e submetidos ao modelo de
inducdo da osteonecrose nos maxilares com injecdo EV de &cido zoledrénico e exodontia do
1° molar inferior, segundo descricdo anterior. Esses animais, receberam, também, solucéo
salina 0,9% (1 ml/kg) (grupo F) ou dexametasona nas doses de 0,04 mg/kg (grupo G), 0,4
mg/kg (grupo H) e 4 mg/kg (grupo 1), 24 h antes do dia de administracdo das trés doses
iniciais do &cido zoledrdnico (dias -1, 6, 13), mantendo-se essa frequéncia semanal até 24 h
antes da Gltima dose de acido zoledrénico (dia 48). O grupo nimesulida 10,3 mg/kg (grupo J),
seguiu 0 mesmo regime dos demais, contudo esse farmaco foi administrado em duas doses:
uma, 24 h e outra 12 h antes das trés administracGes iniciais do &cido zoledrénico (dias -1, 6,

13), mantendo-se essa frequéncia semanal até a Gltima infusdo de acido zoledrénico (dia 48).

Quadro 1- Caracterizacdo dos grupos experimentais. Os grupos controles (n=40, A, B, C, D, E) foram
constituidos de oito animais cada, 0s quais receberam apenas tratamentos com solucdo salina EV e anti-
inflamatorios ou salina por gavagem. Os grupos OMB (n=40, F, G, H, I, J) receberam administragdes de &cido
zoledrénico EV, associadas a salina ou anti-inflamatérios por gavagem. Os tratamentos empregados a cada
grupo estdo assinalados conforme a tabela abaixo.

Tratamentos Exodontia . Acido . :
Salina . Dexametasona | Dexametasona Dexametasona Nimesulida
Grupos | do 1° molar Zoledrénico
. . . i 0,9% 0,04 mg/kg 0,4 mg/kg 4,0 mg/kg 10,3 mg/kg
Experimentais inferior (0,2 mg/kg EV)
Salina X X
Dexametasona 0,04 %
o mag/kg X
(=]
= Dexametasona 0,4
5 X X
O mag/kg
8
=3 Dexametasona 4,0
= X X
o mg/kg
Nimesulida 10, 3 mg/kg X X
Salina X X X
Dexametasona 0,04
X X X

mag/kg
o Dexametasona 0,4
g X X X
2 mg/kg
Qo
= Dexametasona 4,0
o X X X

mg/kg

Nimesulida 10,3 mg/kg X X X




44

5.5 Andlise da Dificuldade Cirargica

O tempo necessario para realizacdo da exodontia foi cronometrado por um
auxiliar, com a finalidade de avaliar a dificuldade cirdrgica e analisar se ha influéncia entre o
tempo decorrido na cirurgia e a ocorréncia de OMB entre os animais de diferentes grupos.
Além disso, para essa mesma analise, os dentes foram avaliados quanto ao nimero de raizes
fraturadas por outro auxiliar que desconhecia a que grupo o animal pertencia (CONTE-NETO
etal., 2012).

5.6 Analise Radiogréfica Digital (mandibulas)

Apbs o sacrificio, no 70° dia, as mandibulas foram excisadas cirurgicamente e
hemisseccionadas por um Unico operador e, em seguida, armazenadas em formol neutro 10%.
As hemimandibulas direitas foram utilizadas como controle em todos os grupos. Em seguida,
as hemimandibulas esquerdas, de todos os grupos submetidos a exodontia prévia, foram
radiografadas em aparelho de raio-X convencional (DabiAtlante®; 63Kvp, 8mA) acoplado ao
sistema de captura digital de imagem Digora®. A técnica radiografica empregada foi a do
paralelismo (cone longo) utilizando-se posicionador com localizador. As hemimandibulas
foram posicionadas paralelamente ao filme radiografico e a distancia foco-filme era de 10 cm.
O tempo de exposicdo ficou estabelecido em 0,18 segundos em funcdo para radiografia digital
periapical de bateria dentaria anterior superior (13-23).

As radiografias foram exportadas para o formato de imagem .jpeg para analise
quantitativa por meio do software de andlise de imagem Image J® (Wayne Rasband;
http://rsb.info.nih.gov/ij/, Services Research Branch, National Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland, E.U.A.). Apds aleatorizacdo (comando aleatorizacdo, Microsoft Excel,
2007, Microsoft Corporation®), um operador, que desconhecia a que animal pertencia cada
radiografia, mensurou em triplicata a area radiollcida sugestiva de OMB nos sitios pos-
exodontias atraves do comando de selecdo de area livre (Freehand selections). Foi
considerada como unidade amostral a média aritmética das trés mensuragdes, quantificada em
pixels (SILVA, 2013).
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5.7 Confeccéo de laminas histoldgicas e estudo histomorfométrico das mandibulas

Apbs a avaliagdo imaginologica, as hemimandibulas foram descalcificadas
(suspensdo) em Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) 10%, pH 7,3 (NaOH),
(KEKLIKOGLU, 2004) por quatro semanas, com trocas a cada dez dias. Posteriormente, o
material foi cortado e submetido ao processamento histologico através do sistema
automatizado PTO5 LupTec® para confeccdo de laminas histolégicas com fragmentos de 4
pUm de espessura, as quais foram coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) para posterior analise
por microscopia de luz convencional.

Apos andlise descritiva, as laminas histoldgicas foram fotografadas em 10 (dez)
campos microscopicos de grande aumento (400x) no sitio referente a exodontia do primeiro
molar inferior esquerdo e contadas por um operador que desconhecia a que grupo pertencia
cada animal. Os campos foram selecionados iniciando-se sempre na borda anterior do alvéolo
poés-extracdo e seguindo para posterior, de modo a ndo repetir as areas fotografadas. As
imagens foram lancadas no software Image J® (Wayne Rasband; http://rsb.info.nih.gov/ij/,
Services Research Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, E.U.A.)
e, através do comando cell counter, pode-se mensurar 0s nimeros de lacunas de ostedcitos
vazias e com celulas viaveis (JILKA, NOBLE, WEISNTEIN, 2013). O ndmero de
osteoclastos com vitalidade e com sinais histoldgicos de apoptose (hipo ou hipercromatismo
nuclear e presenca de maultiplos vacuolos intracitoplasmaticos) também foi contado
(PAZIANAS 2010; HANSEN et al., 2006; HALLEEN et al., 1999). O somatério dos campos
de cada lamina foi considerado como unidade amostral, e utilizaram-se 0s percentuais de
lacunas de ostedcitos vazias e de osteoclastos em apoptose para avaliacdo quantitativa. Além
disso, o percentual de animais com presenca de coldnias bacterianas no 0sso mandibular e o
namero de polimorfonucleares neutréfilos também foram contados para avaliacdo quantitativa
(SILVA, 2013).

5.8 Coleta de sangue e analise de parametros hematologicos

Foram coletados 2 ml de sangue do plexo retro-orbital do animal, com a ajuda de
capilares de vidro, para realizacdo de hemograma completo dos animais. A coleta foi
realizada no dia -1, antes da administracdo dos anti-inflamatérios, sendo mantida

semanalmente até o dia 69.
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As amostras de sangue foram armazenadas em 0,2 ml de solucdo 1% de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) dissddico (0,1 ml de EDTA para cada 1 ml de sangue) e
levadas imediatamente para o Laboratério de Hematologia do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicologicas do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara onde foram
homogeneizadas manualmente.

As amostras foram submetidas a analise hematol6gica de hemograma completo
por método automatizado por principio de impedancia (Sysmex KX 21N, Roche®). Foi
mensurado quantitativamente o eritrograma (numero total de células da série vermelha,
dosagens de hemoglobina, hematdcrito e indice de anisocitose), a plaquetometria e 0 nimero
total de leucdcitos e linfocitos, sendo obtido o nimero de neutréfilos e mondcitos por

subtracao.

5.9 Andlise dos parametros de toxicidade nos diferentes grupos experimentais

5.9.1 Andlise da variacdo de massa corporea

Todos os animais tiveram suas massas corporais medidas no dia -1 e, ap0s este,
semanalmente, durante todo o periodo experimental. Os valores encontrados foram expressos

como a variacdo de massa corporea (em gramas) em relacdo a massa inicial.

5.9.2 Indices gastrico, hepatico, renal e esplénico

No dia do sacrificio, os animais tiveram figado, os rins, esquerdo e direito, baco e
estdbmago removidos e pesados em balanca analitica de valor aproximado 10° g. Os valores
foram expressos como o indice do respectivo érgdo (peso Umido de cada 6rgao dividido pela

massa corporea do animal no dia do sacrificio).

5.9.3 Analise histopatoldgica do estdmago, figado, rim e baco

Apdbs serem pesados, 0s 6rgaos retirados dos animais no dia do sacrificio foram
armazenados em solucdo de formol 10% dissolvido em tampé&o fosfatado. Quarenta e oito
horas depois, os mesmos foram lavados em agua corrente e analisados macroscopicamente,
sendo examinadas alteragcdes na forma, coloragdo e consisténcia, e armazenados em &lcool

70%. Posteriormente, as pecas foram seccionadas, colocadas em cassetes e seguidas para
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processamento histotécnico automatizado. Cortes de 4 pum de espessura foram feitos para
confeccdo de Iaminas coradas por Hematoxilina-Eosina e montadas em bélsamo de Canada
(JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 1983; TIMM, 2005) para analise em microscopio de luz
convencional quanto a presenca de alteracbes especificas de cada 6rgdo, realizada por um

Unico examinador.

5.9.3.1 Estbmago

Para analisar a toxicidade do tratamento com dexametasona ou nimesulida
associados ou ndo a infusdes de &cido zoledrbnico, a partir das laminas da superficie
estomacal, foram observadas duas regides: cardia e fundica/corpo.

Na regido de cérdia foram analisados os seguintes parametros (GRAVES, 2007):

a) Integridade do epitélio escamoso de revestimento;

b) Presenca de vasos ectasicos e/ou hemorragia na submucosa e mucosa;

c) Presenca de células inflamatorias;

d) Presenca de ulceracéo.

Na regido de fundo e corpo, foram considerados para analise:

a) Integridade do revestimento de mucosa;

b) Presenca de células parietais e principais;

c) Presenca de vasos ectasicos e/ou hemorragia na submucosa e mucosa;

d) Presenca de células inflamatérias;

e) Presenca de ulceracéo.

5.9.3.2 Figado

As laminas referentes ao tecido hepéatico foram avaliadas por meio de presenca e/ou
auséncia, para cada uma das seguintes alteracdes consideradas (adaptado de VASCONCELOS
et al., 2007; adaptado de BARBIERI et al., 2010):

a) Infiltracdo de células inflamatorias;

b) Tumefacdo celular e/ou vacuolizacéo citoplasmatica de hepatdcitos;
c) Hiperplasia de células de Kupffer;

d) Degeneracdo balonizante dos hepatdcitos;

e) Congestéo vascular portal e da veia centrolobular;

f) Hemorragia sinusoidal,
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g) Fibrose;
h) Necrose de hepatdcitos;
i) Esteatose micro vesicular (>5%) em hepatocitos;

J) Esteatose macro vesicular (>5%) em hepatocitos.

5.9.3.3Rim

J& para as laminas referentes ao tecido renal, também foram utilizados os mesmos
parametros de presenca e/ou auséncia, para cada uma das seguintes alteracbes consideradas
(adaptado de VASCONCELOS et al., 2007; adaptado de BARBIERI et al., 2010):

a) Tumefacdo do epitélio tubular;

b) Congestdo glomerular e intersticial;

c) Vacuolizacdo isomérica do epitélio tubular;
d) Células inflamatérias intersticiais;

e) Presenca de cilindro-hialino;

f) Presenca de fibrose.

5.9.3.4. Baco

Para analise de toxicidade do baco, foram analisadas a presenca e/ou auséncia dos
seguintes parametros:

a) Congestdo e hemorragia da polpa vermelha;

b) Presenca de pigmentos de hemossiderina;

c) Hematopoiese extra-medular;

d) Atrofia esplénica

e) Hiperplasia da polpa branca;

f) Presenca de fibrose.

5.10 Andlise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos foram submetidos ao teste ANOVA, unifatorial
ou multifatorial, pareado ou ndo pareado, associado ao pos-teste de Bonferroni, a depender da

indicacdo, e expressos em forma de MédiatEPM.
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Os dados dicotdmicos (auséncia ou presenca) foram expressos em forma de
frequéncia absoluta e percentual e analisados por meio do teste Exato de Fisher.

Foi calculada a area sobre a curva para andlise de parametros hematoldgicos
(Hemécias, hemoglobina, hematdcrito, indice de anisocitose, plaquetas, leucdcitos, linfocitos,
neutrdfilos e monacitos) e variagdo de massa corporea.

Anélise de correlacdo pelo método linear de Pearson foi utilizada para relacionar
parametros de dificuldade cirurgica.

Em todas as andlises, foi utilizado o software estatistico GraphPad Prism 5.0® e

foi considerado nivel de significancia p<0,05 para todas as analises.
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6 RESULTADOS

6.1 Analise da Dificuldade Cirurgica

A andlise da dificuldade cirurgica foi composta pela avaliagdo de dois
pardmetros: nimero de fraturas radiculares ocorridas no momento da exodontia e tempo
cirurgico necessario para remocao do dente.

O tempo decorrido para realizacdo da exodontia do primeiro molar inferior
ndo diferiu estatisticamente entre os grupos controles tratados com anti-inflamatorios
[Dexametasona 0,04 (89,8 + 8,9 s); dexametasona 0,4 (116,9 + 13,8 s); dexametasona 4
mg/kg (89,3 £ 5,7 s); Nimesulida (90,3 + 11,3 s)] em relacdo a seu respectivo grupo salina
(118,6 + 19,8 s) (p=0,378, 1-way-ANOVA/Bonferroni). Entretanto, o grupo submetido a
OMB e tratado com maior dose de dexametasona (4 mg/kg) necessitou, significantemente,
de maior tempo para realizacdo de exodontia (136,8+ 12,0 s) do que o grupo salina-OMB
(88,6+ 6,3 s) (p<0,01, 1-way-ANOVA/Bonferroni). Os grupos que receberam infusdes de
AZ (EV) [Dexametasona 0,04 (88,6 + 6,3 s); dexametasona 0,4 (87,5 = 6,9 9);
dexametasona 4 mg/kg (136,8 £ 12,0 s); Nimesulida (0,8 = 0,4 s)] ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes em relacdo a esse parametro quando comparados
a seus respectivos grupos controles, ndo submetidos a terapia com AZ (EV) (p=0,791, 2-
way-ANOVA/Bonferroni) (Figura 5A).

Ndo houve diferenca estatisticamente significante no ndmero de fraturas
ocorridas durante a exodontia do primeiro molar inferior entre animais tratados com anti-
inflamatorios dos grupos controles [Dexametasona 0,04 (1,3 + 0,5); dexametasona 0,4
(1,1 £ 0,3); dexametasona 4 mg/kg (1,7 £ 0,5); Nimesulida (0,8 + 0,4), p=0,481, 1-way-
ANOVA/Bonferroni] ou submetidos a OMB [Dexametasona 0,04 (0,9 = 0,4);
dexametasona 0,4 (0,5 £ 0,3); dexametasona 4 mg/kg (1,6 + 0,5); Nimesulida (0,7 = 0,3)]
(p=0,142, 1-way-ANOVA/Bonferroni) quando comparados aos respectivos grupos salina
[Salina-controle (0,8 + 0,3); Salina-OMB (0,3 £ 0,2)]. Os grupos submetidos a OMB néo
apresentaram diferencas significantes em relacdo aos respectivos grupos controle no que
diz respeito a esse parametro (p=0,139, 2-way-ANOVA/Bonferroni), mostrando uma
homogeneidade do dano cirurgico em todos os animais (Figura 5B).

A andlise de correlacdo entre o nimero de fraturas radiculares e o tempo

cirargico revelou uma correlacao significante, porém fraca (p=0,0126, r=0,281, Analise de
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correlacdo de Pearson), associando um maior tempo cirtrgico ao maior numero de fraturas
(Figura 5C).
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Figura 5. Analise da dificuldade cirtdrgica. (A): O tempo de exodontia do 1° molar inferior foi maior de
forma significante no grupo que recebeu associagdo de tratamentos AZ e DEX 4 mg/kg em relagdo grupo
salina-OMB (p<0,01 em relagéo ao grupo OMB tratado com salina, ANOVA/Bonferroni, MédiatEPM). (B):
O numero de fraturas radiculares ndo diferiu de maneira significante entre os grupos OMBs e controles
(*p<0,05, ANOVA 1-way/Bonferroni, MédiatEPM) (C): A andlise de correlagdo mostrou associagdo
significante e fracamente positiva entre tempo cirtrgico e nimero de fraturas (r=0,281, p=0,0126, analise de
correlacéo de Pearson).
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6.2 Analise Radiogréfica Digital (mandibulas)

A érea radiollcida sugestiva de necrose aferida a partir das radiografias digitais
das mandibulas foi significantemente maior nos grupos que receberam infusdo de acido
zoledronico (EV) tratados com salina (1019,61+208,65 pixels), dexametasona (0,04 mg/kg
(886,83+£155,83 pixels); 0,4 mg/kg (1087,00+296,76 pixels); 4 mg/kg (1016,83+152,23
pixels) e nimesulida (993,33+£140,63 pixels) em relacdo aos respectivos grupos controle
[Salina (197,40+87,25 pixels), dexametasona 0,04 mg/kg (40,29+40,29 pixels); dexametasona
0,4 mg/kg (134,25+89,82 pixels); dexametasona 4 mg/kg (65,25+65,25 pixels); nimesulida
(183,57+94,29 pixels)] (p<0,01; 2-way-ANOVA/Bonferroni; MédiaxtEPM) (Figura 4).
Entretanto, ndo houve diferencas entre cada um dos tratamentos com Als empregados e
submetidos a OMB e o grupo que recebeu solucdo salina e acido zoledrénico em relacdo a
area osteolitica (p=0,896, 1-way-ANOVA/Bonferroni). Dois animais do grupo tratado com a
maior dose de dexametasona (4 mg/kg), associado a infusdo de AZ apresentaram
osteosclerose difusa da margem da lamina dura no sitio p6s-exodontia. Os grupos controle
tratados com Als ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes quando
comparados ao grupo salina correspondente em relagcdo a esse pardmetro e os sitios de
exodontia estavam aparentemente cicatrizados (p=0,609, 1-way-ANOVA/Bonferroni) (Figura
6; figura 7).
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Figura 6. Area radiolucida, em pixels, presente no sitio de exodontia dos grupos controles e grupos
OMB tratados com dexametasona ou nimesulida no dia 70. Os grupos submetidos a infusGes de &cido
zoledrdnico (EV) evidenciaram &rea osteolitica estatisticamente superior aos respectivos grupos controle
(Tp<0,01 em relagdo a cada grupo controle de anti-inflamatério ou salina, 2-way-ANOVA/Bonferroni,
MédiatEPM).
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Figura 7. Aspectos radiograficos do sitio de exodontia dos animais controle e submetidos a osteonecrose
tratados com diferentes regimes de anti-inflamatorios. (A, B, C, D, E) Area compativel com o sitio de
exodontia do primeiro molar inferior esquerdo dos animais controle tratados com salina, DEX 0,04 mg/kg,
DEX 0,4 mg/kg, DEX 4 mg/kg, NIM, respectivamente, exibindo area radiopaca, representativa de total
cicatrizagdo do osso alveolar .(F, G, H, I, J) Sitio de extragdo dos animais submetidos as infusGes de acido
zoledrdnico e tratados com salina, DEX 0,04 mg/kg, DEX 0,4 mg/kg, DEX 4 mg/kg, NIM, respectivamente,
mostrando area radiolUcida sugestiva de osteonecrose quatro semanas apés a exodontia do primeiro molar
inferior. (DEX: dexametasona; NIM: nimesulida)



6.3 Estudo histomorfométrico das mandibulas

A andlise histopatoldgica dos sitios de exodontia revelou que os animais dos
grupos controle apresentavam 0sso organizado e celularizado, com atividade
osteobléstica e raros osteoclastos, sem alteracdes histopatoldgicas, além de eventuais
focos inflamatorios residuais ao redor do sitio de exodontia. Havia tecido conjuntivo
fibroso denso e o epitélio pavimentoso estratificado de revestimento mostrava-se
integro. Em relacdo aos grupos submetidos a OMB, o 0sso mandibular exibia inUmeras
lacunas de ostedcitos vazias, com osteoclastos apoptético (nucleos picnéticos e
vacuolizagdo citoplasmatica) e areas de intensa inflamagdo, constituida,
predominantemente, por polimorfonucleares neutrofilos (Figura 9).

Para o estudo histomoformétrico das hemimandibulas os seguintes
parametros foram avaliados: percentual de osteoclastos apoptéticos, percentual de
lacunas de ostedcitos vazias, percentual de animais com col6nias bacterianas presentes e
numero de polimorfonucleares neutrdéfilos.

O percentual de osteoclastos apoptéticos foi estatisticamente similar entre
grupos controles tratados com Als e grupo salina (p=0,719, 1-way-ANOVA/Bonferroni)
(Figura 8A). O tratamento com dexametasona ou nimesulida associado as infusdes de
acido zoledronico aumentou de maneira significante o percentual de osteoclastos
apoptoticos em relacdo ao grupo tratado apenas com o aminobisfosfonato [Salina
(56,1+6,5 %); dexametasona 0,04 mg/kg (88,7+3,4 %); dexametasona 0,4 mg/kg
(90,5+4,6 %), dexametasona 4 mg/kg (95,2+2,1 %), nimesulida (92,8+7,1 %), p<0,001,
1-way-ANOVA/Bonferroni, MédiaxtEPM] (Figura 8A). As hemimandibulas dos grupos
OMB apresentaram um percentual de osteoclastos apoptoticos significantemente maior
do que os respectivos grupos controles [Salina (0,7+0,7 %); Dexametasona 0,04 mg/kg
(3,7£1,8 %); dexametasona 0,4 mg/kg (15,3+£7,4 %), dexametasona 4 mg/kg (12,5+8,0
%), nimesulida (16,7+16,7 %)] (p<0,0001, 2-way-ANOVA/Bonferroni, Média EPM)
(Figura 8A).

Em relacdo ao percentual de lacunas de ostedcitos vazias ndo foram
encontradas diferengas significantes em os grupos controles tratados com Als ou salina
(p=0,095, 1-way-ANOVA/Bonferroni) (Figura 8B). O tratamento com os Als associado
as infusbes de AZ também ndo foi eficaz em ocasionar mudangas significantes nesse
parametro comparado ao grupo que recebeu unicamente o bisfosfonato (p=0,604, 1-

way-ANOVA/Bonferroni) (Figura 8B). Entretanto, os grupos submetidos a OMB
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[Salina (55,6+8,6 %); dexametasona 0,04 mg/kg (54,0+7,1 %); dexametasona 0,4 mg/kg
(60,8+12,5 %), dexametasona 4 mg/kg (70,3+5,6 %), nimesulida (52,0+12,8 %)]
revelaram um percentual de lacunas de ostedcitos vazias significantemente maior em
relacdo a seus respectivos grupos controles [Salina (1,8+0,4 %); dexametasona 0,04
mg/kg (4,2+0,6 %); dexametasona 0,4 mg/kg (3,0£0,7 %), dexametasona 4 mg/kg
(2,3£0,8 %), nimesulida (3,6£1,4 %)] (p<0,0001, 2-way-ANOVA/Bonferroni,
MédiaxEPM) (Figura 8B).

Os grupos controles ndo exibiram col6nias bacterianas no sitio de exodontia,
sendo estatisticamente semelhantes entre si em relacdo a esse parametro (p=1,00, Qui-
quadrado) (Figura 8C). Entre os grupos OMB, os animais tratados com as duas maiores
doses de dexametasona [Dexametasona 0,4 mg/kg (5; 100%); dexametasona 4 mg/kg
(7; 100%)] apresentaram maior e significante percentual de animais com coldnias
bacterianas quando comparados ao grupo submetido apenas as infusdes &cido
zoledronico (4; 50%) (p<0,05, Qui-quadrado) (Figura 8C). Todos os grupos OMB
[Salina (4; 50%); dexametasona 0,04 mg/kg (2; 25%); dexametasona 0,4 mg/kg (5;
100%); dexametasona 4 mg/kg (7; 100%), nimesulida (1; 20%)] exibiram presenca de
colbnias bacterianas, de forma significante, em relacdo a seus respectivos grupos
controle [Salina (0; 0%); dexametasona 0,04 mg/kg (0; 0%); dexametasona 0,4 mg/kg
(0; 0%); dexametasona 4 mg/kg (0; 0%), nimesulida (0; 0%)] (p<0,004, Qui-quadrado)
(Figura 8C).

A contagem do namero de polimorfonucleares neutréfilos revelou que todos
0s grupos submetidos a OMB e tratados com salina (439,4+126,0) ou dexametasona
[Dexametasona 0,04 (595,8 + 145,5); dexametasona 0,4 (759,2 + 238,2); dexametasona
4 mg/kg (747,7 £ 171,5)] apresentaram significante aumento nesse parametro, quando
foram comparados aos respectivos grupos controle [Salina (0,8 + 0,6); dexametasona
0,04 (2,3 £ 0,7), dexametasona 0,4 (20 + 6,3), dexametasona 4 mg/kg (59,4 + 21,3)]
(p<0,0001, 1-way-ANOVA/Bonferroni, Média + EPM) (Figura 8D). Dentre 0s grupos
submetidos a OMB, os animais tratados com dexametasona, independente da dose,
apresentaram maior numero de polimorfonucleares neutréfilos em relagcdo ao grupo que
recebeu as infusdes de &cido zoledronico e foi tratado com salina (p<0,05, 1-way-
ANOVA/Bonferroni, Média + EPM) (Figura 8D). Entretanto, o grupo nimesulida
submetido & OMB (410,8 + 359,3) apresentou reducdo significante no ndmero de

polimorfonucleares neutrofilos em relacdo ao grupo salina-OMB (p<0,05, 1-way-
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ANOVA/Bonferroni, Média £ EPM) e ndo mostrou mudancas significantes quando

comparados ao grupo controle correspondente (51,7 £ 15,8) (Figura 8D).
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Figura 8. Andlise histomorfométrica do sitio de exodontia de ratos controles e submetidos a OMB
tratados com diferentes regimes de Als. Os grupos que receberam acido zoledrbnico apresentaram
aumento significante do percentual de osteoclastos com sinais de apoptose (p<0,0001) (A), do percentual de
lacunas de osteocitos vazias (B), do percentual de animais com coldnias bacterianas presente (C) e da
contagem de polimorfonucleares neutréfilos (D) em relagdo aos grupos controle. Os grupos tratados com
anti-inflamatdrios e submetidos a OMB ainda mostraram maior percentual de osteoclastos com sinais de
apoptose em relagdo ao grupo OMB-salina (p<0,0001). Os grupos submetidos & OMB que receberam
dexametasona 0,4 e 4 mg/kg apresentaram maior percentual de animais com presenca de coldnias bacterianas
no sitio pés-exodontia quando comparados ao respectivo salina. Além disso, todos os animais que receberam
AZ e foram tratados com dexametasona apresentaram aumento significante do ndmero de
polimorfonucleares neutréfilos no alvéolo pés-exodontia quando comparados ao salina correspondente,
enquanto que aqueles tratados com nimesulida mostraram redugdo na contagem dessas células. *p<0,05 em
relacéo ao grupo salina-OMB (MédiatEPM; 1-way-ANOVA/Bonferroni); Tp<0,05 em relaco ao respectivo
grupo controle (MédiaxtEPM; 2-way-ANOVA/Bonferroni).
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Figura 9. Aspectos histologicos do sitio de exodontia em animais OMB tratados com anti-inflamatorios
e controles correspondentes. A-E; a-e: Grupos Controles tratados com salina ou anti-inflamatorios.
(A-E): Sitio de exodontia dos animais controle 28 dias apds o procedimento cirdrgico exibindo tecido 6sseo
de elevada celularidade, preenchido por ostedcitos e com auséncia de infiltrado inflamatério. (a-e) No
detalhe observam-se raros osteoclastos sem alteraces citoplasmaticas ou nucleares. F-f: Grupo OMB-
Salina; G-g: Grupo OMB- Dexametasona 0,04 mg/kg. (F, G) Sitio de exodontia dos animais tratados com
salina ou dexametasona 0.04 mg/kg e submetidos @ OMB, evidenciando o0sso desvitalizado, lacunas de
ostedcitos vazias, intenso infiltrado inflamatdrio neutrofilico(setas azuis) e presenca de colénias bacterianas
(setas amarelas). (f, g): No detalhe observam-se osteoclastos apoptoticos proximos ao tecido 6sseo
necrosado (setas pretas). H-h: Grupo OMB- Dexametasona 0,4 mg/kg; I-i: Grupo OMB- Dexametasona
4 mg/kg. (H, 1) Sitio de exodontia dos animais tratados com dexametasona 0.4 mg/kg ou 4 mg/kg e
submetidos a OMB, exibindo osso desvitalizado e infiltrado inflamatério neutrofilico (setas azuis) préximo
ao tecido 6sseo, com coldnias bacterianas sugestivas de Actinomyces (setas amarelas). (h, i) No detalhe,
osteoclastos com picnose nuclear (setas pretas). J-j: Grupo OMB- Nimesulida. (J) Sitio de exodontia dos
animais tratados com nimesulida e submetidos & OMB, mostrando 0sso desvitalizado, com lacunas de
ostedcitos vazias e a presenga de numerosos osteoclastos com vacuolizagdo citoplasmatica (setas pretas),
vista no detalhe (i). Hematoxilina-Eosina (200-400x).
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6.4 Andlise de Parametros Hematoldgicos

6.4.1 Eritrograma (Hemécias, Hemoglobina e Hematocrito)

A érea sob a curva referente a contagem de hemacias revelou que 0s grupos que
receberam infusdes de AZ [Salina (60,5); dexametasona 0,04 mg/kg (61,0); dexametasona
0,4 (61,0); dexametasona 4 mg/kg (63,1); nimesulida (59,7)] apresentaram menor nimero de
hemécias quando comparados a seus respectivos controles [Salina (65,8); dexametasona
0,04 mg/kg (69,1); dexametasona 0,4 (68,8); dexametasona 4 mg/kg (67,7); nimesulida
(66,9)]. Dentre os animais controles, notou-se homogeneidade na area sobre a curva
calculada a partir do nimero de hemécias. De maneira semelhante, percebeu-se que a area
calculada para contagem de hemacias foi similar entre os grupos OMB tratados com Als em
relacdo ao salina correspondente (Tabela 1).

Quando comparados aos respectivos controles [Salina (119,8); dexametasona
0,04 mg/kg (125,9); dexametasona 0,4 (126,7); dexametasona 4 mg/kg (121,2); nimesulida
(122,9)], os grupos que receberam inducdo de OMB e foram tratados com salina,
dexametasona 0,4 e 4 mg/kg ou nimesulida [Salina (116,3); dexametasona 0,04 mg/kg
(120,0); dexametasona 0,4 (110,5); dexametasona 4 mg/kg (115,7); nimesulida (113,1)]
apresentaram reducdo na area sobre a curva calculada para a hemoglobina. Os animais
controles tratados com Als mostraram comportamento semelhante da area sobre a curva
quando comparados aos salina correspondente. O mesmo ocorreu com 0s grupos OMB
tratados com Als em relacdo ao salina correspondente (Tabela 1).

No que se refere a analise de area sobre a curva calculada para o hematdcrito,
notou-se que os animais submetidos a infusdes de AZ [Salina (359,7); dexametasona 0,04
mg/kg (358,7); dexametasona 0,4 (348,7); dexametasona 4 mg/kg (360,6); nimesulida
(359,2)] apresentaram reducdo desse parametro em relagdo a animais controles [Salina
(369,7); dexametasona 0,04 mg/kg (378,0); dexametasona 0,4 (378,8); dexametasona 4
mg/kg (373,6); nimesulida (384,1)]. Grupos controles tratados com anti-inflamatdrios
exibiram &rea sobre a curva similar a do respectivo grupo salina. Do mesmo modo, animais
submetidos a infusdes de AZ e tratados com Als apresentaram comportamento da area sobre

a curva calculada para o hematdcrito semelhante ao grupo salina-OMB (Tabela 1).
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6.4.2 Indice de anisocitose (RDW)

A area sobre a curva calculada para o indice de anisocitose foi maior nos
animais OMB [Salina (191,3); dexametasona 0,04 mg/kg (190,2); dexametasona 0,4 (180,3);
dexametasona 4 mg/kg (190,1); nimesulida (202,6)] quando comparados aos respectivos
controles [Salina (156,2); dexametasona 0,04 mg/kg (145,3); dexametasona 0,4 (155,5);
dexametasona 4 mg/kg (149,8); nimesulida (154,7)] (Tabela 1).

Além disso, grupos controles tratados com Als apresentaram comportamento
semelhante ao salina correspondente em relacéo a esse parametro (Tabela 1).

Nos grupos que receberam infusdo de AZ e foram tratados com Als, o RDW

demonstrou area sobre a curva similar ao grupo OMB-salina (Tabela 1).
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6.4.3 Plaquetometria

A infusdo de acido zoledrbnico esteve associada a reducdo do numero de
plaquetas dos animais OMB [Salina (69,0); dexametasona 0,04 mg/kg (77,4); dexametasona
0,4 (76,9); dexametasona 4 mg/kg (73,6); nimesulida (67,0)], que mostraram area sobre a
curva reduzida em relagéo a esse pardmetro quando comparados aos respectivos controles
[Salina (77,1); dexametasona 0,04 mg/kg (85,9); dexametasona 0,4 (82,3); dexametasona 4
mg/kg (75,1); nimesulida (81,6)] (Tabela 1).

Entre os grupos controle, a area sobre a curva em relagdo ao numero de plaquetas
apresentou-se semelhante em todos os animais tratados com Als quando comparados aos
respectivos salina (Tabela 1).

A associacdo AZ + anti-inflamatorios também ndo ocasionou mudancas na area

sobre a curva referente ao nimero de plaquetas em relacdo ao grupo OMB-salina (Tabela 1).
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6.4.4 Leucograma (Leucdcitos, Linfocitos, Neutréfilos e Monocitos)

A é&rea sobre a curva do numero de leucdcitos totais revelou que os grupos OMB
[Salina (98,6); dexametasona 0,04 mg/kg (84,9); dexametasona 0,4 (68,6); dexametasona 4
mg/kg (57,9); nimesulida (81,7)] apresentaram maior area calculada para esse parametro
guando comparados aos respectivos controles [Salina (67,1); dexametasona 0,04 mg/kg
(59,6); dexametasona 0,4 (44,0); dexametasona 4 mg/kg (36,2); nimesulida (59,7)]. Dentre os
animais controle, aqueles tratados com dexametasona apresentaram reducdo do nimero de
leucdcitos totais em relagdo ao grupo salina correspondente, o que ocorreu de maneira dose-
dependente. De maneira semelhante, os grupos OMB tratados com dexametasona também
apresentaram reducdo da contagem de leucocitos em relacdo aos animais OMB-salina,
mostrando também menor nimero dessas células e, por conseguinte, menor area sobre a curva
calculada, quanto maior fosse a dose de anti-inflamatério esteroidal administrado (Tabela 1).

O aumento de leucdcitos observado em grupos OMB parece ter sido ocasionado
pelo aumento do numero de linfocitos, uma vez que os grupos que receberam infusdo de AZ
[Salina (89,0); dexametasona 0,04 mg/kg (73,5); dexametasona 0,4 (57,2); dexametasona 4
mg/kg (46,0); nimesulida (74,4)] mostraram maior &rea sobre a curva em relacdo a esse
parametro quando comparados aos respectivos controles [Salina (52,4); dexametasona 0,04
mg/kg (47,0); dexametasona 0,4 (29,0); dexametasona 4 mg/kg (24,3); nimesulida (47,6)].
Nos animais controle tratados com dexametasona, também se observa reducdo da area sobre a
curva calculada para contagem de linfocitos, o que é visto de maneira dose-dependente, e
confirma que a leucopenia causada pela administracdo desse Al ocorreu as custas de
linfocitos. O mesmo ocorreu nos animais OMB tratados com dexametasona, estando esse
farmaco associado a linfopenia e leucopenia, de maneira dose-dependente, quando
comparados a animais OMB-salina (Tabela 1).

No que diz respeito a area sob a curva calculada para neutrofilos e mondcitos,
observou-se que 0s animais submetidos as infusdes de AZ [Salina (9,4); dexametasona 0,04
mg/kg (10,3); dexametasona 0,4 (10,7); dexametasona 4 mg/kg (10,4); nimesulida (7,6)]
apresentaram reducdo nesse parametro quando comparados aos respectivos controles [Salina
(14,7); dexametasona 0,04 mg/kg (17,5); dexametasona 0,4 (15,0); dexametasona 4 mg/kg
(12,0); nimesulida (12,1)]. Além disso, o0s animais controles que receberam tratamento com
dexametasona 0,04 mg/kg mostraram aumento da contagem de neutrofilos e mondcitos, o
que foi mostrou-se reduzido nos grupos tratados com dexametasona 4 mg/kg e nimesulida.

Dentre os animais OMB, aqueles tratados com dexametasona apresentaram discreto
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aumento na area correspondente ao nimero de neutrofilos e mondcitos, enquanto que aquele
tratado com nimesulida, uma discreta reducdo quando comparados ao salina correspondente
(Tabela 1).



Tabela 1. Area sob a curva de parametros hematoldgicos dos grupos controles e OMB.

Controle OMB
Salina DEX0.04 DEX04 DEX4 Nim |Salina DEX0.04 DEX04 DEX4 Nim
Eritrograma
Hemacias 65,8 69,1 68,8 67,7 66,9 60,5 61,0 61,0 63,1 59,7
Hematécrito 369,7 378,0 378,8 373,6 384,1 | 359,7 358,7 348,7 360,6  359,2
Hemoglobina 119,8 125,9 126,7 121,2 1229 | 116,3 120,0 110,5 115,7 1131
RDW 156,2 145,3 155,5 1498 154,7 | 1913 190,2 180,3 190,1 202,6
Plaquetas 77,1 85,9 82,3 75,1 81,6 69,0 77,4 76,9 73,6 67,0
Leucograma
Leucécitos 67,1 59,6 44,0 36,2 59,7 98,6 84,9 68,6 57,9 81,7
Linfécitos 52,4 47,0 29,0 24,3 47,6 89,0 73,5 57,2 46,0 74,4
Neutrdéfilos e Mondcitos 14,7 17,5 15,0 12,0 12,1 9,4 10,3 10,7 10,4 7,6

63
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6.5 Anélise dos parametros de toxicidade nos diferentes grupos experimentais

6.5.1 Andlise da variacdo de massa corpdrea

Os grupos controles tratados com anti-inflamatdrios mostraram variagdo de massa
corporea positiva em relacdo aos animais salina em praticamente todos os periodos de tempo
analisados. No grupo tratado com a menor dose de dexametasona, essa diferenca ocorreu nos
dias 13, 27, 34, 48, 55, 69 (p<0,01, 2-way-ANOVA para medidas repetidas
(RM)/Bonferroni). O grupo tratado com a dose intermediaria desse farmaco teve média de
variacdo de massa corpOrea estatisticamente superior ao grupo salina nos dias 48, 62 e 69
(p<0,01, 2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni), enquanto que 0s animais
que receberam a maior dose de dexametasona (4 mg/kg) apresentaram diferencas significantes
e positivas de ganho de massa corpdrea a partir do dia 55 quando comparados ao salina
correspondente (p<0,01, 2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni). Ja
aqueles tratados com nimesulida apresentaram variacdo de massa corpOrea positiva e
significante em relacdo ao salina a partir do dia 6, permanecendo até o fim do protocolo
experimental (p<0,05, 2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni) (Figura 10).

Em relagdo aos grupos submetidos a inducdo de OMB, os tratamentos com
nimesulida ou com a menor dose de dexametasona (0,04 mg/kg) nao influenciaram de forma
significante na massa corporea dos animais em relacdo aos que receberam salina em nenhum
dia experimental (p>0,05, 2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni).
Entretanto, os grupos tratados com a dose intermediaria (0,4 mg/kg) (-21,0+2,7 g) ou com a
maior dose de dexametasona (4 mg/kg) (-31,5+2,0 g) apresentaram massa corporea reduzida
apos a segunda infusdo de AZ, no dia 13, quando comparados ao grupo salina submetido a
OMB (3,7£2,1 g) (p<0,05, 2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni). Essa
reducdo de massa corporea significante em relacdo aos animais OMB-salina se prolongou no
grupo submetido as infusGes de ZA e que foi tratado com a maior dose de dexametasona (4
mg/kg) até o penultimo dia experimental (Figura 10).

Quando comparados a seus respectivos grupos controle, todos os animais tratados
com Als apresentaram perda de peso ap0s a segunda infusdo de AZ, na terceira semana
experimental (dia 13) (p<0,01, 2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni). O
grupo tratado com a maior dose de dexametasona (4 mg/kg) associado as administracdes de
acido zoledrénico mostrou reducéo de peso significante no dia 34 e a partir do dia 48 até o
final do protocolo experimental, quando comparado ao grupo controle tratado com a mesma
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dose de dexametasona (p<0,001, 2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni).
O grupo OMB que recebeu nimesulida como tratamento apresentou redugéo de peso nos dias
20 e 41, além do dia 13, em relacdo a seu grupo controle (p<0,05, 2-way-ANOVA para
medidas repetidas (RM)/Bonferroni) (Figura 10).
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Dia -1 6 13 20 27 34 41 48 55 62 69 p-valor
Experimental
Salina 0.0£0,0 13£19 -8,0£2.5 9.0£25 7.0£2.6 18,0£2.6 18,332 143£21 40£29 14,0£11 29.0£5.7 <0,0001
§ DEX 0,04 0,0£0,0 47+£33 30,7+6,0%** 33385 45,74£9,2%%%  453+88* 423+9.1 35,249 4%%* 52, 7+11,7%%* 3082105  73,7£15,8%*
E - DEX 04 0.0£0.0 28+39 71+£54 6.8+£50 237473 26.3+4.9 243+£57 44,0+4,9%* 27.7+6.3 40,3+6,2* 60,3+3,2%*
§ 5 DEX 4 0.0£0,0 5.4£0.7 6,622 34206 13,7551 22.8£37 20,0535 31,748 35 4£5,1%%  523£5,1%%F  §9,7+5, 7k
§ EI NIM 0,0£0,0 24.7£1.6 38,0+2,6* 50,443, 4%%* 45,8+3,6%*  63,5£3,5%** 70,743,8%** 66,2+4,6***  60,2+4,9%*F  T22+78%** 79,349 9%
S & Salina+AZ 0.0£0,0 9.7+17 3,7£2.1 20,767 34.0£27 39,7439 40,0£3.3 50,0£5.0 43,7495 51,5472 545456 <0,0001
; E DEX 0,04 +AZ 0,0£0.0 -4,9+4.1 -14,0£5.4 144221 29.5+23 22,718 255825 36,748 31,384 34,4116 46.4+9.6
o
g DEX 04+ AZ 0,0£0,0 0,0+3,2* -21,042,7%* -103+4.1 253+£54 333+£54 37.0£74 43.046,7 38.3£5.3 477+£5.8 53,7852
E DEX 4+AZ 0.0£0,0 -85+3.1 -31,5+2,0%%* -9,242 8%%* 2,0£3,6%%% 0,72, 3%%* 5 7] gk § 243 gk 9,244 5%%%  20,0+3,9%* 33 5+6,2%
NIM +AZ 0,0£0,0 133£3 4 4043 23,741 27+23 41,7437 393433 27476 53,0£8.6 53,7157 66,0+11.4
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Figura 10. Avaliacdo da variacdo de massa corpérea de animais submetidos & OMB tratados com anti-inflamatoérios e controles correspondentes. Os grupos
controles tratados com anti-inflamatdrios exibiram ganho de peso significante em relacéo ao salina a partir do dia 48, ap6s o procedimento de exodontia. Entre os grupos
submetidos a infusGes de acido zoledrdnico, o tratamento com 0,4 ou 4 mg/kg de dexametasona reduziu a massa corporea dos animais no 13° dia, continuando menor nos
animais que receberam a maior dose desse farmaco. Quando comparados aos respectivos grupos controles, os animais que receberam AZ e foram tratados com anti-
inflamatorios apresentaram reducdo significante de massa corporea no dia 13, continuando-se no grupo dexametasona 4 mg/kg associada ao aminobisfosfonato por todo o
periodo experimental. O grupo OMB-salina exibiu maior massa corpdrea quando comparado aos animais controle a partir do 27° dia experimental. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 em relagdo ao respectivo grupo salina no mesmo dia (2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni, MédiatEPM); tp<0,05 em relacéo ao respectivo
grupo controle no mesmo dia (2-way-ANOVA para medidas repetidas (RM)/Bonferroni, MédiaxtEPM). Variacdo de massa corpdrea calculada pela subtragdo da massa
corpdrea apresentada na pesagem semanal (D, = Dia experimental “n”’) em relagdo a massa corporea inicial (Dy = dia experimental inicial). DEXA 0,04 + AZ e DEX 0,04 -
Grupos tratados com 0,04 mg/kg de dexametasona associado ou ndo a administracdo de acido zoledronico, respectivamente; DEX 0,4 + AZ e DEX 0,4 - Grupos tratados com
0,4 mg/kg de dexametasona associado ou ndo a administracdo de acido zoledrdnico, respectivamente; DEX 4 + AZ e DEXA 4 - Grupos tratados com 4 mg/kg de
dexametasona associado ou ndo a administracdo de acido zoledronico, respectivamente; NIM + AZ e NIM - Grupos tratados com 10,3 mg/kg de nimesulida associado ou ndo
a administragdo de acido zoledronico, respectivamente.
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6.5.2 Indices dos 6rgéos

6.5.2.1 indice Gastrico

N&o houve diferencas significantes do indice gastrico nos grupos controle
(p=0,06, 1-way-ANOVA/Bonferroni) e submetidos a OMB (p=0,31, 1-way-
ANOVA/Bonferroni) em relagéo aos respectivos grupos salina. Entretanto, as administragdes
de &cido zoledrdnico associado ao tratamento com nimesulida foram capazes de reduzir o
indice gastrico dos animais (5,03£0,29) em relacdo aos que receberam tratamento com esse
AINE e solucéo salina EV (6,23+0,33) (p<0,05, 2-way-ANOVA/Bonferroni) (Figura 11A).

6.5.2.2 Indice Hepatico

O grupo controle tratado com nimesulida (3,85+0,09) apresentou um indice
hepatico significantemente superior ao controle-salina (3,37+0,07) (p<0,05, 1-way-
ANOVA/Bonferroni). Entretanto, o tratamento com nimesulida associado as infusbes de
acido zoledrénico (3,44%0,12) ocasionou reducdo significantemente no indice hepatico em
relacdo aos animais controles tratados com esse AINE (p<0,05, 2-way-ANOVA/Bonferroni).
Ndo houve diferenca estatisticamente significante no indice hepéatico de animais que
receberam infusdes de &cido zoledrbénico em relacdo ao salina correspondente (p=0,473, 1-
way-ANOVA/Bonferroni) (Figura 11B).

6.5.2.3 indice Renal

O indice renal apresentou-se diminuido no grupo controle tratado com a maior
dose de dexametasona (4 mg/kg) (3,36+£0,07) em relacdo ao salina correspondente
(3,81+0,05) (p<0,05, 1-way-ANOVA/Bonferroni). Ja& o grupo controle tratado com
nimesulida (4,35%0,09), apresentou aumento significante desse indice em relacdo aos animais
controle tratados com salina (p<0,01, 1-way-ANOVA-Bonferroni). Além disso, 0s animais
que receberam a nimesulida (3,43+0,02) e foram submetidos as infusGes de acido zoledrdnico
apresentaram reducdo significante do indice renal quando comparados ao respectivo grupo
controle (p<0,05, 2-way-ANOVA/Bonferroni). Ndo houve diferencas estatisticas entre 0s
grupos submetidos a OMB e tratados com Als e o salina correspondente (p=0,877, 1-way-
ANOVA/Bonferroni) (Figura 11C).
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6.5.2.4 Indice Esplénico

Houve reducdo estatisticamente significante do indice esplénico dos animais
tratados com 0,4 mg/kg (1,63+0,06) e 4 mg/kg (1,49+0,08) de dexametasona dos grupos
controles em relagdo ao controle-salina (2,03+0,08) (p<0,001, 1-way-ANOVA/Bonferroni).
N&o houve diferenca significante entre os indices esplénicos dos grupos que receberam &cido
zoledrénico (p=0,203, 1-way-ANOVA/Bonferoni). O indice esplénico foi estatisticamente
semelhante entre os grupos que OMB e controles (p=0,196, 2-way-ANOVA/Bonferoni)
(Figura 11D).
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Figura 11. indices dos 6rgéos dos animais controle e OMB. (A): O grupo-tratado com nimesulida mostrou
reducdo significante do indice gastrico em relacdo ao controle-salina. (B): O indice hepatico dos animais
controles tratados com nimesulida esteve aumentado em relagdo ao controle-salina, apresentando reducéo
significante nos animais que receberam a combinacao acido zoledrdnico e nimesulida. (C): O indice renal
esteve reduzido no grupo tratado com dexametasona 4 mg/kg e aumentado significantemente no grupo
tratado com nimesulida quando comparado ao salina correspondente. O tratamento com nimesulida
associado a infusdo de acido zoledronico foi capaz de reduzir esse indice. (D): O indice esplénico esteve
reduzido de maneira significante nos grupos controles tratados com dexametasona 0,4 e 4 mg/kg em relacdo
controle-salina. *p<0,05 em relacdo ao grupo salina (1-way-ANOVA/Bonferroni, Média +tEPM); tp<0,05,
em relagdo ao respectivo grupo controle (2-way-ANOVA/Bonferroni, Média tEPM).
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6.5.3 Andlise histopatoldgica do estdbmago, figado, rim e baco

6.5.3.1 Estbmago

A andlise histoldgica do estdmago foi dividida em duas partes: cardia e regido de
fundo/corpo. Em geral, em todos os grupos experimentais, 0 estdmago exibiu a regido de
cardia revestida por epitélio pavimentoso estratificado ortoceratinizado, sob o qual havia
corion fibroso denso com vasos sanguineos ectésicos de diferentes calibres. Apenas dois
animais, um do grupo controle e outro do grupo OMB, ambos tratados com nimesulida,
apresentaram foco inflamatorio (Tabela 2; Figura 12).

Na regido fundica, os animais, independente do tratamento recebido, apresentaram
preservacdo da mucosa gastrica, sendo visualizadas as células principais e parietais, porém
com hemorragia e vasos ectasicos nas camadas submucosa e mucosa (Figura 12). Os grupos
controle tratados com maior dose de dexametasona (4 mg/kg) (87,5%) ou nimesulida (87,5%)
mostraram focos inflamatdrios ocasionais na regido de mucosa, 0s quais, quando comparados
ao controle-salina, apresentaram significancia estatistica (p<0,05, Qui-quadrado versus
salina). Os animais que receberam, além do &cido zoledrénico, tratamento com 0,4 (100%) ou
4 mg/kg (100%) de dexametasona ou ainda nimesulida (100%), igualmente, apresentaram
focos inflamatdrios na camada mucosa e, o que, em relacdo ao grupo OMB-salina (37,5%),
demonstrou significancia estatistica (p<0,05, Qui-quadrado versus salina). O aspecto
histologico da regido fundica do estbmago em animais submetidos &8 OMB e tratados com
dexametasona 4 mg/kg ou nimesulida foi semelhante ao dos controles correspondentes
(Figura 20). No entanto, o grupo tratado com a dose intermediaria de dexametasona exibiu
significancia estatistica quanto a presenca de focos inflamatérios na mucosa, quando

comparados a seu respectivo controle (Tabela 2).



Tabela 2. Pardmetros de andlise toxicoldgica gastrica.
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Grupos Controle Grupos OMB
Dexametasona p- Dexametasona p-
Salina NIM Salina NIM
0,04 0,4 4 Valor 0,04 0,4 4 Valor
Integridade do
epitélio escamoso
B 7 (100%) 7 (100%) 8(100%) 7 (100%) 8 (100%) 1,000 | 8(100%) 8 (100%) 6 (100%) 7 (100%) 6 (100%) 1,000
© estratificado
g ortoceratinizado
@)
> Presenca de vasos
g ectasicos’/hemorra 7 (100%) 7 (100%) 8 (100%) 7 (100%) 8 (100%) 1,000 | 8(100%) 8 (100%) 6 (100%) 7 (100%) 6 (100%) 1,000
i gia
o Presenca de focos
2 ) . 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(12,5%) 1,000 0 (0%) 0 (0%) 0 (0,0%) 0 (0%) 1(16,7%) 0,273
g inflamatorios
E Preservacédo das
§ glandulas da 7 (100%) 7 (100%) 8 (100%) 7 (100%) 8 (100%) 1,000 | 8(100%) 8 (100%) 6 (100%) 7 (100%) 6 (100%) 1,000
§ mucosa gastrica
-§ Presenca de vasos
‘E ectésicos/ 7 (100%) 7 (100%) 8(100%) 7 (100%) 8 (100%) 1,000 | 8 (100%) 8 (100%) 6 (100%) 7 (100%) 6 (100%) 1,000
g hemorragia
g Presenca de focos
w 1(14,3%) 1(14,3%) 1(12,1%) 6(85,7%)* 7(87,5%)* <0,001 | 3(37,5%) 1(12,5%) 6 (100%)* 7 (100%)* 6 (100%)* <0,001

inflamatorios

*p<0,05, Qui-quadrado versus salina; Tp<0,05, Exato de Fisher versus seu controle; Dados expressos em forma de frequéncia absoluta (percentual).
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Estomago
Esofago/Cardia Estomago fundo e corpo

Controle OMB Controle OMB
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Figura 12. Fotomicrografia do estbmago de animais submetidos a OMB tratados com anti-inflamatorios e
controles correspondentes. (A-J): Mucosa gastrica exibindo regido de cardia revestida por epitélio estratificado
pavimentoso ortoceratinizado, sob o qual ha corion fibroso com vasos sanguineos ectasicos (seta). (L-U): Regido
de fundo e corpo com presenca de discreta hemorragia nos grupos controle e OMB tratados com salina (L, Q),
moderada, nos grupos controle e OMB tratados com dexametasona 0,04, 0,4 e 4 mg/kg (M, N, O, R, S, T) e
intensa, nos tratados com nimesulida (P,U), os dois Ultimos acompanhados de vasos sanguineos ectasicos em
submucosa e mucosa (seta). Hematoxilina-Eosina (200x).
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6.5.3.2 Figado

Os animais controle tratados com salina exibiram arquitetura hepatica preservada,
contendo hepatdcitos com leve tumefacdo, discreta hemorragia sinusoidal e alguns focos
inflamatorios. J& aqueles tratados com anti-inflamatérios, mostraram moderada ou intensa
tumefacdo de hepatécitos (p<0,05, Qui-quadrado versus salina), que se mostrou leve nos
animais salina (Figura 13). A administracdo da maior dose de dexametasona (4 mg) ou
nimesulida causou vacuolizacéo de hepatdcitos, quando comparados a animais que receberam
apenas salina (p<0,05, Qui-quadrado versus salina). Somente no grupo controle nimesulida
(50%) foi visualizada necrose focal de hepatdcitos, sendo significante quando comparados ao
salina correspondente (28,6%) (p<0,05, Qui-quadrado versus salina) (Tabela 3).

Nos grupos OMB, os animais tratados com anti-inflamatdrios esteroidal e nédo-
esteroidal exibiram moderada ou intensa tumefagdo de hepatécitos (p<0,05, Qui-quadrado
versus salina), que no grupo salina apresentou-se leve (Figura 13). Vacuolizagdo de
hepatocitos foi observada nos grupos tratados com a maior dose (4 mg/kg) (75%) e dose
intermediaria (0,4 mg/kg) de dexametasona (100%), com significancia estatistica quando
comparados ao salina correspondente. No entanto, os animais submetidos a infusdes de acido
zoledronico e tratados com nimesulida comportaram-se de maneira semelhante aos OMB-
salina (Figura 13). Quando comparados ao grupo controle correspondente, os animais OMB
que receberam dexametasona 0,4 mg/kg exibiram maior vacuolizacdo de hepatdcitos, o que

mostrou significancia estatistica (Tabela 3).



Tabela 3. Pardmetros de analise toxicoldgica hepatica.
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Grupos Controle Grupos OMB
) DEX p- ) DEX p-
Salina NIM Salina NIM
0,04 0,4 4 Valor 0,04 0,4 4 Valor
Congestéo da veia
al 6 (85,7%) 6 (85,7%) 7 (77,8%) 6 (85,7%) 8 (100%) 0,320 6 (75%) 8 (100%) 6 (100%) 8 (100%) 5 (83,3%) 0,375
porta
Congestdo da veia
5(71,4%) 5(71,4%) 7 (77,8%) 4 (57,1%) 8 (100%) 0,061 5 (62,5%) 8 (100%) 5 (83,3%) 6 (75%) 6 (100%) 0,463
centrolobular
Hiperplasia das
7 (100%) 7 (100%) 9 (100%) 7 (100%) 8 (100%) 1,000 8 (100%) 8 (100%) 6 (100%) 8 (100%) 6 (100%) 1,000
células de Kupffer
Moderada ou
intensa tumefacdo
ular d 1(14,3%) 6(85,7%)* 9(100%)* 7 (100%)*  8(100%)*  <0,001 2 (25%) 7(87,5%)*  6(100%)*  8(100%)* 6 (100%)*  <0,001
celular de
S hepatécitos
S Degeneragéo
t vacuolar de 0 (0%) 0 (0%) 3(33,3%)  7(100%)* 6 (75%)* <0,001 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%)*f 6 (75%)* 2(33,3%) <0,001
hepatoécitos
Hemorragia
sinusoidal 7 (100%) 7 (100%) 9 (100%) 7 (100%) 8 (100%) 1,000 8 (100%) 8 (100%) 6 (100%) 8 (100%) 6 (100%) 1,000
Presenca de
células 7 (100%) 7 (100%) 9 (100%) 7 (100%) 8 (100%) 1,000 8 (100%) 8 (100%) 6 (100%) 8 (100%) 6 (100%) 1,000
inflamatorias
Necrose focal de
2 (28,6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (50%)* 0,027 2 (25%) 2 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33,3%) 0,065

hepatécitos

*p<0,05, Qui-quadrado versus salina; Tp<0,05, Exato de Fisher versus seu controle; Dados expressos em forma de frequéncia absoluta (percentual).
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Salina

Dexametasona

Nimesulida

Figura 13. Fotomicrografia do figado de animais submetidos &8 OMB tratados com anti-inflamatdrios e
controles correspondentes. (A, F): Os grupos controle e OMB tratados com salina apresentaram arquitetura
lobular preservada com corddes de hepatécitos e congestdo da veia centrolobular e portal. (a, f) No detalhe,
hepatécitos apresentando leve tumefagdo. (B-E): Em todos os grupos controles tratados com anti-inflamatérios,
observou-se congestdo da veia portal e centrolobular e hemorragia sinusoidal. (b-e): Houve ainda moderada ou
intensa tumefagdo de hepatocitos, além de hiperplasia de células de Kupffer. (G, H, I, J): Os animais
submetidos a OMB, tratados com dexametasona 0,04 mg/kg, 0,4 mg/kg, 4 mg/kg ou nimesulida apresentaram
congestao da veia portal e centrolobular e hemorragia sinusoidal. (g, h, i, j): Além disso, exibiram moderada ou
intensa tumefacdo de hepatécitos e hiperplasia das células de Kupffer (Hematoxilina-Eosina (200x-400x).
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6.5.3.3 Rim

Os animais controle apresentaram estrutura glomerular preservada, muitas vezes
com presenca de hemorragia tubular e intersticial, além de células inflamatdrias dispersas pela
amostra. Vacuoliza¢do do epitélio tubular foi vista em animais tratados com regime anti-
inflamatdrio, esteroidal ou ndo-esteroidal (Figura 14). Nos animais tratados com
dexametasona [Dexametasona 0,04 (66,7%), dexametasona 0,4 (50%), dexametasona 4 mg/kg
(85,7%)] ou nimesulida (87,5%) foi relatada presenca de cilindro-hialino, sendo significante
em relagéo ao salina (0%) (p=0,003, Qui-quadrado versus salina) (Tabela 4; Figura 14).

Todos os grupos OMB, assim como 0s controles correspondentes, exibiram
hemorragia tubular e intersticial, células inflamatorias dispersas e tumefacdo celular do
epitélio tubular. Aqueles grupos tratados com dexametasona [Dexametasona 0,04 (100%),
dexametasona 0,4 (83,3%), dexametasona 4 mg/kg (85,7%)] ou nimesulida (100%)
apresentaram vacuolizacdo do epitélio tubular, com significancia estatistica em relagdo ao
salina-OMB (25%) (p=0,015, Qui-quadrado versus salina). A infusdo de acido zoledrénico,
independente do tratamento recebido, ocasionou maior frequéncia de cilindro-hialinos nos

rins (Figura 14). Somente o grupo controle-salina ndo apresentou essa alteracdo (Tabela 4).



Tabela 4. Pardmetros de analise toxicoldgica renal.
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Grupos Controle Grupos OMB
] DEX p- DEX p-
Salina NIM Salina NIM
0,04 0,4 4 Valor 0,04 0,4 4,00 Valor
Preservacdo da .
estrutura (100%) 6 (100%) 8(100%) 7 (100%) 8(100%) 1,000 | 8(100%)  8(100%) 6 (100%) 7 (100%)  6(100%) 1,000
0
glomerular
Tumefacao celular 7
6 (100%) 8(100%) 6(85,7%) 7(87,5%) 0,341 | 8(100%)  8(100%) 6 (100%) 7 (100%) 6 (100%) 1,000
do epitélio tubular (100%)
Vacuolizagdo do 6 5 6
o 4 (66,7%) 3(37,5%) 3(42,8%) 8(100%) 0,053 2(25%) 8 (100%)* 6 (100%)* 0,015
epitélio tubular (85,7%) (83,3%)*  (85,7%)*
Hemorragia . 63
c tubulare 6 (100%) 7 (100%) 8(100%) 0,490 | 8(100%)  8(100%) 6 (100%) 7 (100%)  6(100%) 1,000
T . o (100%) (100%)
intersticial
Necrose
nefrotéxica 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 1(14,3%) 2(25%) 0,285 2 (25%) 1 (12,5%) 0(0%) 5(71,4%) 1(16,7%) 0,469
Presenca de 4 6 7
. o 0 (0%) 4 (50%)* 0,003 | 8 (100%)+  6(75%) 4(66,7%) 6(857%) 6(100%) 0,058
Cilindro-hialino (66,7%)* (85,7%)*  (87,5%)*
Presenca de .
Células (100%) 5(83,3%) 8(100%) 7(100%) 8(100%) 0,146 | 8(100%)  8(100%) 6 (100%) 7 (100%) 6 (100%) 1,000
0

inflamatorias

*p<0,05, Qui-quadrado versus salina; Tp<0,05, Exato de Fisher versus seu controle; Dados expressos em forma de frequéncia absoluta (percentual).
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Figura 14. Fotomicrografia do rim de animais submetidos &8 OMB tratados com anti-inflamatdrios e
controles correspondentes. (A-J): Todos 0s grupos, controle e OMB, apresentaram preservacao da estrutura
glomerular, hemorragia tubular e instersticial. (B, C, D, E): Em todos os grupos controles tratados com anti-
inflamatorios houve presenca de cilindro-hialino (seta). (F-J): A presenca de cilindro-hialino também foi
observada nos grupos submetidos a infusdo de AZ (seta). (Hematoxilina-Eosina (200x).



78

6.5.3.4 Baco

A anélise microscopica do baco de animais controle tratados com salina revelou
preservacdo da estrutura nodular em meio a hemorragia recente e megacariocitos de permeio.
Ja os animais tratados com a maior dose de dexametasona (4 mg/kg) e nimesulida
apresentaram foliculos linfoides da polpa branca exibindo variagdo de tamanho e congestdo
de polpa vermelha quando comparados ao grupo controle-salina (Figura 15). Os animais
tratados com a menor dose de dexametasona aparentemente apresentaram menos hemorragia,
quando comparados ao grupo salina.

A maior parte dos animais que receberam unicamente &cido zoledrdnico
apresentaram, no baco, polpa branca bem formada e preservada. Os animais tratados com a
maior dose (4 mg/kg) e a dose intermediaria (0.4 mg/kg) de dexametasona, no entanto,
mostraram foliculos linfoides da polpa branca atrofiados, quando comparados ao salina
correspondente (Figura 15). Grande nimero de animais OMB, independente do grupo
experimental, exibiram congestdo de polpa vermelha, hemorragia recente e presenca de

megacariocitos dispersos.
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Figura 15. Fotomicrografia do bago de animais submetidos & OMB tratados com anti-inflamatérios e
controles correspondentes. (A, F): Os grupos controle e OMB tratados com salina apresentaram preservacdo da
estrutura folicular e hemorragia recente. (B): O grupo tratado com a menor dose de dexametasona apresentou
caracteristicas semelhantes ao grupo controle-salina. (C, D): Os animais tratados com as doses de 0,4 mg/kg ou 4
mg/kg de dexametasona mostraram arquitetura folicular preservada porém com atrofia da polpa branca e
hemorragia na polpa vermelha. (E): Foi observado variacdo na extensdo da polpa branca, além de congestdo de
polpa vermelha e hemorragia no grupo controle tratado com nimesulida. (H, I): Os animais submetidos 8 OMB e
tratados com dexametasona 0,4 mg/kg ou 4 mg/kg apresentaram atrofia da polpa branca, hemorragia e congestéo
de polpa vermelha. (G, J): Aqueles submetidos a OMB e que receberam tratamento com dexametasona 0,04
mg/kg ou nimesulida exibiram hemorragia e congestdo de polpa vermelha. A estrutura folicular do baco manteve-
se preservada. Hematoxilina-Eosina (200x).
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, buscou-se investigar se a supressdo da inflamacéo via uso
de farmacos anti-inflamatdrios esteroidais e nao-esteroidais, seria capaz de prevenir ou
atenuar a OMB. Foi observado que nenhum tratamento anti-inflamatério empregado atuou de
modo efetivo na prevencgdo desse evento, sendo encontrados sinais histoldgicos cléssicos de
OMB em todos os grupos submetidos a infusdo de AZ, bem como area radiollcida sugestiva
de necrose 0ssea no aspecto radiografico. Além disso, todos os animais submetidos a OMB
apresentaram coldnias bacterianas e infiltrado inflamatorio no sitio pds-exodontia. Entretanto,
o0 tratamento com nimesulida, embora ndo atenuasse a necrose 0ssea, foi capaz de reduzir de
maneira eficaz a migracdo neutrofilica para o local da exodontia. Esses achados
provavelmente indicam que a presenca de inflamacdo ndo € determinante para o
desenvolvimento de OMB.

A avaliacdo da dificuldade cirurgica através do nimero de fraturas radiculares no
momento da exodontia ndo revelou diferencas significantes em nenhum dos grupos estudados.
De maneira similar aos resultados desse estudo, Maahs et al. (2011), ndo encontraram
diferencas nos nimeros de fraturas entre ratos Wistar submetidos ou ndo a infusdes de acido
zoledronico, com diferentes regimes e vias de administragio de BFs aminados.
Diferentemente, o estudo de Conte-Neto et al. (2012) demonstra que 0s ratos Sprague-Dawley
tratados com alendronato de sédio 1 mg/kg ou 3 mg/kg apresentaram maior nimero de
fraturas durante a exodontia do que o grupo tratado com salina. Outro estudo, em que a OMB
foi induzida em cdes beagles, mostra que os grupos que receberam AZ ou a associacdo AZ e
dexametasona (5 mg, via oral) apresentaram maior nimero de fraturas no momento da
exodontia do que os animais ndo tratados ou tratados apenas com dexametasona (ALLEN,
CHU, RUGGIERO, 2013). A diferenca encontrada entre os estudos pode estar relacionada a
maior dificuldade de exodontia inerente a anatomia dental de cada espécie ou linhagem
utilizada, além dos diferentes protocolos terapéuticos com bisfosfonatos empregados em cada
um deles.

Ainda no parametro de dificuldade cirtrgica, de maneira oposta, 0 tempo
decorrido para realizagdo da exodontia mostrou resultados significantes. Apenas 0 grupo
submetido a OMB e tratado com a maior dose de dexametasona apresentou tempo
significantemente superior ao salina correspondente, ndo havendo diferencgas entre 0s grupos
submetidos ou ndo a OMB. Em contrapartida, estudos anteriores mostraram que ratos tratados
com alendronato de sodio necessitaram de um tempo significantemente maior para realizacdo

de exodontia, o que foi atribuido ao aumento da densidade e reducdo da elasticidade Gssea
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gerada pela utilizacdo de bisfosfonatos (CONTE-NETO et al., 2012). O tratamento do
mieloma maultiplo é feito, em geral, com uma associacdo de farmacos. Estudos demonstram
que a combinacdo talidomida, acido zoledrdnico e dexametasona em altas doses, a qual atua
como imunossupressor, é capaz de reduzir marcadores de reabsorcdo 6ssea, como a fosfatase
alcalina e osteocalcina sérica (TOSI et al., 2006). Foi notado ainda que a resisténcia do 0sso
pélvico em cées tratados com a associacao acido zoledrbnico e dexametasona foi superior a
dos animais que receberam apenas acido zoledronico, 0s quais mostraram resisténcia reduzida
em relagdo ao controle. Isso provavelmente indica que dexametasona possa atuar reduzindo
efeitos negativos provocados pelo uso do bisfosfonato (LUO, ALLEN, 2013). Além disso, a
analise de correlacdo realizada no presente trabalho demonstrou que as exodontias que
demandaram mais tempo estdo relacionadas positivamente ao aumento do nimero de fraturas
radiculares. A partir disso, pode-se supor que o elevado tempo decorrido para exodontia no
grupo que recebeu dexamentasona 4 mg/kg e &cido zoledrdnico pode estar relacionado a
maior resisténcia 6ssea promovida pela combinagdo desses farmacos.

As evidéncias radiograficas de OMB, em geral, compreendem zonas radiolucidas
irregulares, com ocasionais sequestros 0sseos radiopacos e pouca evidéncia de cicatrizacao,
podendo haver também fraturas patoldgicas (CHIANDUSSI et al., 2006; KRISHNAN et al.,
2009). Sonis et al. (2009), em modelo que mimetiza a OMB em ratos Sprague-Dawley,
observaram auséncia de radiopacidade nos animais submetidos a regime semanal de acido
zoledrénico (7,5 pg/kg, via subcutanea) a partir de radiografias digitais, o que ndo diferiu
entre 0s grupos com a administracdo conjunta de dexametasona (1 mg/kg/semana, via
subcutdnea). Cankaya et al. (2011) também observaram que ratos Wistar submetidos a
infusBes semanais de acido zoledrénico (7,5 pg/kg, subcutaneo) e dexametasona (1 mg/kg,
subcutaneo) apresentaram maior e significante area osteolitica em relacdo a animais que
receberam apenas salina, visto através de tomografia computadorizada cone-beam. O presente
trabalho corrobora os anteriores, demonstrando que houve maior &rea osteolitica em
radiografias digitais de animais que receberam AZ, o que provavelmente pode representar
zonas de necrose 0ssea.

Na presente investigacdo experimental, o tratamento com anti-inflamatdrios,
esteroidal e ndo-esteroidal, ndo foi capaz de produzir alteraces radiograficas nos animais
submetidos a OMB, sendo observada area radiolicida sugestiva de necrose semelhante aos
animais OMB-salina. Por outro lado, em dois animais tratados com dexametasona 4 mg/kg
associada a infusdes de AZ, houve formacao de esclerose no osso mandibular, semelhante a

area de sequestros 6sseos. O mesmo foi observado radiograficamente no estudo de Jabbour et



82

al. (2014), em que foi utilizada a associacéo de AZ (0,13 mg/kg/semana, via intraperitoneal) e
DEX (3,8 mg/kg/semana, via intraperitoneal).

Sonis et al. (2009) observaram que 0s grupos controles, tratados apenas salina ou
algum regime com anti-inflamatério, apresentaram 28 dias apds a exodontia, alvéolos com
radiopacidade linear de densidade uniforme, sendo dificil identificar os sitios onde havia sido
realizada a extracdo. Posteriormente, esse resultado foi confirmado clinica e
radiograficamente em ratos Sprague-Dawley de grupos controles tratados com salina e
dexametasona (JABBOUR et al., 2014) e estd de acordo com os resultados do presente
estudo.

No exame radiografico convencional, a osteonecrose pode apresentar-se como
esclerose Ossea e area radiolucida difusa, sendo esse tipo de exame largamente utilizado e
bastante util para confirmacdo do diagnostico clinico e uma avaliacdo inicial da lesdo
(CHIANDUSSI et al., 2006; TRIESTER et al., 2009). Ja foi descrito anteriormente que é
possivel observar as alteracBes Osseas iniciais do desenvolvimento de OMB atraves da
radiografia digital (ZAMAN, NAKAMOTO, TANIMOTO, 2013). Adicionalmente, a perda
Ossea alveolar gquantificada através das radiografias digitais mostrou-se semelhante aquela
vista em tomografias cone-beam em pacientes com periodontite (TAKESHITA et al., 2014).
Essa técnica radiografica ainda traz vantagens em ser executada de maneira simples e rapida,
necessitar de menor exposicdo a radiacdo e possuir bom custo-beneficio, podendo ser
realizada no proprio consultério odontoldgico (CEDERBERG, 2012), o que contribui para a
confirmacédo diagndstica precoce dessa condi¢do. Uma das poucas desvantagens de seu uso é
o fato de fornecer uma imagem em duas dimensdes, 0 que pode estimar de maneira imprecisa
a extensao da lesdo necrotica (CHIANDUSSI et al., 2006).

Quando se faz necessario investigar a area de osteonecrose com maior acuracia, a
tomografia computadorizada é bastante Gtil. Esse exame imaginoldgico é capaz de oferecer
dados sobre 0 osso cortical e trabecular, mostrando detalhes sobre a extenséo da osteonecrose
(WULTLZ et al., 2008) e permitindo uma reconstrucdo tecidual tridimensional, sobre a qual
pode estimar-se a quantidade de osso comprometido por necrose com precisdo (TORRES et
al., 2012).

O estudo histomorfométrico utilizou parametros que, reunidos, sdo capazes de
afirmar a presenca de 0sso necrético nos sitios pos-exodontia. Como esperado, nenhum
animal tratado com anti-inflamatérios ou salina e ndo submetidos a infusbes de AZ
desenvolveu OMB. Todos os animais controle exibiram 0sso celularizado, com presenca de
osteoclastos sadios e auséncia de sinais sugestivos de infeccdo, com baixo numero de

polimorfonucleares neutréfilos. Esses achados estdo de acordo com o aspecto histoldgico da
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mandibula de animais controle de modelos experimentais de OMB onde a eutanésia €
realizada entre trés e seis semanas apos a exodontia (SONIS et al., 2009; Bl et al., 2010;
MARINO et al., 2012). Embora a maioria dos modelos animais de inducdo de OMB utilize
procedimentos cirargicos como fator traumético desencadeador da osteonecrose (SONIS et
al., 2009; Bl et al., 2010; LOPEZ-JORNET et al., 2010; ALLEN, CHU, RUGGIERO, 2013;
CONTE-NETO et al., 2013; MA, WANG, 2014), foi visto que, mesmo na auséncia de
trauma local, o osso mandibular incorporado de AZ era capaz de exibir lacunas de ostedcitos
vazias, com infiltrado inflamat6rio misto que se estendia desde o epitélio (SENEL et al.,
2010; MOLON et al., 2014).

O grupo OMB tratado com salina apresentou 0sso pouco celularizado, com
lacunas de ostedcitos vazias, osteoclastos apoptoticos, polimorfonucleares neutréfilos e
colonias bacterianas consistentes com Actinomyces, configurando-se presenca de OMB.
Achados histoldgicos semelhantes foram encontrados por grupos experimentais em modelos
de OMB (SONIS et al., 2009; BI et al., 2010; MARINO et al., 2012) e estudo em 0ss0s
necroticos oriundo de bidpsias em humanos com OMB (FAVIA, PILLOLI, MAIORANO,
2009). Mesmo que tenha utilizado critérios diferentes para comparacdo entre grupos, o
estudo de Conte-Neto et al. (2013) demonstram, também, aumento da infecgéo, inflamacéo e
do 0sso necrotico apos 28 dias da exodontia de primeiros molares inferiores de ratos Wistar
em animais submetidos a OMB. A infeccdo parece ter relacdo com a infusdo de AZ que foi
associada previamente ao aumento da atividade bacteriana, com crescimento do biofilme
oral (KOBAYASHI et al., 2010).

Nenhum dos tratamentos empregados foi capaz de prevenir ou mesmo atenuar a
necrose 6ssea mandibular. Em geral, os animais que receberam dexametasona ou nimesulida
antes das administracdes de acido zoledrbnico, mostraram caracteristicas similares ao grupo
OMB-salina. Isso demonstra que a atividade anti-inflamatéria dos farmacos testados nédo é
capaz de prevenir o desenvolvimento dessa condigdo. Nesse contexto, o estudo de Bi et al.
(2010) também ndo evidenciaram associacdo entre inflamacdo e OMB, a menos quando
foram utilizados imunossupressores em associacdo ao aminobisfosfonato, como a
dexametasona e o docetaxel. Em consonancia com esse resultado, nos grupos tratados com
dexametasona 0,4 e 4 mg/kg e submetidos a inducdo de OMB foram observadas colonias
bacterianas e polimorfonucleares neutr6filos em maior nimero do que nos animais salina
gue também receberam o aminobisfosfonato.

A maior frequéncia de infec¢do nos animais tratados com dexametasona pode se
dar pelo fato de que esse farmaco administrado em dose Unica por oito semanas, em um

regime crénico, € capaz de provocar imunossupressao nos animais como efeito adicional de
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seus mecanismos de acdo. Além disso, o periodo em que foi administrado dexametasona no
presente estudo, 8 semanas, com administracdes semanais do farmaco, foi semelhante ao
utilizado por modelos experimentais de inducdo de osteonecrose por esteroides, sendo
nesses utilizado a via intramuscular, 0 que denota um tempo satisfatorio para que haja
efeitos crénicos desse grupo de farmacos (MA et al., 2010; TIAN et al., 2014). Ainda, foi
demonstrado o efeito imunossupressor da dexametasona (0,1 mg/kg, via intramuscular)
administrada alternadamente por 50 dias (SORIANELLO et al., 2002).

Interessantemente, resultado semelhante, em relagdo ao aumento de focos
inflamatorios no sitio de exodontia, também foi observado por Bi et al. (2010) em
mandibulas de camundongos tratados com a associacdo de acido zoledrbnico e
dexametasona em relacdo ao tratamento com o aminobisfosfonato isolado. Outros autores
atribuem a imunossupressdo como causa da reducdo da reacdo do hospedeiro a presenca de
fragmentos de 0ssos ndo-reabsorvido, colonizado por bactérias, o que aumenta a chance de
infeccdo e exposicdo dGssea. Esses fragmentos, que, por vezes, podem ser projetados pela
superficie externa da mucosa, podem ser prontamente colonizadas por bactérias no ambiente
bucal e levar a uma infeccdo e exposicdo 6ssea maior (JABBOUR et al., 2014), gerando
infiltrado inflamatério no local.

Os GCs administrados de maneira cronica sdo capazes de interferir no
metabolismo 0sseo, de modo a provocar a apoptose de osteoblastos e ostedcitos e prolongar
o tempo de vida de osteoclastos, além de induzir a producdo de precursores dessas células
(O’BRIEN et al., 2004; JIA et al., 2006). Sendo assim, com a administracdo concomitante
de GCs e aminobisfosfonatos, um maior nimero osteoclastos fica ativo para reabsorver 0sso
e, consequentemente, tornam-se alvos farmacoldgicos para o BF, que é capaz de gerar sua
apoptose. Isso provavelmente explica o fato de, na presente investigacdo experimental, o
tratamento com dexametasona, além daquele com nimesulida, associados a infusdo de AZ
terem sido associados a um maior percentual de osteoclastos apoptdticos no sitio pds-
extracdo quando comparados aos animais submetidos a8 OMB e tratados com salina.

Em modelo experimental de OMB em beagles, induzido por acido zoledrénico e
a dexametasona, foi relatado a presenca de OMB, sem necessariamente haver a ulceragdo da
mucosa de revestimento, com a presenca de achados microtomograficos claros de reducao
do volume e superficie ésseas (ALLEN, CHU, RUGGIERO, 2013). Resultado semelhante
também foi encontrado no presente estudo, onde a maior parte dos animais submetidos a
infusdes de AZ, independente do tratamento associado, apresentavam integridade da mucosa
de revestimento, mas exibiam sinais tipicos de OMB nas radiografias e na analise

histopatolégica.
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Estudos experimentais que desenvolvem modelos de OMB através da
administracdo concomitante de AZ e dexametasona confirmam que essa combinacdo de
farmacos tem relevancia clinica, o que € atribuido ao fato de que muitos pacientes em
tratamento para mieloma mdaltiplo recebem ambas as drogas (SONIS et al., 2009; LOPEZ-
JORNET et al., 2010). Em modelo experimental classico de OMB em ratos, 0s autores
verificaram que o tratamento concomitante com dexametasona e AZ era necessario para
produzir as mudancas que estdo tipicamente associados com necrose 0ssea, as quais nédo
aparecem com AZ ou tratamento com dexametasona isolado (SONIS et al., 2009). Esse
achado pode ser confirmado pelo estudo de Lopez-Jornet et al. (2010), onde todos 0s casos
de OMB encontrados foram referentes aos animais tratados com a associacdo pamidronato
(3 mg/kg/dia, intraperitoneal) e dexametasona (1 mg/kg/dia/intraperitoneal) por 7, 14 ou 21
dias.

No presente trabalho, independente da administracdo ou dose de dexametasona
empregada, 0s animais apresentaram sinais evidentes de OMB com caracteristicas
semelhantes entre si. Esse achado confirma os resultados encontrados por Bi et al. (2010),
em modelo experimental de OMB em camundongos C57BL6 (C57Black6), em que
demonstraram a capacidade do AZ isolado ou associado a dexametasona (5 mg/kg,
semanalmente, intraperitoneal) induzir o desenvolvimento dessa condicdo. Mais
recentemente, Jabbour et al. (2014) demonstraram que ratos Sprague-Dawley tratados com
AZ (0,13 mg/kg/semanal, via intraperitoneal) associada ou ndo a DEX (3,8 mg/kg/semana,
via intraperitoneal) também exibiram sinais clinicos e radiogréaficos sugestivos de OMB,
entretanto ressalta que 0s animais tratados com a combinacdo de farmacos exibiram maior
area de sequestro 6sseo mandibular, o que foi atribuido a cessacdo da remodelacdo Ossea
mais eficaz devido a administracéo do glicocorticoide.

A osteonecrose causada unicamente pela administragdo de glicocorticoides
possui caracteristica de ser uma necrose avascular, que ocorre em articulacbes em pacientes
com uso prolongado desses anti-inflamatérios esteroidais (KLINGESTEIN et al., 2005). Em
geral, os modelos experimentais de inducdo de osteonecrose por esteroides em ratos utilizam
a metilprednisolona ou a prednisolona em doses diversas. Entretanto, um estudo utilizou a
dexametasona na dose de 20 mg/kg, em unica administracdo semanal, via intramuscular, por
oito semanas, em ratos Wistar, 0 que corresponde a cinco vezes a dose mais alta utilizada
nessa investigagédo experimental, por gavagem (MA et al., 2010).

No presente trabalho, nenhum dos animais controles tratados com diferentes
doses de dexametasona apresentaram sinais radiograficos ou histologicos de osteonecrose.

Esse resultado confirma os achados de Bi et al. (2010) que, administrando dexametasona
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semanalmente (5 mg/kg, via intraperitoneal), dose considerada mais baixa do que a
equivalente utilizada em pacientes, em camundongos C57BL6, obteve, trés semanas apos a
exodontia, a maior parte do 0sso alveolar necrotico proximo ao sitio de extracdo substituido
por 0sso esponjoso Vvidvel. Estes autores observaram ainda que, seis semanas apds o
procedimento cirdrgico, houve completa substituicdo do tecido necrético por osso lamelar
nos alvéolos (Bl et al., 2010). Além disso, a terapia com dexametasona, 3,8 mg/kg/semana,
semelhante a maior dose de dexametasona utilizada no presente estudo, dada a ratos
Sprague-Dawley submetidos a exodontia, foi estimada como dose equivalente ao regime
utilizado em pacientes com cancer (40 mg/paciente/semana) e ndo foi capaz de interferir
clinica ou radiograficamente na cicatrizacdo dos alvéolos (JABBOUR et al., 2014).

Uma das propriedades que contribuem para acédo anti-inflamatoria da nimesulida
é reduzir a capacidade fagocitica de neutr6filos (BRAVO-CUELLAR et al., 2003), até pela
reducdo do seu potencial oxidativo, a partir da inibicdo da sintese de anions superdxidos, por
exemplo (CAPSONI et al., 1987; OTONELLO et al., 1992; MELLO, LAURINDO,
COSSERMELLLI, 1994). Foi demonstrado, como um mecanismo de acdo adicional desse
farmaco, a capacidade de reduzir a quimiotaxia de polimorfonucleares neutrofilos
estimulados para o sitio de inflamacédo in vitro (MELLO, LAURINDO, COSSERMELLI,
1994). Adicionalmente, a nimesulida, em cultura celular de neutrofilos, causou a inibi¢do da
sintese de PAF, impedindo sua interacdo com células endoteliais em suspensdo. O PAF atua
como um mensageiro intracelular na diapedese de neutrdfilos através de células endoteliais
tratadas com citocinas e na ativacdo de eosinéfilos (VEHOEVEN et al., 1993). Contribuindo
para a reducdo da diapedese de neutrdfilos, outro estudo mostrou que a nimesulida foi capaz
de diminuir a adesdo e transmigracdo dessas células através de células endoteliais ativadas
com citocinas (DAPINO, OTTONELLO, DALLEGRI, 1994). Essas propriedades podem
justificar o fato de ter-se observado, no presente trabalho, um menor ndmero significante de
polimorfonucleares neutrofilos no sitio de exodontia nos animais submetidos a OMB e
tratados com nimesulida em relacdo ao grupo salina correspondente. Além disso, esses
animais apresentaram menor percentual de colnias bacterianas no sitio de exodontia, 0 que
contribui para a reducdo da migracao de neutrofilos.

A andlise hematologica dos animais submetidos a infusdes de AZ demonstrou
diminuicdo no nimero de hemécias, hemoglobina, hematdcrito e aumento do RDW e o
tratamento com diferentes anti-inflamatérios ndo pareceu influenciar nesses parametros.
Embora tenha sido comprovado anteriormente que o uso de alendronato de sodio em altas
doses ndo apresenta efeitos citotoxicos sobre eritrécitos (KOPKA et al. 2011), estudo

desenvolvido com metodologia semelhante ao presente trabalho, mostrou que podem ocorrer
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eventos anémicos em animais que receberam acido zoledrénico nas doses de 0,04, 0,20 e
1,00 mg/kg (SILVA, 2013). Um artigo de metandlise feito a partir de ensaios clinicos
randomizados, confirma que ha um significante e maior risco relativo (1,33) do tratamento
com &cido zoledrdnico atuar no desenvolvimento de anemias (ZHU et al., 2013). Postula-se
que esses eventos anémicos possam ocorrer a partir da infusdo de &cido zoledrdnico, de onde
se inicia uma sequéncia de eventos pro-inflamatérios, com a liberacdo de citocinas
inflamatdrias, recrutamento de neutrofilos, o que induz resisténcia da medula 6ssea a acéo
da eritropoietina (MacDOUGALL, COOPER, 2002; SILVA, 2013).

Nesse aspecto, a administracdo conjunta de anti-inflamatdrios poderia ser
considerada benéfica, ao passo que atuaria reduzindo essas consequéncias da inflamacéo e,
possivelmente, a anemia. Ressalta-se, entretanto, a importancia de estudos que detalhem os
mecanismos da relagdo entre a ocorréncia de anemia e a administracdo de bisfosfonatos
aminados.

No presente estudo foi visto também uma tendéncia a reducdo do nimero de
plaquetas associado as administracdes do acido zoledronico. A maior parte dos artigos ndo
menciona alteracfes na contagem de plaquetas associada ao uso de acido zoledrdnico ou
outro bisfosfonato aminado. Apenas dois relatos de casos na literatura sobre a ocorréncia de
Purpura Trombocitopénica Trombdtica relacionada ao uso de bisfosfonatos foram descritos
(FERRETTI et al., 2004; BHADADA et al., 2009). Os autores acreditam que o fato de 0 AZ
ser um potente inibidor de metaloproteinases, a inibi¢do ou diminuicdo da ADAMTS-13 (do
inglés, A Desintegrin And Metalloprotease with eight Thrombo Spondin-1-like) cause faléncia da
degradacao de “Multimeros Ultragrandes do Fator de Von Willebrand”, o que conduz a
trombose e a agregacao plaquetaria, desenvolvendo essa condicdo (BHADADA et al.,
2009). Assim, fazem-se necessarios estudos mais especificos para compreender se ha
influéncia do tratamento com bisfosfonatos na producéo ou funcédo plaquetaria.

Tem sido cada vez mais estabelecido na literatura a influéncia da administragéo de
bisfosfonatos aminados em reacdes inflamatorias sistémicas. A infusdo de alendronato,
bisfofonato aminado, tem sido associada, em modelo experimental de peritonite, ao influxo de
neutrdfilos e mondcitos localmente (NORTON et al., 2012). Os aminobisfosfonatos parecem
ainda modular a imunidade em seres humanos, devido a inibicdo da via do mevalonato, que
gera acumulo do intermediario isopentenil-difosfatase e dimetilalil-difosfatase em mondcitos,
acarretando em posterior ativacao de linfocitos T yd (ROELOFS et al., 2009). Esses dados sdo
concordantes com o presente estudo, visto que animais que receberam &cido zoledrdnico
apresentaram linfocitose em relagdo aos controles correspondentes. Como resultado de

reacOes inflamatorias agudas causadas pelas administragdes desses farmacos, pacientes
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relatam febre, dor de cabeca, dores musculares e nausea ap6s as infusbes de
aminobisfofonatos endovenosos (REID et al., 2010), e alguns desses sintomas, como a febre,
parecem estar relacionados a contagem elevada de linfocitos T yo circulantes (ROSSINI et al.,
2012).

A dexametasona, assim como outros anti-inflamatdrios esteroidais, possui efeitos
supressores sobre células brancas. Esses farmacos atuam reduzindo a expansdo clonal de
linfocitos T, através da inibicdo da transcrigdo de IL-2 (KATZUNG et al., 2010). Além disso,
esses farmacos sdo capazes de inibir a producdo de COX-2, Oxido Nitrico Sintase Induzida
(iNOS) e diversas citocinas inflamatoérias. O tratamento continuado com anti-inflamatorios
esteroidais resulta em um efeito imunossupressor, e, assim, tem sido bastante utilizado na
terapéutica de doencas imunologicamente mediadas, além do tratamento de primeira linha de
escolha para o mieloma mdltiplo, onde se objetiva suprimir as linhagens hematopoiéticas
tumorais (TALAMO et al., 2005; TOSI et al., 2006; COLLEONI, 2007). A terapia isolada e
continuada de dexametasona nas doses consideradas terapéuticas e super terapéuticas por oito
semanas em ratos Wistar nesse estudo provocou leucopenia. A maior dose levou ainda a uma
reducdo da contagem de leucécitos mesmo apos a cessacdo do tratamento. Analogamente, nos
animais que receberam infusdo de acido zoledronico, a terapia com dexametasona foi efetiva
em prevenir a linfocitose gerada pelos bisfosfonatos, o que pode mostrar beneficios aos
pacientes que ja fazem uso dessa terapia associada.

Por outro lado, embora a dexametasona reduzisse a linfocitose nos animais
submetidos a OMB, a sua administracdo esteve associada a ocorréncia de um discreto
aumento do namero de neutréfilos e mondcitos. Esse efeito pode ser resultado da combinacao
de mecanismos de acdo anti-inflamatorios dos farmacos esteroidais. A inibi¢do da enzima
fosfolipase A, impede a degradacdo dos fosfolipidios de membrana em &cido araquidonico,
previne a formacdo de diversos mediadores inflamatorios, como prostaglandinas e
tromboxanos e outras moléculas de adesdo e quimiotaxia. Acrescenta-se, ainda, a reducao da
diapedese e migracdo de leucdcitos para o local da inflamacéo, o que faz alterar o padrdo de
recirculacdo de linfdcitos, aumentando sua retencdo em o6rgdos linfoides. Além disso, a
elevacdo do numero de neutréfilos circulantes, liberados da parede do endotélio (pool
marginal) para a circulacdo (pool circulante), diminui a sua marginagdo no vaso sanguineo e
aumenta o tempo de permanéncia na circulagdo (COHN, 1991; DAMIANI et al., 2001).

A anélise de toxicidade sistémica revelou que os animais que receberam apenas
solugdo salina em todo o protocolo experimental mostraram variacdo de massa corporea
inferior ao grupo salina-OMB. Corroborando esse achado, um estudo observou que homens

com osteoporose tratados com alendronato de sddio apresentaram aumento em sua massa
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corporea, a qual foi correlacionada, de maneira positiva e significante, com a elevacdo da
densidade mineral 6ssea no 0sso pélvico (SWENSON et al., 2013). Contrapondo essa ideia,
diversos estudos na literatura demonstram que, embora haja ganho de peso corpéreo, ndo ha
relagdo entre esse pardmetro e a administracdo de 4&cido zoledrbnico em ratas
ovariectomizadas ou mulheres pds-menopéausicas (PEREIRA et al., 2009; HORNBY et al.,
2003). A maioria dos estudos atribui esse ganho de peso a mudanca de metabolismo que
ocorre no climatério ou a remocao dos ovarios, que resulta em reducdo do horménio
estrogénio, facilitando acumulo periférico de gordura e aumento da massa corporal (DIAS et
al., 1982; PEREIRA et al., 2009). No presente estudo, foram utilizados ratos machos, néo
sendo possivel atribuir o ganho de massa a varia¢ao hormonal.

A massa corporea dos animais submetidos a OMB, independente do tratamento
com anti-inflamatdrio que receberam, mostrou variagdo negativa ou proxima a zero no dia 13,
apresentando, em alguns grupos, reducdo significante em relacdo aos grupos controles. A
terceira semana experimental representa um periodo onde ja houve duas administracdes
semanais de acido zoledrénico. A administracdo dos bisfosfonatos pode estar associada a
diversos efeitos colaterais, dos quais se destacam complica¢bes gastrintestinais, como
nauseas, vomitos, dor abdominal, dispepsias e anorexia, podendo ocorrer ainda esofagites,
Ulceras esofégicas e Ulceras pépticas (KHAPRA, ROSE, 2006). Além disso, o uso de AINEs
ou doengas gastrintestinais pré-existentes foram relacionados com uma maior incidéncia de
efeitos no trato gastrintestinal (TGI) em pacientes em uso de alendronato (ETTINGER,
PRESSMAN, SCHEIN, 1998). O mesmo ndo foi observado em pacientes tratados com
risedronato, entretanto, esse farmaco tem demonstrado provocar uma menor incidéncia desses
efeitos adversos (KANATSU et al., 2004). Alteracbes no trato gastrintestinal podem
influenciar no apetite dos animais, e, portanto, gerar reducdo da massa corporea dos mesmos.

Em relacdo a analise dos érgdos apds o sacrificio dos animais, 0 estbmago exibiu
caracteristicas semelhantes em o0s todos 0s grupos experimentais. Aminobisfosfonatos
administrados por via oral, como o alendronato e o risedronato, tém sido associados a efeitos
adversos no trato gastrintestinal superior, causando dores abdominais, dispepsia, nausea,
vomito e anorexia (KHAPRA, ROSE, 2006). Esses farmacos podem também exercer um efeito
irritante topico no estbmago, o que demonstrou piorar Ulceras gastricas induzidas por
indometacina em ratos e coelhos (WALLACE et al., 1999). Dessa forma, maior incidéncia de
efeitos adversos no estdmago relacionada a terapia com aminobisfosfonatos esta associada a
administracdo desses farmacos por via oral. Porém, um aumento na frequéncia de distarbios
gastrinstestinais tem sido observado em pacientes tratados com AZ endovenoso (REID et al.,

2010), o que provavelmente decorre do aumento de eventos pré-inflamatdrios relacionados a
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infusdo de AZ, mostrando-se reduzido com a administracdo aguda de ibuprofeno (WARK et
al., 2012). Assim, o presente estudo observou que a infusdo de AZ endovenoso nao pareceu
provocar danos grandes a mucosa gastrica, apresentando caracteristicas semelhantes ao
estbmago de animais controle tratados com salina.

Por outro lado, no presente trabalho, animais que receberam tratamento com anti-
inflamatdrios esteroidal e ndo-esteroidal, associados ou ndo as infusdes de AZ, apresentaram
focos inflamatorios junto a ectasia e hemorragia no estdmago. Os anti-inflamatérios foram
administrados via gavagem, sendo absorvidos no estbmago, o que pode ter contribuido para a
injuria géstrica observadas nesses animais. Alguns estudos afirmam que a dexametasona, em
doses mais altas, podem causar injurias e esse dano seria induzido pela inibicdo da sintese de
muco gastrico, o aumento da gastrina e hiperplasia de células parietais, aumentando a
secrecdo de acido e a supressdo do metabolismo do &cido araquidénico e sintese de
prostaglandinas (MENGUY, MESTRES, 1963; DELANEY et al, 1979
BANDYOPADHYAY et al., 1999, MANJARI, DAS, 2000). No presente trabalho, a injuria
gastrica nos animais tratados com anti-inflamatorios esteroidais também esteve relacionada as
doses intermediaria e alta de dexametasona, o que confirma esses achados.

Além disso, mesmo que os AINEs sejam classicamente relacionados a essas
alteraces, devido a inibicdo de COX no estbmago (VANE, BOTTING, 1997), a nimesulida
tem mostrado menor propriedade de danos gastricos do que outros AINEs (BJARNASON,
THJODLEIFSSON, 1999; SHAH, MURRAY, FITZGERALD, 1999). No presente trabalho,
o0 tratamento com nimesulida nos animais controle ou submetidos as administracdes de AZ,
causou alteracBes gastricas semelhantes. Essa diferenca pode se dar pelo fato de, nessa
investigacdo experimental, ter sido utilizado um AINE com menor potencial de dano a
mucosa gastrica (SHAH et al., 2001), junto a um aminobisfosfonato por via endovenosa.

No figado, os animais desse estudo submetidos as infusdes de AZ apresentaram
caracteristicas semelhantes ao grupo controle tratado com salina. As caracteristicas
farmacocinéticas do AZ contribuem para que ndo haja efeitos adversos sobre esse 6rgdo, uma
vez que cerca de 50% do farmaco € incorporado na sua forma inalterada pelo esqueleto e a
outra metade é ndo-metabolizada e excretada na urina (KIMMEL, 2007; POLYZOS et al.,
2011).

No presente estudo, o tratamento isolado com anti-inflamatorios esteve associado
a moderada ou intensa tumefagdo de hepatocitos. Além disso, 0s animais controle tratados
com nimesulida apresentaram ainda degeneracdo hidropica e necrose focal de hepatdcitos.
Glicocorticoides demonstram, em altas doses, induzir dano hepéatico e aumentar o estresse
oxidativo celular e a citotoxicidade (RAJAMARAN et al., 2007; FULSKA et al., 2010;
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CASTER et al., 2014). Ja os AINEs sdo classicamente relacionados a injdria hepatica, sendo
responsaveis por 43% dos danos ao figado oriundos de farmacos (LICATA et al., 2010). A
nimesulida mostra potencial de hepatotoxicidade através da formacédo de metabdlitos reativos
que modificam covalentemente proteinas e produzem estresse oxidativo e lesdo mitocondrial
(MINGATTO et al., 2002).

Ja foi descrito que o acido zoledrénico pode induzir o aumento do estresse
oxidativo no figado em modelos in vivo (KARABULUT et al., 2010), o que, unido a injuria
hepatica oriunda do tratamento crénico com nimesulida ou dexametasona, poderia provocar
hepatotoxicidade.. Na presente investigacdo experimental, ndo foram encontradas diferencas
entre animais que receberam ou ndo as infusGes de AZ e tratados com nimesulida quanto as
caracteristicas histopatolégicas. Ja a terapia com a dose intermediaria de dexametasona, em
animais submetidos as infusGes de AZ, esteve associada a degeneracdo hidrépica de
hepatdcitos. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para esclarecer o possivel dano
hepéatico em pacientes que fazem uso de aminobisfosfonatos.

Os bisfosfonatos sdo reconhecidamente nefrotoxicos e geralmente causam danos
aos rins em terapias que utilizam altas doses e pouco tempo de infusdao (WEIDE et al., 2010),
sendo, em geral, considerados seguros para utilizacdo em doses terapéuticas (MILLER, 2005;
BOONEN et al., 2008). O mecanismo de inducdo de injurias renais pelos bisfosfonatos ndo é
totalmente esclarecido, mas postula-se que ocorra através da inibicdo da via do mevalonato
nas células tubulares (PFISTER et al., 2005). Histopatologicamente, os danos renais causados
pelos bisfosfonatos podem ser vistos como necrose nefrotoxica, presenca de células
apoptéticas e perda da borda em escova dos tubulos renais, sem, entretanto causar anomalias
glomerulares ou intersticiais significativas (MARKOWITZ et al., 2003; PFISTER et al.,
2005). No presente estudo, foi observado presenca de cilindros-hialinos em tubulos proximais
e distais em todos os grupos que receberam infusdo de AZ. Resultado semelhante ja foi
descrito anteriormente, relatando a presenca de cilindros-hialinos em ratos submetidos a
infusdes de ibandronato (PFISTER et al., 2005).

A toxicidade renal associada com AINEs é vista através da reducdo da funcao
tubular e da perfusdo renal de sddio ou por retengdo de liquidos (PAPICH, 2008).. No
presente trabalho, os animais controle tratados com nimesulida exibiram maior indice renal
quando comparados ao salina. Essas alteracdes podem estar relacionadas ao regime cronico de
administracdo de nimesulida. Quando associado aos bisfosfonatos, o indice renal diminuiu de
maneira significante, sem, entretanto, haver dano renal evidente quando observado seu

aspecto histolégico.
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A literatura é escassa em relagdo a toxicidade provocada por altas doses de
dexametasona nos rins. Os glicocorticoides inibem a producdo de acido araquiddnico,
suprimindo de maneira efetiva a acdo da enzima COX-2 em sintetizar prostaglandinas e,
assim, podem ocasionar injarias renais. Dessa forma, a maior dose desse farmaco pode ter
contribuido para reducédo do indice renal dos animais controle. Todos os grupos submetidos as
infusbes de AZ e tratados com anti-inflamatorios apresentaram vacuoliza¢do isomérica de
epitélio tubular, alteracdo histoldgica sugestiva de dano as células renais. Talvez, o AZ,
sabidamente nefrotéxico (WEIDE et al., 2010), tenha contribuido para ocorréncia deste
achado microscdpico, somado ao dano induzido pelos anti-inflamatorios.

Animais tratados com farmacos imunossupressores podem exibir uma atrofia do
baco, relacionada a reducdo do namero de linfécitos (PEREIRA, 2007). Orzechowski et al.
(2002) mostraram que ratos tratados com dexametasona (0,5 a 2 mg/g, via gavagem) podem
exibir de 45%, em animais jovens, a 52%, em ratos idosos, de reducdo no tamanho desse
orgdo, revertendo seu peso normal 5 dias apos a interrupcdo do tratamento imunossupressor.
Isso pode ocorrer devido a uma maior sensibilidade dessas células a efeitos citotoxicos
indiretos oriundos de glicocorticoides (ORZECHOWSKI et al., 2002). A injecdo diaria de 5
mg/kg (via intraperitoneal) por 7, 14 e 28 dias resultou em polpas brancas atroficas, podendo
exibir ainda auséncia de foliculos linfoides e células em apoptose (PEREIRA, 2007). Esses
achados confirmam o presente estudo, em que houve reducdo do indice esplénico em animais
controle tratados com dexametasona 0,4 e 4 mg/kg, além de atrofia da polpa branca. A atrofia
de polpa branca persistiu nos grupos OMB e tratados com dose intermediaria e maior dose de
dexametasona. Um estudo atribuiu a combinacdo de pamidronato e dexametasona uma
reducdo de linfécitos no bacgo, significantemente maior do que aquela observada nos grupos
tratados com pamidronato ou dexametasona isoladamente. 1sso sugere que essa alteracdo
poderia ser ocasionada pela supressdao da formacdo de linfécitos associada ao maior
deslocamento dessas células para o sangue (MA, WANG, 2014), o que n&o foi encontrado na

presente investigacdo experimental.
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8 CONCLUSAO

O tratamento com dexametasona, nas diversas doses, ou nimesulida, ndo foi
capaz de atenuar ou inibir a ostedlise em modelo experimental de OMB em mandibulas de
ratos.

A administracdo de dexametasona, sobretudo nas doses de 0.4 e 4 mg/kg
provocou leucopenia nos animais, associada a maior incidéncia de colonias bacterianas e
infiltrado inflamatdrio nos sitios de exodontia.

A nimesulida reduziu, de maneira significante, o nimero de polimorfonucleares
neutrofilos no sitio de necrose.

A associagdo entre dexametasona 4 mg/kg e AZ esteve associada a um maior
tempo cirdrgico para a exodontia do primeiro molar inferior.

As infusbes de acido zoledrénico resultaram em reducdo do numero de
hemécias, dos niveis de hemoglobina e hematdcrito além do aumento do indice de
anisocitose, sugerindo que houve anemia nos animais submetidos a indugdo de OMB. A
administracdo de AZ também esteve relacionada a leucocitose em relacdo a animais
controle.

No que concerne a toxicidade sistémica, a nimesulida, associada ou ndo as
infusdes de AZ, levou a danos na mucosa gastrica e no figado. A administracdo de AZ
provocou ainda alteracdes renais leves, que foram potencializadas quando associados aos
tratamentos com anti-inflamatorios. Além disso, o tratamento com dexametasona causou

atrofia esplénica.
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Dexametasona e da Nimesulida na Quimionecrose do Osso Mandibular
Induzida por Acido Zoledrénico em Modelo Murino”, sob a coordenacéo da
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ANEXO G - DECLARACAO DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA NO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS

Universidade Federal do Ceara
Comissao de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teofilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagdo n°
81/2013, sobre o projeto intitulado: “AVALIAGAO DO EFEITO DA DEXAMETASONA E
DA NIMESULIDA NA QUIMIONECROSE DO OSSO MANDIBULAR INDUZIDA POR
ACIDO ZOLEDRONICO EM MODELO EXPERIMENTAL EM RATOS”, de
responsabilidade da Profa. Dra. Ana Paula Negreiros Nunes Alves e esta de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).
Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissao de Etica

em Pesquisa Animal — CEPA — em reuni&o realizada em 18 de margo de 2013.

Fortaleza, 06 de maio de 2014

Profa. Dra. Nyla ’aria Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissagide Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Befa Tra. Niane M. Nones de Alencar
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