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RESUMO

A cicatrizacdo 0Ossea pos-exodontia depende de variaveis como técnica cirurgica, fatores
locais e sistémicos e uso de substancias farmacoldgicas. Os anti-inflamatdrios podem alterar a
reparacao tecidual, interferindo na etapa inflamatoria de cicatrizacdo. O infliximabe é um
anticorpo monoclonal quimérico, humano-murino, anti-Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-
a) que tem sido amplamente utilizado em substituicdo aos corticosteroides na clinica
reumatoldgica por possuir menos efeitos adversos em longo prazo. No entanto, a via TNF-a,
age diretamente na osteoclastogénese, podendo modificar a resposta fisioldgica do turnover
0sseo e sua inibicdo pode provocar imunossupressao, aumentando o risco de infeccdo local.
Foi objetivo deste estudo avaliar a influéncia do infliximabe na cicatrizacdo de alvéolos
dentarios pos-exodontias. Para tanto, 84 ratos Wistar (n=7) foram distribuidos aleatoriamente
em dois grupos de estudo (infliximabe EV 5mg/kg ou salina EV 1ml/kg, pré tratados com 4
administracdes semanais antes da exodontia, mantidas semanalmente até o dia do sacrificio).
Os animais foram sacrificados 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias apds o procedimento cirdrgico. A
ocorréncia de fraturas radiculares, o tempo cirlrgico e o peso dos dentes extraidos foram
anotados. No dia do sacrificio o peso dos animais e dos 6rgéos (figado, baco, rins, estbmago)
foram aferidos. Apos fixagdo em formol 10% tamponado e anélise macroscopica, a mandibula
e fragmentos desses Orgaos, seguiram para processamento histolégico e estudo microscopico.
As mandibulas foram submetidas a avaliacdo radiografica, histomorfométrica (dimensao da
deposicdo de tecido conjuntivo cicatricial, percentual da area representada por tecido 6sseo e
namero de polimorfonucleares neutréfilos, mononucleares e osteoclastos), histoquimica
(Picrossirius Red) e imuno-histoquimica (TNF-a). Ndo foram vistas diferencas na aferi¢do da
area radiolucida referente ao sitio pos-exodontia entre 0s grupos experimentais (p=0,646).
Entretanto, na analise histomorfométrica, foi visualizado menor preenchimento por tecido
0sseo bem como maior quantidade de tecido conjuntivo remanescente no grupo infliximabe,
de forma significante no 14° dia (p<0,001). Além disso, um menor ndmero de
polimorfonucleares neutréfilos no 3° (p< 0,01) e 7° dias (p<0,001), de mononucleares no 7°
dia (p<0,01) e de osteoclastos no 7° e 14° dias (p<0,01 e p< 0,001, respectivamente) foi
observado. Também foi verificada menor imunoexpressdo de TNF-a nos sitios pos-exodontia
nos dias 7,14, 21 e 28 (p<0,01; p<0,05, p<0,05 e p<0,01 respectivamente). Conclui-se que
inibidores de TNF-a podem alterar a capacidade de reparo 6sseo em sitios pds-exodontia.
Estes achados sinalizam a necessidade de maiores precaugbes nos procedimentos
odontoldgicos cruentos em pacientes sob terapia sistémica desses farmacos.

Palavras-chave: TNF-a, infliximabe, remodelagdo dssea.



ABSTRACT

The bone healing after tooth extraction depends on variables such as surgical technique, local
and systemic factors and use of pharmacological substances. Anti-inflammatory drugs can
alter the tissue repair, interfering with the inflammatory phase of healing. Infliximab is a
chimeric monoclonal antibody, human-murine anti-Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a)
which has been widely used in place of corticosteroids in rheumatology clinic because it has
fewer side effects. However, TNF-a acts directly on osteoclastogenesis pathway, may modify
the physiological response of bone turnover and its inhibition may lead to
immunosuppression, increasing the risk of local infection. The objective of this study was to
evaluate the influence of infliximab in extractions sockets healing. For this purpose, 84 Wistar
rats (n = 7) were randomized into two study groups (infliximab EV 5mg / kg or saline EV 1ml
/ kg, pre-treated with 4 weekly administrations prior to extraction, weekly maintained until the
day of sacrifice). The animals were sacrificed 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days after surgery. The
occurrence of root fractures, surgical time and the weight of extracted teeth were noted. On
the day of sacrifice, the animals and their organs weight (liver, spleen, kidney, stomach) were
measured. After fixation in 10% formalin buffered and macroscopic analysis, jaw and
fragments of these organs followed for histological processing and microscopic study. The
jaws were subjected to radiographic, histomorphometric (size of the deposition of connective
tissue, percentage of area represented by bone tissue and number of polymorphonuclear,
mononuclear and  osteoclasts  cells), histochemistry  (Picrosirius  Red) and
immunohistochemistry (TNF-a)). No differences were seen in determining the radiolucent area
related to post-extraction site between the experimental groups (p = 0.646). However, the
lower histomorphometric analysis was viewed by filling bone tissue as well as increased
amount of remaining tissue in the infliximab group at 14 days significantly (p <0.001). In
addition, smaller scores of polymorphonuclear neutrophils were seen at the day 3 (p <0.01)
and day 7 (p <0.001) lower mononuclear count on the 7th day (p <0.01) and osteoclasts in the
7th and 14th days (p <0.01 and p <0.001, respectively). It also observed lower TNF-a
immunoreactivity in the post-extraction sites on days 7,14,21 and 28 days (p <0.01; p <0.05, p
<0.05 and p <0.01 respectively). Thus, it is suggested that TNF-a inhibitors could also change
the capacity in bone repair after tooth extraction. These findings could signal the need for
further precautions in dental procedures in patients undergoing systemic therapy of these
drugs.

Keywords: TNF-alfa, infliximab, bone remodeling.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

A cicatrizacdo tecidual 6ssea pds-exodontia depende de variaveis como técnica
cirurgica, fatores locais e sisttmicos, condicdes gerais do paciente e uso de agentes
farmacologicos. Drogas anti-inflamatdrias podem alterar a reparacgéo tecidual, interferindo na
etapa inflamatoria de cicatrizacdo (FREITAS et al., 2007; JOSEPH PIECUCH, 2012).

O TNF- a ¢ definido como uma proteina trimérica, secretada por diversos grupos
celulares, incluindo mondcitos e macrofagos e desempenha um papel fundamental em
doencas 6sseas degenerativas como mediador da destruicdo tecidual (SANDROS et al.,2000;
LIN et al., 2007). Nos macréfagos, estd relacionada com a resposta imunoldgica a outras
citocinas, bactérias, virus e parasitas, e, ao estimulo de outros mediadores. Auxilia 0s
leucdcitos em sua capacidade de adesdo as células endoteliais, aumentando a capacidade de
fagocitose e a quimiotaxia (LIN et al., 2007).

Foi descoberto em 1975 por CARSWEL et al. e assim denominada devido a sua
atividade em provocar necrose tumoral in vivo, quando injetado em ratos portadores de
tumores.

O papel deste mediador na cicatrizacdo tecidual é amplo, estando presente desde a
fase inicial inflamatoria da cicatrizacdo. Citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a,
demonstram respostas sinérgicas ou antagbnicas em relacdo a cicatrizagdo (interferindo no
processo inflamatorio e na fase de deposicdo do colageno), dependendo da sua concentracéo
(BAKER et al., 2006). Além disso, esta citocina estd também relacionada com a hiperalgesia
dos estados inflamatorios, agindo por dois mecanismos: o primeiro seria pela inducdo de
ciclo-oxigenase 2 e a sintese subsequente de eicosanoides através da liberacdo de interleucina
(IL)-1B; o segundo, através de inducdo da produgdo de aminas simpaticomiméticas via
interleucina-8. Dependendo da intensidade e da natureza dos estimulos, a liberagdo de TNF-a
é precedida pela formacéo de bradicinina (RIBEIRO et al., 2000).

Acrescentam-se, ainda, o papel na atividade antitumoral, imunomodulagéo,
caquexia, choque séptico, hematopoiese, replicacdo viral e inflamacdo. (SIQUEIRA JR. &
DANTAS, 2000; ISHIMURA et al., 2002; BAKER et al., 2006).
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1.2 Remodelacgéao 6ssea

A remodelacdo dssea € um fendbmeno que ocorre fisiologicamente, sendo
fundamental para a renovagdo do esqueleto e manutencdo de sua qualidade. Nele, a
reabsorcao é seguida da formacdo dssea em ciclos constantes orquestrados pelas células do
tecido 0sseo (osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos). Em situac@es fisioldgicas, a reabsor¢do
e a formacdo sdo fenbmenos acoplados e dependentes, e o predominio de um sobre o outro
pode resultar em ganho ou perda de massa 6ssea (HANLEY et al., 2000).

Entretanto, na presenca de traumas do tecido 6sseo, o0 processo de remodelacdo é
requerido de maneira especial, com o objetivo de restabelecimento da estrutura defeituosa e
suporte as cargas mecanicas (AL-AQL et al., 2008).

O processo de remodelacdo 6ssea com objetivo de reparo decorre em trés etapas
principais: 1) resposta inflamatdria imediata, a qual leva a um recrutamento de células tronco
mesenguimais e posterior diferenciacdo em osteoblastos, com producdo de matriz organica
extracelular ou osteoide, 2) a mineralizacdo da matriz com formacdo de osso e 3) a
remodelagdo dssea com reabsorcdo do 0sso neoformado para restauracdo da estrutura
anatémica e suporte adequado as cargas mecanicas. (CANHAO et al., 2005).

Imediatamente apos um trauma 0sseo, como em exodontias, ocorre a formacéo de
um hematoma que é constituido por células do sangue periférico e intramedulares, bem como
células da medula 6ssea. A lesdo inicia uma resposta inflamatdria, necessaria para 0 processo
de cicatrizacdo. A resposta inflamatéria, conjuntamente com o hematoma coagulado entre e
ao redor das extremidades do defeito 6sseo e dentro da medula, formam um modelo para a
formacdo do calo dsseo, um tecido fibroso reparador onde sera depositada a matriz dssea.
(GERSTENFELD et al., 2003).

Embora se tenha conhecimento de que uma expressdo prolongada e cronica de
citocinas inflamatdrias tem um efeito negativo no 0sso, nas articulagcdes e em presenca de
materiais implantados, uma secrecdo rapida e bem regulada de moléculas pré-inflamatérias
apo6s uma lesdo aguda é fundamental para a reparacdo do tecido (GERSTENFELD et al.,
2003).

A resposta pro-inflamatdria inicial envolve a secrecdo do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e de interleucinas como IL-1, IL-6, IL-11 e IL-18, por macrofagos, células
inflamatdrias e células de origem mesenquimais (GERSTENFELD et al., 2003). Esses fatores
recrutam ceélulas inflamatorias, aumentam a sintese da matriz extracelular e estimulam a

angiogénese (SFEIR et al. 2005). O pico de concentracdo dessas citocinas pode ser observado
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com 24 horas e essas retornam aos valores normais dentro de 72 horas ap6s o trauma (CHO et
al., 2002; GERSTENFELD et al., 2003). Durante esse periodo de tempo, 0 TNF-a é expresso
por macrofagos e outras células inflamatorias, e acredita-se que esse efeito seja mediado pela
inducdo de sinais inflamatorios secundarios, atuando como um agente quimiotatico (KON et
al., 2001).

Além de estimular a funcdo dos osteoclastos, 0 TNF-a promove o recrutamento de
células-tronco mesenquimais (CTMs) e induz a apoptose de condrdécitos hipertroficos durante
a formacao 0ssea endocondral. Atrasos ou auséncia da reabsorcao da cartilagem mineralizada
ou do tecido fibroso reparador, consequentemente, impedem a formacdo 6ssea. Em situacGes
em que o TNF-o estd expresso de forma abundante, como na cicatrizacdo de diabéticos,
ocorre uma formacao tardia do calo 0sseo, que esta associada com deficiéncia na cicatrizacdo
e deposicdo 6ssea (KAYAL et al., 2007).

O TNF-a, também, in vitro, induz diferenciacdo osteogénica de CTMs (CHO et
al., 2006). Esses efeitos sdo mediados pela ativacdo de dois receptores, TNFR1 e TNFR2,
ambos presentes em osteoblastos e osteoclastos. No entanto, 0 TNFR1 sempre € expresso no
0ss0 enquanto que o TNFR2 é visualizado somente ap6s uma lesdo, sugerindo um papel mais
especifico na regeneracdo 6ssea (KON et al., 2001; BALGA, 2006).

Entre as diferentes interleucinas, acredita-se que a IL-1 e IL-6 sejam as mais
importantes na cicatrizacdo Ossea. A IL-1 é produzida por macr6fagos na fase aguda da
inflamacdo e induz a sintese de IL-6 nos osteoblastos, promovendo a producdo do calo
cartilaginoso primario nos modelos endocondrais, bem como a angiogénese no local da
injdria, através da ativacdo de um dos seus dois receptores, IL-1RI ou IL-1RII (KON et al.,
2001; SFEIR et al., 2005; LEE & LORENZO, 2006). A IL-6 também é produzida durante a
fase aguda, estimulando a angiogénese, a producdo do fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e a diferenciacdo de osteoblastos e osteoclastos (YANG et al., 2007).

Também sdo citadas como citocinas importantes no processo de cicatrizagdo 0ssea
as derivadas da superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGF-f) tais como as
proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), o fator de crescimento transformador beta (TGF-p)
e o fator de crescimento e diferenciacdo (GDFs) (CHO et al., 2002). As BMPs séo produzidas
por células mesenquimais, osteoblastos e condrécitos, estando envolvidas em processos
celulares como quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo de ceélulas mesenquimais,
angiogénese e sintese da matriz extracelular (REDDI, 2001). Tem sido proposto que as BMPs

-2, -6 e -9 podem ser os indutores mais potentes da diferenciacdo de células mesenquimais
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para osteoblastos, enquanto as BMPs -4, -6, -7 e -9 parecem promover a estimulacdo da
osteogénese em osteoblastos maduros (CHENG et al., 2003).

A formacéo do calo 6sseo é dependente do recrutamento de CTMs dos tecidos
moles adjacentes, cortex, peridsteo e medula 0ssea, bem como da mobilizacao sistémica de
celulas-tronco hematopoiéticas. Uma vez recrutadas, uma cascata molecular produz matriz de
coldgeno tipo | e de coldgeno tipo Il e sinaliza a participacdo de varias moléculas de
peptideos. Neste processo os integrantes da familia do TGF-f tém se mostrado de grande
importancia. O TGF-B2, TGF-B3 e GDF-5 estdo envolvidos na fibrogénese e condrogénese na
ossificacdo endocondral, enquanto que as BMP-5 e BMP-6 podem induzir proliferagdo celular
do peridsteo local na ossificacdo intramembranosa (CHO et al.,, 2002; MARSELL &
EINHORN, 2009). Além disso, a BMP-2 tem se mostrado crucial no inicio do processo de
cicatrizacdo, como observado em camundongos com mutacdes inativadoras de BMP-2 que
néo séo capazes de formar calos, impedindo a cicatrizagdo das fraturas (TSUJI et al., 2006).

Em modelos animais (ratos, coelhos e camundongos) o inicio de formacdo de
calos dsseos ocorre em 7-9 dias ap06s o trauma, com um aumento de procolageno tipo Il e de
marcadores nucleares de proteoglicanos de proteinas extracelulares (EINHORN, 1998). A
resposta subperiosteal de ossificacdo intramembranosa ocorre diretamente adjacente as
extremidades distais do trauma, formando um calo dsseo resistente. A transicdo dessa
formacdo da periferia para o centro da fratura, fornece uma estrutura semi-rigida que permite
a sustentacdo do peso (GERSTENFELD et al., 2006).

O pico de formacdo do calo dsseo € atingido geralmente em 14 dias em modelos
animais, conforme definido pela histomorfometria de tecido mineralizado, mas também pela
mensuracdo de marcadores de matriz extracelular, como o colageno tipo I, osteocalcina,
fosfatase alcalina e osteonectina (EINHORN, 1998). Gradualmente, esse tecido é substituido
por 0SSO esponjoso e se torna mais sélido e mecanicamente rigido (GERSTENFELD et al.,
2006).

Embora o calo 6sseo seja uma estrutura que proporcione certa estabilidade
biomecanica, ele ndo restaura completamente as propriedades biomecénicas do 0sso normal.
Para alcancar isso, 0 processo de cicatrizagdo inicia uma nova fase de reabsorcdo, desta vez
para remodelar o tecido neorformado e substitui-lo uma estrutura de osso lamelar com uma
cavidade central medular (GERSTENFELD et al., 2003). Esta fase é bioquimicamente ativada
principalmente por IL-1 e TNF- a, que mostram altos niveis de expressdao. Em contrapartida,
os integrantes da familia TGF-p parecem diminuir sua expressdo nesse periodo (Al- AQL et
al., 2008).
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O processo de remodelagdo é realizado por um dificil equilibrio de reabsor¢do do
calo pelos osteoclastos, e deposicdo de osso lamelar pelos osteoblastos. Embora o processo
tenha inicio em torno de trés a quatro semanas em modelos animais e humanos, a
remodelacdo pode levar anos para ser completada e alcancar uma estrutura 0ssea totalmente
regenerada. O processo pode ocorrer mais rapidamente em animais e pacientes jovens
(EINHORN, 1998; GERSTENFELD et al., 2003).

O processo de diferenciacdo das células da linhagem osteoclastica é controlado
pelas células osteoblasticas, atraves de um eixo de regulacdo comum, conhecido por RANKL
(Ligante do Receptor de Ativacdo do Fator Nuclear Kappa B) /RANK (Receptor de Ativacéao
do Fator Nuclear Kappa B) /OPG (Osteoprotegerina). O equilibrio entre formacdo e
reabsorcéo 6ssea esta na dependéncia das flutuacdes locais do equilibrio entre RANKL/OPG.
(ROBLING et al., 2006).

A identificacdo do sistema RANK-L/RANK/OPG como o principal efetor da
osteoclastogénese representa um dos maiores avangos no estudo da biologia do tecido 6sseo
(KHOSLA, 2001). O entendimento deste sistema de transducdo de sinais tém liderado os
avancgos para uma maior compreensdo sobre como a remodelacdo 6ssea é regulada (BOYCE
et al., 2008).

O RANKL é uma citocina da familia do TNF essencial para a inducdo da
osteoclastogénese. Ela pode ser expressa por células T ativadas, o que vem sendo muito
estudado na osteoimunologia. No entanto, este ligante estd descrito amplamente por sua
expressao nos osteoblastos, onde se unem ao RANK, ativando-os (ANDIA et al., 2006,
BOYCE et al., 2008).

A RANK é uma proteina transmembranar, expressa nos progenitores de
osteoclastos, osteoclastos maduros, células T, células B e células dendriticas. Também é um
membro da superfamilia dos receptores do TNF (TNFR’s), sendo um receptor de ativagéo do
fator nuclear kappa B (NF-xB) (ANDIA et al., 2006).

A Osteoprotegerina (OPG) ¢ um membro da mesma superfamilia (TNFR’s) e
regula negativamente a formacgdo e ativacdo dos osteoclastos, interrompendo a ligacdo
RANK-RANKL por ligar-se a0 RANKL. Secretada pelos osteoblastos, ao competir com esta
ligagdo é tida como a chave do mecanismo regulatério da diferenciacdo e atividade
osteoclastica. E produzida primariamente pelos osteoblastos e seus precursores, mas também
pode ser expresso pelas células B e células dendriticas (SODEK et al., 2000).

Dessa forma, as celulas da linhagem osteoblastica podem controlar o

desenvolvimento e a atividade osteoclastica (em resposta a diferentes estimulos mecanicos,
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hormonais e inflamatdrios), ajustando os niveis de expressdo do RANKL e de OPG. A
presenca de altos niveis de RANKL promove a osteoclastogénese, enquanto que uma maior
expressao de OPG resulta numa diminuicdo da osteoclastogénese, ou mesmo no apoptose dos
osteoclastos. Assim, as células osteoblasticas podem funcionar como reguladoras do processo
de reabsorc¢do dssea (ROBLING et al., 2006).

Em experimentos realizados em animais transgénicos, foi demonstrado que a
delecdo dos genes para RANK ou RANKL ou superexpressdao de OPG (receptor inibitério
soltvel para RANKL), causa falha na formacéo de osteoclastos levando, em ultima instancia,
a osteopetrose, caracterizada pela deficiéncia na reabsorcao 6ssea (FULLER et al., 2002).

A acgdo da via RANK/ RANKL e do TNF-a na remodelago 6ssea sdo sinérgicas e
parecem ter uma intima relacdo entre si. KIMACHI et al. (2011) demonstraram que 0 namero
de osteoclastos maduros é consideravelmente maior quando induzidos por TNF e RANKL,
simultaneamente, do que quando induzidos somente por RANKL. Além disso, ZHANG et al.,
2001 observaram que a acdo osteoclastogénica do TNF é potencializada em células pré-
tratadas com RANKL, e que células knockout para o receptor de TNF (TNFR-1) possuem
menor expressao de RANK, demonstrando assim a interdependéncia e acdo cooperativa
dessas duas vias reguladoras da remodelagdo Gssea.

Ainda sobre diferenciacdo e atividade celular, 0 TNF- a age na ativacdo de NF-
kB, sendo envolvido na sinalizagdo de mecanismos intracelulares como MEK, ERK e JNK
(ZHANG et al., 2001). Dessa forma, exerce importante papel na ativacdo dos osteoclastos,
estimulando a reabsorcdo Ossea. Além disso, esse fator estimula a producdo local de
prostaglandinas e induz a secrecdo de metaloproteinases de matriz, as quais realizam a
dissolugdo da matriz orgénica secretada pelo osteoblasto, resultando em perda dssea local.
(SANDROS et al., 2000).

Estudos anteriores mostraram que o excesso do TNF-a € essencial no aumento da
atividade osteoclastogénica em alguns processos, como a periodontite e artrite reumatoide,
sendo a sua inibicdo um fator crucial para diminuicdo da perda déssea. Entretanto, ao inibir a
ostoclastogénese, presume-se que este fator também diminua a deposicdo 0ssea, ja que a
atividade osteoblastica é dependente da ativacdo de osteoclastos (GRAVES et al., 2011;
DONG-JUN KIM et al., 2012).

Dessa forma, estipula-se que os inibidores de TNF podem reduzir a cicatrizacao
Ossea por inibir etapas inflamatorias proliferativas e remodeladoras deste processo, além de

alterar a diferenciacdo osteoblastica e 0 eixo RANK/RANKL/OPG em detrimento de suas
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atividades antirreabsortivas, participando de etapas iniciais e finais do processo de reparo

0sseo.

1.3 Infliximabe

O infliximabe é um anticorpo monoclonal quimérico, humano-murino, da classe
IgG1, que se liga com alta afinidade a formas solUveis e transmembranais de TNF-a, mas ndo
a linfotoxina (TNF-B). Ele age através da ligacdo com receptores de TNF (TNFRs),
produzindo uma sinalizacdo reversa através do ligante ancorado na membrana, que pode
induzir a supressdo da citocina, e até apoptose da célula produtora ou pelo bloqueio das
interacdes entre TNF-alfa transmembrana (tmTNF) com TNFRs (EISSNER et al., 2000).

O uso do infliximabe tem sido indicado para o tratamento da artrite reumatdide
(AR), artrite psoriasica, espondilite anquilosante, doenca de Crohn moderada a grave ou
formas clinicas fistulizantes e colite ulcerativa. Infusbes com infliximabe podem ser
administradas em dose Unica, regime mensal, ou, em sequéncia com intervalo de 8 semanas.
Sua meia-vida é de 10 dias e seus efeitos biologicos persistem por até 2 meses
(GONGALVES, 2012).

Os efeitos adversos da terapia com esse tipo de farmaco descritos na literatura séo
variados, sendo mais comuns reacdes relacionadas a hipersensibilidade como nauseas e
vOmitos, dispneia, choque anafilatico, angioedema, rubor facial além de urticaria, hipertenséo,
hipotensdo, tosse, dor toracica, sensacdo de morte e taquicardia (BARBOSA et al., 2008).
Essa classe de drogas também estd relacionada com risco de até 4 vezes maior no
acometimento por tuberculose (BRATS, 2012). Além disso, também sdo descritos estudos de
fase Il e Il onde o infliximabe estd associado com dislipidemia, aumento dos niveis de
triglicerideos, do colesterol total e do risco aumentado para doengas cardiacas congestivas
(VIS et al., 2005; SPANAKIS et al. 2006; BRATS, 2012).

Inibidores de TNF-a alteram a resposta imune, podendo levar a quadros de
imunossupressao e aumentar o risco de infeccdo local. S&o descritos frequéncias aumentadas
de infecgbes graves, principalmente em trato respiratorio, em pacientes submetidos a terapias
com essa classe de medicamentos (BRATS, 2012). O uso do infliximabe no tratamento da
doenga de Crohn aumenta em quatro vezes o risco de infeccOes disseminadas por
microrganismos oportunistas (ABREU, 2006) e tem uma taxa de mortalidade de 1% a 18%,
na maioria das vezes, devido essas infecgdes (BRATS, 2012). Sao inconspicuos na literatura

dados sobre alteragdes na microbiota bucal de individuos tratados com essa medicacéo, bem
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como sobre o maior risco de infec¢do local em sitios orais, apesar de que tais alteracoes
podem ser sugeridas tendo em vista o reflexo das modificacBes em nivel sistémico.

CIANTAR e ADLAM (2006) descreveram caso clinico de paciente com artrite
reumatoide juvenil, em uso de infliximabe na dose de 5 mg/kg, que desenvolveu extensa
osteomielite apos exodontia de terceiro molar inferior, mesmo ap6s profilaxia antibidtica,
devido a dificuldade de cicatrizagdo tecidual.

No entanto, observa-se escassez de estudos experimentais sobre o possivel
impacto do uso de infliximabe, e sua consequente inibicdo do TNF-a, na remodelacdo 0ssea
dos maxilares. Dessa forma, o presente estudo objetiva investigar a influéncia desse farmaco

na remodelacdo e reparo 6sseo de alvéolos dentérios apds exodontias em ratos.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da terapia com infliximabe na cicatrizacdo 6ssea em alvéolos

pos-exodontia em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a cicatrizacdo dos alvéolos dentarios pos-exodontia nos 1°, 3°, 7°, 14°, 21° e 28°
dias apds o procedimento cirurgico nos grupos tratados e nao tratados com infliximabe

e Analisar histomorfometricamente (dimenséo da deposi¢éo de tecido conjuntivo cicatricial,
percentual de area representada por tecido 6sseo e numero de células polimorfonucleares
neutrofilos, mononucleares e osteoclastos) nos alvéolos dentarios pés-exodontia dos
animais tratados e ndo tratados com infliximabe.

e Auvaliar a presenca de colbnias bacterianas nos alvéolos dentarios pds-exodontia nos
animais tratados e néo tratados com infliximabe

e Analisar os aspectos radiograficos dos alvéolos dentarios pos-exodontia dos animais
tratados e néo tratados com infliximabe.

¢ Analisar a expressdo de mieloperoxidase (MPO) no tecido gengival associado aos alvéolos
dentérios pos-exodontia dos animais tratados e ndo tratados com infliximabe.

e Analisar a imunoexpressdo de TNF-a em diferentes dias do processo cicatricial de alvéolos
dentérios pos-exodontia dos animais tratados e ndo tratados com infliximabe.

e Verificar a variacdo de massa corp6rea dos animais submetidos a exodontia em grupos
tratados e néo tratados com infliximabe.

e Auvaliar a toxicidade 6rgdo especifica em figado, rins, baco e estbmago dos animais

tratados com infliximabe.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais, grupos e doses

Foram utilizados 84 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos com peso entre 180-
220g. Os animais foram mantidos com &gua e racao ad libitum, em ciclo claro-escuro de 12 h,
temperatura de 20-25°C. Os animais foram aleatoriamente divididos (com utilizagdo de
comando aleatorizacdo, Microsoft Excel, 2007, Microsoft Corporation®) em dois grupos: um
no qual os animais foram tratados com infliximabe na dose de 5 mg/kg (endovenoso [EV] -
acesso pela veia intrapeniana); e outro tratado com solugédo salina de NaCl a 0,9% (EV -
acesso pela veia intrapeniana) em volume equivalente. Os grupos foram subdividos em outros
6 subgrupos de 7 animais cada, de acordo com o sacrificio de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias apos a
exodontia.

As administracfes de infliximabe e salina ocorreram semanalmente, tendo inicio
quatro semanas prévio ao procedimento de exodontia, no intuito de simular tratamento
crénico com a droga. As aplicacdes semanais foram mantidas apds o procedimento cirurgico
de exodontia, tendo em vista a meia-vida do infliximabe (GONCALVES et al., 2012) (Figura
1).

Figura 1. Distribuicdo dos dias de experimento de acordo
com os procedimentos realizados.

 om | odmems

Dia-21 Administragdo Infliximabe e Salina
Dia-14 Administragdo Infliximabe e Salina
Dia-7 Administragdo Infliximabe e Salina
Dia-1 Administragao Infliximabe e Salina

Dia 0 Exodontia

Dial Sacrificio Grupos (1 dia)

Dia 3 Sacrificio Grupos (3 dias)

Dia 7 Sacrificio Grupos (7 dias) e Administragdo de

infliximabe ou Salina

Dia 14 Sacrificio Grupos (14 dias) e Administragdo de
infliximabe ou Salina

Dia 21 Sacrificio Grupos (21 dias) e Administragdo de
infliximabe ou Salina

Dia 28 Sacrificio Grupos (28 dias)
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3.2 Protocolo experimental e Analise da Dificuldade Cirurgica

A exodontia de todos os grupos foi realizada 24 horas ap0s a quarta administracao
de infliximabe ou solucéo salina. A anestesia foi realizada com quetamina 100 mg/kg e
xilazina 100 mg/kg, por via intraperitoneal e executada a sindesmotomia do 1° molar inferior
esquerdo com auxilio de sonda exploradora, a luxacdo com uso de espatula Hollemback 3S e
a extracdo com espatula Lecron-Zalle em movimento de alavanca (Técnica adaptada de
MAAHS et al., 2011 e ALVES et al., 2007).

Os procedimentos de exodontia foram realizados por um mesmo operador
previamente treinado, que desconhecia 0s grupos experimentais, e 0s animais foram
randomizados quanto a ordem que seriam submetidos ao procedimento cirurgico (comando
aleatorizacdo, Microsoft Excel, 2007, Microsoft Corporation®), no intuito de dissipar o erro
de forca do operador. Foi cronometrado o tempo de cada procedimento cirdrgico e 0s dentes
foram secos em papel absorvente e pesados em balanca de 10°g de precisdo. Adicionalmente,

0 operador contou também o namero de fraturas radiculares.

3.3 Eutanésia e coleta das amostras

ApOs eutanasia por barbituricos (Pentobarbital sédico, 150mg/kg, EV) as
hemimandibulas foram removidas cirurgicamente e armazenadas em formol neutro a 10%
durante 24h para analise radiografica e posterior confeccdo de laminas histoldgicas
(hematoxilina-eosina). Previamente a fixagdo, foram removidos fragmentos do tecido
gengival dos rebordos alveolares do lado em que foi realizado a exodontia e mantidos em
freezer -80°C. O figado, o0 bacgo, os rins e 0 estdmago também foram retirados e armazenados

em formol neutro a 10% durante 24 h para analise microscépica.

3.4 Confecgéo de laminas histologicas

As hemimandibulas foram descalcificadas em solucdo 10% EDTA (pH 7.3;
NaOH, PA) (BEHARI & BEHARI, 2007; KEKLIKOGLU, 2004), durante 30 dias, sendo
mantidas em suspensdo. Apds descalcificacdo, o material foi incluido em parafina por
processamento automatizado PTO5 LupTec®, cortado em espessura de 3 um e corado pela
Hematoxilina-eosina em laminas montadas com balsamo do Canadda (JUNQUEIRA,
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JUNQUEIRA, 1983; TIMM, 2005) para posterior analise qualitativa e quantitativa por
microscopia de luz convencional.

Apdbs pesagem, o figado, o baco, os rins (BARBIEIRI et al., 2010; GRAVES,
2007; VASCONCELOS et al., 2007) e o estbmago (GRAVES, 2007) foram fixados em
formol neutro 10% e submetidos a analise macroscopica para verificagdo de tamanho,
alteracbes de cor e consisténcia. Fragmentos de cada 6rgdo foram retirados, colocados em
cassetes e seguidos para processamento histotécnico automatizado. Os blocos parafinados
foram submetidos a cortes de 4 um de espessura para confeccdo de laminas coradas por
Hematoxilina-eosina e montadas com béalsamo do Canadad (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA,
1983; TIMM, 2005). Ressalta-se que, para o estomago foram realizados dois cortes
correspondentes as regides de cardia e fundica. A analise histologica, realizada em
microscopio de luz, foi baseada na presenca e extensdo de lesdes nesses orgaos (SOUSA et
al., 2007).

3.5 Analise microscopica descritiva e histomorfométrica

3.5.1 Analise descritiva dos sitios pos-exodontia

A cicatrizacdo dos alvéolos dentéarios foi analisada por um patologista experiente,
de maneira cega, seguindo 0s seguintes parametros: presenca ou auséncia de infiltrado
inflamatorio agudo, misto e crénico, tecido de granulacdo, hemorragia recente ou tardia, areas

sugestivas de sequestros 6sseos, tecido 6sseo neoformado, osteoclastos e colénias bacterianas.

3.5.2 Contagem do numero de celulas polimorfonucleares neutréfilos, mononucleares e
osteoclastos

Apbs analise descritiva, as laminas histoldgicas foram fotografadas em 05 (cinco)
campos microscopicos de grande aumento (400x) no sitio referente a exodontia do primeiro
molar inferior esquerdo (dois campos da regido mais superior, dois campos da regido
intermedidria e um campo da regido apical) e contou-se o numero de células
polimorfonucleares neutréfilos, mononucleares e de osteoclastos na area em cicatrizagdo com
auxilio do software ImageJ® (JILKA et al., 2013). Foi utilizada a soma do nimero de
polimorfonucleares neutrofilos, mononucleares e osteoclastos presentes nos cinco campos

analisados para avaliacdo quantitativa e analise de correlacéo.
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3.5.3 Analise do percentual da area representada por tecido 0sseo

Foi mensurado o percentual da area dos alveolos preenchido por 0sso
neoformado. Para tanto foram utilizadas fotos da regido de cicatrizagdo no aumento de 100x.
A érea do alvéolo foi delimitada e recortada com auxilio do Software ImageJ®, utilizando o
comando de selecdo de area livre (Freehand selections> Clear Outside). Apos essa etapa, foi
mensurada a area total de cada alvéolo, ainda com o mesmo software, utilizando o comando
Measure (Analyze > Measure). Posteriormente, a imagem teve suas cores invertidas a partir
do comando Invert (Edit > Invert) e foi feita calibracdo das imagens pelo comando Color
Thershold (Image > Adjust > Color Thershold) na funcdo RGB para as cores Vermelho
(Minimo de 0 e Maximo de 255), Verde (Minimo de 35 e Maximo de 69) e Azul (Minimo de
0 e Méaximo de 255). Depois da calibragdo com destaque para tecido 6sseo, as imagens foram
convertidas para escala de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary
> Make Binary) para entdo ser mensurada a porcentagem da area marcada referente ao tecido

0sseo (Analyze > Analyze Particles).

3.5.4 Analise da dimensao de deposicdo de tecido conjuntivo cicatricial

A érea ocupada por tecido conjuntivo cicatricial foi obtida por subtracdo da area
total do alvéolo pela area preenchida por osso neoformado, ambas calculadas como descrito
previamente.

Além disso, a quantidade de areas representadas por tecido conjuntivo cicatricial
no interior dos alvéolos também foi aferida com auxilio do recurso de selecdo de pontos

(Point Selection). Foi considerada a soma do nimero de areas para as avaliacdes quantitativas.



Figura 2. Processo de preparacao das imagens para analise histomorfométrica
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posteriormente foram invertidas (Invert) (B) seus canais de cores RGB ajustados para destaque do tecido 6sseo (Threshold Color), (C) binarizadas e a area mensurada
(Particles).
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3.6 Analise histoquimica

3.6.1 Coloracéo de Picrosirius Red

As éareas de exodontia foram analisadas com coloracdo de Picrosirius Red para
verificacdo da quantidade e tipificacdo de deposicdo do coldgeno nos alvéolos dentarios. Essa
técnica confere coloracdo avermelhada para areas colagenizadas e permite através de
polarizacdo de luz a distin¢éo entres os tipos de colageno | (o qual assume coloragdo amarelo-
avermelhada) e 111 (coloragdo verde-esbranquigada).

Cortes de 3 um foram dispostos em laminas de vidro e desparafinados em estufa a
60°C por 3h e trés banhos de xilol (5 minutos). Apds reidratacdo em série decrescente de
alcool as laminas foram incubadas em solucdo de picrosirius (ScyTek®) por 30 minutos e
entdo lavadas rapidamente em dois banhos de &cido cloridrico 5%, contra-coradas com
hematoxilina de Harris por 45 segundos e montadas com Enhtellan®.

Para avaliacdo digital do colageno foram fotografados seis campos em um
aumento de 200x (Microscépio Leica). As fotomicrografias foram avaliadas pelo software de
analise de imagem ImagelJ®, apos calibracdo das imagens pelo comando Color Thershold
(Image > Adjust > Color Thershold) na funcdo RGB para as cores Vermelho (Minimo de 71 e
Méaximo de 255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 69) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de
92). Depois da calibracao as imagens foram convertidas para escala de cor de 8-bits (Image >
Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary) e mensurada a porcentagem de
area de coldgeno marcada em vermelho (Analyse > Analyse Particles). Ap6s polarizacdo de
luz, o mesmo protocolo foi realizado ajustando-se as cores na funcdo RGB para: Vermelho
(Minimo de 0 e Maximo de 255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 255) e Azul (Minimo de
0 e Maximo de 32). ApoOs ajuste, as imagens foram convertidas para escala de cor de 8-bits
(Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary) e mensurada a
porcentagem de area de colageno marcada em amarelo avermelhado relativa a area marcada
em vermelho. Foi obtida a &rea verde-esbranquicada através de processo semelhante ao
descrito para a area amarelo avermelhada alterando-se o0s canais de cores RGB para:
Vermelho (Minimo de 0 e Maximo de 65), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 255) e Azul
(Minimo de 0 e Maximo de 255) (adaptado de ANDRADE et al., 2011).
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3.7 Ensaio e andlise da dosagem de Mioleperoxidase (MPO)

A MPO ¢é uma enzima abundante nos granulos azurofilos de neutréfilos e foi
utilizada como parametro indireto de quantificacdo de inflamacdo tecidual (BRADLEY et al.,
1982). As hemimandibulas foram excisadas cirurgicamente e todo o tecido mole dissecado
com auxilio de lamina de bisturi 15C MedBlade (Med Goldman®) e espatula nimero 7
(Golgran®). As amostras de tecido gengival respectivas ao local da exodontia foram
imediatamente acondicionadas em 400 pul de PBS (Phosphate Buffered Saline) e congeladas
em freezer -80°C.

As amostras foram maceradas e homogeneizadas em tampédo de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTBA) (50 mg de tecido/ml). O homogenato foi centrifugado
utilizando em centrifuga refrigerada a 2.000 rpm por 15 minutos a 4°C. A atividade de MPO
do sobrenadante foi avaliada por mensuracdo das modificagcbes de absorbancia a 450 nm
usando uma solucdo de leitura (5 mg de O-dianizidina, 15 pul de 1% H202; 3 ml de tampé&o
fosfato, 27 ml H,O) analisada em leitor de ELISA LT-450 (LabTech®). As alteracfes de
absorbancia foram plotadas em uma curva padrdo para estandartizacdo da densidade de
neutrofilos e expressos em forma de MPO/mg de tecido (GONCALVES et al., 2014).

3.8 Analise Radiogréfica

As hemimandibulas de todos os grupos 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 radiogréfico e a distancia foco-filme constituiu em 10 cm. O tempo de
exposicdo foi estabelecido em 0,18 segundos fixando-se a 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 analise de imagem ImageJ®. Apos aleatoriza¢do, um
operador, que desconhecia 0s grupos experimentais, mediu em triplicata a area radioltcida
nos sitios pds-exodontia através do comando de selecdo de area livre (Freehand selections),

sendo considerada como unidade amostral a média aritmética das trés mensuragoes.
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3.9 Processamento e avaliagdo imunohistoquimica

Foram realizados cortes de 3um dispostos sobre laminas silanizadas para
realizacdo de imuno-histoquimica através da técnica da estreptavidina-biotinilada (adaptado
de HSU et al. 1981) para TNF-a. ApoOs desparafinizacdo e reidratacdo foi realizada
recuperacdo antigénica pela técnica de aquecimento em micro-ondas, onde as laminas foram
acondicionadas em recipientes de polipropileno contendo solucdo tampéo de citrato 10 mM
(pH = 6,0) e submetidas a trés aquecimentos sequenciais de 5 minutos em poténcia maxima.
Posteriormente, foi realizado bloqueio da peroxidase enddgena com perdxido de hidrogénio,
lavagem com solucdo tampdao de fosfato (PBS) e incubag¢do com anticorpo primario anti-TNF-
a (1:500 [SHAKER et al.,2013]) durante 12 horas.

Apo6s lavagem com PBS, foi realizada incubagdo com anticorpo secundario
biotinilado (Histofine®) durante 60 minutos e a revelacdo com 3,3’-Diamino-benzidina
(DAB) por 5 minutos (Dako®). As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris
por 10 segundos e montadas com Enthellan®.

Como controle positivo utilizou-se Ulcera intensamente inflamada em mucosa
jugal de rato. O controle negativo foi realizado suprimindo-se o anticorpo secundario da
reagdo em um dos cortes.

Para avaliacdo microscépica foram fotografados 05 campos em um aumento de
400x (area 7381.11 um) (SHAKER et al., 2013) no sitio referente & exodontia do primeiro
molar inferior esquerdo e contadas as células que exibirem positividade citoplasmatica e
membranar para o marcador. Foi considerada a soma dos campos marcados de cada lamina

como unidade amostral, sendo submetida a analise quantitativa.

3.10 Anélise da variacdo de massa corporea

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

como a variagdo de massa corpdrea (em porcentagem), em relacdo a massa inicial.

3.11 Analise dos parametros de toxicidade relacionados a administragdo de infliximabe

3.11.1 Indice hepatico, renal, esplénico e gastrico
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No dia do sacrificio, os animais tiveram figado, os rins esquerdo e direito, bago e
estdbmago removidos e pesados em balanca analitica de valor aproximado 10° g. Os valores
foram expressos como o indice do respectivo 6rgédo (peso umido de cada 6rgdo dividido pela

massa corporea do animal no dia do sacrificio).

3.11.2 Andlise histopatolédgica do estbmago, figado, rim e baco

3.11.2.1 Estdbmago

Para analisar a toxicidade do infliximabe neste 6rgdo foram observadas duas
regibes: cardia e fundica/corpo.

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

a) Integridade do epitélio escamoso de revestimento;

b) Presenca de vasos ectasicos na submucosa e mucosa;

c) Presenca de hemorragia na submucosa;

d) Presenca de células inflamatorias;

e) Presenca de ulceracao.

Na regido de fundica/corpo, foram considerados para analise:
a) Integridade do revestimento de mucosa;

b) Presenca de células parietais;

c) Presenca de células principais;

d) Presenca de vasos congestos na submucosa e mucosa;

e) Presenca de hemorragia na submucosa e mucosa;

f) Presenca de ulceragéo.

3.11.2.2 Figado

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

a) Infiltragdo de células inflamatorias;

b) Tumefagdo celular e/ou vacuolizacao citoplasmaética de hepatocitos;

c) Hiperplasia de células de Kupffer;
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d) Degeneracdo balonizante dos hepatdcitos;

e) Congestdo vascular portal e da veia centrolobular;
f) Hemorragia sinusoidal;

g) Fibrose;

h) Necrose de hepatécitos;

i) Esteatose micro vesicular (>5%) em hepatocitos;

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

3.11.2.3 Rim

Para as laminas referentes ao tecido renal, também foram utilizadas os mesmos
parametros de presenca e/ou auséncia, para cada uma das seguintes alteracGes consideradas
(adaptado de VASCONCELOS et al., 2007; adaptado de BARBIEIRI et al., 2010):

a) Tumefacdo do epitélio tubular;

b) Congestdo glomerular e intersticial;

c¢) Vacuolizacao isomérica do epitélio tubular;

d) Células inflamatoérias intersticiais;

e) Presenca de cilindro-hialino;

f) Presenca de fibrose.

3.11.2.4. Bago

Para andlise de toxicidade do baco, foram consideradas presenca e/ou auséncia
dos seguintes parametros (adaptado de VASCONCELOQOS et al., 2007):

a) Congestdo e hemorragia da polpa vermelha;

b) Presenca de pigmentos de hemossiderina;

¢) Hematopoiese extra-medular;

d) Atrofia esplénica

e) Hiperplasia da polpa branca;

f) Presenca de fibrose.

Nos casos indicativos de atrofia de polpa branca, foram fotografadas de cada

animal, dez regides em aumento de 100 vezes, constituidas pela bainha de linfécitos



31

periarterial e pelos nddulos esplénicos com ou sem centros germinativos. As fotografias foram
importadas para o software ImageJ®, para ser mensurada a area correspondente de cada polpa
branca a partir do comando de selecdo de area livre (Freehand selections), sendo considerada
como unidade amostral a média aritmética das mensuracdes. Foi selecionada a regido
constituida essencialmente pela polpa branca, retirando-se a area ocupada pela arteriola

central.

3.12 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e analisados por meio do ANOVA, unifatorial ou multifatorial, pareado
ou nao pareado, associado ao pos-teste de Bonferroni (MédiatEPM) ou teste t de Student.

Os dados dicotdmicos (auséncia ou presenca) foram expressos em forma de
frequéncia absoluta e percentual e analisados por meio do teste Exato de Fisher. Calculou-se a
area sob a curva do ensaio de Mieloperoxidase.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software estatistico GraphPad

Prism 5.0®, considerando um nivel de significancia de 95% (p<0.05).

3.13 Aspectos Eticos

O presente estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Federal do Ceara, sob nimero de protocolo 97/2014
(Anexo 1). Os pesquisadores envolvidos se comprometeram em envidar todos os esforgos
para reduzir ao minimo o numero de animais a serem utilizados, bem como o sofrimento dos

mesmaos, de acordo com os principios éticos para se trabalhar com animais de laboratorio.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise da Dificuldade Cirurgica da exodontia do 1° molar inferior

A dificuldade cirurgica foi composta pela analise de trés parametros: massa do
primeiro molar inferior, nimero de fraturas radiculares ocorridas no momento da exodontia e
tempo cirdrgico necessario para remogéo do dente.

Em relacdo a massa do primeiro molar inferior removido (mg), as médias
encontradas foram 18,788+0,435 mg para o grupo salina e de 18,718+0,310 mg para 0 grupo
infliximabe, ndo sendo observada diferenga estatisticamente significante entre os animais que
receberam solugéo salina e os grupos tratados com infliximabe quando analisados todos o0s
dias de forma conjunta (p= 0,8955/ teste t de Student) nem quando vistos em diferentes dias
(p=0,4109/ 2-way-ANOVA/Bonferroni) (Tabela 1).

Quanto ao nimero de fraturas, ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos em
cada dia analisado (p=0,9985/2-way-ANOVA/Bonferroni) nem entre os valores totais de cada
grupo. A média do nimero de fraturas do salina foi 0,349+0,105 versus 0,391+0,114 do grupo
tratado com infliximabe (p= 0,9077/ teste t de Student) (Tabela 1).

O tempo decorrido para realizacdo da exodontia do primeiro molar inferior (em
segundos) foi de 106,250+4,982 s para o salina e de 105,400+5,158 s para 0 grupo
infliximabe, ndo diferindo estatisticamente entre os mesmos (p= 0,8389/ teste t de Student).
Também ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes quando se
compararam 0s grupos salina e infliximabe em cada um dos dias analisados (p=0,8467, 2-
way-ANOVA/Bonferroni) (Tabela 1).
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Tabela 1. Analise da dificuldade cirirgica (massa dos dentes, nimero de fraturas e tempo cirirgico) dos animais submetidos a exodontia do 1°. molar inferior.

Tempo (dias)

01 03 07 14 21 28 V;:E)ra Total Vaﬁ’;)rb

Massa do
dente (mg)

Salina 18,286+1,423 17,333+1,838  19,971+0,637  19,013+0,952 19,500+0,492 18,317+0,712  0,4109 18,788+0,435 0,8955
Infliximabe  18,229+1,137 19,337+0,716  19,700+0,424  17,029+0,748 19,729+0,350 17,900+0,624 18,718+0,310
Numero de
fraturas
Salina 0,333+0,211 0,714+0,286 0,125+0,125 0,375+0,183 0,000+0,000 0,500+0,342 0,9985  0,349+0,105  0,9077
Infliximabe 0,333+0,211 0,625+0,375 0,111+0,111 0,300+0,267 0,000+0,000 0,500+0,342 0,391+0,114
Tempo
cirdrgico (s)

Salina 110,42946,622  99,000+11,557 85,875+8,397 129,375+6,047 90,571+13,631 125,667+13,777 10,8467 106,250+4,982 0,8389
Infliximabe 100,000+12,075 93,714+16,905 81,889+6,717 123,75046,606 110,000+11,023 126,375+16,967 105,40045,158

A massa do 1° molar inferior (p=0,8955) bem como o nimero de fraturas radiculares (p= 0,9077) e o tempo cirlrgico necessario para
exodontia(p=8389) ndo diferiram de maneira significante entre os grupos tratados com infliximabe e solucdo salina. Da mesma forma, ndo
foram visualizadas diferencas quando a analise considerou os diferentes dias em relagdo massa do dente (p=0,4109), nimero de fraturas
(p=0,9985) e tempo cirdrgico (p=0,8467),
a- ANOVA-2-way/Bonferroni; b - Teste t de Student, Dados expressos em forma de média + erro-padréo (p<0,05)
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4.2 Analise Radiogréfica Digital das mandibulas

A area radiolucida, sugestiva de alvéolo em processo de cicatrizacdo, aferida a
partir de radiografias digitais das mandibulas, em pixels, reduziu progressivamente com o
passar do tempo, entre o dia 1 (salina: 11.607,520 + 586,604 pixels; infliximabe: 13.077,670
+ 542,713 pixels) e o dia 28 (salina: 3.494,333 + 996,822 pixels; infliximabe: 4.166,524 +
629,551) de maneira semelhante para ambos 0s grupos, sendo observadas diferencas
significativas a partir do dia 7 (p<0,0001 para ambos os grupos /1 way ANOVA/Bonferroni).

Entretanto, entre os grupos salina e infliximabe, ndo houve diferencas
significantes nas areas radiolUcidas no sitio pds-extracdo em nenhum dos dias avaliados (Dia
1 - salina: 11.607,520 + 586,604 pixels, infliximabe: 13.077,670 + 542,713 pixels; Dia 3 -
salina 12.187,080 + 656,7452 pixels, infliximabe: 11.125,240+337,476 pixels; Dia 7 - salina:
8.960,944 * 864,0161 pixels, infliximabe: 9.004,041 + 407,202 pixels; Dia 14 - salina:
7.285,222 + 564,037 pixels, infliximabe: 9.378,239 + 470,686 pixels; Dia 21 - salina:
5.009,500 * 497,438 pixels, infliximabe: 4.442,733 + 586,683 pixels e Dia 28 - salina:
3.494,333 = 996,822 npixels; infliximabe: 4.166,524 + 629,551) (p=0,0646/ 2-way-
ANOVA/Bonferroni) (Gréfico 1/ Figura 1).

Gréfico 1: Area radioltcida em pixels dos alvéolos dentarios avaliados nos dias 1, 3,7, 14, 21 e 28.
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N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes nos dias
analisados entre os grupos salina e infliximabe (p = 0,2392/ 2-way ANOVA/
Bonferroni)




Figura 3. Aspectos radiogréficos dos sitios de exodontia dos animais
salina (A, C, E, G, I, K) e tratados com infliximabe (B, D, F, H, J, L),
em diferentes dias.
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4.3 Analise histologica descritiva dos sitios pos-exodontia

A analise histologica revelou nos alvéolos de ambos os grupos sacrificados no 1°
dia apds o procedimento cirdrgico, preenchimento do sitio pds-exodontia por denso coagulo
sanguineo em meio a numerosos eritrocitos e leucocitos concentrados principalmente na
porcdo mais superior (Figura 3, A e B).

No terceiro dia, visualizou-se, em ambos 0s grupos, presenca de escasso coagulo
sanguineo, fibrina, tecido de granulagdo e de infiltrado inflamatério misto localizado
principalmente na porgdo superior. No entanto, no grupo infliximabe, observou-se um
infiltrado inflamatorio menos proeminente que o grupo salina (Figura 3, C e D).

No sétimo dia apds a exodontia, em ambos os grupos foram visualizados tecido de
granulacdo, deposicdo de tecido Osseo neoformado na profundidade e osteoclastos de
permeio. Os alvéolos referentes aos animais tratados com infliximabe apresentaram o tecido
de granulacdo ainda entremeado por moderado infiltrado inflamatorio leucocitario misto além
de discreta deposicdo de tecido 6sseo neoformado (Figura 3, E e F).

No 14° dia foram observadas caracteristicas semelhantes as descritas para o 7° dia,
com presenca de tecido de granulagdo e infiltrado inflamatdrio misto. Entretanto, extensa
guantidade de tecido Osseo neoformado foi visualizada no interior dos alvéolos.
Subjetivamente, o grupo infliximabe apresentava menor quantidade de formacdo de tecido
0sseo do que o grupo salina. (Figura 3, G e H)

Nos vigésimo primeiro e vigésimo oitavo dia de cicatrizacdo, observou-se extensa
deposicdo de tecido 6sseo neoformado, intercalado por pequenas areas remanescentes de
tecido fibroso em ambos 0s grupos. Escassos osteoclastos foram visualizados na periferia do
0sso neoformado, assim como raras células inflamatdrias mononucleares. Os animais tratados
com infliximabe mostraram maior quantidade de tecido fibroso remanescente assim como

osteoclastos quando comparados com os do grupo salina (Figura 3, I, J, Ke L).



Figura 4.Aspectos histopatologicos dos sitios de exodontia dos
animais salina (A, C, E, G, |, K) e tratados com infliximabe (B,

Seta preta: codgulo sanguineo; Seta azul: tecido 6sseo neoformado; Seta
verde: tecido fibroso.
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4.4. Contagem do numero de células polimorfonucleares neutrofilos, mononucleares e
osteoclastos

A contagem de células polimorfonucleares neutréfilos revelou menores valores no
grupo infliximabe em comparagdo ao salina (dia 01- salina: 169,200 +10,413; infliximabe:
156,800+ 3,200; dia 03 - salina: 160,400+ 4,567, infliximabe: 126,000+5,233; dia 07 -
salina:120,167 + 7,639, inflximabe: 71,333%£5,649, dia 14 - salina: 82,750%6,421,
infliximabe: 63,000£5,339, dia 21- salina: 69,250+9,903, infliximabe: 43,250+1,797 e dia 28
— salina: 69,250+9,360, infliximabe: 45,000+2,415). No entanto, foram observadas diferencas
estatisticamente significantes somente nos dias 03 e 07 (p< 0,01 e p< 0,001,
respectivamente/2-way-ANOVA/Bonferroni) (Grafico 2)

Notou-se também menor nimero de células mononucleares no grupo infliximabe
em relacdo ao salina (dia 01- salina: 5,833 +0,307; infliximabe: 3,667+ 0,422; dia 03 - salina:
7,200+ 0,583, infliximabe: 5,000+0,456; dia 07 - salina: 25,500+ 2,446; inflximabe:
19,500+1,176; dia 14 — salina: 16,667+1,333, infliximabe: 19,500+0,872, dia 21- salina:
12,400+0,980, infliximabe: 9,833+1,195 e dia 28 — salina: 5,400£0,600, infliximabe:
4,200+0,490). Somente no dia 07, o numero de células mononucleares do grupo infliximabe
estava menor que o salina, de forma significante (p< 0,01 /2-way-ANOVA/Bonferroni)
(Gréfico 3)

O ntmero de osteoclastos foi menor no grupo infiliximabe quando comparado ao
salina (dia 01- salina: 0,200 +0,200; infliximabe: 0,000+ 0,000; dia 03 - salina: 2,750+ 0,479,
infliximabe: 1,286+0,421; dia 07 - salina: 8,000+ 1,291; inflximabe: 4,000+0,365; dia 14 —
salina: 17,500+0,992, infliximabe: 11,500+0,922, dia 21- salina: 14,000£1,414, infliximabe:
10,800+1,158 e dia 28 — salina: 12,600+1,208, infliximabe: 9,833+0,703), apresentando
diferencas estatisticamente significantes nos dias 07 e 14 (p< 0,01 e p< 0,001,

respectivamente/2-way-ANOVA/Bonferroni) (Gréfico 4).
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Gréfico 02: Contagem celular de polimorfonucleares neutréfilos em alvéolos
dentarios pos-exodontia de 1° molar inferior.
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Foram observadas diferengas estatisticamente significativas do 3° e 7° dia de observagdo,
representando menor nimero de células no grupo infliximabe em relagdo ao grupo salina. (p<0,01
e p<0,001; respectivamente /2-way ANOVA/ Bonferroni)

Gréfico 03: Contagem celular de mononucleares em alvéolos dentarios pos-
exodontia de 1° molar inferior.
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No 7° dia de observacéo, encontrou-se menor nimero de células no grupo infliximabe em relacdo ao
grupo salina, de forma significante. (p<0,01 /2-way ANOVA/ Bonferroni)




Grafico 4: Contagem de osteoclastos em alvéolos dentarios pés-exodontia de 1°
molar inferior.
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Nos 3° e 7° dias de estudo, verificou-se menor nimero de osteoclastos no grupo infliximabe em
relacdo ao grupo salina. (p<0,01 e p<0,001; respectivamente /2-way ANOVA/ Bonferroni)
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4.5 Analise do percentual de preenchimento por tecido 6sseo e conjuntivo

Na anélise do percentual de &rea do alvéolo preenchida por tecido 6sseo foi
visualizado preenchimento significativo gradual do sitio pds-exodonta a partir do dia 07 em
ambos 0s grupos (dia 7- salina: 14,580 +1,124; infliximabe: 9,460+ 1,134; dia 14-salina:
53,217+ 3,957, infliximabe: 42,033£2,025; dia 21 - salina: 76,817+ 1,969, inflximabe:
73,375+2,307 e dia 28 — salina: 78,517+3,692, infliximabe: 73,933+0,993). Somente no dia
14, o grupo infliximabe apresentou, de forma significativa, menor quantidade de tecido 6sseo
(p<0,001/2-way-ANOVA/Bonferroni) (Gréafico 5).

Quanto a andlise do tecido conjuntivo, foi visualizada diminuicdo em ambos 0s
grupos a partir do dia 07, com maior persisténcia desse tecido no grupo infliximabe (dia 7-
salina: 86,520 +1,556; infliximabe: 90,390+ 1,327; dia 14 - salina: 46,783+ 3,957,
infliximabe: 57,967+2,025; dia 21 - salina: 26,350+ 2,077, inflximabe: 26,125+2,793 e dia 28
— salina: 22,483+3,692, infliximabe: 26,067+£0,993). Entretanto, somente no dia 14 essa
diferenca foi estatisticamente significante (p<0,001/2-way-ANOVA/Bonferroni). (Gréfico 6)



Grafico 05: Analise do percentual de area de tecido 6sseo em alvéolos dentarios pos-
exodontia de 1° molar inferior
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. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas no 14° dia, com menor deposicéo
6ssea no grupo infliximabe em relagdo ao salina. (p<0,001 /2-way ANOVA/ Bonferroni)

Gréfico 06: Anélise do percentual de &rea de tecido conjuntivo em alvéolos dentérios pés-
exodontia de 1° molar inferior.
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No 14° dia foi encontrada, maior area de tecido conjuntivo no grupo infliximabe em relagéo ao
salina, com significancia estatistica. (p<0,001 /2-way ANOVA/ Bonferroni)
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4.6 Analise da coloracdo de Picrossirius Red

Na anélise da area total representada por colédgeno, corada por rosa avermelhado,
foi visualizado preenchimento gradual do sitio pds-exodontia com maior quantidade nos dias
7 e 14 (dia 01- salina: 13,633 +0,775; infliximabe: 12,300+ 0,643; dia 03 - salina: 18,500+
1,879, infliximabe: 17,667+£1,091; dia 07 - salina: 38,900+ 2,902; inflximabe: 28,200+2,595;
dia 14 — salina: 41,725£3,881, infliximabe: 33,667+2,922, dia 21- salina: 37,750%4,534,
infliximabe: 26,525+3,664 e dia 28 — salina: 34,267+3,208, infliximabe: 29,833+5,302),. Ndo
foram vistas diferencas significativas entre o grupo infliximabe e salina (p = 0,8682/ 2-way-
ANOVA/Bonferroni) (Gréfico 7).

Apos polarizacdo de luz, a area representada por colageno tipo | mostrou-se mais
intensa a partir dos dias 7 e 14 em ambos os grupos. Entretanto, nesses mesmos dias, 0 grupo
infliximabe apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo ao salina, com
menor quantidade de colageno tipo I (dia 01- salina: 6,700 £0,896; infliximabe: 6,667+ 1,643;
dia 03 - salina: 8,733+ 1,279, infliximabe: 6,667+0,745; dia 07 - salina: 22,300+ 2,299;
inflximabe: 14,200+2,595; dia 14 — salina: 21,000+£1,812, infliximabe: 12,575+1,377, dia 21-
salina: 18,750+2,633, infliximabe: 13,000+1,864 e dia 28 - salina: 15,933+2,208,
infliximabe: 12,433+2,073) (p<0,05/ 2-way-ANOVA/Bonferroni) (Grafico 8) (Figura 5).

No que diz respeito a area representada por colageno tipo Ill, esta foi menor do
que a area representado por colageno do tipo I em ambos os grupos. Nao houve diferencas
significativas na quantificacdo desse tipo de colageno entre os grupos infliximabe e salina (p
= 0,6986 2-way-ANOVA/Bonferroni) (dia 01- salina: 9,800 +1,674; infliximabe: 10,067+
1,725; dia 03 - salina: 10,433+ 1,855, infliximabe: 11,667+2,745; dia 07 - salina: 12,300+
1,587; inflximabe: 13,200£2,595; dia 14 — salina: 8,500+0,812, infliximabe: 10,575+1,377,
dia 21- salina: 8,925+0,832, infliximabe: 10,275+1,864 e dia 28 — salina: 9,467+0,884,
infliximabe: 8,700£0,757) (Gréafico 9) (Figura 5).

Adicionalmente, nos dia 7 (salina = 1,901+0,243; infliximabe = 1,061+0,258), 14
(salina = 2,365+0,204; infliximabe = 0,942+0,173) e 21 (salina = 1,992+0,201; infliximabe =
1,274+0,042) a propor¢do colageno tipo I:11l mostrou-se significantemente menor no grupo
infliximabe que no grupo salina (p=0,003/ 2-way-ANOVA/ Bonferroni)). Ndo houve
diferenca significante nos dias 1 (salina = 0,765+0,153; infliximabe = 0,655+0,116), 3 (salina
= 0,714+0,035; infliximabe = 0,531+0,032) e 28 (salina = 1,574+0,104; infliximabe =
1,375+0,088) (Gréafico 10).
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Na andlise de area sob a curva de deposicdo de colédgeno, o grupo tratado com
solucdo salina apresentou dois picos de deposicdo de coldgeno nos dias 7 e 14 enquanto 0
grupo tratado com infliximabe apenas no dia 7. O momento de inversdo da propor¢do de
colageno tipo Il para | ocorreu entre os dias 3 e 7 no grupo tratado com salina e entre 0s dias
14 e 21 no grupo tratado com infliximabe (Figura 4)

Gréafico 7: Mensuracdo da area total de preenchimento por colageno em alvéolos
dentarios pos-exodontia de 1° molar inferior.
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N&o foram observadas diferencas significativas em nenhum dos dias avaliados, entre os
animais tratados com infliximabe e salina (p= 0,8682 /2-way ANOVA/ Bonferroni).
Coloracdo de Picrosirius Red.

Gréfico 8: Mensuracao da area de preenchimento por colageno do tipo | em alvéolos
dentarios po6s-exodontia de 1° molar inferior.
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Nos dias 7 e 14 foi observada menor composicéo de colageno tipo | nos alvéolos do grupo
infliximabe em relacdo ao grupo salina, de forma significante (p<0,05 /2-way ANOVA/
Bonferroni). Coloracdo Picrosirius Red apds polarizacao de luz.




Graéfico 9: Mensuracédo da area de preenchimento por colageno do tipo 111 em alvéolos
dentarios pos-exodontia de 1° molar inferior.
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Né&o foram vistas diferencas significativas em nenhum dos dias avaliados, na composi¢éo de
colageno I, entre os animais tratados com infliximabe e salina (p= 0,6986 /2-way ANOVA/
Bonferroni) Coloragdo Picrosirius Red apés polarizagéo de luz.

Gréfico 10: Relacdo entre as areas de preenchimento por colageno do tipo I: 111 em
alvéolos dentérios pés-exodontia de 1° molar inferior.
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Foi visualizada menor proporcdo entre colageno tipo I:11l nos dias 7, 14 e 21 dos animais

tratados com infliximabe quando comparados ao salina (p= 0, 003/2-way ANOVA/
Bonferroni) Coloragdo Picrosirius Red apds polarizacdo de luz.
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Figura 5. Area sob a curva da marcagéo por colageno total (vermelho), tipo | (amarelo) e tipo 111 (verde) de alvéolos p6s-exodontia do 1°
molar inferior de animais tratados com infliximabe ou salina.
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Figura 6. Fotomicrografias de alvéolos dentérios pos-exodontia do 1° molar inferior em animais tratados com infliximabe ou salina nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28.

DIA 01 DIA 03 DIA 07

SALINA

INFLIXIMABE

SALINA

INFLIXIMABE

Coloragdo Picrossirius Red sem (imagens a esquerda) e apds polarizacéo de luz ( a direita). 200x. Seta branca: colageno tipo I; seta amarela: colageno tipo Ill.
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4.7 Ensaio e dosagem de Mieloperoxidase (MPO)

Este ensaio revelou menor quantidade de MPO no tecido gengival dos animais do
grupo inflximabe em todos os dias analisados em comparacdo aos animais salina (dia 01 —
salina: 1,871+1,493, infliximabe: 0,169+0,169; dia 03 — salina: 1,981+0,819, dia 7- salina:
1,433 £1,015; infliximabe: 0,548+ 0,288; dia 14 — salina: 2,124+ 0,718, infliximabe:
0,253%0,146; dia 21 - salina: 1,011+0,759, inflximabe: 1,180+0,451 e dia 28 — salina:
1,180+0,451, infliximabe: 0,405+0,0,171) (p= 0,051 /2-way ANOVA/ Bonferroni).

A area sobre a curva calculada para o grupo salina foi de 9,014 enquanto que para
o grupo infliximabe foi de 1,719, ou seja, a area sobre a curva do grupo infliximabe foi cerca
de 5 vezes menor do que a do grupo salina. Entretanto, diferencas estatisticamente

significantes foram observadas somente nos dias 01 e 03 (p < 0,05) (Gréfico 7).

Gréfico 10: Dosagem de Mieloperoxidase (MPO) do tecido gengival relacionado aos sitio pds-
exodontia do 1° molar inferior em diferentes dias
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Foi observada menor expressdo de MPO no grupo infliximabe em relagdo ao grupo salina, nos dias
1 e 3, de forma estatisticamente significante (p<0,05 /2-way ANOVA/ Bonferroni)
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4.8 Avaliacdo Imunohistoquimica

A imunoexpressdao de TNF-a nos alvéolos pds-exodontia foi menor no grupo
infliximabe em relacdo ao salina, sendo encontrada diferenca estatisticamente significante nos
dias 07, 14, 21 e 28 (p<0,01; p<0,05, p<0,05 e p<0,01 respectivamente/ 2-way ANOVA —
Bonferroni) (Tabela 2)(Figura 6)

Tabela 2. Numero de células positivas para expressao TNF-o nos alvéolos dentarios pos-exodontia em diferentes

Salina Infliximabe p- valor 2 dias.
Dia 01 70,500£7,500 63,500£15,500 p > 0,05
Dia 03 92,333£7,535 86,666+8,685 p > 0,05
Dia 07 282,666+10,105 217,000+£14,679* p<0,01**
Dia 14 142,500+14,203 93,666+13,195* p <0,05*
Dia 21 133,25045,621 102,500£3,756* p <0,05*
Dia 28 186,333+10,477 122,333+12,862* p<0,01**

a- ANOVA-2-way/BonferroniDados expressos em forma de média + erro-padrao (p<0,05)

Grafico 11- Contagem de células positivas para imunomarcagao por TNF-o. em alvéolos pos-
exodontia do 1° molar inferior.
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Foram visualizadas diferencas estatisticamente significantes nos dias 07, 14, 21 e 28 entre o
grupo infliximabe e o salina. (p<0,01; p<0,05, p<0,05 e p<0,01 respectivamente/ 2-way
ANOVA — Bonferroni)




Figura 7. Imunomarcacéo de TNF-o em alvéolos pos-exodontia do 1° molar inferior.

SALINA INFLIXIMABE SALINA INFLIXIMABE
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DIA7

DIA 21

Foi observada menor marcacdo de células no grupo infliximabe do que no grupo salina, com significancia
estatistica nos dias 07, 14, 21 e 28. (p<0,01; p<0,05, p<0,05 e p<0,01 respectivamente/ 2-way ANOVA -
Bonferroni)
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4.9 Avaliagéo da area sob a curva dos parametros relacionados a cicatrizacio dos
alvéolos pos-exodontia

Foi realizado célculo de &rea sob a curva dos gréaficos dos parametros:
radiogréafico, area tecido conjuntivo, area tecido 6sseo, contagem de macrofagos, neutrofilos,
osteoclastos, contagem de células TNF-a positivas, MPO de gengiva, colageno total,colageno
tipo I,colageno tipo I1, relagdo colageno I:111.

Com excecdo da andlise radiografica (relacdo salina: infliximabe = 1,0), area de
tecido conjuntivo (relacdo salina: infliximabe = 0,9) e area de colageno tipo Il (relagdo
salina: infliximabe = 0,8) todas as avaliacdes de area sob a curva temporal do grupo salina

foram de 1,1 a 6,6 vezes maiores no grupo salina que no grupo infliximabe (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de drea sob a curva de pardmetros relacionados a cicatrizagdo pds-exodontia.

Salina Infliximabe Relagao Salina

/ Infliximabe
Area sob a curva
Radiografico 40664 42572 1,0
Area tecido conjuntivo 318,0 337,5 0,9
Avrea tecido 6sseo 183,4 161,8 1,1
Contagem de macréfagos 67,4 51,4 1,3
Contagem de neutréfilos 434,1 319,6 1,4
Contagem de Osteoclastos 48,7 32,5 15
Contagem de células TNF-a positivas ~ 776,1 592,4 1,3
MPO de gengiva 9,9 1,5 6,6
Colageno total 152,2 123,3 1,2
Colégeno tipo | 80,4 56,1 1,4
Colageno tipo Il 52,1 64,4 0,8

Relacdo Colageno I:111 8,1 4,8 1,7
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4.10 Avaliacdo da presenca de colnias bacterianas

A avalia¢do microscdpica dos sitios pos-exodontia revelou que quase a totalidade
dos animais nos dias 1 e 3 apresentaram &reas basofilicas sugestivas de colbnias bacterianas
de Actinomyces. A partir do 7° dia, verificou-se diminuicdo gradual da identificacdo dessa
areas, contudo, sem diferenca estatistica entre os grupos infliximabe e salina (p=1,000 em

todos os dias/ Teste do qui-quadrado) (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia da presenca de material baso6filo consistente com coldnias bacterianas nos sitios pos-
exodontia.

Salina Infliximabe
+H- % +/- %  p-Valor

Dia
1 6/1 857 6/0 100.0 1.000
3 6/0 100.0 6/0 100.0 1.000
7 4/2 66.7 4/2 66.7 1.000
14 3/3 500 3/3 500 1.000
21 2/3 400 2/4 333 1.000
28 2/4 333 2/4 333 1.000

*p<0.05, teste do qui-quadrado. Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual (+ = material
basofilico sugestivo de coldnias de Actinomyces presente; (- = material basofilico sugestivo de coldnias de
Actinomyces ausente)
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4.11 Anélise dos parametros de toxicidade associados a administracdo de Infliximabe

4.11.1 Analise da variacao de massa corpdrea

Os animais de ambos 0s grupos experimentais ganharam peso (em percentual)
com o decorrer do experimento desde o seu inicio, com a primeira administracdo da droga,
(dia-21) ao ultimo dia de observagdo (dia 28), com variagcOes finais positivas de 38,10 +
5,76% para o grupo salina e de 39,08 + 6,04% para o grupo infliximabe (p< 0,001/1 way
ANOVA/ Bonferroni).

Entretanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre os
grupos no que diz respeito a variagdo de massa corpdrea dos animais em nenhum dos dias
avaliados (p= 0,0660 /2-way ANOVA/ Bonferroni) (Gréafico 8).

Grafico 11: Variacao de massa corporea dos animais submetidos a exodontia e
tratados com infliximabe e salina.
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N&o foram observadas diferencas significativas em nenhum dos dias avaliados (p= 0,0660 /2-way
ANOVA/ Bonferroni).
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4.11.2 Analise dos indices dos érgaos

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos salina e
infliximabe no que diz respeito aos indices dos érgdos figado, estbmago e rins em nenhum
dos dias avaliados (p=0,5743; 0,7665 e 0,4062, respectivamente/2-way ANOVA/ Bonferroni)
(Tabela 5).

Entretanto, foram observadas alteragdes do indice esplénico, no 28° dia do
experimento, onde foi percebida diminuicdo do peso do bago dos animais do grupo

infliximabe em relacdo ao salina (p= 0,0091/ 2-way ANOVA/ Bonferroni) (Tabela 5).

4.11.3 Andlise histopatol6gica dos 6rgaos
4.11.3.1 Estbmago

A analise histoldgica do estbmago foi realizada em duas partes: cardia e regido de
fundo/corpo. Em todos 0s grupos experimentais, o estdmago exibiu a regido de cardia
revestida por epitélio pavimentoso estratificado ortoceratinizado, sob o qual havia cérion
fibroso denso com vasos sanguineos ectasicos de diferentes calibres (Figura 7).

Na regido fundica/corpo, 0s 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
8).

4.11.3.2 Figado

Os animais de ambos 0s grupos apresentaram arquitetura hepatica preservada,
com leve tumefacdo de hepatdcitos, discretas areas de hemorragia sinusoidal e tumefacdo de
células de Kupffer. Também foram visualizadas areas com dilatagdo e/ou congestdo dos vasos
portais. Alguns animais apresentaram leve a moderada vacuolizacdo de hepatdcitos e raros
focos inflamatorios, porém tal alteracdo foi visualizada igualmente em ambos 0s grupos

experimentais (Figura 9).

4.11.3.3 Rim

A anélise do rim dos animais revelou que em ambos 0S grupos a estrutura

glomerular estava preservada, no entanto, hemorragia tubular e intersticial, presenca de
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cilindro-hialino, tumefacdo de células epiteliais, além de células inflamatérias dispersas pela
amostra foram encontradas (Figura 10).
Dezenove (onze do grupo salina e oito do infliximabe) animais exibiram

vacuolizacdo do epitélio tubular, sem diferencas entre 0s grupos experimentais.

4.11.3.4 Baco

Todos os bagos dos animais analisados mostraram preservagdo da arquitetura
lobular, com visualizacao de polpa branca e vermelha, e megacaridcitos de permeio.

Em 13 animais do grupo salina e 15 do infliximabe houve congestdo de polpa
vermelha, e em 21 animais do grupo salina e 22 do grupo infliximabe houve deposicéo de
pigmento alaranjado sugestivo de lipofucsina. Essas alteragdes, portanto, pareceram néo
diferir entre os grupos experimentais (Figura 11).

Na analise histomorfométrica da polpa branca dos animais, foi visualizada menor
area total (salina: 456.200 £ 85.290 pixels, infliximabe: 182.000 + 14.460 pixels) nos animais
do grupo infliximabe em relacdo ao salina (p=0,0194 /teste t de Student).(Gréafico 12).
Ressalta-se a diminui¢cdo da extensdo da bainha de linfocitos periarterial contribuindo para o

achado de atrofia da polpa branca.
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Tabela 5. indice dos 6rgdos figado, estdmago, bago e rins dos animais submetidos a exodontia do 1° molar inferior tratados com infliximabe ou salina.

Tempo (dias)

01 03 07 14 21 28 p-

Valor?

Indice

hepético

Salina 4,062+0,164 3,424+0,101 3,808+0,167 4,603+0,109 4,032+0,163 3,993+0,363  0,5743

Infliximabe 4,036+0,151 3,218+0,093 3,645+0,199 4,570+0,105 4,264+0,165 3,498+0,256

indice

gastrico

Salina 0,547+0,019 0,477+0,019 0,497+0,019 0,492+0,019 0,463+0,021 0,540+0,054 0,7665

Infliximabe 0,577+0,029 0,454+0,016 0,514+0,031 0,519+0,016 0,482+0,012 0,495+0,038

indice

esplénico

Salina 0,205+0,013 0,202+0,006 0,204+0,011 0,222+0,011 0,238+0,009 0,217+0,017 0,0091*

Infliximabe 0,189+0,007 0,167+0,005 0,243+0,011 0,217+0,017 0,243+0,014 0,178+0,009*

indice

renal

Salina 0,441+0,007 0,386+0,009 0,376+0,014 0,429+0,020 0,377+0,030 0,418+0,032  0,4062

Infliximabe 0,420+0,014 0,334+0,007 0,364+0,016 0,397+0,014 0,392+0,006 0,365+0,022

O indice dos 6rgdos figado, estomago e rins ndo diferiram de maneira significante entre os grupos tratados com solucdo salina e com
infliximabe (0,0937; 0,9894 e 0,4062 respectivamente). Entretanto, foram encontradas diferencas estatisticamente significantes para o indice
esplénico no dia 28( p=0,091).

a- ANOVA-2-way/Bonferroni; Dados expressos em forma de média + erro-padrao (p<0,05)



Figura 8. Fotomicrografia da regido de cardia do estbmago dos animais
tratados com infliximabe ou salina.
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DIA 28

A mucosa gastrica da cardia exibiu revestimento por epitélio estratificado
pavimentoso ortoceratinizado, sob o qual ha cérion fibroso com vasos
sanguineos ectasicos (HE, 200x). Seta preta: epitélio de revestimento; seta
azul: corion fibroso.



Figura 9. Fotomicrografia da mucosa do fundo/corpo do estbmago
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DIA 28

A sy L W : P 8l
Foram visualizadas glandulas gastricas com células principais e parietais, seguida

de tGnica muscular e submucosa com vasos sanguineos ectasicos (seta ) (HE,
200x).
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Figura 10.Fotomicrografia do figado dos animais tratados com infliximabe ou
salina

DIAO1

DIA 03

DIA 07

DIA 14

DIA 21

DIA 28

. Arquitetura lobular representada por cordfes de hepatécitos e congestdo veia
centrolobular e portal foram observados (HE, 200x). Seta preta: hepatécitos;
seta branca: veia centrolobular.
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Figura 11. Fotomicrografia do rim dos animais tratados com infliximabe ou
salina

INFLIXIMABE
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DIA 14

DIA21

DIA 28

Visualiza-se preservacdo da estrutura glomerular e dos tlbulos proximais e distais
(HE 200x). Seta branca: glomérulos.
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Figura 12. Fotomicrografia do bago dos animais tratados com infliximabe ou
salina,

SALINA INFLIXIMABE

DIA 01

DIA 03

DIA 07

DIA 14

DIA 21

DIA 28

Foi identificado atrofia de polpa branca (circulo) somente no 28° dia ap6s a
exodontia. (HE, 200x). Seta branca/circulo vermelho: polpa branca.
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Grafico 12: Analise histomorfométrica da area corresponde a polpa branca no bago dos
animais salina e tratados com infliximabe,
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Foi observada diminuicédo da area total dos noédulos linfoides nos animais tratados com infliximabe
em relacdo ao salina (p=0,0194/ teste t de Student).
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5 DISCUSSAO

O infliximabe caracteriza-se por ser um potente inibidor de TNF-o, uma
importante citocina pro-inflamatoria envolvida em diversos processos fisioldgicos e
patoldgicos, o qual, por essa capacidade, tem sido amplamente utilizado no tratamento de
doencas de cunho inflamatdrio. O presente trabalho buscou investigar se a inibicdo de TNF-a
causada por essa droga seria capaz de interferir na cicatrizacdo de alvéolos dentarios apos
procedimento de exodontia.

O modelo experimental ndo revelou diferencas entre 0s grupos de animais que
receberam infliximabe ou salina em relacdo ao tempo de exodontia, a massa dos dentes e
nimero de fraturas radiculares. Esses parametros sdo reportados na literatura como
relacionados a dificuldade cirdrgica e consequentemente proporcionais ao aumento da dor e
inflamacédo pds-operatorias (BELLO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2000). Dessa forma, pode-
se inferir que o procedimento cirargico, o qual foi realizado de forma aleatorizada e por
operador previamente treinado que desconhecia 0s grupos experimentais, minimizou a
influéncia de fatores traumaticos (advindos da dificuldade cirtrgica) que pudessem gerar dano
tecidual e inflamac&o adicionais capazes de interferir nos resultados obtidos.

Quanto aos achados radiograficos, ndo foram visualizadas diferencas significantes
entre as areas radiollcidas pds-exodontia dos grupos infliximabe e salina. Tais achados
corroboram com os descritos por Nakachi et al. (2012) os quais também ndo observaram
alteracBes radiogréficas significantes em exame de micro tomografias computadorizadas
(LCT) em modelo de cicatrizacdo alveolar entre animais do grupo controle e animais tratados
com composto indutor de modificacdo alostérica por cavidade (CIAM), um outro tipo de
bloqueador da acdo do TNF-a. Esses dados sugerem que a inibicdo de TNF-a parece néo
alterar o reparo 6sseo sob ponto de vista da avaliagdo radiografica.

Na descricdo histopatoldgica dos sitios pds-exodontia, em relacdo aos grupos de
1, 3 e 7 dias, os achados sdo coerentes com o0s previamente descritos na literatura (KIM et al.,
2012) onde foram visualizados alvéolos preenchidos por coagulo sanguineo no primeiro dia,
com posterior substituicdo por fibrina e tecido de granulacdo no terceiro dia e inicio de
formacéo de tecido 6sseo a partir do sétimo dia de observagé&o.

No que diz respeito a menor quantidade de células inflamatdrias nos alvéolos
dentarios no grupo infliximabe encontrada no presente trabalho, foi descrito previamente na
literatura que 0 TNF-a configura-se como um potente agente quimiotatico e ativador de

células leucocitarias, como macrdéfagos e neutréfilos, sendo capaz de aumentar inclusive a
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atividade fagocitaria dessas células in vitro (LIN et al., 2007; NIU et al., 2015). Assim, a
inibicdo dessa citocina pode ter interferido negativamente na quimiotaxia celular,
representada por menor influxo de células inflamatorias nos alvéolos dentarios.

Além disso, os achados histologicos representados por menor deposicdo de tecido
6sseo e maior quantidade de tecido conjuntivo, corroboram com os resultados de Gerstenfield
et al. (2003) os quais descreveram a cicatrizacdo de fraturas de fémur em modelos de reparo
endocondral e intramembranoso em ratos knockout para o receptor de TNF (TNFR-)
avaliados nos dias 7, 14, 21 e 28. Tal estudo concluiu que os ratos com auséncia do receptor
de TNF apresentaram déficit de cicatrizacdo nos dias avaliados, com menor formacgdo de
tecido Gsseo e persisténcia de tecido fibroso cicatricial quando comparados aos animais do
grupo controle.

Modelos de extracdo dentaria e alveolite demonstram que 0s niveis de TNF-a
apresentam correlagdo positiva com a quantidade de infiltrado inflamatério presente no
interior dos alvéolos, bem como correlagcdo negativa com a quantidade de tecido 0sseo
depositado (CARDOSO et al., 2011). Apesar das diferencas entre os modelos experimentais,
o0s achados com relacdo aos niveis de TNF-a e a cicatrizagdo 0ssea se assemelham ao presente
estudo, no qual essa citocina foi inibida por infliximabe e foi observada menor deposigédo de
tecido 6sseo e menor contagem de células inflamtdrias em dias especificos.

Alguns estudos tem demonstrado a importancia do TNF-a na atividade e
recrutamento de diversas células inflamatorias, bem como o efeito de sua inibi¢do por agentes
bloqueadores, como o infliximabe, nas suas atividades.

Sobre os neutrdéfilos, estudos prévios in vitro demonstram que esse farmaco possui
capacidade de reduzir a quimiotaxia e producdo de espécies reativas de oxigénio,
principalmente devido ao blogueio da acdo de células mononucleares sobre o0s
polimorfonucleares (PAY et al, 2005). Tal agdo foi atribuida por causa da diminui¢do dos
niveis e da acdo de agentes quimiotaticos como a IL-8 e o Peptideo epitelial ativador de
neutrdfilos -78 (ou CXCL5) (DOMINICAL et al., 2011), sugerindo diminui¢cdo do nimero
dessas células, bem como de sua agé&o.

Também ¢é discutido na literatura o efeito desse farmaco sobre células
mononucleares, principalmente, macrofagos. Supfe-se que o tratamento com infliximabe é
capaz de provocar apoptose de mondcitos e macrofagos no sangue periférico e em sitios
especificos como liquido sinovial (CATRINA et al., 2005), entretanto os mecanismos pelos

quais ocorrem essa apoptose ndo estdo bem elucidados.
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Por ser um anticorpo monoclonal que se ancora @ membrana de macrofagos e
linfocitos, autores sugerem que o farmaco poderia causar apoptose dessas células, a partir da
ativacdo do sistema complemento ou por citotoxidade celular dependente de anticorpos a
partir de seu fragmento Fc, entretanto ainda néo foi possivel demonstrar a lise de macéfagos
por infliximabe através desse mecanismo in vivo (SCALLON et al., 1995).

Foi reportado, também que o infliximabe causou aumento de apoptose de
monocitos em pacientes com doenca de Crohn através de um mecanismo dependente de
caspase-3 (LUGERING et al., 2001). Estudo ex-vivo com amostras de pacientes tratados com
infiliximabe demonstrou aumento no nimero de linfocitos CD3+ apoptéticos (VAN DER
BRANDE et al., 2003). Assim, sugere-se que a eliminacdo de linfocitos T efetores também
seja um possivel mecanismo de acdo associado a diminuicdo de células de defesa,
notadamente mononucleares, como macrofagos.

Gunnlaugsdottir et al. (2008) descreveram que a utilizag&o in vitro do infliximabe
torna os linfécitos T naive ndo responsivos quando co-estimulados por CD28. Os autores
sugeriram que o inflximabe parece prevenir a divisdo de linfocitos T CD4+ e CD8+ naive e
consequentemente ativar a morte celular induzida pela ndo-sensibilizacdo dessas células.

O TNF-a consiste em uma importante citocina para a producéo de sinalizadores
como CCL -2, -3, -4, -5 e -8 em macrdfagos e em células T, bem como expressdo de
moléculas de adesdo como CD54, importantes para a promocédo de acimulo focal de células
inflamatdrias nos sitios de infeccdo (ROACH et al., 2002). Nos macréfagos, o TNF aumenta o
seu poder de fagocitose e a producdo de intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio, em
sinergismo com o IFN-y (BEKKER et al., 2001). O bloqueio do TNF e seus receptores em
ratos tem demonstrado desorganizacdo na formacao de infec¢es granulomatosas, bem como
maior susceptibilidade a infeccdes por M. tuberculosis e Histoplasma capsulatum, por
exemplo (EHRLES et al., 2004). Tal efeito na susceptibilidade a infec¢cdes também é sugerido
para os pacientes que fazem uso do infliximabe, ocasionando provavelmente defeitos na
formacéo de infiltrados inflamatdrios, pincipalmente naqueles em que ha grande participagédo
de macréfagos (WOLFE et al. 2004).

Ja foi descrito que o infliximabe possa atuar reduzindo o ndmero de células
percursoras de osteoclastos, provavelmente por efeitos desse farmaco na producdo de
percursores da medula 6ssea (GENGEBACHER et al, 2008). Estudos também apontam que o
infliximabe age negativamente sobre formacéo de osteoclastos a partir de células percursoras
mononucleares do sangue periférico, inibindo seu crescimento e agrupamento, etapas cruciais

para sua diferenciacdo (DE VRIES et al., 2015). Além disso, foi visto que pacientes em uso
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de inibidores de TNF podem apresentar supressdo de RANK e RANK-L em detrimento de
maiores niveis de OPG, fatores que regulam a diferenciacdo da linhagem osteoblastica,
culminando em menor formacéao de osteoclastos (LEE et al., 2004).

Gengenbacher et al., 2008, também demonstraram in vitro, que a terapia com
infliximabe diminui a resposta de osteoclastos maduros ao RANKL, confirmando que a via do
TNF-a atua de maneira sinérgica ao eixo RANK-RANK-L- OPG no processo de controle da
ativacdo das linhagens celulares relacionadas ao metabolismo 6sseo.

Musacchio et al., 2009 também identificaram que o administracdo de infliximabe
inibe a expressdo génica de IL-1B e IL-6 em células osteoclasticas, citocinas extremamente
importantes para a diferenciacgdo, atividade e recrutamento desse grupo celular.

Todos esses fatores apontados na literatura podem justificar a diminuicdo do
numero de polimorfonucleares neutrofilos, macréfagos e ostecolastos visualizada no presente
estudo em dias especificos.

Na analise histomorfométrica do sitio pos-exodontia, foi visto menor percentual
de tecido 6sseo, bem como maior percentual representado por tecido conjuntivo nos animais
que receberam infliximabe, sendo essa diferenca significativa no 14° dia de observacdo. Esses
achados sdo corroborados, parcialmente, pelo estudo de GERTENSFIELD et al. (2003) os
quais utilizaram ratos knockout para receptor de TNF-a e observaram menor deposigdo dssea
associada a persisténcia de tecido conjuntivo nos ratos que ndo expressavam essa citocina nos
dias 14 e 21 da cicatrizacdo de fraturas de fémur.

Entretanto, estes resultados contrapdem os de TIMMEN et al. (2014) os quais
descreveram nédo haver diferencas na quantidade de tecido ésseo dos dias 14 e 28, por analise
histomorfométrica, entre ratos tratados e ndo tratados com infiliximabe em modelo de artrite
reumatoide. Por outro lado, este artigo também mostra que o grupo infliximabe apresentou
maior quantidade de tecido mole bem como demonstrou maior quantidade de tecido
cartilaginoso na regido de fratura, fatores que podem atrasar a cicatrizacdo em modelos
endocondrais.

A comparacdo com outros estudos é dificultada pelo fato de que ndo existirem
trabalhos semelhantes com inibidores de TNF na reparacdo de sitios pds-exodontia, nem
tampouco estudos histomorfométricos, estando disponiveis apenas pesquisas da acdo desse
agente no reparo de fraturas de 0ssos longos. Esse tipo de processo bioldgico difere em alguns
pontos do processo de cicatrizagdo alveolar, pois se trata de um modelo de reparo frente a um
processo traumatico que envolve tanto o modelo endoperiosteal quanto endocondral de reparo

0sseo. Tal consideracdo pode explicar as disparidades entre os resultados encontrados.
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Sobre a deposic¢do de colageno, no presente estudo foram visualizados menores
percentuais de preenchimento por colageno do tipo | no grupo infliximabe em relagdo ao
salina. Tais achados corroboram com os descritos na literatura por GERSTENFELD et al.
(2001) os quais descrevem que em modelo de fratura de fémur de ratos knouck-out para TNF-
a houve menor quantificacdo de colageno do tipo 1.

O colageno | é o mais comum dos tipos de coldgeno, estando presente em
estruturas rigidas como tenddes, 0ssos e cartilagens, enquanto o tipo Il esta em abundancia
em 6rgédos relacionados com elasticidade, como pulméo e vasos sanguineos (BARASCUK et
al., 2011; COUDROY et al, 2015). O primeiro tipo de colageno (1) configura-se como um
importante componente da matriz 6ssea, auxiliando na formagdo dos cristais de apatita e
conferindo suporte estrutural, flexibilidade e resisténcia a tracdo para o0 0sso neorformado
(LINDER et al., 2015).

Estudos de Vieira et al. (2015) com a utilizacdo de coloracdo de Picrossirius
durante o processo de cicatrizacdo em alvéolos de camundongos (sem alteracdes sistémicas
ou uso de medicamentos) descrevem resultados semelhantes ao descritos para o grupo salina
do presente estudo. Também € descrita maior deposicao de colageno a partir dos dias 7 e 14,
onde aparentemente o colageno do tipo Il é progressivamente substituido por colageno do
tipo 1 no decorrer do processo de cicatrizacdo e aumento da deposicdo dssea.

Também se destacam sobre TNF-a e deposi¢do de colageno, os estudos de Turgut
et al. (2014), os quais descreveram que a administracdo de infliximabe em modelo
experimental poderia retardar a cicatrizacdo tecidual por diminuir a atividade e quantidade de
fibroblastos, bem como a expresséo de TGF-B, FGF-p e PDGF, citocinas também importantes
para a producdo de colageno.

A MPO configura-se como uma enzima encontrada abundantemente nos granulos
azurofilos de neutrdfilos e outras células inflamatorias a qual é utilizada para aferi¢do indireta
da atividade celular nos estagios iniciais do processo inflamatorio. Os neutrofilos sdo a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra lesfes teciduais. Estas células fagociticas séo
capazes de produzir e liberar mediadores inflamatérios que amplificam e sustentam a resposta
inflamatdria, ativando e recrutando mais células polimorfonucleares (VAN DYKE; SERHAN,
2003).

Estudos anteriores demonstraram que o infliximabe é capaz de reduz niveis
séricos e locais de MPO em diversas modelos experimentais, como na doenca inflamatoria
articular cronica (FEIJOO et al., 2009), na isquemia intestinal (AKDOGAN et al., 2014) e na
doenca periodontal (GONCALVES et al., 2014)
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Foi descrita, também, a importancia do TNF-a no recrutamento de neutrofilos e
seu envolvimento com agentes quimiotaticos para este grupo celular (DOMINICAL et al,
2011). Sugere-se que a diminuicdo do numero de neutrofilos observada na contagem celular
do presente estudo, associada a diminuicdo dos niveis de MPO nos tecidos gengivais,
apontem para a supressdo de TNF-a pelo infliximabe, culminando em menor quimiotaxia e
atividade dessas células.

A analise da expressdo do TNF-a no grupo tratado com infliximabe mostrou
menor quantidade de células marcadas quando comparada com o grupo salina, sendo
encontradas diferencas significativas entre os grupos nos dias 07, 14, 21 e 28. Além disso, 0
pico da expresséo dessa citocina, em ambos os grupos, foi o 7° dia. De maneira semelhante,
outros estudos em modelos experimentais de exodontia tem demonstrado que maior
quantidade de TNF-a é detectada em rea¢des de imunohistoquimica nos intervalos entre 3 ¢ 7
dias (KIM et al., 2012) com pico, geralmente, no 6° dia de reparo alveolar (CARDOSO et al.,
2011). Ambos os estudos também afirmam que no dia primeiro dia de observacdo ha fraca
expressao de TNF-a, assim como verificado no presente trabalho.

Ao se considerar os resultados encontrados com a dosagem de MPO e a
imunoexpressdo de TNF-a, pode-se afirmar que a administracdo de infliximabe (5 mg/kg,
1x/semana) foi eficaz na diminuicdo da expressdo de TNF-a nos tecidos relacionados aos
sitios pos-exodontia. Tais achados corroboram os descritos na literatura, onde o infliximabe
administrado de forma endovenosa esta presente em diversos tecidos com acao inibitéria em
0ssos longos (TIMMEN et al.2014) e tecidos orais como periodonto (GONCALVES et al.,
2014), podendo interferir nos processos de deposicao e remodelamento 6sseo.

A utilizagdo de inibidores de TNF-a, como o infliximabe, é descrita na literatura
como fortemente associada a maior susceptibilidade de infecgdes (SINGH et al.,2015). Isso
ocorreria devido a uma acao direta desses medicamentos na resposta imune dos individuos,
agindo, assim, na sua capacidade de defesa; além disso, as doencas nas quais esses agentes
sdo utilizados ja tornariam esses individuos mais propensos a infec¢fes se comparados a
populacdo em geral (FURST et al., 2010). As ocorréncias mais comuns associadas a essa
terapia sdo infeccGes no trato respiratorio e de pele (LISTING et al., 2005). Dentre elas
destacam-se:  tuberculose, aspergilose, histoplasmose, coccidiodomicose, listeriose,
pneumonias, criptococose e citomegalovirose (SAKAI et al., 2012; AALTONEN et al, 2015).

Existe uma controvérsia na literatura com relacdo a necessidade de interrupcéo da
terapia anti-TNF-a antes de procedimentos cirtrgicos ortopédicos de grande porte como
medida de prevencédo de infec¢Bes pos-cirargicas (TIMMEN et al., 2014; GOH et al., 2012).
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Entretanto, em alguns ensaios clinicos em pacientes com artrite reumatoide (AR) sob
tratamento com anti-TNF-a apenas ou em associacdo com metrotrexato, consideraram que
esses individuos nao apresentaram um risco maior de infeccdo ou déficit cicatricial se
comparados aos do grupo controle (pacientes com AR que ndo utilizavam anti-TNF-a e
metrotrexato, respectivamente) (HIRANO et al., 2010; MURATA et al., 2006)

Sobre infecgdes orais, ndo existem estudos conclusivos sobre risco aumentado de
infeccdes. No presente estudo, entretanto, ndo foram notadas diferencas entre o percentual de
presenca de material basofilico sugestivo de colonizagdo bacteriana entre 0s grupos
infliximabe e salina. Esses achados ocorreram em detrimento da diminuicdo de algumas
células inflamatdérias em dias especificos visualizadas na andlise histomorfométrica,
parecendo, portanto, que essas alteracdes imunoldgicas causadas pela inibicdo de TNF-a ndo
estdo relacionadas com maior ou menor presenca de colbnias bacterianas em sitios de
exodontia.

Em relacdo as anélises dos indices dos Orgdos e respectivas avaliaches
histoldgicas para figado, estdmago e rins ndo foram vistas diferencas significativas entre 0s
grupos infliximabe e salina, na presente pesquisa. Na literatura, sdo inconspicuos os relatos de
toxicidade deste inibidor de TNF-a, havendo algumas complicagdes pos-infusdo do farmaco a
qual incluem: rubor, prurido, febre e mialgia (LICHTENSTEIN et al., 2015).

Parekh e Kaur (2014) mostraram alteracdes hepaticas tidas como idiossincraticas
associadas a terapia com infliximabe.

Destaca-se que esse farmaco tem sido utilizado no tratamento de doencas como
sarcoidose e amiloidose renal (BLACKMUR et al.,2014, AHMED et al., 2007), além de
prevenir efeitos hepatotdxicos de drogas como paracetamol (FERAH et al., 2013). Contudo,
além de ndo possuir aparente toxicidade sobre os érgdos, o efeito inibidor de etapas
inflamatorias desse fA&rmaco parece ser benéfico na prevencdo de algumas alteragdes orgao-
especificas.

O bago é um importante 6rgdo linfoide composto por uma polpa vermelha,
responsavel pelo processamento de hemacias e plaquetas, e uma polpa branca constituida por
acumulos linfoides. Estes foliculos apresentam uma regido interna rica em linfécitos T
(bainha linfocitaria periarteriolar) e uma zona marginal constituida por células diversas como
macrofagos, células dendritcas e linfocitos B (nddulo esplénico). Neste estudo foram
identificadas alterac6es no indice deste 6rgdo bem como atrofia de polpa branca no 28° dia de
observacgdo. A atrofia foi verificada por anélise histomorfométrica a qual indicou menor area

total dos nddulos linfoides, com reducdo da bainha de linfocitos periarterial. Estes dados
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corroboram com outros j& descritos na literatura, os quais relatam efeito do infliximabe
pincipalmente relacionado com apoptose de mondcitos e linfocitos T (SHEN et al., 2005).

Portanto, a administracdo de infliximabe (5 mg/kg, 1x por semana) foi capaz de
interferir no processo de cicatrizacdo Ossea de alvéolos pds-exodontia em ratos. Este € 0
primeiro estudo sobre a influéncia de anticorpos monoclonais inibidores de TNF-a no reparo
de alvéolos dentérios.

Salienta-se a necessidade de conducdo de novos estudos experimentais e ensaios
clinicos que suportem a indicacdo de cuidados adicionais em procedimentos cirurgicos de

exodontia, em pacientes sob terapia com inibidores de TNF-a.
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6 CONCLUSAO

Os inibidores de TNF-a (infliximabe) podem alterar a capacidade de reparo 0sseo
em sitios pds-exodontia.

A imunoexpressdo de TNF-a, nos alvéolos dentarios pos-exodontia, nos dias 7,
14, 21 e 28 foi menor no grupo infliximabe em relacéo ao controle.

AlteracGes negativas na deposicdo de colageno tipo | e de tecido 6sseo, no nimero
de celulas polimorfonucleares neutrofilos, mononucleares e osteoclastos, e dosagem de MPO
foram observadas em diferentes dias do processo cicatricial de alvéolos dentarios de animais
tratados com o inibidor de TNF-a..

A terapia com infliximabe foi associada com atrofia esplénica no 28° dia ap6s

exodontia do 1° molar inferior.
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