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RESUMO 

 
 

O ácido zoledrônico (AZ) é um aminobisfofonato de terceira geração que inibe 

a reabsorção óssea através da indução de apoptose e inibição da via do mevalonato na 

síntese de colesterol. A indução de citocinas em decorrência de sua toxicidade é 

importante na migração e ativação de neutrófilos, que possuem uma sobrevida encurtada 

na presença de AZ. Esse mecanismo pode induzir dano tecidual e incrementar o potencial 

de fagocitose e destruição de macrófagos. O objetivo do presente trabalho foi delinear o 

curso temporal e mediadores envolvidos na migração de neutrófilos em mandíbulas de 

camundongos tratados com AZ. Camundongos swiss (N=192) machos foram divididos em 

2 grupos: um submetido à infusão com solução salina (0,1ml/kg; e.v.) com ou sem 

exodontia, e outro submetido à infusão de AZ (0,20mg/kg; e.v.) com ou sem exodontia. 

Foram administradas três doses semanais consecutivas de AZ ou salina (D0, D7, D14). 

Após 28 dias da última administração foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior 

esquerdo e direito (D42). Na semana seguinte (D49) foi administrada uma dose adicional 

de AZ ou salina. Um mês após a exodontia (D70) o protocolo entrou em desfecho. Os 

animais foram eutanasiados semanalmente (n=6/grupo) e as mandíbulas foram removidas 

para ensaio de quantificação de mieloperoxidase (MPO) e dosagens de mediadores 

inflamatórios (IL-1β, NF-kB e TNF-α) por ensaio de imunoabsorbância enzimática (ELISA). 

Os testes Anova/Bonferroni e qui-quadrado foram utilizados para análise estatística 

(p<0,05). Nos grupos tratados com AZ (sem exodontia) pôde-se observar um aumento 

significante dos níveis de MPO de D0 (2,20±0,09) para D7 (5,40±0,51), mantendo-se num 

platô que não mostrou variação significante a partir de D14 (6,50±,43) até D70 (8,40±0,83) 

(p<0,001). Quando submetido à exodontia, o grupo AZ mostrou um incremento significativo 

de MPO (D42), decrescendo significantemente na semana seguinte (D49) e mantendo 

valores significativamente mais altos (até o D70), em relação aos animais que receberam 

apenas AZ e não passaram por procedimento de exodontia (p<0,001). Os animais tratados 

com AZ (sem exodontia) também mostraram aumento dos níveis de IL-1β, NF-kB e TNF-α 

de D0 para D21, mantendo-se esses valores elevados em D42 e D56 (p<0,001). Após a 

exodontia, esses grupos tratados com AZ mostraram um incremento significante destes 

marcadores em D42 com redução em D56. Ainda assim, os valores de D56  

permaneceram mais elevados em relação ao período basal (D0) e após infusão do AZ em 

D21 (p<0,001). A infusão crônica de AZ em camundongos pode levar a alterações 

inflamatórias sustentadas com aumento de marcadores pró-inflamatórios no osso 

mandibular desses animais, bem como alteração do número de neutrófilos. Essas 

alterações podem se apresentar ainda mais elevadas e também sustentadas quando se 

associa um fator estimulador (exodontia) às infusões. 

 
Palavras Chave: Ácido zoledrônico, neutrófilos, osteonecrose. 



ABSTRACT 

 

Zoledronic acid (ZA) is a third generation aminobisphosphonate that inhibits 

bone resorption through the induction of apoptosis and inhibition of the mevalonate 

pathway in cholesterol synthesis. The induction of cytokines due to their toxicity is  

important in the migration and activation of neutrophils, which have a shortened survival in 

the presence of ZA. This mechanism can induce tissue damage and increase the potential 

for phagocytosis and destruction of macrophages. The objective of the present work was to 

delineate the temporal course and mediators involved in the migration of neutrophils in jaws 

of mice treated with ZA. Male swiss mice (N=192) were divided into two groups: one 

undergoing infusion with saline solution (0.1ml/kg, e.v.) with or without exodontia, and 

another submitted to infusion of ZA (0.20mg/kg; e.v.) with or without exodontia. Three 

consecutive weekly doses of ZA or saline (D0, D7, D14) were given. After 28 days of the 

last administration, the left and right lower first molar (D42) was extracted. An additional 

dose of ZA or saline was given the following week (D49). One month after the exodontia 

(D70) the protocol came to an end. The animals were euthanized weekly (n=6/group) and 

the jaws were removed for quantification of myeloperoxidase and dosages of inflammatory 

mediators (IL-1β, NF-κB and TNF-α) by enzyme-linked immunosorbent assay (Elisa). The 

Anova/Bonferroni and chi-square tests were used for statistical analysis (p<0.05). A 

significant increase in MPO levels from D0 (2,20±0,09) to D7 (5,40±0,51) was observed in 

the groups treated with ZA (without exodontia), maintaining a plateau that showed no 

significant variation from D14 (6,50±,43) to D70 (8,40±0,83) (p<0.001). When submitted to 

the exodontia, the ZA group showed a significant increase of MPO (D42), decreasing 

significantly in the following week (D49) and maintaining significantly higher values (up to 

D70), in relation to the animals that only received ZA and did not go through procedure 

(p<0.001). The animals treated with ZA (without exodontia) also showed increased levels of 

IL-1β, NF-κB and TNF-α from D0 to D21, maintaining these values high in D42 and D56 

(p<0.001). After the exodontia, these groups treated with AZ showed a significant increase 

of these markers in D42 with reduction in D56. Nevertheless, D56 values remained higher 

in relation to the basal period (D0) and after infusion of ZA in D21 (p<0.001). Chronic 

infusion of ZA in mice may lead to sustained inflammatory changes with increased 

proinflammatory markers in the mandibular bone of these animals, as well as alteration in 

the number of neutrophils. These alterations can be even higher and also sustained when a 

stimulating factor (exodontia) is associated with the infusions. 

 
 

Keywords: Zoledronic acid, neutrophils, osteonecrosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 
Bisfosfonatos: Ácido Zoledrônico 

 
 

Os bisfosfonatos (BFs) são fármacos inibidores da reabsorção 

óssea, constituídos por uma estrutura semelhante ao pirofosfato endógeno. Os 

BFs foram desenhados com base na molécula de pirofosfato devido sua 

semelhança à estrutura óssea e interação com esta. Diferente do pirofosfato, 

no entanto, os BFs contêm dois grupos fosfonatos ligados um a um ao átomo 

de carbono central (estrutura P-C-P), não oxigênio, o que lhes confere alta 

resistência à degradação enzimática e maior tempo de meia vida (ROGERS et 

al., 2000; RUSSELL, CROUCHER, ROGERS, 2007). 

Diversos grupos químicos podem ser acrescentados à estrutura por 

meio de duas ligações covalentes adicionais ao átomo de carbono central, 

dando origem a uma enorme gama de possíveis estruturas aos BFs (ROGERS 

et al., 2000), conferindo diferentes propriedades a esses fármacos. O grupo R1 

determina a afinidade dos BFs pelos cristais ósseos, enquanto o grupo R2 é 

responsável pela potência e atividade farmacológica (FLEISCH, 1998). 

 

 

Figura 1: Representação esquemática da estrutura química geral dos bisfosfonatos. 

 

 
De acordo com sua estrutura química, os BFs podem ser 

classificados em bisfosfonatos que contêm nitrogênio (aminobisfosfonatos) ou 

que não contêm nitrogênio em sua composição (não-aminobisfosfonatos) 

(FLEISCH, 1998; RUSSELL et al., 1999). Assim como o pirofosfato, os BFs 
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formam uma estrutura tridimensional capaz de se ligar a íons metálicos 

bivalentes, tais como Ca2+, Mg2+ e Fe2+. Essa ligação é clinicamente importante 

devido ao grande teor mineral presente no tecido ósseo. A afinidade ao cálcio 

se dá de forma bidentada através da coordenação de um átomo de oxigênio a 

partir de cada grupo de fosfonato com o cátion bivalente. Essa afinidade 

aumenta se uma das cadeias laterais (R1) é um grupo hidroxila (-OH) ou amina 

primária (-NH2) (aminobisfosfonatos), porque isto permite uma conformação 

tridentada, a qual é capaz de se ligar mais efetivamente e com baixa 

reversibilidade à molécula de Ca2+ (JUNG, BISZA, FLEISCH, 1973) (Figura 1). 

Dentre os diversos BFs existentes, o ácido zoledrônico (AZ) é o mais 

potente. Trata-se de um aminobisfofonato derivado imidazólico heterocíclico de 

terceira geração. Esse fármaco é administrado por via endovenosa, em uma 

infusão de 4 mg por cerca de 15 minutos. Ao final da administração, sua 

concentração plasmática eleva-se rapidamente, seguido de um declínio 

apresentando, após 24 h, concentração plasmática de 1%. Cerca de 56% do 

AZ liga-se a proteínas plasmáticas e o mesmo praticamente não é acumulado 

no organismo, com uma única exceção: o sistema esquelético (RUSSEL et al., 

1999; FERNANDES, LEITE, LANÇAS, 2005; LYSENG-WILLIAMSON, 2008). 

O mecanismo de ação do AZ envolve a formação de um análogo da 

adenosina trifosfato osteoclástica, que induz a apoptose, além da inibição da 

via do mevalonato na síntese de colesterol, por inativação da farnesil difosfato 

sintase, com consequente desregulação do transporte intracelular, 

desorganização citoesquelética e inibição da proliferação osteoclástica (WOO 

et al., 2006). Além de possuir o mecanismo de ação inerente aos 

aminobisfosfonatos, o AZ destaca-se por sua ação anti-tumoral (CLÉZARDIN, 

2005) e possui excelentes resultados na redução e atraso da morbidade 

esquelética e as complicações decorrentes da doença óssea metastática, 

sendo, por conseguinte, utilizado por mais de 15 anos para melhorar os 

resultados de pacientes com metástases ósseas de tumores sólidos (AAPRO  

et al., 2008). 

No entanto, esse fármaco possui uma toxicidade considerável, e  

está associado a diversos eventos pró-inflamatórios os quais também se 

associam ao principal efeito colateral deste: a Osteonecrose dos Maxilares 

Induzida por Bisfosfonatos (OMB). 
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Osteonecrose dos Maxilares Induzida por Bisfosfonatos (OMB) 

 
 

A OMB foi conceituada em 2007 pela American Association of Oral 

and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) como sendo uma área de exposição 

óssea na maxila ou na mandíbula, que não se repara em oito semanas e 

acomete pacientes que estejam recebendo ou que receberam BFs 

sistemicamente e não sofreram irradiação no complexo maxilomandibular. 

Até o momento, a etiopatogenia da OMB permanece incerta. Vale 

ressaltar que os BFs atuam em diversos níveis: físico-químico, tecidual, celular 

e molecular. Estudos aludem que a OMB é secundária aos mecanismos de 

ação dos BFs, que resultam em atividade antiosteoclástica e antiangiogênica, o 

que altera o metabolismo ósseo, inibindo a reabsorção óssea e diminuindo o 

turnover ósseo. Associam-se a isso as singularidades anatômicas que 

envolvem os ossos da maxila e da mandíbula, separados da cavidade bucal 

por uma mucosa fina e delgada, sendo essa uma barreira que pode ser 

facilmente rompida por atividades fisiológicas como a mastigação (SONIS, 

2009). 

A boca é colonizada por um grande número de bactérias, e os ossos 

maxilares frequentemente estão envolvidos em processos sépticos de origem 

periodontal ou pulpar. Quando ocorre um acúmulo de BFs capaz de diminuir o 

metabolismo ósseo, a reparação tecidual após um trauma, induzido ou 

fisiológico, não ocorre adequadamente, levando à exposição de uma área de 

osso necrótico ao meio bucal. Portanto, a hipótese que melhor explica o 

desenvolvimento da OMB seria uma alteração do turnover ósseo associada às 

características particulares dos ossos dos maxilares, como revestimento 

mucoso, risco frequente de infecção e potencial constante de trauma (TSAO, 

2013). 

Alguns fatores predisponentes para o desenvolvimento de OMB são 

citados na literatura, incluindo tipo, via de administração e tempo de uso do BF, 

administração concomitante de outros fármacos (principalmente 

corticosteroides, quimioterápicos e estrógeno), bem como a realização de 

procedimentos cruentos intrabucais. Alguns estudos descrevem que, no uso do 

ácido zoledrônico para o controle de metástases ósseas, são necessárias 

aproximadamente seis doses mensais de BF endovenoso para que o paciente 
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apresente risco de desenvolver OMB. Para os BFs administrados por via oral, 

como o alendronato, por sua vez, seriam necessários três anos ou 156 doses 

no total (uma dose por semana). Essa diferença, segundo os autores, ocorre 

devido à baixa solubilidade lipídica dos BFs administrados por via oral, fazendo 

com que haja uma absorção intestinal de apenas 0,63% da droga. Assim, 

pacientes que utilizam a via endovenosa apresentam prevalência de  OMB 

entre 1%–10%, enquanto os que empregam a via oral apresentam prevalência 

entre 0,00007%–0,04%. (SILVERMAN, 2009). 

A American Dental Association (ADA) e a AAOMS corroboram que 

tal risco é dose/tempo-dependente, porém esse fato é baseado apenas nas 

observações clínicas dos autores. Algumas teorias tentam explicar que a 

ausência de reparo epitelial das exposições ósseas intraorais secundárias ao 

uso dos BFs pode ser atribuída à toxicidade dos BFs sobre o tecido epitelial 

provocada pelas altas concentrações do fármaco no tecido ósseo (SONIS, 

2009). 

A variedade de sinais e sintomas clínicos da OMB, as medidas 

preventivas, os efeitos da interrupção do uso dos BFs, bem como os 

indicadores de prognóstico e a etiologia dessa doença permanecem 

indefinidos. Além disso, tratamentos eficazes para a OMB também não têm 

sido adequadamente caracterizados (TSAO, 2013). 
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Desregulação da Resposta Imunológica mediada por Ácido Zoledrônico 

 

O AZ proporciona um efeito tóxico direto em muitos grupos  

celulares, como células epiteliais, fibroblastos (SILVERMAN e LANDESBERG, 

2009; SCHEPER et al., 2009), osteoblastos (NAIDU et al., 2008), macrófagos 

(SCHELLER et al., 2011), neutrófilos (KUIPER et al., 2012), células endoteliais 

(MISSO et al., 2012), além de impedir a maturação de células de linhagem 

mielóide (WOLF et al., 2006). Assim como o alendronato de sódio (HIGARA et 

al., 2010), o AZ possui efeitos de teratogenicidade em dentes, altera a erupção 

de molares e a formação da matriz dental, estimula a reabsorção 

odontoclástica e induz a formação de dentículos e de odontomas (MASSA et 

al., 2006). 

Em estudos in vitro com culturas de macrófagos tem sido observado 

que a incubação com diferentes concentrações de AZ é capaz de ativar a 

Óxido-nítrico sintase induzida (iNOS) de forma dose dependente. A ativação 

ocorre por uma via dependente do Fator Nuclear kappa B (NF-κB) e da 

consequente expressão de Interleucina 1β (IL -1β), Fator de Necrose Tumoral 

(TNF-α) e Interleucina 6 (IL-6) (MURATSU et al., 2013). Até mesmo 

clinicamente, há evidências de que o AZ é um forte indutor de alterações do 

sistema imune com consequente desregulação inflamatória (TSAO et al., 2013; 

BAGAN et al., 2013). 

Diversos modelos experimentais (SONIS et al., 2009; ALI-ERDEM et 

al, 2011; LÓPEZ-JORNET et al., 2011; MAAHS et al., 2011; MARINO et al., 

2012) e estudos clínicos (LESCLOUS et al., 2009) tem demonstrado 

associação entre o uso de bisfosfonatos e eventos pró-inflamatórios. 

In vivo, o AZ aumenta de forma dose dependente o número de 

leucócitos circulantes e induz anemia quando administrado cronicamente 

(SILVA et al., 2015). Em cavidade peritoneal de ratos NORTON et al., (2012) 

observaram que a infusão de bisfosfonatos aminados, inclusive o AZ, aumenta 

o número de neutrófilos e monócitos por uma via dependente de Interleucina 1. 

Até mesmo em estudos clínicos observou-se aumento de 

marcadores pró-inflamatórios como a IL-1β em saliva (BAGAN et al., 2013) e 

fluido gengival (TSAO et al., 2013) de pacientes sob tratamento crônico com 
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AZ, além de modificação do perfil celular sanguíneo com aumento de células 

inflamatórias e citocinas circulantes (ROSSINI et al., 2012; WELTON et al., 

2013). 

Sabe-se que quando elementos celulares são estimulados, há 

aumento da síntese de mediadores pró inflamatórios (YU et al., 2011). O AZ é 

uma molécula muito tóxica a diversos grupos celulares e a indução de citocinas 

em decorrência de sua toxicidade são importantes na migração e ativação de 

neutrófilos e macrófagos (GRAVES e JIANG, 1995). Neutrófilos possuem uma 

sobrevida encurtada na presença de AZ (KUIPER et al., 2011), o que pode 

induzir dano tecidual e incrementar o potencial de fagocitose e destruição de 

macrófagos. 

Além disso, citocinas pró-inflamatórias também induzem 

osteoclastogênese (ASSUMA et al., 1998) e elevam a síntese de espécies 

reativas de oxigênio, que podem aumentar a extensão do dano e estimular 

ainda mais a migração de células inflamatórias (HALLEEN et al., 1999; 

WIMALAWANSA, 2010; ALMEIDA e O'BRIEN, 2013). 

O AZ é uma molécula que se adere irreversivelmente a  

hidroxiapatita do tecido ósseo (ENDELE et al., 2005) e sua constante presença 

nos ossos gnáticos pode ser importante na modificação desse perfil 

inflamatório local. Além disso, permanece obscuro como se dá o início dessa 

desregulação imunológica e qual o comportamento desta desregulação ao 

longo do tempo. 

O presente grupo de pesquisadores desenvolveu um modelo 

experimental de OMB que mimetiza a condição clínica em seres humanos, bem 

como uma série de eventos idiopáticos pós-infusão de AZ (SILVA et al., 2015). 

Esse modelo experimental utiliza um protocolo crônico de 70 dias de duração  

e, em estudos posteriores, essa equipe observou que mesmo após 70 dias da 

primeira infusão venosa semanal crônica de AZ (0,20mg/kg – total de quatro 

infusões), o periodonto clinicamente normal dos animais apresentou aumento 

de vasos dilatados/ectásicos, de células mononucleares CD68+ e de 

neutrófilos, sem alterar o número de mastócitos (Figura 2 e 3, Tabela 1). 
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Figura 2: Perfil celular no periodonto clinicamente normal e sem exodontia de ratos da 

linhagem Wistar tratados cronicamente com ácido zoledrônico (0,20 mg/kg) exibindo aumento 

do número de células inflamatórias (hematoxilina-eosina) – Painel A e B, sem elevação do  

perfil mastocitário (azul de toluidina) – Painel C e D. Observa-se ainda aumento de 

mononucleares (imunoistoquímica, CD68, método da estreptavidina-biotina-peroxidase) – 

Painel E e F. 

A B 

C D 

E F 
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Tabela 1: Perfil celular no periodonto clinicamente normal e sem exodontia de ratos da 

linhagem Wistar tratados cronicamente com ácido zoledrônico (0,20 mg/kg). 

 Salina AZ 0.20 mg/kg p-Valor 

Número de animais    

Vasos dilatados e /ou ectásicos 3 (50.0%) 6 (100.0%)* 0.045 

Reabsorção de cemento 3 (50.0%) 2 (33.3%) 0.558 

Células inflamatórias 1 (16.7%) 5 (83.3%)* 0.021 

Mastócitos 2 (50.0%) 5 (83.7%) 0.079 

Mononuclear CD68+ 0 (0.0%) 3 (50.0%)* 0.045 

*p<0.05 versus Salina, teste do qui-quadrado. Dados expressos em forma de freqüência 
absoluta e percentual (ngrupo=6) 
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Figura 3: Análise de atividade de MPO em gengiva (A) e osso (B) de animais tratados com 

ácido zoledrônico, e não submetidos a exodontia (p<0.05, teste t de Student, média ± erro- 

padrão da média). 

 

Apesar desses interessantes e inovadores achados, não é possível 

demonstrar apenas com base em estudos observacionais os mecanismos 

envolvidos no aumento do número de neutrófilos e macrófagos, nos ossos 

gnáticos, mediados por AZ. Além disso, devido à cronicidade desse modelo 

experimental (70 dias), não é possível saber em que momento essas células 

aparecem ou se sofrem redução em seu número com o passar do tempo. 

Tendo em vista a importância da desregulação imune inflamatória 

que o AZ provoca in vitro, in vivo e em seres humanos e sua importância no 

desenvolvimento de OMB, se faz extremamente necessário estudar os 

mecanismos envolvidos nesse processo. A compreensão destes pode  

subsidiar estratégias farmacológicas e adjuvantes na prevenção/tratamento dos 

eventos pró-inflamatórios pós-infusão de AZ e talvez até orientar formas de 

evitar ou atenuar esse complexo efeito colateral (OMB). 
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2. PROPOSIÇÃO 
 
 

Objetivo Geral 

 
 

Avaliar o desenvolvimento temporal da migração de neutrófilos e os 

mediadores envolvidos neste processo em mandíbulas de camundongos 

tratados com ácido zoledrônico. 

 
Objetivos Específicos 

 
 

Realizar um curso temporal de migração de neutrófilos induzida por AZ em 

mandíbulas de camundongos swiss. 

Definir, temporalmente, o pico máximo de migração de neutrófilos em 

mandíbulas de camundongos swiss tratados com AZ. 

Quantificar, em diferentes momentos, mediadores inflamatórios envolvidos na 

migração de neutrófilos induzida por AZ em mandíbulas de camundongos 

swiss. 
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3. CAPÍTULOS 

 
 

Esta dissertação está baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do 

Programa de Pós-Graduação em Odontologia da Universidade Federal do 

Ceará, que regulamenta o formato alternativo para dissertações de Mestrado e 

teses de Doutorado e permite a inserção de artigos científicos de autoria ou 

coautoria do candidato (Anexo A) e exige certificação de línguas. Por se tratar 

de pesquisas envolvendo animais, ou partes deles, o projeto de pesquisa deste 

trabalho foi aprovado pela Comissão Ética no Uso de Animais da Faculdade de 

Medicina da Universidade Federal do Ceará, sob protocolo de Nº 125/16 

(Anexo B) intitulado “Temporal evaluation of migration of neutrophils and 

inflammatory mediators in jaws of swiss mice treated with zoledronic 

acid”. Assim sendo, esta dissertação é composta de um capítulo contendo: um 

artigo científico no formato de submissão para o periódico “Oral Diseases”, 

conforme descrito abaixo: 
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3.1. Capítulo 1: 

Avaliação temporal da migração de neutrófilos e mediadores inflamatórios em 

mandíbulas de camundongos swiss tratados com ácido zoledrônico. 
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ABSTRACT 

 
 

Zoledronic acid (ZA) is a third generation aminobisphosphonate that inhibits 

bone resorption through the induction of apoptosis and inhibition of the mevalonate 

pathway in cholesterol synthesis. The induction of cytokines due to their toxicity is 

important in the migration and activation of neutrophils, which have a shortened survival in 

the presence of ZA. This mechanism can induce tissue damage and increase the potential 

for phagocytosis and destruction of macrophages. The objective of the present work was to 

delineate the temporal course and mediators involved in the migration of neutrophils in jaws 

of mice treated with AZ. Male and female swiss mice (N=192) were divided into two groups 

submitted to infusion with saline solution (0.1ml/kg e.v.) with or without exodontia and ZA 

(0.20mg/kg e.v.) with or without exodontia. The animals were euthanized weekly (0-70 

days) and the jaws were sectioned on the right and left sides for quantification of 

myeloperoxidase and dosing of inflammatory mediators (IL-1β, NF-κB and TNF-α) by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The Anova / Bonferroni and chi-square tests 

were used for statistical analysis (p<0.05). In the groups treated with ZA, a significant 

increase in MPO levels from D0 to D7 could be observed, remaining in a plateau that 

showed no significant variation from D14 to D70 (p<0.001). When submitted to exodontia, 

the ZA group showed a significant increase of MPO (D42), decreasing significantly in the 

following week (D49) and maintaining significantly higher values (up to D70), in relation to 

the animals that only received AZ and did not undergo procedure of exodontia (p<0.001). 

ZA-treated animals also showed increased levels of IL-1β, NF-κB and TNF-α from D0 to 

D21, these values being elevated in D42 and D56 (p<0.001). After the exodontia, these 

groups treated with ZA showed a significant increase of these markers in D42 with 

reduction in D56. Nevertheless, D56 values remained higher in relation to the basal period 

(D0) and after infusion of AZ in D21 (p<0.001). Chronic infusion of AZ in mice may lead to 

sustained inflammatory changes with increased proinflammatory markers in the mandibular 

bone of these animals, as well as alteration in the number of neutrophils. These alterations 

can be even higher and also sustained when a stimulating factor (exodontia) is associated 

with the infusions. 

 

 
Keywords (MeSh): Zoledronic acid, neutrophils, osteonecrosis. 
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INTRODUÇÃO 

 
 

Os Bisfosfonatos (BFs) são agentes antirreabsortivos, com 

diferentes mecanismos de ação antiosteoclástica, que têm sido amplamente 

utilizados para tratamento de osteoporose, bem como em tratamentos de 

metástases ósseas, mieloma múltiplo e doença de Paget, promovendo boa 

eficácia terapêutica (BI et al., 2010; KAMERERR et al., 2015; KIM et al., 2015; 

LANG M et al., 2016; PICHARDO S et al., 2016; SENTURK et al., 2016; 

VALACHIS et al., 2013). Os BFs reduzem a reabsorção óssea de maneira 

dose-dependente, principalmente ao inibirem o recrutamento e promoverem a 

apoptose dos osteoclastos (LITTLE et al., 2013). 

Dentre os diversos BF existentes, o ácido zoledrônico (AZ) é o mais 

potente, tratando-se de um aminobisfofonato derivado imidazólico heterocíclico 

de terceira geração (WOO et al., 2006). Apesar dos seus excelentes resultados 

na redução e atraso da morbidade esquelética, esse fármaco possui uma 

toxicidade considerável, e está associado a diversos eventos pró-inflamatórios, 

os quais também se associam ao principal efeito colateral deste: a 

Osteonecrose dos Maxilares Induzida por Bisfosfonatos (OMB) (TSAO, 2013). 

Diversos modelos experimentais (SONIS et al., 2009; ALI-ERDEM et 

al, 2011; LÓPEZ-JORNET et al., 2011; MAAHS et al., 2011; MARINO et al., 

2012) e estudos clínicos (LESCLOUS et al., 2009) tem demonstrado 

associação entre o uso de bisfosfonatos e eventos pró-inflamatórios. 

O AZ é uma molécula muito tóxica a diversos grupos celulares e a 

indução de citocinas em decorrência de sua toxicidade são importantes na 

migração e ativação de neutrófilos e macrófagos (GRAVES e JIANG, 1995). Os 

neutrófilos possuem uma sobrevida encurtada na presença de AZ (KUIPER et 

al., 2011), o que pode induzir dano tecidual e incrementar o potencial de 

fagocitose e destruição de macrófagos. Além disso, citocinas pró-inflamatórias 

também induzem osteoclastogênese (ASSUMA et al., 1998) e elevam a síntese 

de espécies reativas de oxigênio, que podem aumentar a extensão do dano e 

estimular ainda mais a migração de células inflamatórias (HALLEEN et al., 

1999; WIMALAWANSA, 2010; ALMEIDA e O'BRIEN, 2013). 
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Até o momento, a etiopatogenia da OMB permanece incerta. A 

compreensão da desregulação da resposta imunológica mediada por 

aminobisfosfonatos, bem como a cinética e mecanismo de ação envolvidos na 

migração de neutrófilos que ocorre nesta doença, pode auxiliar e 

desenvolvimento de estratégias farmacológicas e adjuvantes na 

prevenção/tratamento dos eventos pró-inflamatórios pós-infusão de AZ e talvez 

até orientar formas de evitar ou atenuar esse complexo efeito colateral (OMB). 

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o curso temporal de migração 

de neutrófilos e mediadores inflamatórios envolvidos neste processo, em 

mandíbulas de camundongos tratados com ácido zoledrônico. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

Animais 

 
 

O projeto foi submetido e aprovado no Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Faculdade de Medicina – UFC (CEUA), com protocolo de Nº 

125/2016. Para a realização desta pesquisa foram selecionados 192 

camundongos swiss machos (ENDELE et al., 2005), pesando entre 25 e 30 

gramas. Os animais receberam ração comercial balanceada própria e água ad 

libitum, foram mantidos em ciclos de luz-escuro de 12 horas e permaneceram 

nas mesmas condições ambientais durante todo o experimento. 

 
Cálculo amostral 

 
 

Baseado na atividade de mieloperoxidase (MPO) na gengiva de 

animais tratados (5691.0±3443.0) ou não (8.1±10.7) com AZ observado pelo 

nosso grupo de pesquisa (SILVA, 2016), estimou-se necessário avaliar um total 

de 05 (cinco) animais por grupo de estudo a fim de obter uma amostra que 

representasse 90% de poder e 95% de confiança sobre a hipótese nula deste 

trabalho (teste t de Student). Tendo em vista a possibilidade de perda de 

amostra acresceu-se 20% (um animal) por grupo, totalizando 06 (seis) animais 

por grupo de estudo. 

 
Protocolo experimental 

 
 

Desenho do curso temporal do modelo experimental 

 
 

Todos os animais foram submetidos ao mesmo protocolo 

experimental, baseado no estudo de SILVA et al. (2015), que através de 

desenho de curva dose resposta observou que a dose clínica para seres 

humanos transposta para animais, de 0,6 mg/kg de AZ, dividida em três 

infusões de 0,2 mg/kg é capaz de induzir OMB em modelo murino. Os animais 

foram divididos em dois grandes grupos experimentais: 
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Dia 0 ao dia 35 (6 semanas): 
 

- Grupo 01: animais tratados com solução salina (0,1ml/kg) 

 Sem exodontia 

- Grupo 02: animais tratados com AZ (0,20mg/kg) 

 Sem exodontia 

 
 

 

 
 
 
 

Figura 1: Protocolo experimental para delineamento do curso temporal de infiltração de 

neutrófilos em camundongos swiss tratados com AZ submetidos ou não à exodontia. 

 
 

 
Cada um dos grupos experimentais (1 e 2) foram divididos em 

subgrupos. Essa divisão se fez necessária por conta do procedimento de 

exodontia, ao qual alguns animais não foram submetidos (dia 0 ao dia 35) e 

outros foram submetidos (do dia 42 ao dia 70). A divisão ocorreu da seguinte 

maneira: 

 
 
 

- Grupo 01: animais tratados com solução salina (0,1ml/kg). 

- Grupo 02: animais tratados com AZ (0,20mg/kg). 
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A figura 1 ilustra o curso temporal do protocolo experimental, no qual 

os grupos e subgrupos citados acima foram submetidos. Durante o curso 

temporal, a eutanásia ocorreu nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70. 

Em cada um destes dias, 6 animais de cada subgrupo foram eutanasiados para 

realização dos ensaios de MPO e Elisa. 

 
Tratamento com Ácido Zoledrônico e Modelo Experimental 

 
 

Os animais receberam administração de três doses semanais 

consecutivas de AZ ou salina (D0, D7, D14) por meio da via caudal.  Na 

semana seguinte à exodontia (D49), foi administrada uma dose adicional de AZ 

ou salina (via caudal). Um mês após a exodontia (D70), o protocolo entrou em 

desfecho (Figura 1). 

Para a exodontia, os animais foram previamente anestesiados com 

quetamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg), por via intraperitoneal. A 

sindesmotomia do 1º molar inferior esquerdo e direito foi realizada com auxílio 

de sonda exploradora, a luxação com uso de espátula Hollemback 3S e a 

extração com espátula Lecron-Zalle em movimento de alavanca (técnica 

adaptada de MAAHS et al., 2011 e ALVES et al., 2007). Após este 

procedimento, os animais foram mantidos em ambientes aquecidos para 

controle de hipotermia pós-anestesia e em observação dentro de caixas 

individuais. Destaca-se que este procedimento não gerou perda de sangue 

significativa que justificasse reposição hidroeletrolítica. 

A eutanásia, que aconteceu semanalmente em todos os subgrupos 

avaliados, foi realizada com imobilização manual (dorso-cervical) e 

Dia 42 ao dia 70 (5 semanas): 

- Grupo 01: animais tratados com solução salina (0,1ml/kg) 

 Sem exodontia 

 Com exodontia 

- Grupo 02: animais tratados com AZ (0,20mg/kg) 

 Sem exodontia 

 Com exodontia 



28 
 

 

administração de barbitúricos (Pentobarbital sódico, 150 mg/kg, via 

intravenosa), seguido de exsanguinação. Imediatamente após a eutanásia, as 

mandíbulas dos animais foram excisadas cirurgicamente. A hemimandíbula 

esquerda foi fixada em formol tamponado 10% e a hemimandíbula direita foi 

congelada em nitrogênio líquido para armazenamento em freezer -80 ºC. 

Todos os procedimentos foram realizados cegamente por um 

mesmo operador previamente treinado e os animais foram aleatorizados e 

pesados previamente. 

 
Parâmetros de análise 

 
 

Ensaio de quantificação de Mieloperoxidase (MPO) 

 
 

Afim de avaliar o perfil neutrofílico, a hemimandíbula direita foi 

utilizada para ensaio de MPO. Às amostras foi acrescido 250μL de solução 

NaPO4 0,2M (ph = 4,7) para maceração em nitrogênio líquido. Depois da 

maceração, as amostras foram centrifugadas a 3000rpm por 15 minutos e o 

sobrenadante foi separado e imediatamente congelado em freezer -80ºC. Aos 

pallets foi adicionado 1 ml de solução lisante (NaCl 0,2%) e mantida no  

agitador por 30 segundos. Posteriormente, as amostras foram novamente 

centrifugadas (3000rpm, 15minutos) e o sobrenadante foi descartado 

(MORETTI et al., 2015; LIMA JUNIOR et al., 2011). 

Adicionou-se 250μL de brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTAB) 

aos pallets e o homogenato foi macerado por 30 segundo a 4ºC. Após a última 

maceração, a suspensão foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos para o 

plaqueamento. 

Placas de 96 poços foram incubadas em duplicata com 25μL do 

homogenato e 25μL de diluente (3,3',5,5'-tetrametil-benzidina, H2O2, PBS) e a 

reação foi interrompida 5 minutos depois com ácido sulfúrico. As placas foram 

lidas em leitor de ELISA (450nm) e alterações de absorbância foram plotadas 

em uma curva padrão de neutrófilos e expressas em forma de neutrófilos/mg  

de tecido (WIMALAWANSA, S. J., 2010). 
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Dosagem de citocinas do sobrenadante do macerado das mandíbulas – 

Ensaio de Imunoabsorção enzimática (ELISA) 

 
Após análise dos dados do ensaio de mieloperoxidase, o 

sobrenadante obtido da maceração das mandíbulas foi utilizado para dosagem 

de mediadores inflamatórios e fatores de transcrição associados a migração de 

neutrófilos em dias previamente selecionados. 

As concentrações de NF-kB, TNF-α e IL-1β foram determinadas por 

ELISA. As placas de microtitulação foram revestidas durante a noite a 4 ° C 

com os seguintes anticorpos de camundongo: anti- NF-kB, anti-TNF-a e anti-IL- 

1β (Dako®, 1: 1000, albumina de soro bovino) BSA 1%). Após lavagem (três 

vezes) e bloqueio das placas (BSA a 1%, 2h), as amostras (obtidas a partir do 

sobrenadante do ensaio de MPO) foram incubadas à temperatura ambiente 

durante 1h. As placas foram lavadas três vezes com tampão, seguida  de 

adição do anticorpo secundário policlonal (Sigma® 1: 1.000, BSA 1%). 

Após incubação adicional à temperatura ambiente por 1h, as placas 

foram lavadas e 50 µl de avidina-HRP (Abcam®, 1: 5.000) foram adicionados. 

O reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD; Biosystems®, 50 µl) foi adicionado 

15 min depois, e as placas foram incubadas no escuro a 37°C por 45 min para 

o TNF-α e 20 min para IL-1β. A reação enzimática foi terminada com H2SO4 e 

a absorvância foi medida a 490 nm. Os resultados são expressos em pg/mg de 

tecido e são relatados como média ± EP em uma curva padrão de  cada 

citocina avaliada (LIMA JÚNIOR et al., 2011). 

 
Delineamento estatístico 

 
 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro- 

Wilk, expressos em forma de média e erro-padrão (dados paramétricos) e 

comparados utilizando os testes ANOVA-1-way e ANOVA-2-way seguidos do 

pós-teste de Bonferroni. 

Todas as análises foram realizadas utilizando o software estatístico 

GraphPad Prism® 5.0 e o índice de significância p<0.05 será adotado em todas 

as avaliações. 
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RESULTADOS 
 
 

Dosagem de mieloperoxidase 

 
 

O grupo tratado com solução salina não submetido a exodontia não 

mostrou variação significativa dos níveis de MPO ao longo do curso temporal, 

iniciando em D0 com uma dosagem média de 1,60±0,14 e terminando o curso 

temporal com 2,4±0,24 (p=0,100). Quando a exodontia foi realizada, pôde-se 

observar um aumento significativo dos níveis de MPO no dia 42 (12,10±1,15) 

em relação aos dias 35 (2,80±0,39) e aos demais dias anteriores (p<0,001). Na 

semana seguinte (D49) os níveis de MPO retornaram aos valores basais, não 

apresentando diferença significativa com os demais dias do protocolo 

experimental. 

Nos grupos tratados com AZ pôde-se observar um aumento 

significante dos níveis de MPO de D0 (2,20±0,09) para D7 (5,40±0,51), 

mantendo-se num platô que não mostrou variação significante a partir de D14 

(6,50±,43) até D70 (8,40±0,83) (p<0,001). Quando submetido à exodontia, o 

grupo tratado com AZ mostrou um incremento significativo dos níveis de MPO 

no dia do procedimento (D42 = 15,60), decrescendo significantemente na 

semana seguinte (D49 = 11,40±1,26) e mantendo valores significativamente 

mais altos em relação a semana anterior a exodontia (D35 = 7,90±0,41) até o 

D70 (11,70±1,27) (p<0,001). 

O grupo tratado com salina submetido à exodontia mostrou um pico 

significante de MPO em relação ao grupo não submetido à exodontia no dia da 

extração dentária (D42 = 12,10±1,15 versus 1,90±0,40), não mostrando 

diferença com os demais dias a partir do D49 até o desfecho do protocolo 

(D70). O grupo tratado com AZ mostrou, a partir do D7, valores 

significativamente mais altos que os grupos tratados com solução salina em 

todos os momentos do curso temporal (p<0,001). Quando submetido à 

exodontia, o grupo tratado com AZ também mostrou pico de neutrofilia em D42 

(15,60±0,58), com valores significativamente maiores que todos os demais 

grupos. Na semana seguinte a exodontia (D49), o grupo tratado com AZ 

apresentou uma discreta redução dos níveis de MPO, entretanto, ainda 

mantendo níveis significativamente maiores que os animais tratados com AZ e 
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não submetidos a exodontia. Destaca-se, ainda, que estes níveis elevados 

(AZ+exodontia), a partir do D49, estabeleceram um novo platô, mantendo-se 

superiores a todos os outros grupos experimentais, até o desfecho do 

protocolo. 

 

Figura 2: Dosagem de MPO em tecido ósseo de camundongos tratados ou não com ácido 

zoledrônico e submetidos ou não a exodontia do primeiro molar inferior direito. 

*p<0,05 versus grupo salina sem exodontia; **p<0,05 versus demais grupos de estudo 

(média±EPM); Teste ANOVA-2-way/Bonferroni. 

 

Dosagem de TNF-α 

 
 

Após a avaliação da quantificação de mieloperoxidase, foram 

selecionados os dias 0, 21, 42 e 56 para dosagem de  mediadores 

inflamatórios, por se tratarem de dias relevantes para o entendimento do curso 

temporal, já que representam o início do protocolo (D0), a finalização das 

primeiras infusões (D21), a realização das exodontias (D42), e a semana que 

sucedeu a última infusão de AZ ou salina (D56). 

O grupo tratado com solução salina não apresentou grandes 

variações nos níveis de TNF-α ao longo do curso temporal nos dias avaliados. 

Quando submetido à exodontia, os níveis de TNF-α subiram significantemente 

em D42 (189,00±7,65), havendo redução significante destes níveis em D56 

(15,20±0,98), retornando aos valores basais observados no D0 (p<0,001). 

O grupo tratado com AZ mostrou aumento significante dos níveis de 

TNF-α em D21 (51,30±2,85) quando comparado ao D0 (12,60±0,99). Esses 
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níveis permaneceram significativamente elevados em D42 (42,10±3,26) e D56 

(42,30±2,19) (p<0,001). Quando submetido à exodontia, os níveis de TNF-α em 

D42 subiram significantemente em relação ao D21 (287,20±14,39), reduzindo 

também significantemente em D56 (137,10±4,21) quando comparados ao D42, 

porém, ainda, mantendo níveis mais altos quando comparado aos dias iniciais 

de avaliação (D0 e D21) (p<0,001). 

No D0 não houve diferença significante dos níveis de TNF-α do 

grupo tratado com salina ou AZ (p=0,602), porém no D21 os animais tratados 

com AZ apresentaram valores de TNF-α significativamente superiores ao grupo 

tratado com salina (p<0,001). No D42 o grupo tratado com AZ e submetido à 

exodontia apresentou níveis maiores de TNF-α do que os grupos tratados com 

AZ não submetidos à exodontia, e estes mostraram valores significantemente 

superiores ao grupo tratado com salina submetido ou não à exodontia 

(p<0,001). No D56 os dois grupos tratados com salina submetidos ou não à 

exodontia mostraram valores significantemente menores de TNF-α que os 

grupos tratados com AZ e AZ submetidos à exodontia, apresentando este 

último os valores mais elevados de TNF-α. 

 
 

Figura 3: Dosagem de TNF-α em tecido ósseo de camundongos tratados ou não com ácido 

zoledrônico e submetidos ou não a exodontia do primeiro molar inferior direito. 

*p<0,05 versus grupo salina sem exodontia; **p<0,05 versus grupos salina e ZA sem  

exodontia; ***p<0,05 versus demais grupos de estudo, no mesmo dia de avaliação 

(média±EPM); Teste ANOVA-2-way/Bonferroni. 
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Dosagem de IL-1β 

 
 

O grupo tratado com solução salina e não submetido à exodontia 

não mostrou variação significativa dos níveis de IL-1β ao longo do curso 

temporal: D0 (11,10±0,70), D21 (15,20±0,78), D42 (13,20±0,83) e D56 

(13,35±1,09) (p=0,212). Após a exodontia este grupo apresentou aumento 

significante dos níveis de IL-1β em D42 (99,00±4,36), com redução significativa 

em D56 (22,40±2,47). 

Os animais tratados com AZ mostraram aumento dos níveis de IL-1β 

de D0 (11,60±0,87) para D21 (35,40±2,40), mantendo-se esses valores 

elevados em D42 (34,10±1,58) e D56 (36,00±2,30) (p<0,001). Após a 

exodontia, os níveis de IL-1β no grupo tratado com AZ apresentaram 

incremento significante em D42 (115,30±5,88) com redução em D56 

(69,20±4,12). Ainda assim, os valores de IL-1β neste grupo permaneceram 

mais elevados que o período basal (D0) e pós infusão do AZ (D21) (p<0,001). 

 
 

Figura 4: Dosagem de IL-1β em tecido ósseo de camundongos tratados ou não com ácido 

zoledrônico e submetidos ou não a exodontia do primeiro molar inferior direito. 

*p<0,05 versus grupo salina sem exodontia; **p<0,05 versus grupos salina e AZ sem  

exodontia; ***p<0,05 versus demais grupos de estudo, no mesmo dia de avaliação 

(média±EPM); Teste ANOVA-2-way/Bonferroni. 
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Em D0 (p=0,632) não houve diferença significante dos níveis de IL- 

1β entre os grupos salina e AZ. Após a infusão do AZ, os níveis de IL-1β neste 

grupo foram significantemente superiores ao grupo salina em D21 (p<0,001). 

No D42, o grupo tratado com AZ e submetido à exodontia apresentou níveis de 

IL-1β significantemente maiores que os demais grupos experimentais. Seguido 

deste, o grupo salina tratado com exodontia apresentou valores maiores que os 

demais, e o grupo tratado apenas com AZ e sem exodontia apresentou níveis 

médios de IL-1β superiores ao grupo tratado com salina e não submetido à 

exodontia (p<0,001). Em D56, os grupos tratados com salina submetidos ou 

não à exodontia não mostraram diferença nos níveis de IL-1β, no entanto, os 

níveis de IL-1β foram maiores no grupo tratado com AZ e mais elevados ainda 

no grupo tratado com AZ e submetido à exodontia (p<0,001). 

 
Dosagem de NF-kB 

 
 

O grupo tratado com solução salina e não submetido à exodontia 

evidenciou variações dos níveis de NF-kB ao longo do curso temporal. O grupo 

tratado com AZ mostrou aumento dos níveis de NF-kB em relação ao D0 

(8,20±0,72), a partir de D21 (45,30±1,92), mantendo esses valores 

significativamente mais elevados em D42 (46,40±4,23) e D56 (36,30±2,60) 

(p<0,001). 
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Figura 5: Dosagem de NF-kB em tecido ósseo de camundongos tratados ou não com ácido 

zoledrônico e submetidos ou não a exodontia do primeiro molar inferior direito. 

*p<0,05 versus grupo salina sem exodontia; **p<0,05 versus grupos salina e ZA  sem 

exodontia; ***p<0,05 versus demais grupos de estudo, no mesmo dia de avaliação 

(média±EPM); Teste ANOVA-2-way/Bonferroni. 

 

Após ser submetido à exodontia, o grupo salina apesentou maiores 

níveis de NF-kB em D42 (130,10±8,91) que em D0, com queda significativa em 

D56 (24,10±1,73). O grupo AZ submetido à exodontia apresentou maiores 

níveis de NF-kB em D42 (188,00±8,03) e apesar de queda significativa em D56 

(88,00±3,67), esses níveis foram significantemente maiores que antes da 

exodontia (D0 e D21). 

Não houve diferença significativa nos níveis de NF-kB entre os 

grupos salina e AZ em D0 (p=0,127), com elevação significativa no grupo AZ 

(p<0,001) em D21. Em D42, o grupo AZ submetido à exodontia apresentou os 

maiores valores de NF-kB, seguido do grupo salina submetido à exodontia, 

seguido do grupo AZ sem exodontia e salina sem exodontia, respectivamente, 

com diferença estatística entre todos os grupos (p<0,001). Em D56, o grupo AZ 

submetido à exodontia também apresentou as maiores médias de NF-kB, 

seguido, desta vez, do grupo tratado apenas com AZ, seguido do grupo salina 

submetido à exodontia e do grupo salina sem exodontia, respectivamente, com 

diferença estatística entre todos os grupos (p<0,001). 
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DISCUSSÃO 

 

 
Os aminobisfosfonatos, em especial o AZ, inibem a reabsorção 

óssea por indução de apoptose dos osteoclastos (WOO & KALMAR, 2007) e 

tem sido sugerido que diminuição do turnover ósseo nos maxilares seja o 

principal mecanismo envolvido no desenvolvimento de OMB (SILVERMAN & 

LANDESBERG, 2009). 

O AZ, quando administrado cronicamente, pode desregular o 

sistema imunológico e aumentar o número de células inflamatórias e níveis de 

citocinas pró-inflamatórias (ROSSINI et al., 2012; NORTON et al., 2012; 

WELTON et al., 2013). SENEL et al. (2010) observaram que a intensidade do 

infiltrado inflamatório em mandíbulas de ratos tratados com AZ não submetidos 

à exodontia ocorria proporcionalmente a dose final administrada. Assim, é 

provável que haja relação entre a leucocitose induzida pelo AZ com a migração 

leucocitária nos maxilares e, consequentemente, este seja um importante fator 

de desenvolvimento da OMB (SILVA, 2013). 

Essas alterações no número de células inflamatórias e níveis de 

citocinas pró-inflamatórias corroboram com o presente estudo, no qual a 

infusão de AZ aumentou significativamente os níveis de NF-kB, TNF-α e IL-1β 

no tecido ósseo dos camundongos tratados com AZ, juntamente de um 

aumento de polimorfonucleares neutrófilos, verificado por meio do ensaio de 

MPO. 

A mieloperoxidase (MPO) é uma hemoproteína lisossomial presente 

em leucócitos da linhagem granulocítica e monocítica, e possui papel 

fundamental na produção de espécies reativas de oxigênio (ERO). Existem 

fortes evidências que alguns produtos gerados a partir de reações catalisadas 

por MPO tenham papel na sinalização celular (CRUZ, 2011). 

Neste estudo, a atividade da MPO foi significativamente aumentada 

no osso mandibular dos grupos tratados com AZ, provavelmente porque o TNF-

α e a IL-1β são importantes na quimiotaxia de neutrófilos (GRAVES E JIANG, 

1995), e a ativação de NF-kB é o principal responsável pelo aumento destas 

citocinas (BARROS SILVA et al., 2016). Essa afirmação se torna mais 
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evidente quando se observa que o aumento dos níveis da MPO é concomitante 

com o aumento dos níveis de NF-kB, TNF-α e IL-1β no D42; e a redução da 

MPO no D56 (quando comparada com o dia da exodontia) acompanha a 

redução de NF-kB, TNF-α e IL-1β, também no D56. Com isso, sugere-se que a 

indução de algumas quimiocinas de maneira dependente de TNF-α e IL-1β 

contribui para o aumento de neutrófilos e possíveis danos locais causados pela 

administração sistêmica de AZ (VASCONCELOS et al., 2016). 

Os animais tratados com AZ mostraram aumento dos níveis de IL- 

1β, NF-kB e TNF-α de D0 para D21. Esses achados se assemelham com os 

resultados do estudo de SILVA et al. (2017) e de NORTON et al. (2012) que 

mostraram aumento significativo de IL-1β e TNF-α em tecido gengival de 

animais tratados com AZ, e aumento do número de neutrófilos e monócitos, por 

uma via dependente da liberação de Interleucina 1, respectivamente. 

É importante ressaltar que a quantidade de neutrófilos por mg/tecido 

apresentou aumentos consecutivos com a progressão das três doses semanais 

de AZ, o que sugere uma expressão inflamatória dose-dependente nas quatro 

primeiras semanas do protocolo experimental. Este fato se repete no D56,  

onde o incremento dos níveis de MPO foram precedidos de uma adminstração 

adicional de AZ na semana anterior (D49). 

A partir do dia 42, após o procedimento de exodontia, os grupos 

tratados com AZ apresentaram marcante elevação de neutrófilos e citocinas 

pró-inflamatórias. Sabe-se que o AZ fica aderido irreversivelmente à 

hidroxiapatita do tecido ósseo (ENDELE et al., 2005), e este processo talvez 

possa induzir uma hiperexpressão local de TNF-α e IL-1β, provavelmente 

mediado ou com participação de NF-kB, o qual culmina em migração de 

neutrófilos para os ossos gnáticos e estabelece o estado hiperinflamatório  

local. 

Depois que um dente é extraído, observa-se aumento da expressão 

de TNF-α. O TNF-α se liga ao seu receptor, o TNFR, estimulando uma cascata 

de fosforilações que culmina com a ativação do NF-kB (KON et al., 2001; 

BALGA, 2006). A secreção rápida e bem regulada de moléculas pró- 

inflamatórias, após uma lesão aguda, é fundamental para a reparação do 
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tecido (HANLEY et al., 2000). Elas estimulam a osteoclastogênese e a 

reabsorção do tecido lesado e posterior neoformação óssea com uma redução 

das citocinas pró-inflamatórias para os níveis basais após 10 dias (KIM et al, 

2012). Isso explica a diminuição significativa da MPO no grupo tratado com 

solução salina na semana pós-exodontia. 

A administração de AZ parece induzir uma quebra de homeostase e 

prejuízo no reparo. Quando observado o grupo salina, os animais que sofreram 

exodontia (D42) apresentaram uma elevação transitória de MPO, NF-kB e 

citocinas (TNF-α e IL-1β), retornando aos níveis basais na semana posterior 

(D49). Diferentemente, os animais do grupo AZ apresentaram elevação de 

MPO, NF-kB e citocinas (TNF-α e IL-1β) na semana da exodontia (D42), 

entretanto, quando comparado aos animais do grupo AZ sem exodontia, 

observa-se que os níveis de todos esses marcadores inflamatórios não 

retornaram aos níveis basais no D49. Além disso, estes marcadores 

inflamatórios permanecem elevados e acima dos níveis basais até o D70.  

Estes achados sugerem que a exodontia nos animais tratados com AZ produz 

uma desregulação inflamatória adicional, levando ao desenvolvimento de um 

novo platô, com incremento de marcadores inflamatórios de forma sustentada. 

A expressão desses marcadores em mandíbula de ratos já foi 

observada na literatura (BARROS SILVA et al., 2016), através de aumento de 

alguns marcadores inflamatórios agudos, como TNF-α, IL-1β, iNOS, ativação 

de NF-kB e número de neutrófilos e macrófagos (células CD68 positivas), sem 

elevação de mastócitos, todos esses achados detectados ao final do protocolo 

(D70), semelhante ao utilizado no estudo atual. Esses achados corroboram 

com o presente trabalho e com outros que evidenciaram aumento na produção 

de citocinas pelos macrófagos por meio da ativação do NF-kB (MURATSU et 

al., 2013), elevação de TNF-α (CHEUNG et al., 2011), IL- 1β (BONEWALD, 

2004; BAKKER et al, 2009) e estresse oxidativo, bem como aumento da 

atividade da iNOS (ALMEIDA e O’BRIEN, 2013). O grande diferencial dessa 

pesquisa é que as análises foram feitas semanalmente, permitindo a 

capacidade de um delineamento do comportamento inflamatório ao longo de 

cada semana do estudo, mostrando o momento onde essas células e citocinas 
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aparecem, detectando a formação de um platô inflamatório; e quando reduzem, 

porém sem retornar os níveis basais. 

Como já mencionado anteriormente, o procedimento de exodontia 

por si só promove liberação de citocinas pró-inflamatórias e aumento de células 

inflamatórias locais. A apoptose de osteoclastos induzida pelo AZ já é 

conhecida, e talvez possa acrescentar efeitos pró-inflamatórios, auxiliando a 

perpetuar e suprarregular mediadores pró-inflamatórios, além de promover 

infiltração e ativação de macrófagos (KOGIANNI et al., 2008; HARRE et al., 

2012). 

A OMB está diretamente associada à condição pró-inflamatória. Esta 

é uma alteração dose-dependente, e associada com leucocitose (SILVA et al, 

2015). Mais de 81,6% dos casos de OMB estão associados com inflamação. 

Assim, a imunodesregulação pode desempenhar um papel fundamental na 

patogênese da OMB. 

O presente grupo de pesquisa já evidenciou que o infliximabe, por 

exemplo, na dose de 5 mg/kg é capaz de reduzir o infiltrado neutrofílico em 

gengiva de ratos submetidos à exodontia. Tendo em vista que o AZ leva a 

aumento na síntese de NF-κB, TNF-α, IL-1β, IL-6 (MURATSU et al., 2013), e 

que essas vias comuns, juntamente com a via da ciclooxigenase-2, contribuem 

com a migração de neutrófilos, torna-se imprescindível a realização de estudos 

com o objetivo de modular essas vias, no intuito de alterar o estado pró- 

inflamatório local, bem como o influxo de neutrófilos. Estas investigações 

podem contribuir com futuros protocolos de tratamento ou prevenção desta 

condição. 
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4. CONCLUSÃO GERAL 

 

 
A infusão crônica de AZ elevou a presença de células inflamatórias 

(neutrófilos) e de mediadores inflamatórios (NF-kB, TNF-α e IL-1β) em animais 

não submetidos à exodontia, e superelevou a presença dessas células e 

mediadores quando houve associação de AZ com exodontia. Ressalta-se, 

ainda, que essa expressão aumentada de neutrófilos e mediadores 

inflamatórios supracitados permaneceu elevada (até o final do protocolo 

experimental) nos animais tratados com AZ e submetidos à exodontia. Esses 

dados contribuem para a hipótese de que o AZ pode promover uma alteração 

inflamatória imunológica local e facilitar a instalação da OMB. 
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6. ANEXOS 

 
 

ANEXO A - SEGMENTO DO REGIMENTO INTERNO ARTIGO 46 

 
 

 
As dissertações apresentadas ao Programa de Pós-Graduação em 

Odontologia da Universidade Federal do Ceará poderão ser produzidas em 

formato alternativo ou tradicional. O formato alternativo estabelece: a critério do 

orientador e com a aprovação da Coordenação do Programa, que os capítulos 

e os apêndices poderão conter cópias de artigos de autoria ou co-autoria do 

candidato, publicados ou ainda não submetidos para publicação em periódicos 

científicos, escritos no idioma exigido pelo veículo de divulgação. §1º - O 

orientador e o candidato deverão verificar junto às editoras a possibilidade de 

inclusão dos artigos na dissertação ou tese, em atendimento à legislação que 

rege o direito autoral, obtendo, se necessária, a competente autorização, 

devendo assinar declaração de que não estão infringindo o direito autoral 

transferido à editora. 
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ANEXO B – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA ANIMAL 
 
 
 
 


