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RESUMO

A Osteonecrose dos Maxilares induzida por Bisfosfonatos (OMB) ndo possui fisiopatologia
definida, mas se acredita que a infec¢dao local possa participar do seu desenvolvimento. O
objetivo desse estudo foi avaliar o papel do micro-organismo na osteoquimionecrose do 0sso
mandibular induzida por 4cido zoledronico (AZ). Para isso, camundongos C57BL/6 selvagens
(SELV), Specific-Patogen-Free (SPF) e Convencionalizados (CONV), isto ¢, SPF inoculados
com microbiota de animais SELV (n=6), foram submetidos as administragdes de AZ (1 mg/kg,
via intraperitoneal) por trés semanas. Quatro semanas depois, realizou-se exodontia do segundo
molar inferior esquerdo, seguida de nova administragdo de AZ, 7 dias apds o procedimento
cirargico. Outros animais, SELV, SPF e CONV (n=6), receberam solucdo salina via
intraperitoneal (controles). Foram realizadas analises do ganho de massa corpdrea
semanalmente e hematologica no dia 0 e 70. Biofilmes orais foram colhidos dos animais nos
dias 0 e 70 para analise citologica qualitativa. Apds eutanasia (dia 70), mandibulas e 6rgaos
foram excisados. Com as mandibulas, realizaram-se microtomografias para mensura¢ao da area
hipodensa sugestiva de necrose e, apds descalcificacdo, laminas histologicas (hematoxilina-
eosina) para andlise histomorfométrica do alvéolo pos-exodontia. Rim, figado, bago e estdmago
foram analisados histopatologicamente para parametros de toxicidade. Anadlise citologica
qualitativa revelou sucesso na convencionalizagdo, com permanéncia de microbiota semelhante
aos animais SELV do dia 0 ao 70. O grupo SPF-AZ, que exibiu cocos no dia 0, passou a
evidenciar bactérias filamentosas ao final do experimento. Maior area hipodensa foi vista nos
alvéolos pos-exodontia de animais tratados com AZ em relagao aos grupos tratados com salina.
Histomorfometricamente, grupos SELV-AZ e CONV-AZ exibiram maior nimero de células
inflamatorias e osteoclastos totais nos sitios pds-exodontia, comparados aos tratados com
salina, além de col6nias bacterianas e sequestros Osseos mais frequentes. O numero de
osteoclastos apoptoticos foi maior nos animais tratados com AZ, independente do grupo. A
administracdo de AZ esteve associada a provavel ocorréncia de eventos anémicos, tendéncia a
reducdo no niumero de plaquetas e a vacuolizacdo de epitélio tubular no rim. Animais livres de
patdgenos especificos exibiram retardo no ganho de massa corporea. Assim, a presenca de uma
microbiota oral patogénica esteve relacionada a ocorréncia de lesdes de OMB em camundongos
SELV e CONV, enquanto sua auséncia revelou, somente, atraso cicatricial temporal sem sinais

classicos de lesdao necrotica.

Palavras-chave: Osteonecrose Associada a Bisfosfonatos. Bactéria. Gnotobidticos.



ABSTRACT

Bisphosphonates-Related Osteonecrosis of Jaw (BRONJ) has no defined pathophysiology, but
it is believed that local infection may participates of it development. The aim of this study was
to evaluate the role of microorganism in osteochemonecrosis of jaw induced by zoledronic acid
(ZA). For this purpose, C57BL/6 wild type mice (WT), specific-pathogen-free (SPF) and
conventionalized (CONV), that are SPF animals inoculated with microbiota from WT animals
(n = 6) were subjected to ZA adminstrations (1 mg/kg, intraperitoneally) for three weeks. Four
weeks later, second lower left molar was extracted, followed by a new administration ZA
realized seven days after surgery. Other animals, WT, SPF and CONV (n = 6) received saline
solution intraperitoneally (controls). Body weight gain was performed weekly and
haematological analyzes on day 0 and 70. Oral biofilms were collected from animals on days 0
and 70 for qualitative cytological analysis. After euthanasia (day 70), jaws and organs were
excised. With the jaws, microtomographies was made to measure suggestive hypodense area of
necrosis and, after decalcification, histologic slides (hematoxylin-eosin) for histomorphometric
analysis of the post-exodontia alveolus. Kidney, liver, spleen and stomach were analyzed
histopathologically for toxicity parameters. Qualitative cytological analysis revealed success in
the conventionalization, with permanence of the similar microbiota to the WT animals from
day 0 to 70. The SPF-ZA group, which exhibited cocci on day 0, showed filamentous bacteria
at the end of the experiment. Greater hypodense area was seen in the post-exodontia alveoli of
ZA-treated animals compared to saline groups. Histomorphometrically, WT-ZA and CONV-
ZA groups exhibited a greater number of inflammatory cells and total osteoclasts in the post-
extraction sites, compared to those treated with saline, in addition to more frequent bacterial
colonies and bone sequestra. The administration of ZA was associated with the probable
occurrence of anemic events, a tendency of reduction in the number of platelets and the
vacuolization of tubular epithelium in the kidney. SPF animals exhibited delay in body weight
gain. Thus, the presence of a pathogenic oral microbiota was related to the occurrence of
BRONIJ lesions in WT and CONYV mice, while their absence revealed, only, temporal cicatricial

delay, without classic signs of necrotic lesion.

Keywords: Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the Jaw; Bacteria; Specific Pathogen-
Free Organisms.
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18

1 INTRODUCAO

A Osteonecrose dos Maxilares induzida por Medicamentos (OMM) ¢ definida
como uma exposi¢do de osso necrotico na regido maxilofacial, por mais de oito semanas, em
pacientes com uso de farmacos antirreabsortivos ou antiangiogénicos, sem historia prévia de
radioterapia ou doenga metastatica nos maxilares. Diversos farmacos sdo relacionados ao
desenvolvimento da OMM, dentre os quais se incluem os Bisfosfonatos (BF), cuja lesdao
necroética associada denomina-se de Osteonecrose dos Maxilares induzida por Bisfosfonatos
(OMB) (RUGGIERO et al., 2014).

A OMB ¢ uma condi¢do que pode ser dolorosa, muitas vezes ¢ debilitante, e sua
prevaléncia oscila entre 1 e 10% dos pacientes que utilizam esses farmacos (FASSIO et al.,
2017; PELAZ et al., 2015; RUGGIERO; DODSON; ASSAEL, 2009). Embora seja bastante
estudada sob diversos aspectos, até hoje ndo se conseguiu estabelecer adequadamente sua
etiopatogénese (WALTER et al., 2010). Sendo assim, o tratamento dessa condi¢do continua
sendo realizado através do debridamento cirurgico associado a terapéutica farmacoldgica com
antibidticos, sistémicos e locais, e analgésicos para controle da dor (RUGGIERO et al., 2014).
Essa proposta terapéutica se baseia na hipotese de que bactérias possam provocar danos diretos
ou indiretos através da coloniza¢do do osso impregnado por bisfosfonatos e, por meio da
estimulagdo imune exacerbada, culminar em necrose ¢6ssea (HINSON et al., 2014;
KATSARELIS et al., 2015; KOS, 2011; SEDGHIZADEB et al., 2008). Entretanto,
clinicamente, ¢ possivel observar que cerca de 50% dos pacientes com OMB tratados com
antibioticoterapia local e/ou sistémica, debridamento cirirgico ou outras terapias, como a
oxigenoterapia hiperbarica, mantém quadro clinico inalterado, alguns necessitam de
reintervengdo cirtrgica extensa e apenas 3% dos casos tratados com uma dessas modalidades
evoluem para cura (DEL CONTE et al., 2010; DIEGO et al., 2007; POZZI et al., 2007).

Alguns autores defendem que esse tipo de resisténcia terapéutica possa ocorrer
devido a formacdo de biofilmes bacterianos. Os biofilmes s3o estruturas complexas e
organizadas, que reduzem a penetracdo de antibidticos, protegendo as bactérias da acdo
antimicrobiana (KATSARELIS et al., 2015). Biofilmes bacterianos na cavidade oral constituem
o principal fator etiologico para diversas condig¢des patoldgicas. Dentre essas, incluem-se
caries, que podem evoluir para lesdes pulpares, gerando necessidade de exodontias, e condi¢des
inflamatorias cronicas, como a doenga periodontal. Sabe-se que sitios orais anteriormente

acometidos por essas doencas infecto-inflamatorias, como doenca periodontal (HOFF et al.,
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2008; MARX et al., 2005) e periapical (AGHALOO et al., 2011), sdo considerados fatores de
risco locais ao desenvolvimento de OMB (RUGGIERO et al., 2014). Por conta disso, estudos
tém observado redu¢do da incidéncia de OMB em pacientes com cancer apos sua melhoria na
higiene dental (BONACINA et al., 2011; NICOLATOU-GALITIS et al., 2011; RIPAMONTI
et al 2009), fator indispenséavel para a remocao do biofilme e manutengdo de boa satde oral.

Por outro lado, outras pesquisas demonstram que a infec¢@o parece ndo ser decisiva
para a etiopatogénese da OMB. Sabe-se que a terapia com bisfosfonatos ¢ capaz de causar
modificacdes no perfil hematologico dos pacientes tratados, principalmente, a linfocitose
(ROSSINI et al., 2012). Mudangas no perfil de citocinas pro-inflamatorias liberadas também
na saliva e no plasma de pacientes que utilizam BFs foram observadas e, nota-se que, ha
exacerbagdo dos niveis quando a OMB se desenvolve. Assim, pacientes oncoldgicos que
utilizam BFs continuamente apresentam niveis mais elevados de Interleucina(IL)-1a, IL-1B e
IL-1RA na saliva e IL-6 na saliva e no plasma em relacdo a pacientes que nao estdo em terapia
com esses farmacos (BAGAN et al., 2013; BAGAN et al., 2014). Esses achados indicam a
instalagdo de um estado inflamatério no organismo a partir da administragdo cronica do
farmaco. A partir desses resultados, acredita-se que a OMB possa ser desenvolvida através de
um processo asséptico, de patogé€nese unicamente associada as mudancgas imunologicas
provocadas pela infusdo de bisfosfonatos. A OMB, entdo, se instala seguindo um periodo de
varios meses. Com o alastramento da lise dssea, ocorre a necrose da mucosa, expondo o 0sso
subjacente ao ambiente bucal e favorecendo a infec¢ao secundaria desse sitio. Em geral, a partir
dessa etapa, comumente sintomadtica, o diagndstico ¢ realizado (LESCLOUS et al., 2009).
Entretanto, ja foi visto por este grupo de pesquisa que, embora a inflamagdo pareca atuar no
agravamento da OMB, a inibi¢do da migragao de polimorfonucleares neutrofilos para o sitio de
exodontia, através do tratamento com nimesulida, nao foi capaz de prevenir a OMB em relagao
aos animais tratados com salina. Em ambos os grupos, a OMB esteve associada a presenca de
coldnias bacterianas no sitio de exodontia (OLIVEIRA et al., 2017).

A partir do exposto, permanece a questdo, se a presenga do biofilme seria um fator
desencadeador, essencial para o desenvolvimento de lesdes necroticas, ou se funcionaria apenas
como um adjuvante sobreposto a uma carga de desregulagdo imune induzida pelos
bisfosfonatos. Portanto, a investigagdo acerca do papel de micro-organismos patogénicos na
etiopatogénese da OMB ¢ pertinente e necessaria para a elaboracdo de condutas preventivas e

terapéuticas eficazes no controle do desenvolvimento dessa condigao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bisfosfonatos

Bisfosfonatos (BFs) sdo potentes agentes antirreabsortivos constituidos por duas
liga¢des entre carbono e fosforo (estrutura P-C-P) (FLEISCH, 1998; ROGERS et al., 1999).
Essa constituicdo se assemelha ao pirofosfato inorganico enddgeno, um polifosfato de
ocorréncia natural presente no soro e na urina, capaz de prevenir a calcificacdo do mineral 6sseo
pela ligagdo a cristais de hidroxiapatita recém-formados (FLEISCH, RUSSELL,
STRAUMMAN, 1966; ROGERS et al., 1999). Entretanto, o pirofosfato, que possui na estrutura
quimica dois atomos de fosforo ligados a um de oxigénio, quando administrado por via oral,
ndo ¢ capaz de ser absorvido, uma vez que rapidamente poderia ser hidrolisado pelo conteudo
do 4cido gastrico. A partir da incorporagdo do atomo de carbono, promovendo a liga¢ao central
as moléculas de fosforo, obteve-se estabilidade na molécula para ser absorvida pelo trato
gastrintestinal, com manuten¢do das propriedades antimineralizantes observadas no composto
original (ROGERS et al., 1999) (Figura 1).

Associados ao carbono geminal, pode-se associar diversos grupamentos quimicos
a dois radicais: o radical R1, responsdvel pelo aumento da afinidade aos compostos
mineralizados; e o radical R2, ao qual ¢ atribuida a poténcia do farmaco (ROGERS et al., 1999;
RUSSELL; CROUCHER; ROGERS, 1999). Assim, sabe-se que a ligagdo de um grupo
hidroxila ligado ao grupamento R1 aumenta a afinidade dos bisfofonatos a materiais
calcificados, devido a capacidade desse composto quelar o calcio por ligagdo tridentada, em
vez de bidentada (JUNG, BISZA, FLEISCH, 1973). A liga¢do de cadeias nitrogenadas ao
atomo de carbono central na posicdo R2 determina uma maior atividade bioldgica, pela ligagao
a alvos moleculares especificos (RUSSELL; CROUCHER; ROGERS, 1999). De acordo com
a presenca ou nao da ligagdo de grupos aminados ao carbono R2, os bisfosfonatos sao
classificados em aminobisfosfonatos ou nao-aminobisfosfonatos, respectivamente, sendo os
primeiros farmacos de maior efetividade (FLEISCH, 1998; RUSSELL; CROUCHER;
ROGERS, 1999) (Figura 1).
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Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura quimica geral dos bisfosfonatos.
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Fonte: Adaptado de Russell et al., 1999.

O mecanismo de a¢ao dos bisfosfonatos esté relacionado a sua estrutura quimica e
a interacdo com células Osseas. Sendo esses compostos altamente afins de tecidos
mineralizados, apos absor¢do, sdo rapidamente eliminados da circulagdo sistémica, se
instalando sobre superficies minerais Osseas, particularmente nos sitios de atividade dos
osteoclastos (SATO et al., 1991). Quando osteoclastos estdo em atividade reabsortiva, forma-
se um microambiente acidico, o que pode facilitar a liberagdo do BF da superficie do osso,
dando origem a altas concentracdes de bisfosfonato locais (ROGERS et al., 1999). O BF pode
entdo ser internalizado por osteoclastos, principais células envolvidas no seu mecanismo de
acdo. Os bisfosfonatos ndo-aminados, como o clodronato e o etidronato, sdo endocitados, junto
a0 0sso, € metabolizados no interior de osteoclastos em analogos de adenosina trifosfato (ATP)
contendo metileno (AppCp). Esses analogos acumulam-se dentro das células, pois sdo
incapazes de serem hidrolisados, o que inibe numerosas enzimas metabolicas intracelulares,
acarretando em citotoxicidade e posterior apoptose dessas células (SELANDER et al., 1996;
RUSSELL; CROUCHER; ROGERS, 1999). Os bisfosfonatos que contém nitrogénio em sua
composi¢do quimica, como pamidronato, alendronato e 4cido zoledronico (AZ), uma vez no
interior dos osteoclastos, ndo sdo metabolizados e exercem seu efeito através de outros
mecanismos. Esses agentes sdo capazes de inibir a via do mevalonato, suprimindo a farnesil
difosfatase (FPP) e a geranil difosfatase (GGPP), prejudicando a producdo de colesterol e
lipidios isoprendides, além de impedir a prenilagdo de pequenas GTPases (Ras, Rho, Rac)
(ROGERS et al., 2000), o que causa a desregulagdo de processos celulares importantes para os
osteoclastos, como manuten¢do da morfologia celular, movimentagdo da membrana, trafego de

endossomos e preven¢do da apoptose celular (RIDLEY et al., 1992; ZERIAL, STENMARK,
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1993; ZHANG et al., 1995). A partir da inibicdo desses efeitos, os osteoclastos podem ter sua
funcdo perdida, decorrente da auséncia da borda enrugada, necessaria para a reabsorc¢ao Ossea,
e da destruicdo do citoesqueleto de actina (SELANDER, LEHENKARI, VAANANEN, 1994),
desregulando o transporte intracelular e a organizacao da arquitetura da célula ou culminando
na sua apoptose (HUGHES et al., 1995; GREEN, 2004). A inibi¢do da FPP gera o acimulo de
isopentenilpirofosfato (IPP), o metabolito imediatamente acima do FPP na via do mevalonato.
Esse acimulo causa producao de Apppl (analogo de ATP nao-hidrolisavel), que inibe a enzima
mitocondrial adenina nucleotideo translocase (ANT) e pode resultar em apoptose, além de
clinicamente resultar em uma resposta inflamatoria persistente, comumente vista apos a
administracdo intravenosa do medicamento (MONKKONEN et al., 2006) (Figura 2).

Outras enzimas que podem ser inibidas pelos BFs sdo a esqualeno sintase, afetando
a biossintese do colesterol, que pode atuar na formagdo da borda enrugada, e as proteinas
tirosina fosfatases (PTPs), que equilibram a atividade de tirosina-quinases em vias de
transdugdo de sinal iniciadas pelos fatores de crescimento, insulina e outros estimulos
(RODAN; FLEISCH, 1996). Acredita-se que os BFs possam ainda apresentar efeitos adicionais
em células precursoras de osteoclastos, evitando o recrutamento, diferencia¢do e fusdo dessas
células (BOONEKAMP et al., 1986). Sabe-se que ocorre ainda efeito sobre a proliferacao de
osteoblastos e inibi¢do das enzimas que ativam a atividade osteoclastica (VITTE, FLEISCH,
GUENTHER, 1996; ENDO et al., 1996), embora ndo se conhe¢a exatamente por quais vias
isso ocorra (RUSSELL et al., 1999). Por todos esses mecanismos, os aminobisfosfonatos sao
reconhecidamente mais potentes em sua agdo antirreabsortiva em relagdo aos nao-
aminobisfosfonatos (RUSSELL, CROUCHER, ROGERS, 2007; AAPRO et al., 2008) (Figura
2).
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Figura 2 — Inibi¢ao da via do mevalonato por aminobisfosfonatos.
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Fonte: Adaptado de Russell et al., 1999.

Através de seu efeito antirreabsortivo, os bisfosfonatos tém sido largamente
utilizados em doengas metabolicas onde existe alto potencial osteolitico, como osteoporose e
doenga de Paget, mas tém crescido ainda mais seu uso na prevencao de metéstases Osseas, em
tumores de oOrgdos solidos, como mama, prostata, rim, figado, reduzindo a morbidade e/ou
retardando complicagdes esqueléticas oriundas dessas doencas (ALLEGRA et al., 2007;
AAPRO et al., 2008; WALTER et al., 2010; COLEMAN et al., 2011). Os BFs sao indicados
para prevenir ou retardar a progressao de metéstases dsseas, devido a interrupgao da reabsorcao
de 0sso, necessdria para associacdo de células tumorais a esse tecido. Além disso, sabe-se que
esses fArmacos tém ac¢ao citostatica, induzindo a apoptose e inibindo a adesdo e a invasividade
de células tumorais. Acredita-se que isso seja mediado de maneira similar ao que ocorre em
osteoclastos. Deste modo, o acumulo de intermediarios da via do mevalonato, por conta da
inibi¢do enzimdtica promovida pelos bisfosfonatos, pode culminar em apoptose celular tumoral
(SHIPMAN et al., 1998; FROMIGUE; LAGNEAUX; BODY, 2000). Adicionalmente, a
inibi¢cdo da prenilagdo de pequenas GTPases, por conta da interrupgao dessa via, esta associada
a reducdo da invasao e adesividade de células tumorais in vitro (TASSONE et al., 2000). Os
BFs podem ainda ter efeitos sobre a secre¢@o de citocinas e fatores de crescimento, essenciais
ao desenvolvimento e progressao do tumor (GREEN, 2004). Mostrou-se, também, que esses
farmacos, in vitro, inibem a proliferagdo de células endoteliais estimuladas por soro fetal

bovino, fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF) e fator de crescimento endotelial
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vascular (VEGF) e, portanto, tém efeitos na angiogénese tumoral (WOOQOD et al., 2002). In vivo,
observou-se reducdo de niveis séricos de VEGF com a administragdo de pamidronato em
pacientes com metastases (SANTINI et al., 2002).

Nesse contexto, o acido zoledronico, que ¢ um aminobisfofonato derivado
imidazolico heterociclico de terceira geragdo, tem se destacado, sendo bastante empregado na
terapia oncologica. Isso se deve a sua elevada eficécia clinica, j& que ¢ considerado o mais
potente dos bisfosfonatos, com poténcia cerca de 10.000 vezes maior que a do etidronato
(FERNANDES, LEITE, LANCAS, 2005) e demonstra beneficios no tratamento da doenca
metastatica superior em 41% ao placebo (KOHNO et al., 2005) e em 20% a outros farmacos da
mesma classe, como o pamidronato (ROSEN et al., 2004). Esse farmaco ¢ clinicamente
administrado por via endovenosa, através de uma infusdo de 4 mg do farmaco em 15 minutos.
Ao final da administra¢@o, sua concentragdo plasmatica eleva-se rapidamente, seguido de um
declinio, apresentando, ap6s 24 h, concentragdo plasmatica de 1%. Cerca de 56"% do AZ liga-
se a proteinas plasmaticas e 0 mesmo praticamente nao ¢ acumulado no organismo. O fdrmaco
ndo sofre metabolizagdo e ¢ eliminado em sua forma inalterada pelos rins, através de um
processo trifasico, que resulta de duas fases de eliminacdo rapidas e uma fase longa, com tempo
de meia-vida estimado em 146 horas (RUSSELL; CROUCHER; ROGERS, 1999; LYSENG-
WILLIAMSON, 2008).

Estima-se que o uso de bisfosfonatos possa diminuir em até 30-50% o nimero de
fraturas osseas oriundas das doencas osteoliticas (COLEMAN, 2004). Observa-se a reducao da
ocorréncia de eventos esqueléticos, tais como fraturas, e a necessidade de radiacao ou operagdes
de estabilizacdo, prevencdo de episodios de hipercalcemia, redug¢do da dor, o que impacta
diretamente na melhoria da qualidade de vida dos pacientes que fazem uso dessa terapia e da
preservacao da funcdo dos 6rgaos acometidos pela doenca-base. (COLEMAN, 2004; WALTER
et al., 2010).

Embora seja bastante evidente o beneficio do uso desses agentes para o tratamento
das doencas 6Osseas e prevencdo das metastases no 0sso, existem inumeros riscos envolvidos
com a utilizagdo cronica desses agentes. Assim, os pacientes tratados com BFs podem
apresentar sinais inflamatérios agudos pos-infusdo, como febre, mal-estar, dores musculares e
articulares, decorrente da estimulacdo de células T e da elevacdo de citocinas pro-inflamatorias
(COLEMAN, 2008; NORTON et al., 2012), eventos gastrintestinais, como dispepsia, nduseas
e vomitos (KELLY, TAGGART, 1997), complicagdes renais e a osteonecrose dos 0ssos

maxilares (COLEMAN, 2008).
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2.2 Osteonecrose dos Maxilares Induzida por Bisfosfonatos (OMB)

Em 2003, comegou a ser descrita uma condi¢do dolorosa caracterizada por
exposicao de osso maxilar ou mandibular, comumente irresponsiva ao tratamento médico e
cirargico, em pacientes sob terapia antineoplasica com o uso de aminobisfosfonatos (MARX,
2003; WANG; GOODGER; POGREL, 2003), que, mais tardiamente, foi chamada de
“Osteonecrose dos Maxilares induzida por Bisfosfonatos” (OMB) (HELLSTEIN; MAREK,
2005).

Sabe-se que a necrose 0ssea pode ser induzida por uma gama de farmacos. Portanto,
atualmente, a condi¢@o caracterizada pela exposicdo de osso necrdtico na regido maxilofacial,
por mais de oito semanas, em pacientes em uso de antirreabsortivos ou antiangiogénicos, sem
histéria prévia de radioterapia ou doenga metastatica, ¢ conhecida por Osteonecrose dos
Maxilares induzida por Medicamentos (RUGGIERO et al., 2014). Alguns fatores parecem
influenciar na probabilidade do desenvolvimento da OMM relacionada aos bisfosfonatos
(OMB), como a poténcia do farmaco utilizado, a duracdo do tratamento, assumindo esta uma
condi¢do tempo-dependente, a via de administracdo, estando os BFs administrados por via
endovenosa associados a um maior risco que os dados por via oral, as condigdes orais que
predisponham a reacdo infectoinflamatoria local, como infec¢do, a trauma ou cirurgias, a
higiene oral deficiente, a idade do paciente e a localizacdo (mandibula ou maxila) (WOO;
HELLSTEIN; KALMAR, 2006; COLEMAN, 2008; RUGGIERO et al., 2014).

Clinicamente, a OMM apresenta-se de diversas maneiras, e, por isso, a Associacao
Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais (AAOMS) organizou uma classificagdo para
essas lesdes, a fim de orientar as diretrizes de tratamento (RUGGIERO et al., 2014). Assim, a
OMM pode variar de sintomas ndo-especificos, como dores Osseas ou odontalgias nao
atribuidas a causas odontogénicas, associada a anormalidades radiograficas, como o aumento
do espaco do ligamento periodontal e alteragdes no padrdo trabecular 6sseo, que ndo sao
especificas para sugerir a presenca da lesdo (estagio 0), a 0sso exposto assintomatico sem
evidéncias de infecgdo (estagio 1), ou exposicdo Ossea sintomadtica com evidéncias de infec¢ao,
com ou sem drenagem purulenta (estagio 2), até a presenca de fistulas extra-orais ou
acometimento de borda de mandibula ou seio maxilar, criando comunicac¢do oroantral ou oro-
nasal (estagio 3) (RUGGIERO et al., 2014). Mesmo podendo haver evidéncias que sugerem a
existéncia de lesdes de OMM em estidgios precoces, essa condicdo geralmente so6 ¢

diagnosticada quando ha sinais clinicos de exposi¢do Ossea, em estdgios avangados. Nesse
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momento, 0 0ss0 exposto frequentemente estd associado a sintomatologia dolorosa, a infec¢ao
e a supuracdo ( POZZI et al., 2007; DINIZ-FREITAS et al., 2012).

Sabe-se que o desenvolvimento desta condicdo estd associado a morbidade e a
reducdo da qualidade de vida dos pacientes acometidos (POZZI et al., 2007; RUGGIERO et
al., 2014). Na pratica, isso ainda se torna mais complicador, pois, embora existam regimes
terapéuticos recomendados em cada estagio de OMM e diversas tentativas de novos tratamentos
adjuvantes propostos, como uso do laser de baixa poténcia (DE GUARDA et al., 2012) e de
fibrina rica em plaquetas (GONEN; YILMAZ ASAN, 2017), ndo ha modalidade terapéutica
realmente efetiva para ser aplicada com seguranga nessa condi¢do, sendo considerado um
tratamento extremamente dificil por alguns autores (DIEGO et al., 2007; JANOVSKA;
MOTTL; SLEZAK, 2015). Na maioria dos casos, sugere-se a utilizagao de antibidticos topicos
e sistémicos e, em estagios mais avancados, a associacdo da medicacdo ao debridamento
cirargico (RUGGIERO et al., 2014). Entretanto, essa terapia tem sido associada ao alto indice
de insucesso, alcangado em apenas 3% deles (DIEGO et al., 2007). Foi reportado, ainda, que a
recorréncia de lesdes de OMB em pacientes sob uso de bisfosfonatos ocorreu em 28,7% dos
casos, quando se utilizou as modalidades cléssicas de tratamento. Outro estudo confirma que a
abordagem conservadora utilizada no tratamento de lesdes de OMM levou a regressdo dos
sintomas, mas nao foi curativa (JANOVSKA; MOTTL; SLEZAK, 2015). Além disso, ratifica
que os casos onde a interveng¢ao cirurgica ¢ indicada devem ser cuidadosamente planejados com
relacdo ao estado geral de saude e a expectativa de vida do paciente, uma vez que o
procedimento por si carrega o risco de progressio adicional da lesdo necrética (MUCKE et al.,
2010; JANOVSKA; MOTTL; SLEZAK, 2015). Assim, ¢ desafiador para o cirurgido-dentista
conduzir o tratamento da OMM na auséncia de terapéuticas curativas que garantam remissao
da lesdo.

A falta de tratamentos eficazes para a OMM ¢é reflexo da falta de compreensado exata
dos mecanismos fisiopatologicos que iniciam seu desenvolvimento, que permance sem
consenso na literatura (WALTER et al., 2010). Por isso, inimeros modelos experimentais tém
sido desenvolvidos na tentativa de elucidar a etiopatogénese dessa condicdo. A maioria desses
estudos utiliza a infusdo de aminobisfosfonatos, associada em alguns a administracdo de
dexametasona, provocando um dano aos tecidos orais através de exodontia, mimetizando a
osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos (OMB) (HIKITA et al., 2009; SONIS et
al., 2009; BI et al., 2010; KOBAYASHI et al., 2010; LOPEZ-JORNET et al., 2011; ABTAHI
et al., 2012; CONTE-NETO et al., 2012; MARINO et al., 2012; ALLEN, CHU, RUGGIERO,
2013; CONTE-NETO et al., 2013; BARBA-RECREO et al., 2014; JABBOUR et al., 2014;
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HOWIE et al., 2015; YANG et al., 2015; KOLPAKOVA et al., 2017; VILARINHO et al.,
2017). Alguns estudos demonstram, ainda, o desenvolvimento de OMB através de modelos
experimentais de periodontite (AGHALOO etal.,2011; AGUIRRE etal., 2012; LI etal., 2015).
Enquanto outros observam a capacidade de indugdo de OMB mesmo em ratos que nao foram
submetidos a injurias nos tecidos orais (SENEL et al., 2010; MOLON et al., 2014). Esses
estudos demonstram, histologicamente, presenca de infec¢do, inflamagao e osso desvitalizado,
com lacunas de ostedcitos vazias nos sitios de indugdo da OMB (HIKITA et al., 2009; SONIS
etal., 2009; SENEL et al., 2010; AGUIRRE et al.,2012; MARINO et al., 2012; CONTE-NETO
et al., 2013; BARBA-RECREO et al., 2014; HOWIE et al., 2015; SILVA et al., 2015;
TANAKA et al., 2015; YANG et al., 2015; KOLPAKOVA et al., 2017). Mesmo com a
realizacdo de todas essas investigagdes experimentais, nenhum dos modelos de OMB foi capaz
de desvendar, de maneira concreta, a etiopatogénese dessa condicdo. Ainda, alguns desses
modelos ndo foram capazes de evidenciar a forma¢ao de uma condi¢do semelhante 8 OMB,
mas descreveram atraso cicatricial em alvéolos pds-exodontia (KOBAYASHI et al., 2010). A
utilizacdo de doses pontuais de bisfosfonatos, por vezes aleatérias, em diferentes vias de
administracdo, tempos distintos de eutanasia e curso temporal e falta de um protocolo
experimental baseado no regime terapéutico clinico de BFs utilizados clinicamente no
tratamento das malignidades, ndo permite investigar de forma segura os mecanismos
envolvidos com o desenvolvimento dessa condi¢do. Assim, estudo anterior desenvolvido por
esse grupo de pesquisa evidenciou a indu¢cdo de OMB através de uma curva dose-resposta de
acido zoledronico, com a dose inicial desse farmaco e regime terapéuticos empregados
semelhantes ao uso clinico, revelando alterag¢des radiograficas e histopatologicas compativeis
com OMB (SILVA et al., 2015).

A partir desses estudos clinicos e experimentais, diversas hipdteses tém tentado
explicar o desenvolvimento de OMM induzida pelo uso de BFs (OMB). Essas lesdes sao
basicamente relacionadas a trés mecanismos: a inibicdo da remodelacdo Ossea, a inibigdo da
angiogénese ¢ a infec¢do. A primeira hipdtese sugere que OMB ¢ causada pela cessacdo da
remodelagdo Ossea e turnorver 6sseo, consequéncia da inibi¢ao osteoclastica provocada pelos
BFs (MASHIBA et al., 2005), especialmente na crista alveolar, onde a remodelagdo ossea ¢
superior quando comparada com outras partes do esqueleto (HUJA et al., 2006), resultando em
um maior acimulo de farmaco nesta regido. Esse aumento da concentracdo local de
bisfosfonatos poderia influenciar as células no microambiente local, tais como osteoblastos,
células endoteliais e fibroblastos, o que contribuiria para alteracdes da cicatrizacdo de feridas

apo6s uma lesdo, culminando clinicamente em OMB (WALTER et al., 2010). A segunda
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hipotese ¢ sustentada pela agdo antiangiogénica dos BFs. O pamidronato e o 4cido zoledronico
tém demonstrado efeito inibitorio da neoangiogénese capilar (SANTINI et al., 2002), o que
pode resultar em uma necrose avascular (WALTER et al., 2010), além de os BFs possuirem a
capacidade de reduzir o nimero de células progenitoras endoteliais circulantes (ALLEGRA et
al., 2007). Além disso, o acido zoledronico tem demonstrado capacidade de diminuir a
proliferacdo de células endoteliais induzida por soro, do FGFb ¢ VEGF em modelo de
angiogénese em tecido mole (WOOD et al, 2002), o que pode contribuir para o
desenvolvimento da OMB. Outros estudos hipotetizam que haja uma juncdo desses fatores,
onde o acimulo de BFs produziria dano 6sseo, interferindo na remodelagao dssea pela inibi¢ao
de osteoclastos, osteoclastos e ostedcitos, o que provoca o aumento da densidade mineral 6ssea,
além de inibir a angiogénese. A hipoxia tecidual no local da lesdo poderia ser amplificada por
outros cofatores de risco presentes nesses pacientes, como a anemia. Todos esses eventos
poderiam deixar o osso com pouco potencial de recuperagdo frente ao trauma da mucosa por
mastigacdo ou por protese ou por procedimentos odontoldgicos, levando o osso a necrosar
(POZZI et al., 2007).

Embora essas hipoteses sejam bem estabelecidas, tem ganhado destaque na
literatura a a¢do de micro-organismos como iniciadores da OMB (KOS, 2011; WEI et al., 2012;
HINSON et al., 2014; KATSARELIS et al., 2015).
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2.3 Osteonecrose dos maxilares e a presenca de micro-organismos

O tratamento da OMB, embora ainda dotado de certo empirismo, tem sido indicado
através do debridamento cirirgico associado a terapéutica farmacoldgica com antibioticos,
sistémicos e locais, e analgésicos para controle da dor (RUGGIERO et al., 2014). Essa proposta
terapéutica se baseia na hipotese de que bactérias possam provocar danos diretos ou indiretos
através da colonizag@o do osso impregnado por bisfosfonatos e, por meio da estimulagdo imune
exacerbada, culminar em necrose 6ssea (SEDGHIZADEB et al., 2008; KOS, 2011; HINSON
etal., 2014; KATSARELIS et al., 2015).

Espécimes 0Osseos obtidos a partir de lesdes de OMB foram analisados no
microscopio eletronico, onde se observou clara formagao de biofilme. O biofilme era formado
principalmente por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, aerObias e anaerdbias,
facultativas ou estritas. Dentre as bactérias identificadas, estavam Fusobacterium, Bacillus,
Actinomyces, Staphylococcus, Streptococcus, Selenomonas e trés variantes morfologicas de
espiroquetas. Além disso, visualizou-se a presen¢a de fungos, compativel com Candida sp. em
todos os casos. Os micro-organismos identificados eram compativeis com a microbiota oral,
particularmente envolvidos na doenca periodontal, infec¢do pulpar, periapical (bacteriana) e
doengas nas mucosas (fingicas). Ressalta-se ainda que o biofilme foi encontrado em todas as
superficies internas, indicando a presenga de micro-organismos na por¢ao profunda do osso e
ndo somente na superficie exposta a contamina¢do da cavidade oral (SEDGHIZADEB et al.,
2008).

Outro estudo, com espécimes dsseos removidos para bidpsia de lesdes de OMB,
verificou a presenca de sete filos bacterianos nos grupos OMB e controle, o qual foi
representado por fragmentos de osso comprometidos por doengas orais, como cérie e doenga
periodontal. Dentre esses, estavam Actinobacteria, Bacteroides, Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, Spirochaetes ¢ um filo denominado TM7, sem culturas representativas
conhecidas, o qual predominou nas lesdes de OMB (WEI et al., 2012). Estudos com amostras
de ossos necroticos em pacientes usuarios de BFs confirmaram e enfatizaram a presenca de
Actinomyces spp. nessas lesdes (PELAZ et al., 2015; RUSSMUELLER et al., 2016). Outros
artigos enfatizam que a OMB esta relacionada a infeccdo e a proliferagao fungica (AFTIMOS
et al., 2014).

Foi visto em espécimes de osso necrotico removido de lesdes ocasionadas por BFs

que, proximo as lacunas de reabsorc¢ao 0ssea, ndo havia qualquer evidéncia de células eucariotas
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presentes. Esse achado confirma a hipdtese de que pode haver um estimulo direto oriundo do
biofilme microbiano oral sobre a reabsor¢do d0ssea, que atua de modo adicional a reabsorcao
induzida pela resposta imune do hospedeiro frente a injuria 6ssea (SEDGHIZADEB et al.,
2008). Alguns autores atribuem esse resultado ao fato de que lipopolissacarideos, oriundos de
bactérias Gram-negativas, possam atuar incitando a osteoclastogénese, através do estimulo de
mediadores inflamatérios locais, como IL-1 e TNF-a (JIANG et al., 2002). Sugere-se ainda que
o alendronato, bisfosfonato aminado utilizado no tratamento da osteoporose e administrado por
via oral, aumente a producdo de IL-1p induzida por Porphyromonas gingivalis, uma bactéria
periodontopatogénica, via ativacdo da caspase-1, o que pode contribuir para o desenvolvimento
de osteomielite dos maxilares associada a BFs (DENG et al., 2009). Adicionalmente, essa
desregulacdo inflamatdria gerada pela administragdo de BFs, junto ao estimulo bacteriano,
parece provocar o aumento dos niveis de 6xido nitrico, mediador que estd envolvido na ativagao
do Fator Nuclear k B (NF-kB), que culminou, em elevadas concentragdes, em apoptose de
ostedcitos (ALMEIDA et al., 2010). Estudo recente confirmou esse achado, demonstrando que,
em ratos tratados com acido zoledronico, observou-se maior nimero de células imunopositivas
para Receptores Toll-Like (TLR) 4, assim como para Cicloxigenase-2, o que também esteve
relacionado @ maior imunoexpressao para caspase-3 (BARROS-SILVA et al., 2019), indicando
que a regulacdo imunoinflamatodria, frente ao estimulo bacteriano, pode ter relevancia na
patogénese da OMB.

Estudos clinicos confirmam essa relagdo entre o estimulo imunologico e
inflamatorio nas lesdes necréticas oriundas da terapia com bisfosfonatos. Postula-se que, em
pacientes com OMB, ocorra disbiose, além de alteragdes na resposta imune a infec¢io, o que
pode culminar em necrose e inflamacao local (PULSHALKAR et al., 2014). Outros genes
ligados a resisténcia imune e a fungdo de barreiras naturais, que compdem a imunidade inata,
tém-se mostrado reduzidos quando o paciente desenvolve OMB. Kalyan et al. (2015)
demonstraram que genes como Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANK) e Receptores
Hidrocarbonetos Aryl (AHR) apresentaram-se pouco expressos nos pacientes doentes, além da
diminui¢do de mediadores importantes na cicatrizagao tecidual, como Fator 9 de Crescimento
de Fibroblastos (FGF9), Fator Estimulador de Colonias de Macrofagos e Granuldcitos
(GMCSF), Fator de Crescimento do Tecido Conjuntivo (CTGF) e Metaloproteinase de Matriz
7 (MMP7). Por outro lado, os pacientes tratados com bisfosfonatos e que ndo desenvolveram
OMB exibiram regulagdo positiva destes mesmos genes em resposta ao estresse inflamatorio
nos pacientes com fun¢do imune normal. Esses achados sugerem que a ocorréncia de OMB

possa estar ligada a capacidade reduzida de alguns individuos em responder aos desafios
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microbianos orais, sobretudo os pacientes com disfun¢ao imunolégica, a qual pode ser induzida
pela terapia farmacoldgica cronica com imunossupressores ou por meio de doencas (KALYAN
et al., 2015).

A imunossupressao também parece aumentar a predisposicao a ocorréncia de OMB.
Regimes antineoplasicos contendo dexametasona foram considerados fatores de risco para o
desenvolvimento dessa condi¢ao em pacientes com mieloma multiplo (TALAMO et al., 2005).
Adicionalmente, a dexametasona administrada sistemicamente parece aumentar a
susceptibilidade de ocorréncia de osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos em
diversos modelos animais (KERACHIAN et al., 2011; LOPEZ-JORNET et al., 2010; SONIS
et al., 2009) e em seres humanos (CHIU et al., 2010; BARASCH et al., 2011). Dessa forma, a
imunossupressdo pode atuar facilitando a disseminacdo da infeccdo no tecido Osseo e a
ocorréncia de OMB. O estimulo bacteriano pode induzir a reabsor¢do dssea, processo que esta
inibido pela acdo de BFs, podendo, entdo, resultar em dano tecidual e necrose, uma vez que o
0SSO nNdo tem como reagir a injuria.

Estudos em animais tém comprovado a importancia da presenga de infecg@o para o
desenvolvimento de OMB. Lopez-Journet et al. (2011) observaram prevengdo do
desenvolvimento desse evento em ratos Sprague-Dawley tratados com antibioticos. Abtahi,
Agholme, Aspenberg (2013) evidenciaram auséncia de caracteristicas clinicas e histoldgicas
sugestivas de OMB em ratos Sprague-Dawley submetidos a infusdo de AZ e a exodontia do
primeiro molar superior esquerdo, mas que tiveram suas feridas cirurgicas fechadas através de
coaptacdo dos bordos de mucosa, o que provavelmente evitou a colonizacdo de micro-
organismos no local. Outros estudos relataram ainda a associacdo entre a inocula¢do de
bactérias e a ocorréncia de osteonecrose em fémur e mandibulas em modelos experimentais
(TSURUSHIMA et al., 2013; LI et al., 2015; SAKAGUCHI et al., 2015).

Corroborando essa teoria, sabe-se que a maior incidéncia de OMB tem sido
associada a diversos fatores de riscos locais, sobretudo de dentes que representam focos
infecciosos. A presenca de condi¢des patologicas comuns, como, por exemplo, doenca
periodontal ou cérie atingindo a polpa dentaria, ou procedimentos cruentos comumente
realizados, como, por exemplo, a exodontia, tém sido fortemente relacionados ao
desenvolvimento de OMB (FICARRA et al., 2005; KATZ, 2005; SARATHY et al., 2005;
HOFF et al., 2008; YAMAZAKI et al., 2012; TSAO et al., 2013del). Esses fatores locais
representam uma maneira facil para os agentes patogénicos atingirem a superficie do osso e
causar infeccdo (KATSARELIS et al., 2015). Kaplan et al. (2009) confirmam essa hipotese em

estudo experimental, em que observaram, sob aspecto histoldgico, a presenca de Actinomyces
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em 14 pacientes com OMB, dos quais 12 tinham realizado exodontia prévia ao desenvolvimento
da necrose Ossea.

Tem-se hipotetizado ainda que BFs sdo capazes de facilitar a colonizacio
bacteriana. Estudos in vitro demonstraram que bisfosfonatos aminados, como o pamidronato e
acido zoledronico, estdo relacionados @ maior adesdo de bactérias em biofilmes uniespécies na
superficie de discos de hidroxiapatita em relacdo a discos ndo impregnados com esses fairmacos
(GANGULI et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2010; KOS et al., 2013, 2015). A concentragao
de bisfosfonato presente na matéria inorganica, que clinicamente ¢ diretamente associada a dose
e ao tempo de uso do farmaco, mostra relagdo a maior adesdo de bactérias. Kobayashi et al.
(2010) compararam a adesdo de Streptococcus mutans em diferentes concentragdes de acido
zoledronico e demonstraram que as maiores concentragdes testadas (1 mM e 10 mM) estavam
associadas a um aumento significante no nimero de colonias de bactérias. Por outro lado,
bisfosfonatos nao-aminados, como o clodronato, apresentam comportamento controverso e
pouco conhecido (GANGULI et al., 2005). Assim, os estudos in vitro indicam que o uso de
aminobisfosfonatos aumenta a possibilidade de adesdo de bactérias Gram-positivas, o que cria
um ambiente favoravel a infeccao polimicrobiana cronica mais resistente a terapia.

Acredita-se que a adesdo de micro-organismos ao 0sso incorporado com BF ocorra
por meio de uma ligacdo eletrostatica direta com o grupo amino cationico presente nos BFs
aminados. Assim, a exposi¢ao O0ssea durante cirurgias ou exodontias funcionaria como um fator
de entrada para a invasdo bacteriana (KOS; LUCZAK, 2009). Essa adesdo parece ser mediada
por proteinas denominadas “componentes microbianos superficiais que reconhecem moléculas
adesiva da matriz” (MSCRAMM), encontradas em micro-organismos Gram-positivos
(GANGULI et al., 2005). No osso incorporado com bisfosfonatos aminados, o componente
MSCRAMM interage por meio de uma ligagdo eletrostatica direta, através de uma proteina de
superficie e o grupo amino catidnico dos bisfosfonatos, ou proporcionando a mimetizacao de
um aminoacido na superficie da hidroxiapatita dssea (KOS, LUCZAK, 2009). Adicionalmente,
sendo os BFs capazes de interferir na cicatrizagdo tecidual de feridas orais, devido aos seus
efeitos toxicos diretos no epitélio oral, a exposicdo Ossea fica favorecida e, assim, facilita a
maior adesdo microbiana, posteriormente associada a lesdes de OMB (LANDESBERG et al.,
2008).

A facilitacdo da adesdo de algumas bactérias, através da ligagdio de MSCRAMMs,
a matriz inorganica impregnada com bisfosfonatos parece ocasionar modificagdes no perfil
microbiano oral. Observou-se que pacientes normossistémicos apresentaram maior contingente

de bactérias gram-negativas quando comparados aos pacientes que fazem uso de bisfosfonatos.
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Nesses pacientes, visualizam-se espécies Gram-positivas do filo TM7 e Actinobacteria, as quais
também tém sido relacionadas a presenca de OMB. As amostras clinicas de ossos necroticos
apresentaram-se colonizadas por bactérias gram-positivas, como as do filo Firmicutes,
predominando Streptococcus, Parvimonas, Staphylococcus, do filo Actinobacteria ¢ TM7.
Sugere-se que uma elevada abundancia de Streptococcus e outras bactérias sacaroliticas
exercam papel significativo no desenvolvimento da necrose Ossea. Essas espécies criam um
ambiente acido, também encontrado em situagdes de cicatrizagdo tecidual e infecg¢des, o que
predispde a maior crescimento do contingente de outras bactérias acidiricas, favorecendo a
amplificacdo do estimulo infectoinflamatorio (WEI et al., 2012). Além do Streptococcus, outras
bactérias que estdo frequentemente relacionadas a ocorréncia de OMB podem auxiliar nesse
processo. Actinomyces, por exemplo, sdo bactérias que possuem caracteristica principal de
coagregacao, o que facilita a colonizagao polimicrobiana (HINSON et al., 2014).

De modo controverso, outros estudos sugerem que a OMB se desenvolva
primariamente como um processo asséptico, gerado a partir da inflamagdo no osso. A OMB,
entdo, se instala seguindo um periodo de varios meses. A progressao da necrose Ossea acarreta
em dano a mucosa de recobrimento, gerando a exposicdo 6ssea. Apds exposto no meio oral, o
osso ¢ colonizado por bactérias presentes no meio, favorecendo a infec¢do secundaria desse
sitio. A partir da infeccdo € que comumente ocorrem os sintomas, o que facilita a busca pelo
diagnéstico (LESCLOUS et al., 2009). Entretanto, em estudo anterior deste grupo de pesquisa,
evidenciou que, embora a inflamagdo parega atuar no agravamento da OMB, a inibicdo da
migra¢do de polimorfonucleares neutréfilos para o sitio de exodontia, obtida através do
tratamento continuado com nimesulida, ndo foi capaz de prevenir a OMB em relagdo aos
animais tratados com salina. Em ambos os grupos, observou-se a presenca de coldnias
bacterianas na lesio de OMB (OLIVEIRA et al., 2017).

Ha apenas um estudo clinico avaliando a influéncia da terapia antibidtica na
microbiota de pacientes com OMB ja instalada no ambiente oral. Com esse trabalho,
demonstrou-se nao haver mudangas no perfil microbiolégico no biofilme encontrado nas
mandibulas de pacientes com OMB tratados ou ndo com antibidticos (JI et al., 2012). Mesmo
com o uso prévio de antibioticoterapia, foi reportado alto indice de recidiva das lesdes
necroticas, o que esteve associado, em grande parte dos pacientes, a presenca de infec¢ao
bacteriana local (MUCKE et al., 2010). Acredita-se que essa resisténcia bacteriana a a¢o dos
antibioticos ocorra pela organizagdo das bactérias em biofilmes, que levam a expressao de genes
de resisténcia bacteriana, requerendo cerca de quantidade 1000 vezes maior do que

concentragdo inibitoria minima capaz de debelar bactérias planctonicas (DEL POZO, PATEL,



34

2007; REID; CORNISH, 2012). Além disso, sabe-se que os bisfosfonatos potentes, como o AZ,
possuem propriedades antiangiogénicas (SANTINI et al., 2002), o que poderia comprometer a
distribuicao do farmaco, sobretudo em osso mandibular. Entretanto, com esses achados, nao
seria possivel assegurar a real influéncia da presenca de infec¢do no desenvolvimento de OMB
e estabelecer seguramente que a antibioticoterapia representa uma manobra terapéutica
confiavel.

A partir do exposto, hipotetiza-se que a presenca do biofilme oral possa atuar como um
fator desencadeador da quimionecrose do osso mandibular induzida pelo tratamento com
bisfosfonatos. O entendimento da etiopatogénese da OMB, com base na interagdo entre
imunidade e infeccdo, facilitaria a proposi¢do e implantacdo de medidas preventivas e

terapéuticas realmente eficazes para essa condigao.
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3 JUSTIFICATIVA

A OMB ¢ um efeito adverso do uso dos bisfosfonatos que pode trazer
consequéncias graves para o bem-estar dos pacientes que necessitam dessa terapia. Sua
etiopatogénese ainda se encontra indefinida e diversas hipdteses tém sido elaboradas para tentar
elucidar essa desordem. Estudos desenvolvidos pelo presente grupo de pesquisa tém
demonstrado aumento de marcadores pro-inflamatorios, como IL-1f3, TNF-a e NFkB, em ratos
submetidos a inducdo da osteonecrose dos maxilares, além do aumento de células
polimorfonucleares (BARROS-SILVA et al., 2016). Por outro lado, a inibi¢ao de NF«kB, através
da administracdo de diferentes doses de glicocorticoides, além da reducdo do infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear, decorrente da administracdo de nimesulida, ndo demonstrou
efeitos na reducdo desse evento (OLIVEIRA et al., 2017), o que indica que a inflamagdo pode
assumir um papel coadjuvante no desenvolvimento dessa condi¢do, mediada por outros
mecanismos.

Sabe-se que a presenca de biofilme bacteriano pode estar associada ao 0sso necrotico e
tem-se hipotetizado que o proprio BF contribua para adesdo bacteriana e formagao de biofilme
em superficies mineralizadas, como dente e osso alveolar. Corroborando com esse fato,
sinalizadores de infec¢do bacteriana mostraram-se elevados, assim como marcadores de
necrose Ossea, na polpa de ratos tratados com 4cido zoledronico (BARROS-SILVA et al.,
2019). Além disso, a imunossupressao, sobretudo ocasionada por doses cronicas de corticoides,
¢ um fator fortemente relacionado ao aumento do risco de desenvolvimento de lesdes de OMB,
o que provavelmente se deve a facilitacdo da disseminagdo da infeccao.

Dessa forma, sugere-se que haja um componente infeccioso importante para o
desenvolvimento da OMB, e a utilizagdo de animais Specific-Pathogen-Free (SPF) em modelos
experimentais que simulam essa condi¢do poderia representar avangos na compreensao da sua
etiopatogénese. Além disso, ¢ desconhecido na literatura o efeito de terapia com bisfosfonatos
em animais SPF e convencionalizados, inclusive em modelos experimentais de OMB
previamente estabelecidos.

A presente proposta visa, de maneira inédita, contribuir para a compreensdo do
papel da infeccdo no desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares induzida por
bisfosfonatos, trazendo avancos no entendimento da fisiopatologia desta enfermidade. A partir
de estudos como esse, novas propostas terapéuticas preventivas e curativas podem ser
direcionadas, além de guiar a conduta clinica odontoldgica em pacientes que fazem uso de

drogas antirreabsortivas.



36

4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o papel de biofilmes microbianos na osteoquimionecrose do 0sso

mandibular induzida por acido zoledrdnico.

4.2 Especificos

e Avaliar as alteracdes microtomograficas associadas ao tratamento com acido zoledrdnico
em animais selvagens, SPF e convencionalizados, submetidos a exodontia;

e Avaliar o padrao histopatologico de osteoquimionecrose associado ao tratamento com acido
zoledronico no sitio de exodontia mandibular, em animais selvagens, SPF e
convencionalizados;

e Analisar a composi¢cdo microbiologica e as caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e de
agrupamento em arranjos bacterianos presentes na cavidade bucal de animais selvagens,
SPF e convencionalizados, tratados com acido zoledro6nico;

e Analisar a toxicidade sistémica (alteragdes em peso, hematoldgicas e histopatologicas em
orgios-alvo) do tratamento cronico com acido zoledronico em animais selvagens, SPF e

convencionalizados.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Calculo Amostral

No estudo de Kos et al. (2013), observou-se aumento do numero de colonias
bacterianas em discos de hidroxiapatita incubadas (32,208+5,368) com pamidronato em relacao
aos discos nao incubados (24,156+1,420). Baseado na diferenga de médias encontradas nesse
estudo (teste t de Student), estimou-se necessario avaliar um total de 5 (cinco) animais,
considerando um poder de 90% e uma confianga de 95%. Tendo em vista a possibilidade de
perda de amostra, acresceu-se 20% a cada grupo de estudo, totalizando 6 (seis) animais por
grupo, a fim de obter uma amostra que rejeita a hipotese de nulidade deste estudo.

O estudo de Kos et al. (2013) demonstrou excelente resultado do BF como
determinante para a adesdo bacteriana em discos mineralizados in vitro, o que permitiu que o
nimero de animais obtidos no calculo amostral para o presente trabalho chegasse a resultados
aceitaveis do ponto de vista ético. A utilizagdo de médias obtidas em estudos in vivo para o
mesmo céalculo amostral resultou em niimero de animais inferior a 3 ou superior a 12 animais
por grupo, o que inviabilizaria o uso dos dados para analise estatistica e estaria em desacordo

com o principio ético de reducdo do nlimero de animais.

5.2 Animais

Ap6s aprovagio da Comissdo de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal
do Ceara (protocolo 85/16) e da Universidade de Fortaleza (protocolo 6466171017),
selecionaram-se 36 camundongos C57 BL/6 fémeas, com massa corporea entre 19 e 23 g.
Desses, 12 animais eram selvagens (isto €, provindos de um biotério convencional) e 24 animais
eram Specific-Pathogen-Free (SPF).

Os camundongos selvagens foram procedentes do Biotério Central do Campus do
Pici — UFC e transferidos para o Biotério Setorial do Nucleo de Desenvolvimento em Pesquisa
com Medicamentos (NPDM) da referida universidade. Esses foram mantidos no Biotério
Subsetorial do Laboratério de Oncologia Experimental e acondicionados em gaiolas
apropriadas de polipropileno, medindo 369 x 156 x 132 mm, em niimero de seis animais por
caixa, e numerados individualmente através de marcagdo no rabo, refeitas quando necessario.
Os animais receberam ragdo comercial balanceada propria (Biotec®, Aguas Frias, Santa

Catarina, Brasil) e agua ad libitum filtrada, mantidos em ciclos de claro/escuro de 12 horas e



38

temperatura entre 22°C-23°C em estante apropriada e permaneceram nas mesmas condi¢des
ambientais durante todo o experimento. Os camundongos foram manipulados sempre em
estacdo de troca laminar, desinfectada previamente com éalcool 70%.

Os animais SPF procederam do Biotério da Universidade de Fortaleza (UNIFOR),
onde foram mantidos. As matrizes de camundongos SPF foram provenientes da FIOCRUZ -
Manguinhos/RJ. Sdo considerados SPF por seguirem rigorosas medidas de barreira sanitéria,
como a manipulagdo por um funcionario devidamente treinado, que, para ter acesso as matrizes,
deve passar por uma camara de higieniza¢do com banho e higiene obrigatoria, esterilizagdo em
todos os equipamentos e materiais que entram em contato com as matrizes sao esterilizados e
o ambiente possui sistema de ventilagdo com fluxo unico e com ventilagdo for¢ada. A condi¢ao
SPF ¢ avaliada e confirmada a partir de andlises microbiologicas do ambiente e controle
sanitario dos animais, semestralmente.

Os camundongos SPF foram acomodados em gaiolas apropriadas, medindo 369 x
156 x 132 mm, contendo cada uma seis animais. Essas gaiolas possuem Sistema Smart-flu,
sendo mantidas em estante sealsafe com isolador (Tecniplast®, Buguggiate, Italia). Os animais
receberam racdo comercial (Presence®, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) e dgua ad libitum, estéreis
em autoclave (Ortosintese®, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) com 121° por 30 min. Esses foram
mantidos em ciclos de claro/escuro a cada 12 horas e temperatura de 22°C-23°C. A identifica¢ao
dos roedores foi feita através de numeragao individual com marcagdo com tinta no rabo, sendo
refeitas quando necessario. Os camundongos foram manipulados sempre em estagdo de troca
laminar, desinfectada previamente com dalcool 70%. Os pesquisadores utilizaram luvas
cirurgicas e aventais descartaveis e todos os insumos que entraram em contato direto com o
animal foram previamente desinfectados ou esterilizados.

Todos os animais foram pesados no dia 0 e a massa corpérea serviu como parametro

para composicdo dos grupos experimentais (selvagens, SPF).

5.3 Modelo experimental de Osteonecrose dos Maxilares Induzida por Bisfosfonatos
(OMB)

O protocolo foi baseado em modelo experimental adaptado de Sonis et al. (2009) e
Maahs et al. (2011) e desenvolvido, por esse grupo de pesquisa com sucesso anteriormente
(SILVA et al., 2015), com adaptacdes para o modelo em camundongos C57 BL/6, também

executadas anteriormente e descritas na literatura (MAWARDI et al., 2011).
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A osteonecrose dos maxilares foi induzida através da administra¢do intraperitoneal
(IP) de trés doses semanais consecutivas de acido zoledronico na concentracao de 1 mg/kg, nos
dias 0, 7 e 14. Apds quatro semanas (28 dias) da ltima administragdo do 4cido zoledronico
(42° dia experimental), realizou-se a exodontia do segundo molar inferior esquerdo dos animais.
Uma semana depois do procedimento cirurgico (dia 49), uma nova dose (I mgkg) do
bisfosfonato foi administrada por via IP. Animais utilizados como controles daqueles que
receberam indu¢do de OMB foram submetidos a infusdo de solugao salina 0,9% via IP (1 ml/kg)
e também tiveram exodontias realizadas no 42° dia experimental (Figura 1).

Antes de iniciar as exodontias, os animais foram anestesiados com quetamina HCI
(100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal. Iniciou-se o procedimento de
exodontia, a partir da sindesmotomia, utilizando sonda exploradora odontolégica n°5
(GOLGRAN®) ¢, em seguida, foi feita a luxag¢do do 2° molar inferior esquerdo com movimentos
de alavanca, utilizando uma cureta Mc Call 17-18 (GOLGRAN®) (Técnica adaptada de ALVES
etal., 2007; MAAHS et al., 2011; SILVA et al., 2015).

Dois operadores previamente capacitados e treinados realizaram as exodontias e 0s
animais foram randomizados quanto a ordem que se submeteram ao procedimento cirurgico
(comando aleatorizagio, Microsoft Excel, 2007, Microsoft Corporation®), no intuito de dissipar
o erro de for¢a do operador.

A eutanésia dos animais ocorreu quatro semanas apos a extracdo dentaria (dia 70)

(SILVA et al., 2015), através de sobredose anestésica (Figura 3).

5.4 Grupos Experimentais

5.4.1 Grupos Selvagens

Os animais selvagens, tratados em condi¢des convencionais, constituiram dois
subgrupos de seis camundongos cada: um subgrupo selvagem-AZ, submetido a inducio de
osteonecrose dos maxilares (SELV-AZ), e um subgrupo selvagem-salina (SELV-SAL),
submetido a inje¢ao IP de solu¢do salina 0,9% (1 ml/kg). Em ambos os subgrupos, foi realizado

o procedimento cirurgico de exodontia do 2° molar inferior esquerdo.

5.4.2 Grupos SPF
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Os animais SPF também constituiram dois subgrupos de seis camundongos cada:
um subgrupo AZ, submetido a indu¢do de osteonecrose dos maxilares (SPF-AZ), e um
subgrupo salina (SPF-SAL), submetido a IP de solugdo salina 0,9% (1 ml/kg). Em ambos os
subgrupos, foi realizado o procedimento cirargico de exodontia do 2° molar inferior esquerdo.

Para garantir que os animais SPF permaneceram totalmente livres de contaminagao,
foi realizado swab da cavidade oral dos animais nos dias 0 e 70 (eutanasia) e foram mantidas

condig¢des totalmente assépticas para sua manipulagao.

5.4.3 Grupos Convencionalizados

Doze animais SPF foram convencionalizados, a fim de colonizar o ambiente oral
desses animais com a microbiota de um camundongo selvagem. As amostras de biofilme oral
foram obtidas de 12 camundongos C57 BL/6 selvagens e que ndo estavam submetidos a
qualquer manipulacdo experimental.

Foi realizado, no dia —16, swabs nas cavidades orais dos camundongos selvagens,
com a ajuda de um microbrush estéril (ANBINDER et al., 2016). Para isso, o microbrush foi
introduzido na cavidade oral e friccionado sob a superficie dos dentes superiores, palato,
mucosa jugal esquerda, dentes inferiores, lingua, assoalho bucal e mucosa jugal direita, em
movimento circular em sentido horario, o qual foi repetido cinco vezes sequencialmente. O
microbrush repleto de biofilme dental de animais selvagens foi inserido em 3 ml de meio de
cultura liquido BHI (Brain Heart Infusion, (B37) Difco-reidratado: 37 gramas para 1.000 ml de
agua), KASVI®, Sao José dos Pinhais, Parand, Brasil), os quais seguiram para incubag¢do em
estufa microbioldgica calibrada para 37°C (Thermo Fischer Scientific, Model 311, OH 45750,
Marietta, Ohio, USA), mantidos por 48 h sob atmosfera de 5% de CO». Apds os tubos de ensaio
serem removidos da estufa, o contetido foi friccionado nos dentes superiores, palato, mucosa
jugal esquerda, dentes inferiores, lingua, assoalho e mucosa jugal direita de camundongos SPF
(Adaptado de CZUPRYNSKI; BALISH, 1981), em movimento circular em sentido horario,o
qual foi repetido cinco vezes sequencialmente (dia -14). O procedimento foi repetido nos dias
-12 e -10 (Figura 3; Figura 4). Apds a contamina¢do da boca com micro-organismos orais de
camundongos selvagens, os animais convencionalizados (ex-SPF) permaneceram recebendo
agua e ragdo estéreis, no intuito de evitar contaminagao por outros micro-organismos.

Para verificar se foi obtida adequada convencionalizacdo dos animais, foram
recolhidas amostras de biofilme dos camundongos ex-SPF, com a ajuda de swabs estéreis no

dia 0. Imediatamente apos a coleta, os swabs foram imersos em meio de cultura liquido BHI,



41

os quais foram mantidos por 48 h em incubagdo, sob atmosfera de 5% de CO; em estufa
microbiologica calibrada para 37°C (Thermo Fischer Scientific, Model 311, OH 45750,
Marietta, Ohio, USA). Para confirmagdo de crescimento bacteriano, foi observada a turvagao
do meio e, em todos os casos, foi utilizado um tubo de ensaio controle negativo (sem amostras)
para comparagdo. Caso nao houvesse crescimento bacteriano algum, o animal seria retirado do
grupo (Figura 4).

Os animais convencionalizados que demonstraram cultura positiva (100% dos
casos) foram divididos em dois subgrupos, contendo, cada um, seis camundongos ex-SPF. Um
desses subgrupos, convencionalizado-AZ (CONV-AZ), foi submetido a indugdo de
osteonecrose dos maxilares como descrito anteriormente € o outro, convencionalizado-salina
(CONV-SAL), foi submetido a inje¢do intraperiotoneal (IP) de solucdo salina 0,9% (1 ml/kg)
e a exodontia do 2° molar inferior.

No dia 70, foram obtidos novos swabs dos camundongos convencionalizados, a fim
de realizar incubacdo em meio de cultura liquido BHI, para verificar a permanéncia da

convencionaliza¢do dos animais ex-SPF até o ultimo dia experimental.

Figura 3 - Protocolo experimental simplificado. O esquema representa o protocolo experimental

geral de inducdo de OMB associado ao regime de convencionaliza¢do de animais SPF.

£ 0
Q9 99 D0 D7 D14 D42 D49 D70
- l--l--——_ﬂr_q
Coleta de Convenciona-  Administracdo de acido Exodontia do 2° Administracdo de 4cido Eutandsia
biofilme de  lizacdo do zoledrénico 1 mg/kg, molar inferior  zoledrénico 1 mg/kg.
animais  meio bucal via IP ou salina esquerdo via IP ou salina

selvagens dos

camundongos

Fonte: Proprio autor.
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Figura 4 - Protocolo de convencionalizacdo de inoculagdo de bactérias da microbiota oral de

camundongos selvagens em camundongos SPF.

Dia -16:
Swab na cavidade oral

Yﬁ animais selvagens
Camundongo C57 BL/6 / Camundongo C57

selvagem Crescimento em meio de BL/6 SPF
cultura liquido BHI — 48 h Dia 14, 12, -10:

0, 0,

i Swab na cavidade oral
dos animais SPF como
contetudo do meio de
cultura liquido BHI

Agitagao
em vortex

Dia 0: Swab para

Centrifugagao confirmar
1000 rpm por 2 convencionalizagdo
minutos

Crescimento em meio de
cultura liquido BHI — 48 h

Anélise em Turvagéo positiva — — 37°C,5% CO,
microscoépio Laminas citolégicas 0,2 ml do meio 4
dptico coradas por Gram liquido BHI colhidos

Fonte: Proprio Autor

5.5 Analise Citologica Qualitativa

O biofilme oral dos animais selvagens, SPF e convencionalizados, dos subgrupos
salina e OMB, foi recolhido nos dias 0 e 70 e, em seguida, imerso em 3 ml de caldo de cultura
BHI (Brain Heart Infusion, (B37) Difco-reidratado: 37 gramas para 1.000 ml de agua),
KASVI®, Sido José dos Pinhais, Paran4, Brasil), em tubos de vidro de falcon estéreis (10 ml).
A transferéncia dos biofilmes para os tubos Falcon foi feita com os cuidados e técnicas de rotina
bacterioldgica em capelas de fluxo laminar. Todos os tubos foram identificados de acordo com
o animal a que o biofilme corresponde e transferidos para estufa de cultura microbioldgica
calibrada em 37° C (Thermo Fischer Scientific, Model 311, OH 45750, Marietta, Ohio, USA),
por 48 horas, sob atmosfera de 5% de CO», no Laboratorio de Ensaios em Microbiologia do
Programa de Pos-graduacdo em Odontologia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e
Enfermagem da Universidade Federal do Ceara (FFOE-UFC).

Ap6s 48 h, positividade ou negatividade de turvagcdo do meio BHI foi afirmada por
meio de exame visual contra a luz, momento em que se realizou a retirada destes da estufa. Nos

casos positivos a turvagado, recolheu-se 0,2 ml de cada meio turvado, utilizando-se para cada
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recolhimento uma seringa hipodérmica de 1 ml, seguido da centrifugagdo destes a 1.000 rpm
por 2 minutos. A partir dos sobrenadantes resultantes, foram confeccionados esfregacos, os
quais foram secos e, em seguida, fixados por calor, através da chama de bico de Bunsen, corados
pelo Gram, seguindo as instrugdes do fabricante (Laborclin®, Pinhais, Parana, Brasil), e
analisados através de microscopia dtica, sendo considerada a presenga ou a auséncia de micro-
organismos, seu formato e organizacdo (MOTA, 2013). Para analise e avaliagdo entre os
grupos, organizou-se uma escala, tendo como escores a presenga e diversidade dos tipos de
bactérias encontrados em cada lamina, adaptando-se a partir da analise de biofilme realizada

em estudo prévio de Loe; Theilaide; Jensen (1965).

Quadro 1 — Escores categoricos microbioldgicos para caracterizagdo da microbiota oral de

camundongos selvagens, SPF e convencionalizados.

ESCORE | BACTERIAS PRESENTES NA COLORACAO GRAM

0 Meio de cultura sem bactérias; lamina sem coloragao.

1 Predominancia de bactérias Gram-positivas (cocos e/ou bacilos), com
presenga de organiza¢do em corddes (Streptococcus), em aglomerados
(Staphlyococcus) ou diplococos.

2 Predominancia de bactérias Gram-negativas (cocos e/ou bacilos).

3 Padrao observado em escores 1 ou 2 associado a presenca de bactérias
filamentosas

4

Padrao observado em escores 1, 2 ou 3 associado a estruturas sugestivas de
hifas de Candida sp.

Fonte: Proprio Autor.

5.6 Analise Imaginologica (mandibulas)

Apdés a eutanasia, as mandibulas foram excisadas cirurgicamente e
hemisseccionadas por um tnico operador e, em seguida, armazenadas em formol neutro 10%.
Ap6s fixadas, as hemimandibulas esquerdas foram enviadas para o Laboratorio de Microscopia
e Imagem Biologica Histologia Humana, do Departamento de Morfologia da UFPB, onde
foram analisadas por um sistema de microtomografia computadorizada (micro-TC) por cone-
beam (SkyScan 1172, Bruker, Kontich, Bélgica). O gerador de raios X foi operado em um
potencial de aceleracdo de 80 kV, com uma corrente de feixe de 124 mA, utilizando filtro de
aluminio de 0.5 mm e um tempo de exposicao de 270 ms/projecdo. Utilizou-se rotation step

0,3, avarenge 3, pixel 7,85 e rotacdo de 180 graus. O voxel utilizado foi de 948 x 948 pixels.
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Através de software apropriado (Data Viewer 1.5.0.0, Bruker), os modelos tridimensionais
gerados foram girados em uma posi¢do padrdo, de acordo com os seguintes critérios: 1) no
plano transaxial, o primeiro molar inferior teria seu eixo posicionado verticalmente; 2) no plano
coronal, o osso mandibular foi orientado verticalmente, com a raiz mesial do primeiro molar
inferior na parte superior parte da imagem. A partir dessa padronizagdo, obtiveram-se cortes
sagitais. Escolheu-se o corte onde o primeiro molar evidenciasse coroa e raiz inteiras de maneira
mais nitida e transferiu-se ao software de analise de imagem Image J® (Wayne Rasband;
http://rsb.info.nih.gov/ij/, Services Research Branch, National Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland, E.U.A.). Apos aleatorizagdo (comando aleatorizacdo, Microsoft Excel,
2007, Microsoft Corporation®), um operador, que desconhecia a que animal pertencia cada
corte sagital, mensurou em triplicata a 4rea hipodensa sugestiva de OMB nos sitios pos-
exodontias através do comando de selegdo de area livre (Freehand selections). Foi considerada
como unidade amostral a média aritmética das trés mensuragdes, quantificada em pixels
(SILVA et al., 2015). Aos animais que apresentaram restos radiculares e/ou osso preenchendo

todo o alvéolo foram atribuidas mensuracdes iguais a zero.

5.7 Confeccao de 1aminas histologicas e estudo histomorfométrico das mandibulas

Apdés a avaliagdo imaginoldgica, as hemimandibulas esquerdas foram
descalcificadas (suspensdo) em Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) 10%, pH 7,3
(NaOH), (KEKLIKOGLU, 2004) por trés semanas, com trocas a cada sete dias. Posteriormente,
o material foi cortado e submetido ao processamento histologico através do sistema
automatizado PT05 LupTec® (Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil) para confec¢do de laminas
histologicas com fragmentos de 4 um de espessura, as quais foram coradas por Hematoxilina-
Eosina (HE) para posterior anélise por microscopia de luz convencional.

Ap0s analise descritiva, as 1aminas histologicas foram fotografadas (Microscopio
Leica DM 2000 com camera acoplada Leica DFC295 3.0M Pixel e programa Leica Application
Suite 4.3.0) em cinco campos microscopicos de grande aumento (400x) no sitio referente a
exodontia do segundo molar inferior esquerdo, € um operador, que desconhecia a que grupo
pertencia cada animal, contaria as mesmas. Os campos selecionados correspondem a borda
anterior do alvéolo pos-extracdo e as areas a serem fotografadas sempre avangavam no sentido
para posterior, de modo a ndo repetir as areas fotografadas. As imagens foram langadas no
software Image J® (Wayne Rasband; http://rsb.info.nih.gov/ij/, Services Research Branch,
National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, E.U.A.) e, através do comando cell
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counter, foram mensurados o nimero de osteoclastos com vitalidade e com sinais histologicos
de apoptose (hipo ou hipercromatismo nuclear e presenga de multiplos vactolos
intracitoplasmaticos) (PAZIANAS, 2011; HANSEN et al., 2006; HALLEEN et al., 1999),
numero de polimorfonucleares neutréfilos e mondcitos. Considerarou-se o somatorio dos
campos de cada lamina como unidade amostral, utilizando o percentual osteoclastos em
apoptose, bem como o numero total de células inflamatdrias (soma entre numero de
polimorfonucleares neutréfilos e de monoécitos), para avaliagdo quantitativa. Aferiu-se, ainda,
o percentual de animais com presen¢a de colonias bacterianas (SILVA et al., 2015) e de

sequestros 6sseos no osso mandibular (Adaptado de CORDOVA et al., 2016).

5.8 Coleta de sangue e analise de parametros hematolégicos

Cada camundongo teve 0,2 ml de sangue coletados através do plexo retro-orbital,
com a ajuda de capilares de vidro, para realiza¢ao de seu hemograma completo. A técnica foi
escolhida, uma vez que ¢ capaz de conferir a quantidade de sangue necessaria para analise de
hemograma. Outros métodos, como a coleta da veia safena e caudal, conferem pouco sangue e
ndo sdo indicadas para camundongos C57/BL6, respectivamente (NC3Rs).

Para esse procedimento, os animais estavam previamente anestesiados, com
quetamina HCI (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), administrado por via intraperitoneal. Foram
realizadas duas coletas de sangue: a primeira no dia 0, antes da administracdo de AZ ou salina,
e outra no dia 70, dia da eutanasia. As amostras de sangue foram armazenadas em tubos proprios
para coleta com EDTA dissédico e levadas imediatamente para serem submetidas a anélise
hematologica de hemograma completo por analisador hematologico automatizado (Abc-Vet,
Horiba ABX Diagnostics®, Irvine, California, Estados Unidos). Mensura¢do quantitativa do
eritrograma (nimero total de células da série vermelha, dosagens de hemoglobina,

hematdcrito), a plaquetometria e o nimero total e diferencial de leucécitos foram mensurados.

5.9 Analise dos parametros de toxicidade nos diferentes grupos experimentais

5.9.1 Anadlise do ganho de massa corporea

Todos os animais tiveram suas massas corporais medidas no dia 0 e, apos este,

semanalmente, durante todo o periodo experimental, até o dia 70.
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5.9.2 Analise histopatologica do estomago, figado, rim e baco

Os orgaos retirados dos animais, no dia do sacrificio, foram armazenados em
solugdo de formol 10% tamponado. Quarenta e oito horas depois, os mesmos foram lavados em
agua corrente e analisados macroscopicamente, sendo examinadas alteragdes na forma,
coloracdo e consisténcia. Em seguida, as pecas foram seccionadas, colocadas em cassetes e
seguidas para processamento histotécnico automatizado (PT05 LupTec®, Sdo Carlos, Sdo Paulo,
Brasil). Cortes de 4 um de espessura foram feitos para confeccdo de laminas coradas por
Hematoxilina-Eosina e montadas em balsamo de Canada (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 1983;
TIMM, 2005) para analise em microscopio de luz convencional quanto a presenca de alteracdes

especificas de cada 6rgdo, realizada por um Unico examinador.

5.9.3.1 Estomago

Para analisar a toxicidade morfoldgica do tratamento com acido zoledronico em
animais selvagens, SPF e convencionalizados, duas regides de mucosa gastrica foram
observadas: cardia e fundica/corpo.

Na regido de cardia, analisou-se os seguintes pardmetros (GREAVES, 2007):
a) Integridade do epitélio escamoso de revestimento;

b) Presenga de vasos ectasicos na submucosa € mucosa;

c) Presenca de hemorragia na submucosa;

d) Presenga de células inflamatorias.

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

a) Integridade do revestimento de mucosa;

b) Presenca de células parietais e principais;

c) Presenga de vasos congestos na submucosa € mucosa;

d) Presenca de hemorragia na submucosa e mucosa.

5.9.3.2 Figado

As laminas referentes as amostras de figado foram avaliadas quanto a presenca e/ou
auséncia, para cada uma das seguintes alteracdes consideradas (adaptado de VASCONCELOS
et al., 2007; adaptado de BARBIERI et al., 2010):

a) Congestdo vascular portal e da veia centrolobular;
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b) Tumefacao celular e/ou vacuolizagdo citoplasmatica de hepatdcitos;
c) Hiperplasia de células de Kupffer;

d) Degeneracdo hidropica;

e) Infiltracdo de células inflamatorias;

f) Hemorragia sinusoidal;

g) Necrose de hepatocitos;

h) Esteatose microvesicular (>5%);

1) Esteatose macrovesicular (>5%).

5.9.3.3 Rim

Para as laminas referentes ao tecido renal, também foram utilizados parametros de
presenga e/ou auséncia, para cada uma das seguintes altera¢des consideradas (adaptado de
VASCONCELOS et al., 2007; adaptado de BARBIERI et al., 2010):

a) Tumefacgdo do epitélio tubular;

b) Presenca da estrutura glomerular;

¢) Vacuolizacdo isomérica do epitélio tubular;

d) Presenga de necrose nefrotoxica;

e) Presenca de células inflamatérias no intersticio;

f) Presenga de cilindro hialino.

5.9.3.4 Baco

Para andlise de toxicidade morfologica do bago, foi verificada a presenca e/ou
auséncia dos seguintes parametros:

a) Presenca e preservagdo dos foliculos;

b) Congestdo, hemorragia e/ou hiperplasia da polpa vermelha;

c) Hiperplasia de polpa branca;

d) Presenca de megacariocitos

e) Presenca de hemossiderdfagos e de pigmentos de hemossiderina;

f) Presenca de fibrose.

5.10 Analise estatistica
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Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o software
Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) versao 20,0 para Windows, no qual as
analises foram realizadas, adotando uma confian¢a de 95%. Apods avaliacdo da normalidade
(teste de Shapiro-Wilk), os dados quantitativos foram expressos em forma de média e erro-
padrdo da média e comparados por meio dos testes t de Student, teste t pareado, ANOVA-I1-
way ou ANOVA-2-way, para medidas independentes ou repetidas, a depender da indicagao.
Dados semiquantitativos foram expressos em forma de mediana (minimo-maximo) e
submetidos ao teste t de Student e Mann-Whitney. Os dados dicotdmicos (auséncia ou presenga)
foram expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e analisados por meio do teste

exato de Fisher.
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6 RESULTADOS

6.1 Analise Citologica Qualitativa

A andlise citologica qualitativa objetivou visualizar o sfatus bacteriano que
compunham a microbiota de cada grupo experimental.

No dia 0, 1aminas confeccionadas a partir do swab da cavidade oral dos animais
e coradas pelo Gram revelaram a presenga de uma grande diversidade bacteriana nos
animais selvagens (SELV-SAL e SELV-AZ). Observaram-se cocos e bacilos, em sua
maioria, Gram-positivos, com organizacdo em corddes (sugerindo-se a presenca de
bactérias do género Streptococcus); diplococos, tétrades e aglomerados “semelhantes a
cachos de uva” (sugerindo a presenca de bactérias do género Staphylococcus). Foi possivel
visualizar, ainda, a presenga marcante de cocos Gram-negativos em relagdo aos Gram-
positivos e bactérias filamentosas Gram-positivas e Gram-negativas (escore 3) (p-
valor=0,845; Teste t de Student) (Figura 5; Tabela 1).

Em animais SPF, o conteudo bacteriano oral, no inicio do experimento, diferiu
dos animais do grupo selvagem. Os mesmos apresentaram cocos Gram-positivos e Gram-
negativos dispostos de forma homogénea. As bactérias Gram-positivas estavam, por vezes,
organizadas em corddes (sugerindo-se a presenca de bactérias do género Streptococcus).
Em todos os casos, exibiam disposi¢cdo organizada (escore 2) (p-valor=0,147; Teste t de
Student) (Figura 5; Tabela 1).

Os camundongos convencionalizados, no dia 0, ja tinham passado por trés
sessoes prévias de inoculacio bacteriana e apresentaram presen¢a de cocos Gram-positivos,
em sua maioria, como nos animais SPF, além de micro-organismos em organiza¢do de
diplocos, em cadeias (sugerindo-se a presenga de bactérias do género Streptococcus),
tétrades e colonias aglomeradas “semelhantes a cachos de uva” (sugerindo a presenca de
bactérias do género Staphylococcus). Foi possivel observar, também, bacilos Gram-
positivos, cocos Gram-negativos, embora em propor¢ao menor do que o anteriormente visto
em camundongos selvagens, e eventuais bactérias filamentosas Gram-negativas, o que se
assemelha ao aspecto observado nos animais selvagem e confirma a convencionalizacio
desses animais (Escore 3) (p=0,923; Teste t de Student) (Figura 5; Tabela 1).

Ao final do experimento (dia 70), os animais selvagens tratados com solucao
salina (grupo SELV-SAL), embora tivessem mantido stafus bacteriano semelhante ao que

foi visto no dia 0 (p-valor=0,560, Teste Mann-Whitney), apresentaram uma maior
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proporc¢do de bacilos Gram-negativos do que o que havia sido observado anteriormente
(Tabela 1). J& no grupo selvagem tratado com &cido zoledronico (SELV-AZ), além de
evidenciar também maior propor¢do de bacilos Gram-negativos em relagdo ao dia 0,
observou-se também grande quantidade de cocos Gram-negativos, com permanéncia de
cocos ¢ bacilos Gram-positivos, organizados de maneiras variadas (diplococos, tétrades,
corddes e colonias em forma de “cachos de uva”), além de bactérias filamentosas (p-
valor=0,137; Teste Mann-Whitney) (Tabela 1). Em alguns animais, tanto tratados com
salina como com AZ, foi possivel observar presenca de formagdes semelhantes a Candida
sp (Escore mediano 3,5 (3-4)) (Figura 5; Tabela 1).

No dia 70, nos animais SPF tratados com salina (grupo SPF-SAL), predominou
a ocorréncia de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Escore 1 (1-2)) (p-valor=0,461;
Teste Mann-Whitney) (Tabela 1). As bactérias Gram-positivas apareciam como cocos €
bacilos, que pouco tinham sido observados no inicio do experimento. Os cocos Gram-
positivos esatavam organizados em corddes, tétrades ou em coldnias semelhantes a “cachos
de uva”. Nesse dia, também foi possivel observar, em diversos animais do grupo tratado
com AZ, bactérias filamentosas Gram-positivas, diferentemente dos grupos tratados com
salina (p-valor=0,026; Teste t de Student) (Tabela 1).

Camundongos convencionalizados tratados com salina (grupo CONV-SAL)
mantiveram, no 70° dia experimental, o perfil semelhante ao observado no inicio do
experimento (p-valor=0,923; Teste Mann-Whitney) (Tabela 1). Assim, percebeu-se
predominancia de cocos e bacilos Gram-positivos, apresentando, os primeiros,
organizagdes diversas, em diplococos, tétrades, corddes e aglomerados em forma de
“cachos de uva”, porém, com colegdes significativas de bactérias Gram-negativas, tanto
cocos quanto bacilos. Bactérias filamentosas também foram visualizadas nesses animais
(Escore 3 (1-3)). Naqueles tratados com AZ (grupo CONV-AZ), observou-se um
predominio de bactérias Gram-negativas, tanto cocos quanto bacilos, chegando a totalidade
em alguns animais. Acrescenta-se, ainda, que, em poucos casos, foram evidenciadas
imagens sugestivas de Candida sp (Escore 2,5 (2-4)) (p-valor=1,000; Teste Mann-Whitney)
(Figura 5; Tabela 1).
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Figura 5 — Caracterizacdo qualitativa da microbiota oral observada em camundongos selvagens,

SPF e convencionalizados, tratados com AZ ou salina, nos dias 0 e 70 (Colora¢ao de Gram-
1000x).

SELVAGEM

DIA 0

DIA 70

Fonte: Dados da pesquisa.



Tabela 1- Escores microbiologicos para caracterizagdo do biofilme oral de camundongos selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com

salina e AZ nos dias 0 e 70.

Selvagem SPF Convencionalizados
Salina AZ p-Valor? Salina AZ p-Valor*  Salina AZ p-Valor?
Escore
microbioldgico
DO 3 (1-3) 3(1-4) 0,845 2(1-2) 2 (1-3) 0,147 3 (1-3) 3(1-3) 0,923
D70 3(2-4) 3,5(3-4) 0,338 1(1-2) 3(1-3) *0,026 3(1-3) 2,524 1,000
p-Valor® 0,560 0,137 0,461 0,601 0,923 1,000

Fonte: Dados da pesquisa.

AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos).

*p<0,05, *Comparagdo entre grupos tratados com Salina ou AZ no mesmo dia experimental (0 ou 70) (Teste t de Student); ®Comparagao entre dias 0 e 70 dos animais que
receberam tratamento com salina ou AZ de cada grupo experimental (Teste Mann-Whitney) (mediana (minimo - maximo)).
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6.2 Analise Imaginologica (mandibulas)

A érea hipodensa sugestiva de necrose aferida a partir dos cortes tomograficos
digitais das hemimandibulas foi significantemente maior nos camundongos selvagens que
receberam administragdo de acido zoledronico (grupo SELV-AZ: 405,05+101,05 pixels) em
relacdo aqueles tratados com salina (grupo SELV-SAL:76,50+11,19 pixels) (p-valor=0,024;
Teste t de Student) (Figura 6). Os grupos SPF (p-valor=0,037; Teste t de Student) e
convencionalizado (p-valor=0,022; Teste t de Student) apresentaram comportamento
semelhante ao que foi visto nos animais selvagens (p=0,280; ANOVA 2-way/Bonferroni;
p=0,289; ANOVA 1-way/Bonferroni), evidenciando maior area hipodensa na regido do alvéolo
do 2° molar inferior (SPF-AZ: 251,33+47,52 pixels; CONV-AZ: 536,20+£178,30 pixels) quando
comparados aos seus respectivos animais salina (SPF-SAL: 96,92+57,29 pixels; CONV-SAL:
80,06+30,26 pixels) (Figura 6).
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Figura 6 - Area hipodensa, em pixels, presente no sitio de exodontia dos grupos selvagem, SPF e convencionalizados, tratados com salina ou 4cido

zoledronico no dia 70.
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Selvagem SPF Convencionalizado
Salina AZ p-Valor? Salina AZ p-Valor? Salina AZ p-Valor® p-Valor® p-Valor
Area hipodensa
sugestiva de 76,50+11.19 405,07+£101,05 *0,024 9692+5729 251334752 *0,037 80,06+£30,26 536,20+178.30 *0,022 0,280 0,289

Fonte: Dados da pesquisa.

Os grupos submetidos a administragdes de acido zoledrénico (IP) evidenciaram area hipodensa sugestiva de necrose Ossea estatisticamente superior aos respectivos grupos
controle (*p-valor<0,05, *Comparacdo entre salina ¢ AZ no mesmo grupo (Teste t de Student); "Comparagio entre comportamento dos grupos Selvagem, SPF e
Convencionalizado entre si (Teste ANOVA 2-way/Bonferroni); ‘Comparag@o entre Selvagem-AZ, SPF-AZ e Convencionalizado-AZ (Teste ANOVA 1-way/Bonferroni);

Média£EPM).



6.3 Estudo histomorfométrico das mandibulas

A andlise histopatologica dos sitios de exodontia revelou que os
camundongos dos grupos dos animais selvagens tratados com salina (SELV-SAL)
apresentavam osso organizado e celularizado, com atividade osteoblastica e raros
osteoclastos tipicos, além de focos inflamatérios residuais ao redor do sitio de exodontia.
Havia tecido conjuntivo fibroso denso, com vasos sanguineos de calibres variados, além
de revestimento integro de epitélio pavimentoso estratificado. Por outro lado, os animais
selvagens submetidos a OMB (SELV-AZ) exibiam o osso mandibular, ora vital e
celularizado, ora contendo intimeras lacunas de ostedcitos vazias, osteoclastos com sinais
de apoptose (nucleos picnéticos e vacuolizagdo citoplasmatica), eventuais sequestros
Osseos e areas de moderada a intensa inflamagdo, constituida por polimorfonucleares
neutr6filos e mononucleares (Figura 7).

Animais SPF (SPF-SAL) e convencionalizados tratados com salina (CONV-
SAL) apresentaram semelhanga ao grupo selvagem que recebeu o mesmo tratamento no
aspecto histologico do osso mandibular submetido a exodontia, com integridade de
revestimento epitelial pavimentoso estratificado, osso mandibular celularizado e presenca
de osteoblastos e, mais escassamente, osteoclastos, os quais mantinham sinais de
vitalidade. Nesses grupos, pode ser visualizada algumas areas adjacentes ao sitio de
exodontia contendo células inflamatoérias dispersas. Nos camundongos SPF submetidos
ao tratamento com AZ (SPF-AZ), evidenciou-se aspecto histoldgico distinto do que foi
observado nos animais selvagens, com o0sso, em sua grande maioria, vitalizado e
celularizado, porém, com presenga de areas focais de lacunas de osteodcitos vazias,
presenga de osteoclastos com sinais de apoptose, além de menor conteido de células
inflamatorias dispersas pelo espécime. Ja naqueles animais convencionalizados e tratados
com acido zoledronico (CONV-AZ), visualizou-se um aspecto histologico semelhante ao
dos grupos selvagem, composto por extensas areas de lacunas de ostedcitos vazias e de
sequestros Osseos, além de osteoclastos com sinais de apoptose e moderado a intenso
infiltrado inflamatério misto, constituido, em sua maioria, por polimorfonucleares
neutrofilos (Figura 7).

Para o estudo histomoformétrico das hemimandibulas, avaliaram-se os
seguintes parametros: numero total de células inflamatorias, nimero de

polimorfonucleares neutrofilos, nimero de mononucleares, nimero de osteoclastos total,
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percentual de osteoclastos apoptoticos, percentual de animais com colonias bacterianas
presentes e percentual de animais com sequestro dsseo presente.

A contagem do nimero de células inflamatérias foi estatisticamente maior
nos camundongos selvagens (p-valor=0,023; Teste t de Student) e convencionalizados (p-
valor=0,044; Teste t de Student) submetidos a OMB (SELV-AZ: 858,75+152,95; CONV-
AZ: 577,50+149,60) em relacdo aos seus respectivos grupos salina (SELV-SAL:
341,75+74,29; CONV-AZ: 305,504+153,77). Este comportamento nao foi observado nos
SPF tratados com AZ (p-valor<0,001; ANOVA 2-way/Bonferroni; p-valor=0,032;
ANOVA 1-way/Bonferroni), nos quais a quantidade de células inflamatérias foi
estatisticamente semelhante ao SPF-salina (SPF-SAL: 515,20+67,70; SPF-AZ:
442,17+66,80; p-valor=0,465; Teste t de Student) (Figura 7; Tabela 2). No grupo
selvagem-AZ, esse aumento das células inflamatorias parece ter sido mais relacionado a
maior infiltragdo de polimofonucleares neutréfilos (369,60+115,31), que demonstrou
acréscimo significante em relagdo aos animais selvagem tratados com salina
(54,75+11,70) (p-valor=0,047; ANOVA 2-way-Bonferroni), comportamento este distinto
do que foi observado nos animais convencionalizados (p-valor<0,001; ANOVA 2-
way/Bonferroni) (Figura 7). No grupo convencionalizado, provavelmente, esse aumento
se deveu as custas da combinag@o dos dois tipos celulares, uma vez que ndo se observou
acréscimo significante de polimorfonucleares neutrofilos (p-valor=0,989; Teste t de
Student) e mononucleares (p-valor=0,125; Teste t de Student) em relagdo aos
camundongos do grupo convecionalizado-salina (Figura 8).

O numero de osteoclastos mostrou-se mais elevado nas hemimandibulas
esquerdas dos camundongos submetidos a OMB pertencentes aos grupos selvagem
(SELV-AZ: 43,846,23) e convencionalizado (CONV-AZ: 29,60+5,91) quando
comparados aos seus respectivos grupos salina (SELV-SAL: 23,5+3,93; SELV-AZ:
10,00£5,14) (p-valor SELV=0,025; p-valor CONV=0,036; Teste t de Student) (Figura 9).
Os animais do grupo SPF tratados com AZ (31,17+5,23) ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes nesse parametro em relagdo aos SPF tratados com salina
(19,33+4,65) (p-valor=0,122; Teste t de Student), diferindo do comportamento dos
demais grupos experimentais (p-valor=0,003; ANOVA 2-way/Bonferroni) (Figura 9).

O percentual de osteoclastos apoptodticos foi estatisticamente superior nos
animais submetidos a OMB (SELV-AZ: 69,44+3,01%; SPF-AZ: 41,7+8,80%; CONV-
AZ: 67,46£10,74%) quando comparados aqueles tratados com salina (SELV-AZ:
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1,33+0,87%; SPF-SAL: 6,05+2,88%; CONV-SAL: 8,33+6,54%) (p-valor SELV<0,001;
p-valor SPF=0,008; p-valor CONV=0,001; Teste t de Student) (Figura 9).

Alguns camundongos submetidos a OMB exibiram formagdes sugestivas de
presenga de colonias bacterianas no sitio de exodontia. Os grupos selvagem-AZ (40%) e
convencionalizado-AZ (20%) evidenciaram maior frequéncia de animais com esse sinal
do que os animais SPF-AZ (16,7%). Camundongos tratados com solu¢do salina
apresentaram presen¢ca de formacdes sugestivas de colOnias bacterianas, mas em
frequéncia menor do que os animais tratados com AZ (SELV-SAL: 33,3%; SPF-SAL:
16.7%; CONV-SAL:0%). Entretanto, entre os grupos tratados com salina e AZ, ndo
houve diferencas estatisticamente significantes em relagdo a esse parametro (p-
valor=1,00, Teste exato de Fisher) (Figura 9).

Parte dos animais tratados com AZ exibiu sequestros dsseos no sitio de
exodontia (SELV-AZ: 60%; SPF-AZ: 42,7%; CONV-AZ: 60%). Nos grupos controles
tratados com salina, esse sinal também foi observado, entretanto, em menores proporgdes
(SELV-SAL: 16,7%; SPF-SAL: 20%; CONV-SAL: 20%). Estatisticamente, ndo houve
diferencas significantes nesse pardmetro quando os grupos tratados com salina foram
comparados aos grupos tratados com AZ (p-valor SELV=0,242; p-valor SPF=0,576; p-
valor CONV=0,524; Teste exato de Fisher) (Figura 9).
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Figura 7 - Aspectos histoldgicos do sitio de exodontia de animais selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com AZ ou salina.

SELVAGEM SPF CONVENCIONALIZADO

- !l: S ¥

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: (A-C-E) Os grupos selvagem, SPF e convencionalizados tratados com salina apresentaram osso com elevada celularidade preenchido por osteocitos
no sitio de exodontia do 2° molar inferior esquerdo, com focos de células inflamatérias- (a,c,e) No detalhe, observam-se osteoclastos tipicos (B, F) Os
camundongos selvagem e convencionalizado tratados com AZ exibiram osso ora celularizado e, em trechos, osso desvitalizado, com lacunas de ostedcitos
vazias, além de moderado a intenso infiltrado inflamatério misto. (b, d, f) No detalhe, observam-se osteoclastos com sinais de apoptose (presencga de vacuolos
intraplasmaticos e nticleos picnéticos). (D) Os camundongos SPF tratados com AZ exibiram osso celularizado com pequenas areas de lacunas de osteocitos

vazias e presenga de focos inflamatdrios. (d) Observou-se, ainda, osteoclastos com sinais de apoptose (vacuolos intracitoplasmaticos) (Hematoxilina-Eosina —
200x-400x%).
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Figura 8§ - Andlise histomorfométrica da presenca de células inflamatdrias do sitio de exodontia de animais selvagens, SPF e
convencionalizados, tratados com salina e AZ.
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Selvagem o SPF Coxonclomlludo Selvagem SPF Convencionalizado Selvagem SPF Convencionalizado
Selvagem SPF Convencionalizado
Salina AZ p-Valor® Salina AZ p-Valor* Salina AZ p-Valor* p-Valor®

Células inflamatorias 341.75£74,29 858.75+£152.95 *0,023 515,20+67,70  442.17+66.80 0,465 305,50£153,77 577.50+£149,60 *0,044 *=0,001
Mononucleares 287.00+64,01 417.00+43.62 0.145 377.80£67.17 385,25+62,74 0,939 310,00+81,16 468.40+38.81 0.125 0,296
Polimorfonucleares neutréfilos  54,75+11.70  369,60+115,31 0,047 137.40+34.14 115,75+39,03 0,688 116,17+£23.25 116,75+£38.19 0.989 *<0,001

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: (A, tabela) Os animais dos grupos selvagem e convencionalizados tratados com AZ exibiram maior numero de células inflamatorias no alvéolo pos-
exodontia em relag@o aos tratados com salina. (B e C, tabela) Esse aumento parece ter sido causado pela elevagcdo do nimero de polimorfonucleares neutrofilos
no grupo SELV-AZ, enquanto que, no grupo CONV-OMB, parece ter sido motivado pela combinagdo das suas células. (*p<0,05, *Comparagao entre salina ¢ AZ
no mesmo grupo (Teste t de Student); "Comparacio entre comportamento dos grupos Selvagem, SPF e Convencionalizado entre si (Teste ANOVA 2-

way/Bonferroni); Média+EPM.)
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Figura 9 - Andlise histomorfométrica de parametros dsseos do sitio de exodontia de animais selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com
salina e AZ.
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Salina AZ p-Valor? Salina AZ p-Valor?® Salina AZ p-Valor* p-Valor®
Nimero de Osteoclastos 235+393  43.8+623 #0,025 19.33+4.65 31,17£5.23 0,122 7.17+1,14 29.60+5.91 0,024  #<0,001
Osteoclastos Apoptéticos (%) 1,3320.87  69.44+3,01 *<0,001 6.05+2.88 41.7+8.80 *0,008 8.33+6.54 67.46x10,74 0,001  *<0,001
Presenca de Sequestros Osseos® 16.7% 60% 0.242 20% 42.7% 0,576 20% 60% 0.524 =
Presenca de Colonias Bacterianas® 33% 40% 1,000 16,7% 16,7% 1,000 0% 20% 1,000 =

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: (A, tabela) Os grupos SELV-AZ e CONV-AZ exibiram maior nimero de osteoclastos em relag@o aos tratados com salina, comportamente ndo observado nos animais
SPF. (B, tabela). Entretanto, todos os animais tratados com AZ evidenciaram maior percentual de osteoclastos apoptoticos quando comparados aos camundongos tratados com
salina. Essa diferenga foi mais acentuada nos grupos selvagem e convencionalizado. (Tabela) Os animais tratados com AZ apresentaram maior frequéncia de animais com
frequéncia de sequestros dsseos e os grupos SELV-AZ e CONV-AZ, de presenga de coldnias bacterianas no sitio poés-exodontia (*p<0,05, *Comparacado entre salina e AZ no
mesmo grupo (Teste t de Student); "Comparacio entre comportamento dos grupos Selvagem, SPF e Convencionalizado entre si (Teste ANOVA 2-way/Bonferroni); Média+EPM.
“Teste exato de Fisher (n, %))
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Tabela 2 — Analise comparativa entre os dados histomorfométricos de camundongos SPF e

convencionalizados tratados com AZ em relacdo aos animais selvagens tratados com AZ.

Selvagem-AZ versus SPF-AZ

ou CONV-AZ p-Valor SPF-AZ Convencionalizado-AZ
Células inflamatorias 0,032* ! NS
Polimorfonucleares neutréfilos 0,081 NS NS
Mononucleares 0,497 NS NS
Osteoclastos Apoptéticos (%) 0,069 NS NS
Osteoclastos Total 0,248 NS NS

Fonte: Dados da pesquisa.

AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos); NS: Nio-

significante.
*p<0,05; Teste ANOVA 1-way.
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6.4 Analise de Parametros Hematolégicos

6.4.1 Eritrograma (Hemdcias, Hemoglobina e Hematdcrito)

A analise do eritrograma revelou que ndo houve diferencgas estatisticas em relagao
a contagem de hemdcias, hemoglobina e hematocrito entre os camundongos tratados com
salina ou tratados com acido zoledronico nos grupos selvagem, SPF ou convencionalizados
no dia 0 e dia 70.

Entre os grupos, os camundongos selvagens, SPF e convencionalizados
apresentaram médias da contagem de hemadcias (p-valor=0,758; ANOVA 2-way/Bonferroni)
e do hematocrito (p-valor=0,074; ANOVA 2-way/Bonferroni) estatisticamente semelhantes
entre si no dia 0 (Tabela 3). A hemoglobina apresentou-se mais elevada nos animais SPF
(SPF-SAL: 15,50+0,12 g%; SPF-AZ: 14,98+0,23 g%) quando comparados aos selvagens
(SELV-SAL: 13,30+£0,26 g%; SELV-AZ:12,73+0,33 g%) (p-valor=0,010; ANOVA 2-
way/Bonferroni) (Tabela 3).

Entre os dias 0 e 70, observou-se redu¢do da contagem de hemadcias nos
camundongos selvagens (p-valor=0,016; Teste t-pareado) e SPF tratados com AZ (p-
valor=0,046; Teste t-pareado), o que ndo ocorreu com os animais convencionalizados-AZ (p-
valor=0,100; Teste t-pareado). Essa diminuicdo provavelmente culminou em reducdo do
hematocrito nos animais SPF-AZ (p=0,036; Teste t-pareado). Ademais, houve também
reducdo dos niveis de hemoglobina nos animais selvagens, tanto aqueles que haviam sido
tratados com salina (p=0,034; Teste t-pareado), quanto os tratados com AZ (p=0,048; Teste t-
pareado), comportamento que ndo foi reproduzido nos grupos SPF e convencionalizados
(p<0,001; ANOVA 2-way/Bonferroni) (Tabela 4).

No entanto, no final do experimento (dia 70), os camundongos
convencionalizados (CONV-SAL: 9,26+0,24 x10%/mm?3; CONV-AZ:9,38+0,06 x10%/mm?)
apresentaram maior contagem de hemacias quando comparados aos grupos selvagem (SELV-
SAL: 8,67+0,18 x10%/mm?®; SELV-AZ:8,49+0,17 x10%mm?) ¢ SPF (SPF-SAL:8,94+0,12
x10%/mm?; SPF-AZ:8,71+0,17 x10%mm?) (p=0,001; ANOVA 2-way/Bonferroni). Houve
ainda maior taxa de hematdcrito nos animais convencionalizados (CONV-SAL: 44,50+0,67
%; CONV-AZ: 43,5040,46 %) em relacdo aos grupos selvagem (SELV-SAL:41,75+1,03 %;
SELV-AZ:40,75+1,03 %) e SPF (SPF-SAL: 41,00+0,00 %; SPF-AZ: 40,17+0,83 %), porém,
essa taxa apresentou-se reduzida quando comparada ao dia 0 nos animais do mesmo grupo

(p=0,013; Teste t-pareado) (Tabela 3).



Tabela 3 - Analise Hematoldgica do eritrograma de camundongos selvagens, SPF e convencionalizados tratados com AZ ou salina.

Selvagem SPF Convencionalizado

Salina AZ p-Valor®  Salina AZ p-Valor® Salina AZ p-Valor* p-Valor®
gﬁ%ﬁfﬁ% 935£0,36  9,77+0,42 0486  9,70+0.19  9.94+022 0,446  991£021  9.91+£0,30 0,996 0,758
O .
2 (%/eogogl"bma 14,83+032  14,524037 0,561 1528025 15,71%0,18 0,181  14,72+025 14384036 0,463 0,010
(%/e;natocmo 42,0042,16  43,60£1,47 0,546  46,17+1,05 46,38+1,02 0891  46,83+0,79 4733+143 0,766 0,074
0
gﬁ%ﬁfﬁ% 8,67+0,18  8.49+0.17 0484  894+0,12  871+0,19 0,400  9,56£024  938+0,06 0,472  *0,001
S :
s (%/egogl"bma 13,30+0,26  12,73+0,33 0,225  15,50+0,12 14,9840,23 0,125  14,93+0,30 14,82+0,17 0,741  *<0,001
A | (% _
(%/eo;natocmo 41,75£1,03  40,75+1,03 0,518  41,00£0,00 40,17£0,83 0363  44.50+0.67 43.50£0,56 0280  *0,001

Fonte: Dados da pesquisa

AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos).

*p<0,05, *Comparacio entre salina e AZ no mesmo grupo (Teste t de Student); *"Comparacio entre comportamento dos grupos Selvagem, SPF e Convencionalizado entre si
(Teste ANOVA 2-way/Bonferroni); Média+EPM.

Tabela 4 - Anélise da variacdo do eritrograma entre os dias 0 e 70 dos camundongos selvagens, SPF e convencionalizados tratados com AZ ou

salina.
Selvagem SPF Convencionalizado
Dia 0 versus Dia 70 p-Valor p-Valor p-Valor
Salina AZ Salina AZ Salina AZ
Hemacias (x1 06/mm3) 0,074 0,016* 1 0,210 0,046* l 0,327 0,100
Hemoglobina (%g) 0,034* 0,048* 1 0,742 0,086 0,517 0,659
Hematdcrito (%) 0,882 0,194 0,085  0,036* | 0,221 0,013* 1

Fonte: Dados da pesquisa.
AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patdgenos especificos).
*p<0,05; Teste t-pareado.
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6.4.2 Leucograma (Leucdcitos, Linfocitos e Neutrdfilos)

No que diz respeito a analise hematoldgica de globulos brancos, camundongos
tratados com salina ou AZ dos grupos selvagem, SPF e convencionalizados ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes entre si no nimero de leucocitos, linfocitos e
neutr6filos no inicio do experimento (Tabela 5). Entretanto, entre os grupos, animais SPF
(SPF-SAL:5883+364 /mm?®; SPF-AZ: 6175+739 /mm?®) e convencionalizados (CONV-
SAL:6683+722 /mm?; CONV-AZ:7583+978 /mm?) apresentaram maior numero de leucdcitos
totais quando comparados ao grupo selvagem no dia 0 (SELV-SAL:3550+685 /mm?*; SELV-
AZ:5375+727 /mm?®) (p-valor=0,001; ANOVA 2-way/Bonferroni) (Tabela 5). Isso
provavelmente se deveu pelo maior niimero de linfocitos, que também apresentaram maiores
taxas nesses animais (SPF-SAL: 5301+£364 /mm?; SPF-AZ: 5577+746 /mm?; CONV-SAL:
5828+672 /mm?; CONV-AZ: 6277+917 /mm?), quando comparados aos animais selvagens
(SELV-SAL: 31274578 /mm?®; SELV-AZ: 25194279 /mm?®) (p-valor=0,004; ANOVA 2-
way/Bonferroni) (Tabela 5).

Entre os dias 0 e 70, os camundongos convencionalizados tratados com AZ
exibiram redu¢do do nimero de leucocitos (p-valor=0,010; Teste t-pareado) e linfocitos (p-
valor=0,014; Teste t-pareado) (Tabela 6).

No final do periodo experimental (dia 70), animais que receberam tratamento com
salina ou AZ dos grupos selvagem, SPF e convencionalizados ndo exibiram diferencas
estatisticas na contagem de leucdcitos, linfocitos e neutrdfilos. Além disso, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos selvagem, SPF e

convencionalizados em cada um desses parametros (Tabela 5).



Tabela 5 - Analise Hematologica do leucograma de camundongos selvagens, SPF e convencionalizados tratados com AZ ou salina.

Selvagem SPF Convencionalizado
Salina AZ p-Valor® Salina AZ p-Valor"  Salina AZ p-Valor® p-Valor®
(L/f;ﬁl?)cms 35504685 2840308 0,341 5883364  6175£739 0,756 6683+722  7583+978 0,476 0,001
< | Linfocitos
2 () 31274578 25194279 0,344  5301+364  5577+£746 0,771  5828+672  6277+917 0,701 0,004
g;‘ﬁ%ﬁlos 402497 314439 0,391 5494104 587+101 0,800  844+73  1299+503 0,410 0,063
(L/f;ﬁl?)cms 5175£1289  5375+727  0.897 6075193 61424786 00948  5733+513 5100717 0,489 0,869
= Linfécitos
= | oy 4537+1177 38821114 0,700  5523£269  5705+783  0.860  5081+491  4460+571 0,428 0,558
A /
g;‘ﬁ%ﬁlos 563+126 484+120 0,667 521493 11524752 0522 619+74  602+162 0926 0,813

Fonte: Dados da pesquisa.

AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos).
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*p<0,05, *p<0,05, *Comparacio entre salina e AZ no mesmo grupo (Teste t de Student); *Comparagio entre comportamento dos grupos Selvagem, SPF e Convencionalizado
entre si (Teste ANOVA 2-way/Bonferroni); Média+EPM.

Tabela 6 - Anélise da variacdo do leucograma entre os dias 0 e 70 dos camundongos selvagens, SPF e convencionalizados tratados com AZ ou

salina.
. . Selvagem SPF Convencionalizado
Dia 0 versus Dia
70 p-Valor p-Valor p-Valor
Salina AZ Salina AZ Salina AZ

Leucdcitos (/mm?) 0,443 0,090 0,646 0,486 0,234 0,010* !
Linfocitos (/mm?®) 0,451 0,249 0,594 0,388 0,252 0,014* !
Neutr6filos (/mm?) 0,521 0,389 0,892 0,465 0,172 0,195

Fonte: Dados da pesquisa.

AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos).

*p<0,05; Teste t-pareado.
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6.4.3 Plaquetometria

No inicio do experimento, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes na contagem de plaquetas dos animais tratados salina e AZ pertencentes aos
grupos selvagem, SPF e convencionalizados (Tabela 7).

Entre os dias 0 e 70, os animais SPF tratados com AZ apresentaram reducao
significante na contagem de plaquetas (Tabela 8).

No 70° dia experimental, observou-se uma reducgdo significante na contagem de
plaquetas no grupo selvagem tratado com acido zoledronico (SELV-AZ: 505750+93938
/mm?), quando comparado aos animais do grupo selvagem tratados com salina (SELV-SAL:
80350019116 /mm?) (p-valor=0,021; ANOVA 2-way/Bonferroni). Esse comportamento
diferiu em relagdo aos demais grupos SPF e convencionalizado, onde nido foi observada
diferencas estisticamente significantes na contagem de plaquetas entre os animais tratados ou

nao com acido zoledrdnico (p-valor=0,027; ANOVA 2-way/Bonferroni) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Andlise hematologica da plaquetometria de camundongos selvagens, SPF e convencionalizados tratados com AZ ou salina.

Selvagem SPF Convencionalizado

Salina AZ p-Valor®  Salina AZ p-Valor®  Salina AZ p-Valor® p-Valor®
| Plaquetas 638500+ 590400+ 553500+ 662500+ 750167+ 689167+
<
Al omm’) 148206 88863 777 100827 25959 0.255 18349 45480 0,242 0,433
=}
™ | Plaquetas 803500+ 505750+ 424250+ 427167+ 610333+ 547833+ «
'g (/mm?*) 19116 93938 0,021 96108 51265 0,977 86445 73421 0,594 0,027

Fonte: Dados da pesquisa.

AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos).

*p<0,05, *p<0,05, *Comparacio entre salina e AZ no mesmo grupo (Teste t de Student); *Comparagio entre comportamento dos grupos Selvagem, SPF e Convencionalizado
entre si (Teste ANOVA 2-way/Bonferroni); Média+EPM.

Tabela 8 - Andlise da variacdo da plaquetometria entre os dias 0 e 70 dos camundongos selvagens, SPF e convencionalizados tratados com AZ

ou salina.
. . Selvagem SPF Convencionalizado
Dia 0 versus Dia
70 p-Valor p-Valor p-Valor
Salina AZ Salina AZ Salina AZ
Plaquetas (/mm?) 0,303 0,693 0,233 0,008* ! 0,097 0,177

Fonte: Dados da pesquisa.
AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patdgenos especificos).
*p<0,05, Teste t-pareado.
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6.5 Analise dos parametros de toxicidade nos diferentes grupos experimentais

6.5.1 Analise do ganho de massa corpdrea

A analise do ganho de massa corpdrea revelou que os camundongos, independente
do grupo (selvagem, SPF e convencionalizado) ou do tratamento (salina ou AZ), ganharam peso
ao longo dos setenta dias de experimento (p-valor<0,001; ANOVA I-way-para-medidas-
repetidas/Bonferroni). Esse ganho de massa corpdrea ocorreu por volta do 56° dia experimental
nos animais selvagem tratados com salina e por volta do 42° dia experimental nos animais
selvagem tratados com AZ, em relagdio ao inicio do experimento. Nos grupos
convencionalizados (SAL e AZ), ganho de peso significante em relagdo a aferi¢do inicial de
massa corporea foi visto a partir do dia 49, o que evidencia comportamento semelhante aos
animais selvagem. Por outro lado, os animais SPF apresentaram aumento de peso significante
em relacdo a massa corporea inicial apenas no ultimo dia de experimento, assumindo
comportamento diferente dos demais grupos (p-valor=0,016; ANOVA 2-way-para-medidas-
repetidas/Bonferroni) (Tabela 9).

Em nenhum dia experimental houve diferengas estatisticamente relevantes entre os
animais tratados com salina ou 4cido zoledronico dos grupos selvagem, SPF ou

convencionalizado (Tabela 9).



Tabela 9 - Andlise do ganho de massa corpdrea dos animais selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com salina ou AZ.

Selvagem SPF Convencionalizado
Salina AZ p-Valor® Salina AZ p-Valor® Salina AZ p-Valor® p-Valor®
Peso
DO 22,50+0,56  21,57+0,41 0,203 1927+0,51 20,07+0,53 0,300  20,41+0,52  21,06+0,53 0,402 0,016
D7 22,83+£0,57 21,64+0,18 0,095 1938+0,51 19,94+0,69 0,542 20,59+0,50  20,77+0,40 0,776
D14 21,92+0,35 21,50+0,24 0,340 19.48+0,50 19,76+0,62 0,742 21,06+0,40  21,69+0,35 0,257
D21 22,9240,42 22,14+024 0,122 19,63+0,60 20,06+0,67 0,651  21,07+0,56  21,81+0,38 0,292
D28 23,58+0,71 22,930,228 0,422 1998+0,53 20,11+0,63 0,879  2137+0,46  22,24+0,43 0,193
D35 24,08+£0,75 23,43+0,34 0,417 20,22+0,53 20,49+0,73 0,778  21,66+0,54  22,37+0,46 0,334
D42 23,92+0,77 23,71+0,31* 0,814 20,28+0,56 20,54+0,59 0,759  21,93+0,52  22,74+0,35 0,217
D49 22,33+£0,59 22,00+0,70* 0,727  20,34+0,81 20,56+0,51 0,815  22,16+0,61* 22,84+0,35* 0,349
D56 23,83+0,64* 22,57+0,63* 0,190  20,34+0,57 20,57+0,54 0,779  21,8440,58* 23,21+0,38* 0,072
D63 23,75+0,54* 22.71+0.4* 0,182  20,96+0,73 20,87+0,66 0,931  22.53+0,65% 23,47+0,34* 0,224
D70 23,67+0,56* 22,79+0,62* 0,318  21,04+0,64* 21,67+0,57* 0,481  22,59+0,57*  23,90+0,29% 0,061
p-Valor® <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: Dados da pesquisa
AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos).
*p<0,05 versus DO0. *p<0,05, *Comparacio entre salina e AZ no mesmo grupo (Teste t de Student); "Comparagio entre comportamento dos grupos Selvagem, SPF e
Convencionalizado entre si (Teste ANOVA 2-way-para-medidas-repetidas/Bonferroni); ¢ Comparagdo, no mesmo grupo, entre o dia experimental e o dia 0 (Teste ANOVA 1-
way-para-medidas-repetidas/Bonferroni); Média+tEPM.
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6.5.2 Analise histopatolégica do estdomago, figado, rim e bago

6.5.2.1 Estomago

O estomago foi analisado em duas regides: a regido da céardia e a regido de
fundo/corpo. Em geral, em todos os 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 diferentes calibres, os quais eventualmente exibiam ectasia
(Figura 10).

Na regido fundica, os animais, independente do tratamento recebido, apresentaram
preservacdo da mucosa gastrica, sendo visualizadas as células principais e parietais. Nas
camadas submucosa da mucosa e mucosa, visualizaram-se vasos sanguineos de calibres

variados que, por vezes, evidenciavam ectasia (Figura 10).



Figura 10 — Fotomicrografia do estdmago de camundongos selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com AZ ou salina.

ESTOMAGO
Estomago/Cardia Estdomago/Fundo e corpo
SALINA AZ SALINA AZ
N /‘ e *\:’ “3 v (B =4 :
* i " é"’ [ -
G V \ Y

SELVAGEM

SPF

CONVENCIONALIZADO

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos); EP: Epitélio; CM: Camada Muscular; M: Camada Mucosa; SM:
Camada Submucosa da Mucosa. (A-F): Mucosa géstrica exibindo regido de cardia revestida por epitélio estratificado pavimentoso ortoceratinizado, sob o qual ha cérion fibroso
com vasos sanguineos, por vezes, ectasicos. (G-L): Regido de fundo e corpo com camadas mucosa e submucosa preservadas, exibindo vasos sanguineos, alguns dos quais
congestos. (Hematoxilina-Eosina 200x).
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6.5.2.2 Figado

Os animais selvagens tratados com salina ou AZ exibiram arquitetura hepatica
preservada, contendo hepatdcitos com leve a moderada tumefagdo, discreta hemorragia
sinusoidal, hiperplasia de Células de Kupffer e alguns focos inflamatorios dispersos (Figura

11).
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Figura 11 - Fotomicrografias do figado de camundongos selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com AZ ou salina.

SELVAGEM ~_SPF 7 CONVENCIONALIZADO

- Y

SALINA

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos); EP: Espago Porta; VCL: Veia Centrolobular; CH: Corddes de Hepatdcitos.
(A, F): Os grupos selvagem, SPF e convencionalizados tratados com AZ e salina apresentaram arquitetura lobular preservada com corddes de hepatdcitos, exibindo de leve a moderada
tumefacao. (Hematoxilina-Eosina 200x).
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6.5.2.3 Rim

De uma maneira geral, os diferentes grupos experimentais apresentaram aspectos
semelhantes na analise histopatoldgica do rim. (Figura 12). Assim, o aspecto microscopico dos
rins dos camundongos selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com salina ou AZ,
evidenciou estruturas glomerulares preservadas, muitas vezes com presenca de hemorragia
tubular e intersticial, e de leve a moderada tumefag¢do do epitélio tubular, além de pequenos
focos de células inflamatérias ocasionais, frequentemente localizados préximos a vasos
sanguineos ectasicos. Alguns animais, em todos os grupos, exibiram vacuoliza¢ao do epitélio
tubular, entretanto, se observou que essa frequéncia foi menor nos camundongos SPF tratados
com AZ, quando comparados aos do grupo selvagem e convencionalizados que receberam o
bisfosfonato (Figura 12). Cilindros-hialinos também foram vistos ocasionalmente em todos os

grupos experimentais (Figura 12).
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Figura 12 - Fotomicrografias do rim de camundongos selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com AZ ou salina.

SELVAGEM SPF CONVENCIONALIZADO

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: AZ: Acido Zoledrénico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos); G: Glomérulo; TPeD: Tubulo Proximal e Distal. (A, F): Os
grupos selvagem, SPF e convencionalizados tratados com AZ e salina apresentaram preservagao da estrutura glomerular, com presenca de focos hemorragicos ¢ leve
a moderada tumefagdo de epitélio tubular. Alguns animais, em sua maioria dos grupos SPF e convencionalizado tratados com AZ, exibiram vacuolizac¢ao de epitélio

tubular.
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6.5.2.4 Baco

A analise microscopica do bago de animais selvagem, tratados com salina ou AZ,
revelou polpa branca constituida por bainha de linfocitos T periarteriais situadas
excentricamente em relagdo as artérias centrais e nddulos esplénicos (corpusculos de Malpighi),
caracterizando preservacdo da estrutura folicular, em meio a hemorragia recente e
megacariocitos de permeio, hemossideréfagos e, ocasionalmente, pigmentos de hemossiderina.
Camundongos do grupo SPF e convencionalizados, independente do tratamento com AZ ou
salina, evidenciaram caracteristicas semelhantes na analise dos parametros microscopicos de

toxicidade no bago (Figura 13).



Figura 13 - Fotomicrografias do bago de camundongos selvagens, SPF e convencionalizados, tratados com AZ ou salina.

SELVAGEM SPF CONVENCIONALIZADO

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: AZ: Acido Zoledronico; SPF: Specific Pathogen-Free (Animais livres de patogenos especificos); AC: Arteriola Central; PB: Polpa Branca; PV: Polpa
Vermelha. (A, F): Os grupos selvagem, SPF e convencionalizados tratados com salina ou AZ exibiram preservagao da estrutura folicular no bago, com equidade entre
as polpas branca e vermelha. (Hematoxilina-Eosina 200x).
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, buscou-se investigar se a presenca de micro-organismos
patogénicos seria capaz de prevenir ou atenuar a OMB. Observou-se que 0s animais que nao
possuiam microbiota patogénica, isto €, livres de patogenos especificos (Specific Pathogen-
Free, SPF), e que haviam recebido administra¢des intraperitoneais de AZ apresentaram alguns
sinais clinicos de atraso cicatricial no alvéolo pds-extracdo, com avaliagdo imaginoldgica
evidenciando 4rea hipodensa neste local, entretanto, histologicamente, exibindo menor
infiltrado inflamatdrio e nimero de osteoclastos diminuido em relagdo aos grupos selvagem e
convencionalizado também tratados com o bisfosfonato. Esses resultados provavelmente
indicam que a presenca de infeccdo assume um papel decisivo para progressdo e gravidade da
perpetuacao das lesdes de OMB.

A andlise citologica qualitativa revelou uma diversidade microbiana bastante
evidente em camundongos selvagens, que foi transferida com sucesso através da técnica de
convencionalizacdo para animais ex-SPF e manteve-se até o ultimo dia experimental. Os
animais SPF, por sua vez, exibiram colonias bacterianas de aspecto mais uniforme e organizado.
No dia 70, obteve-se aspecto citologico semelhante em camundongos SPF tratados com salina,
o que evidencia a permanéncia deste status microbiano por todo o periodo experimental e que
as técnicas de controle de infec¢do para as diversas manipulagdes realizadas nestes animais
foram bem-sucedidas.

Entretanto, foi visto, no dia 70, em camundongos selvagens salina e submetidos a
OMB, a presenca de eventuais formagdes sugestivas de Candida sp. Embora espécies de
Candida sp. ndo sejam largamente descritas em conteudos microbianos orais de camundongos
C57/BL 6, sabe-se que disbioses, capazes de reduzir a formacao de algumas bactérias benéficas,
como as do género Bacteroides, podem aumentar a sua proliferagdo em camundongos (FAN et
al., 2017). Além disso, alguns estudos clinicos, como o de Aftimos et al. (2014), encontraram
fungos em 100% das lesdes de OMB, enquanto que outros descrevem a presenca ocasional de
leveduras nas amostras 6sseas (SEDGHIZADEH et al., 2008). Ja Perna et al. (2013) reportaram
a presenca de infeccdo micotica em apenas uma amostra analisada, o que demonstra que a
infecgdo fungica pode participar do biofilme presente em lesdes de OMB, entretanto, ndo parece
ser determinante para seu desenvolvimento.

Adicionalmente, foi visto que camundongos SPF tratados com AZ passaram a
exibir bactérias filamentosas Gram-positivas em sua composi¢ao microbiana oral, o que havia

sido detectado em poucos animais no inicio do experimento. Em estudo prévio, a analise de
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amostras de pacientes tratados com bisfosfonatos, que desenvolveram ou ndo desenvolveram
OMB, e de pacientes normossistémicos, que ndo haviam recebido qualquer tratamento prévio
com bisfosfonato, demonstrou que, em pacientes tratados com bisfosfonatos, pode ocorrer
disbiose da microbiota oral, predominando espécies Gram-positivas, e alteracdes na resposta
imune a infec¢do. Essa modificagdo se da as custas do aumento da transcrigdo génica de inibidor
de protease secretdria de linfocitos, proteinase 3, além de reducgdo de catepsina G e dominio de
oligomerizacao de ligacao de nucleotideos (NLRs). Com esse desequilibrio, gera-se, entdo, um
microambiente favoravel para a proliferacdo de bactérias oportunistas, como Parvimonas,
Peptostreptococcus, Fusobacterium, Eubacterium ¢ Gemella (PULSHALKAR et al., 2014).
Assim, os camundongos SPF poderiam ter pequenos conteudos de bactérias filamentosas que,
apos a administracdo do acido zoledrdnico e o provavel estado de disbiose gerado, proliferou
em maior nimero, estando evidente nos achados citologicos.

A avaliagdo de lesdes de osteonecrose pode ser realizada com maior acuracia por
meio de tomografias computadorizadas. Esse exame imaginoldgico ¢ capaz de oferecer dados
sobre o osso cortical e trabecular, mostrando detalhes sobre a extensdo da osteonecrose
(WULTLZ et al., 2008) e permitindo uma reconstrucdo tecidual tridimensional, sobre a qual
pode estimar-se a quantidade de osso comprometido por necrose com precisao (TORRES et al.,
2012).

Os sinais imaginoldgicos de OMB, em geral, compreendem zonas radioltcidas
irregulares, com ocasionais sequestros 0sseos radiopacos e pouca evidéncia de cicatrizacao,
podendo haver também fraturas patoldgicas (CHIANDUSSI et al., 2006; KRISHNAN et al.,
2009; HOWIE et al., 2015). Analises microtomograficas tridimensionais atestaram que o
tratamento com bisfosfonatos, em longo prazo, esteve associado ao aumento da densidade
mineral Ossea, da espessura trabecular ¢ do volume Osseo proporcional em animais
(CORDOVA et al., 2016; KUROSHIMA et al., 2018). Outros estudos confirmam que esses
achados se mantém inclusive na presenga de lesdes iniciais d¢ OMB (VILARINHO et al.,
2017). As lesdes de OMB instaladas e mais tardias, muitas vezes sintomaticas, podem resultar
em areas de menor numero e espessura de trabéculas, além de reduzido volume Osseo
proporcional (KIM et al., 2017). Em anélises bidimensionais, realizadas por microtomografia
ou radiografias, OMB aparece comumente como area osteolitica e perda de integridade das
paredes alveolares, mas esses aspectos radiograficos podem ser heterogéneos e variar desde
proliferacdo periosteal, anormalidades na lamina dura, aumento do espaco do ligamento
periodontal, ostedlise difusa, aumento da radiopacidade da area envolvida, com esclerose 0ssea,
formacao de sequestros 6sseos e até mesmo fratura patologica da regido afetada (CHIANDUSSI

et al., 2009; FEDELE et al., 2010; TREISTER; FRIEDLAND; WOO, 2010; ROCHA et al.,
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2012; CURRA et al., 2016; KOLPAKOVA et al, 2017). Os achados imaginologicos
encontrados neste trabalho estdo de acordo com os estudos prévios da literatura. Assim,
observou-se, em camundongos selvagens tratados com AZ, regido de exodontia com area
osteolitica, hipodensa, que sugeria a presenca de necrose, por vezes com sequestros 0sseos.
Ressalta-se que, sendo o primeiro estudo do presente grupo de pesquisa em que se aplica a
metodologia em camundongos, além da drea osteolitica, outros pardmetros, como a presenca
imaginoldgica de sequestros 0sseos, foram utilizados para sugestdo diagnostica de lesdes de
osteonecrose.

Os camundongos SPF e convencionalizados, ambos tratados com AZ, mostraram
achados imaginologicos semelhantes. Isso denota que, nestes grupos, pode ter havido atraso
cicatricial nos alvéolos pds-exodontia. Embora, sem diferencas estatisticamente relevantes, o
grupo SPF demonstrou 4area osteolitica inferior em relagdo aos grupos selvagem e
convencionalizado. Ja o grupo convencionalizado demonstrou extensa area osteolitica, no
entanto, sem diferencas estatisticas, em relacdo aos camundongos selvagem-AZ. Estudo
anterior reporta resultado semelhante em ratos submetidos a modelo experimental de ligadura.
Neste, foi detectada maior area de necrose quando a ligadura foi associada a inoculagao local
de bactérias do género Actinomyces (Actinomyces naesludii), as quais sdo comumente
encontradas em exames histologicos de lesdes de OMB, quando comparados aos animais
submetidos a administracdo de bisfosfonatos e que receberam inoculagao local na ligadura de
solu¢do salina (LI et al., 2015). Esses resultados, em conjunto com aqueles descritos no presente
estudo, indicam que as bactérias patogénicas colonizando o 0sso poés-trauma cirirgico
culminam em maiores areas osteoliticas, que clinicamente podem ser compativeis com lesdes
de OMB. Isso provavelmente se deve ao estimulo bacteriano, capaz de excitar respostas
inflamatorias mais pronunciadas e permanentes no tecido 0sseo, levando ao seu processo
natural de remodelacdo, o qual encontrava-se inibido pelo tratamento antirreabsortivo.

Por outro lado, animais tratados com solug¢do salina submetidos a exodontia
exibiram alvéolos pds-cirurgicos cicatrizados, com area hiperdensa compativel com
neoformacado 6ssea de trabeculado normal. Esses achados microtomograficos estdo de acordo
com estudos anteriores, que evidenciam em grupos controles, tratados com solu¢do salina,
alvéolos com osso novo uniforme que preenchia toda a area de osso vazia e extrusando qualquer
raiz, que, por ventura, tenha restado, sem presenca de destruicao cortical, sequestros 6sseos ou
exposicao 6ssea (HOWIE et al., 2015; KOLPAKOVA et al., 2017; VILARINHO et al, 2017).
Radiograficamente, resultados semelhantes foram vistos em estudos classicos de modelos

experimentais de OMB, onde os grupos controles, que nao foram tratados com bisfosfonatos,
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apresentaram, 28 dias apos a exodontia, alvéolos com radiopacidade linear de densidade
uniforme (SONIS et al., 2009; BARBA-RECREO et al., 2014; JABBOUR et al., 2014).

O estudo histomorfométrico das hemimandibulas reuniu pardmetros para verificar
o desenvolvimento de lesdoes de OMB nos alvéolos pds-extragdo. Assim, como esperado,
camundongos tratados com salina, independente do grupo (selvagem, SPF ou
convencionalizado), ndo apresentaram sinais cldssicos sugestivos de ocorréncia de lesdes
necroticas. Em seus sitios pos-exodontia, evidenciaram-se cicatrizagdo Ossea e tecidual, com
recobrimento de mucosa integra, presenga de osso celularizado, onde havia atividade
osteoblastica e osteoclastica, além de células inflamatodrias no sitio de exodontia e ocasionais
colonias bacterianas em alguns animais. Esses achados estdo de acordo com o aspecto
histologico da mandibula de animais controle de modelos experimentais de OMB, onde a
eutanasia ¢ realizada entre trés e quinze semanas apds a exodontia (SONIS et al., 2009;
MAAHS et al., 2011; MARINO et al., 2012; CONTE-NETO et al., 2013; SILVA et al., 2015;
YANG et al., 2015)

Por outro lado, em diversos modelos experimentais, determina-se a ocorréncia de
lesdes necrdticas em 0sso a partir da observacdo de aspectos, como: osso pouco celularizado
ou, em partes, desvitalizado, com lacunas de ostedcitos vazias, as quais podem representar areas
de sequestros 0sseos, além de reabsor¢do irregular da superficie 6ssea e infiltrado inflamatorio
marcante, osteoclastos apoptdticos e material basofilico amorfo sugestivo de colonias
bacterianas (SONIS et al., 2009; MARINO et al., 2012; CONTE-NETO et al., 2013; BARBA-
RECREO et al., 2014; HOWIE et al., 2015;SILVA et al., 2015; TANAKA et al., 2015; YANG
et al., 2015; KOLPAKOVA et al., 2017). Diversos trabalhos também demonstram o aumento
da presenca de sequestros d0sseos, com lacunas de ostedcitos vazias, em lesdoes de OMB
(AGHALOO et al., 2011; MARINO et al., 2012; CORDOVA et al., 2016). No presente estudo,
camundongos selvagens que receberam tratamento com AZ exibiram presenga desses sinais, o
que confirma a ocorréncia da lesdo necrdtica nos mesmos. Aspectos semelhantes foram
observados nos camundongos convencionalizados tratados com AZ, concluindo que, nestes
animais, possa ter havido desenvolvimento de lesdes de OMB de maneira similar aos animais
selvagens. Os camundongos SPF, por sua vez, exibiram alguns pardmetros parecidos com os
demais grupos, como osteoclastos com sinais de apoptose e presenca de ocasionais sequestros
6sseos, porém, com infiltrado inflamatorio bastante inferior aos demais grupos. Achado
semelhante foi reportado previamente em estudo experimental com camundongos C57 BL/6,
que receberam infusdes didrias de AZ e foram submetidos a exodontia do primeiro molar
superior. Os autores relatam que os camundongos exibiram sinais claros de atraso cicatricial,

evidenciando auséncia de neoformagao 6ssea e de angiogénese no sitio de extragcdo. Os autores
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atribuiram o fracasso de induzir a lesio de OMB de maneira idéntica ao que ocorre clinicamente
pela auséncia de bactérias na cavidade bucal dos camundongos utilizados, que foram mantidos
em condicdes germ-firee por todo o experimento (KOBAYASHI et al., 2010).

Isso indica que as bactérias patogénicas, colonizando o 0sso pos-trauma cirurgico,
culminam em maiores areas necroticas, as quais, clinicamente, podem ser compativeis com
lesdoes de OMB. As bactérias parecem fornecer estimulos imunoldgicos para a manutencgao de
uma resposta inflamatéria local ao osso que, impedido de remodelar, necrosa, o que ja foi
sugerido anteriormente na literatura (KOS; LUCZAK, 2009). Em modelo experimental de
OMB em ratos, o lipopolissacarideo (LPS), oriundo da bactéria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, foi injetado em perfuracdes cirurgicas realizadas na base da mandibula
de ratos, sob tratamento prévio de AZ, e resultou em maior area histologica de necrose dssea
em relagdo a animais que receberam isoladamente o bisfosfonato. A influéncia do estimulo
bacteriano parece ser importante para o agravamento dessas lesdes, uma vez que, nesse mesmo
estudo, observou-se que, ap6s a inoculacao local da endotoxina, o grupo tratado com polimixina
B, um agente capaz de neutralizar a acdo do LPS, a area histologica correspondente ao 0sso
necrotico reduziu significativamente quando comparados aos ratos que nao receberam esse
tratamento (SAKAGUCHI et al., 2015). Tanaka et al. (2015) também demonstraram que
mandibulas de ratas tratadas com alendronato e submetidas a exodontia e que receberam
inoculagdo local LPS no sitio cirurgico apresentaram area histologica de osteonecrose superior
aos animais que ndo haviam sido inoculados com a endotoxina. Um estudo discorda de que as
bactérias necessariamente precisariam ser extremamente virulentas ou patogénicas para causar
tal dano. Tsurushima et al. (2013) observaram que, independentemente de o animal ser
inoculado com Aggregatibacter actinomycetemcomitans, bactéria Gram-negativa, ou
compostos imunoadjuvantes, como o adjuvante completo de Freund (CFA), comumente
utilizado em vacinas para aumentar o tempo de exposi¢cdo do antigeno ao sistema imune, ha
aumento da area de OMB em relacdo aos animais controle, indicando que o tempo de
estimulagdo imunoinflamatoria € que poderia ser decisivo para a piora do quadro.

Em contrapartida, alguns outros achados refutam que a presenga de bactérias,
mesmo aquelas comumente relacionadas a lesdo de OMB, possa causar algum dano adicional
as manifestagdes histopatologicas observadas em lesdes necroticas por bisfosfonatos. Em
estudo experimental de indu¢do de OMB por ligadura, observou-se que a inoculacdo de
bactérias do género Actinomyces ndo foi capaz de alterar em nimero os ostedcitos nao-viaveis,
quando comparados aos animais submetidos a administragdo de bisfosfonatos, mas que

receberam inoculacdo local na ligadura de solu¢do salina (LI et al., 2015).
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Mesmo exibindo contagem de células inflamatorias semelhantes, o grupo selvagem
tratado com AZ demonstrou perfil diferente do grupo convencionalizado. No infiltrado
inflamatorio observado nos animais selvagens, houve maior nimero de polimorfonucleares
neutrdfilos. Ja no grupo convencionalizado, esse aumento pareceu ocorrer pela combinagao de
células polimorfonucleares e mononucleares. O infiltrado inflamatorio encontrado em lesdes
de OMB ¢ comumente associado a presenca de polimorfonucleares neutréfilos (MARINO et
al., 2012; BARBA-RECREO et al., 2014; SILVA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017),
demonstrando semelhanga com os achados descritos no presente trabalho.

Godwin, Fraser e Ibbotson (1964) comprovaram que ratos SPF que desenvolviam
doengas pulmonares apresentavam aumento do nimero de células inflamatorias, quando
comparados a animais saudaveis, € que esse aumento ocorria por conta da elevagdo
principalmente de linfocitos. Em animais germ-free, estudos prévios descrevem que a redugdo
da atividade de neutrofilos possa ocorrer por auséncia da estimulagdo de bactérias da microflora
convencional, com reducdo da estimulacdo oriunda de niveis mais elevados de IL-1j
(BUDAVARI et al., 1985; BHATTARAI et al., 2016), o que pode ser reduzida também em
camundongos SPF, quando comparados aos selvagens. Outro estudo reporta a ocorréncia de
menor influxo de neutr6filos em camundongos swiss convencionalizados quando comparados
a camundongos selvagens submetidos a infeccdo pulmonar através de inoculagdo de bactérias
Klebsiella pneumoniae (FAGUNDES et al., 2012). Esses achados confirmam o maior numero
de mononucleares visualizados no grupo convencionalizado submetido 8 OMB no atual estudo
e parecem estar de acordo com o perfil imunologico comumente desenvolvido nesses animais
na presenca de estimulos infecciosos, como as bactérias do meio oral inoculadas nos
camundongos ex-SPF. Entretanto, salienta-se que mais investigagdes sobre o perfil
imunoinflamatério em animais SPF sdo requeridas.

Aumento da contagem de osteoclastos total em camundongos tratados com AZ dos
grupos selvagem e convencionalizado foi observado quando comparado aos que foram tratados
com salina. Esse resultado estd de acordo com estudos anteriores do presente grupo de pesquisa,
que observaram fendomeno semelhante em ratos submetidos 8 OMB. Os autores ressaltam que
a elevacdo no nimero de osteoclastos esteve associada a alta imunoexpressdo de mediadores
inflamatérios, como TNF-q, IL-1 ¢ Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS), além de estarem
em consonancia ao aumento do numero de células inflamatorias (polimorfonucleares
neutr6filos e monocitos) e de osteoclastos apoptoticos (BARROS-SILVA et al., 2016). A partir
desses achados, acredita-se que o maior numero total de osteoclastos, observado nos
camundongos selvagens e convencionalizados tratados com AZ, provavelmente, esta

relacionado ao maior infiltrado inflamatério verificado nos sitios pds-exodontias desses
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animais. Isso pode ter sido motivado pela agressdo de bactérias patogénicas do conteudo oral
no 0sso, que, embora nao significante, apresentou frequéncia maior no aspecto histoldgico das
hemimandibulas pds-exodontias desses animais. A presenca das bactérias colonizando
fragmentos de ossos ndo-reabsorvido refor¢a a estimulagdo imune provinda dos Padrdes
Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs), que induzem o sistema imune inato a produzir
citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-1 e IL-6. Essas citocinas podem regular diretamente
o eixo RANK-RANKL-Osteoprotegerina (OPG), aumentando a expressdo de RANKL, o que
culmina no estimulo a diferenciacdo e ativagdo osteocldstica na tentativa de induzir a reabsor¢ao
ossea (REDLICH; SMOLEN, 2012; BARROS-SILVA et al., 2019).

Sabe-se, ainda, que grande parte desses osteoclastos terd sua funcdo inibida ou
maior potencial de sofrer apoptose. Isso ¢ consequéncia do mecanismo de agdo dos
aminobisfosfonatos, que, apds serem adsorvidos pelas células clasticas de osso, bloqueiam a
enzima farnesil-pirofosfatase sintase, criando uma escassez intracelular de substancias
necessarias para a modificagdo pos-translacional dos lipidios, a partir da atividade de pequenas
proteinas sinalizadoras com atividade GTPase, e a disfuncdo resultante dificulta a regulacao da
morfologia e atividade dos osteoclastos, levando a ma fun¢ao celular e apoptose (SELANDER
et al., 1996; SHIPMAN et al., 1998; ROELOEFS et al., 2006; WEISTEIN et al., 2009). Em
consonancia com esses achados, no presente estudo, observou-se, em todos os grupos
experimentais tratados com AZ, maior percentual de osteoclastos com sinais de apoptose
quando comparados aos animais tratados com salina.

A andlise hematologica dos animais do grupo selvagem submetidos a
administracdes de AZ demonstrou diminui¢ao no nimero de hemacias e hemoglobina, no dia
70, em relacdo ao que foi observado no inicio do experimento. Além disso, os camundongos
selvagens exibiram, ja no dia 0, menores niveis de hemoglobina, quando comparados aos
camundongos SPF e convencionalizados. Estudos desenvolvidos com metodologia
semelhante ao presente trabalho mostraram que podem ocorrer eventos anémicos em animais
tratados com acido zoledronico (SILVA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017). Zhu et al.
(2013), em metanalise realizada a partir de ensaios clinicos randomizados, ja haviam descrito
que o tratamento com &cido zoledronico estava relacionado ao maior e significante risco
relativo para desenvolvimento de anemias, corroborando esses achados. Entretanto, ja foi
comprovado anteriormente que o uso de alendronato de so6dio, em altas doses, ndo apresenta
efeitos citotoxicos sobre eritrocitos (KOPKA et al., 2011). Ressalta-se que o alendronato ¢
uma aminibisfosfonato utilizado para tratamento de osteoporose e administrado por via oral,

onde a absorc¢do gastrointestinal fica em torno de 2 a 5% (FERNANDES; LEITE; LANCAS;
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2005), no entanto, esta relacdo entre o tratamento com aminobisfosfonatos e as mudangas no
eritrograma necessita de mais investigagdes experimentais para ser melhor elucidada.

Os niveis de hemoglobina mostraram-se elevados no grupo SPF, no dia 0, quando
comparados aos animais selvagens e convencionalizados. A maioria dos glicuronideos de
bilirrubina, formada através da degradagcdo das moléculas de hemoglobina, ¢ desconjugada
pela B-glicuronidase bacteriana e degradada em urobilinogénicos incolores. Embora os
urobilinogénios e o residuo de pigmento intacto sejam excretados em grande parte nas fezes,
aproximadamente 20% dos urobilinogénios formados sdo reabsorvidos no ileo e cdlon,
retornados ao figado e reexcretados prontamente na bile (KUMMAR et al., 2005). Sendo um
processo dependente das bactérias comensais, que garantem seu bom reaproveitamento, os
niveis de hemoglobina mais elevados nos animais SPF podem refletir o bom funcionamento
da interag¢do entre uma microbiota favoravel e livre de patdgenos e o metabolismo sistémico.
Adicionalmente, sabe-se que microbiota intestinal equilibrada e benéfica favorece as células
intestinais a adquirirem consideravel capacidade de absor¢do e armazenamento de ferro, que
sera transportado pela hemoglobina. J& foi descrito na literatura que alteragdes metabolicas
devidas a administra¢do de prebiodticos afetaram a absor¢ao de ferro (TAKO et al., 2008) via
aumento da expressdo de genes reguladores de ferro no colon e duodeno e aumento de
Lactobacillaceae no colon (YEUNG et al., 2005; WEINBORN et al., 2017). Foi visto ainda
menor absor¢do de ferro em ratos germ-free quando comparados a ratos SPF, que possuem
microbiota livre de bactérias patogénicas, estimando-se perda de 25% do ferro ingerido
(REDDY et al., 1972).

O presente trabalho evidenciou elevacdo na contagem de leucocitos de
camundongos SPF, no dia 0, quando comparados aos grupos selvagem. Outro estudo
demonstra similaridade estatistica, porém, com discreto aumento percentual (cerca de 10%)
na quantidade de linfocitos encontradas em camundongos SPF em relacdo a animais
convencionais (isto €, selvagens) (OSTI-SPINELLI et al., 2012). Em outros trabalhos, que
exibem diferencas em pardmetros hematologicos de ratos Sprague-Dawley germ-free e
convencionais, reforca-se a evidéncia de uma menor contagem sérica de leucocitos naqueles
livres de microbiota (McLEOD, BALISH, 1978).

No dia 70, foi visto que os animais selvagens e SPF apresentaram nimero elevado,
embora ndo significante, de leucdcitos, semelhante ao nimero dessas células presentes nos
niveis séricos de animais do grupo convencionalizado. Essa elevacao pode ter surgido a partir
do estimulo traumdtico da exodontia, que fornece uma porta de entrada para micro-
organismos orais, patogénicos ou nao. Estudo anterior da literatura compara a responsividade

de animais germ-free e convencionais, indicando que, frente a um mesmo estimulo infeccioso,
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ambos reagem de maneira semelhante (WIDMER, SONDEL, BACH, 1972), o que explica a
auséncia de discrepancias no numero de células inflamatdrias no tltimo dia experimental entre
0S grupos.

Camundongos convencionalizados exibiram reducdo significante na contagem de
leucdcitos no final do experimento em relagdo ao dia 0. Neste dia experimental, os
camundongos convencionalizados haviam recebido inoculagdes recentes de bactérias via
swab oral, o que pode ter provocado estimulo inflamatério e leve aumento na quantidade de
leucocitos circulantes e de moléculas pro-inflamatorias, como ja descrito em modelos
experimentais de convencionalizagdo (McLEOD, BALISH, 1978; EL AIDY et al., 2012). Ao
ser inoculado com bactérias diferentes, o meio oral dos camundongos passou a exibir uma
disbiose, devido a competi¢do entre bactérias recentemente inoculadas e comensais, nao-
patogénicas. A disbiose pode, entdo, gerar estimulos imunolégicos (REDFERN;
SUCHODOLSKI; JERGENS, 2017), o que foi visto como pequena elevacdo, sem relevancia
estatistica, no numero de leucocitos circulantes em relacdo ao grupo SPF. Sabe-se, ainda, que
a presenga continuada da microbiota diversificada e estavel ¢ fundamental para a manutencao
das propriedades imunomoduladoras de células tronco da medula ¢ssea (XIAO et al., 2017).
Assim, no presente estudo, no dia 70, os animais, ja4 com nova microbiota estabelecida,
retornaram ao comportamento semelhante ao grupo selvagem. Ao final desse periodo, pode
ter havido a inducdo de reguladores negativos da inflamac¢do, como células T reguladoras e
IL-10, como mostrado previamente em modelo experimental de convencionalizagdo intestinal
apos cerca de 30 dias da inoculagdo bacteriana (EL AIDY et al., 2012).

Na atual pesquisa, foi visto também uma tendéncia a reducdo do niimero de
plaquetas associado as administragdes do acido zoledronico no 70° dia experimental, que ndo
evidenciou diferengas estatisticamente significantes quando o grupo selvagem tratado com
AZ foi comparado ao salina. A maior parte dos artigos ndo menciona alteragdes na contagem
de plaquetas associada ao uso de 4cido zoledronico ou outro bisfosfonato aminado, apenas um
relato na literatura acerca da ocorréncia de trombocitopenia em pacientes sob uso de AZ
(KULKARNI et al., 2016). Os autores acreditam que essa condi¢do possa estar envolvida a
apoptose de células-tronco mesenquimais ou devido a supressao de células T reguladoras pelo
acido zoledronico no sangue periférico, aumentando os niveis de células yoT e interleucina-
17 (ZHANG et al., 2013). Assim, fazem-se necessarios estudos mais especificos para
compreender se ha influéncia do tratamento com bisfosfonatos na produg¢do ou fungio
plaquetéria. Por outro lado, a presenca de bactérias parece ter reduzido essa tendéncia a
trombocitopenia. Notou-se que, apenas no grupo SPF, houve diminui¢do estatisticamente

significante no niimero de plaquetas de animais tratados com AZ entre os dias 0 e 70,
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comportamento que ndo foi observado nos animais selvagens e convencionalizados. Essa
redu¢do pode estar intrinsicamente associada ao perfil hematologico de animais SPF,
entretanto, ndo ha estudos na literatura que reportem esses dados e de como se comportam
frente a inflamagao.

A massa corporea dos animais submetidos, independente do grupo experimental e
do tratamento recebido, aumentou ao longo do tempo. Entretanto, esse aumento ocorreu por
volta do 49° dia experimental nos animais selvagens e convencionalizados, enquanto que, nos
grupos SPF, demonstrou significantemente elevacdo em relagdo a massa corpdrea inicial
somente no 70° dia experimental. Alguns estudos prévios demonstram que possa haver
concordancia entre microbiota intestinal e oral em pacientes controles e pacientes com artrite
reumatoide, sugerindo sobreposicdo na abundancia e fun¢do de espécies bacterianas em
diferentes locais do corpo (ZHANG et al., 2015).

Adicionalmente, ¢ bem descrito na literatura que a atividade imunoinflamatéria
pode contribuir para o ganho de peso. Assim, estudos confirmam que camundongos knockout
para TLR2 e TLR4 exibiram menor ganho de peso (SHI et al., 2006), resisténcia insulinica,
utilizagdo de energia de substrato e inflamac¢do tecidual quando comparados a camundongos
wild-type (EHSES et al., 2010). Adicionalmente, estudos anteriores relatam maior ganho de
massa corporea em adolescentes obesos com uma microbiota subgengival repleta de bactérias
bastante patogénicas, como as que causam doenca periodontal (ZEIGLER et al., 2012), o que
confirma a interagdo entre os micro-organismos orais e alteracdes sistémicas. Animais
selvagens e convencionalizados apresentaram contetido microbiano mais diverso, além de
terem evidenciado presenca de lesdes necroticas bem desenvolvidas, o que refor¢a que a
sinalizagdo TLR2 e TLR4 estaria mais ativa nesses grupos e, que, portanto, pode ter
influenciado no ganho de peso.

Tem sido bastante investigada a relacdo entre o tratamento com bisfosfonatos de
uso oral e o desenvolvimento de cancer gastrico, devido ao potencial de inflamagdo e irritacao
desses farmacos a mucosa (WALLACE et al., 1999) e os sintomas no trato gastrintestinal
superior relatados pelos pacientes pos-administacdo, causando dores abdominais, dispepsia,
nausea, vomito e anorexia (KELLY, TAGGART, 1997; KHAPRA; ROSE, 2006). Alguns
estudos atestam essa associacdo (BUSBY et al., 2017), porém, as recentes metanalises
realizadas acerca do tema ndo sdo conclusivas para que se mantenha verdadeira (WRIGHT;
SCHOFIELD; MOLOKHIA, 2015; CAI et al., 2017). No presente trabalho, onde os animais
foram tratados com acido zoledrdnico via intraperitoneal, o estobmago exibiu caracteristicas
histopatologicas semelhantes aos animais que receberam solugdo salina, com integridade de

mucosa, presenga de células parietais e principais, exibindo eventualmente focos inflamatorios
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e ectasia vascular. Modelo experimental realizado com ratos submetidos a indu¢do de OMB
por administragdo de 4cido zoledronico, via endovenosa, e tratados com diferentes regimes anti-
inflamatorios, via oral, descreveu achados semelhantes (SILVA et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2017).

No figado, os animais desse estudo submetidos as administragdes de AZ
apresentaram caracteristicas semelhantes aqueles tratados com salina. Esses resultados estdo de
acordo com os descritos por Howie et al. (2015), no qual sec¢des de figado de ratas tratadas
com acido zoledronico ou salina exibiram arquitetura normal, com leve infiltrado inflamatério
cronico perivascular, células apoptoticas dispersas e sinusoides dilatados, independentemente
do grupo. As caracteristicas farmacocinéticas do AZ contribuem para que nao haja efeitos
adversos sobre esse 6rgdo, pois parte do farmaco € incorporado na sua forma inalterada pelo
esqueleto e a outra metade é ndo-metabolizada e excretada na urina (DE LUCA et al., 2011).

Um dos efeitos adversos do uso de bisfosfonatos ¢ a reducdo da fungdo renal
(ROSEN et al.,, 2003). Esse efeito geralmente ocorre na presenca de altas doses de
aminobisfosfonatos, o que torna o uso geral seguro em doses terapéuticas (PFISTER et al.,
2005; BOONEN et al., 2008). Pfister et al. (2005) avaliaram o dano renal agudo oriundo do
tratamento com bisfosfonatos e observaram que 4cido zoledronico, ibandronato e clodronato
apresentaram danos renais semelhantes, como necrose nefrotoxica, presenca de células
apoptdticas e perda da borda em escova dos tubulos renais. Em todos os casos, a administra¢ao
de altas doses de bisfosfonatos ndo foi capaz de causar anomalias glomerulares ou intersticiais
significativas. No presente estudo, o tratamento com &cido zoledrdnico esteve associado a
presenga de vacuolizagdo do epitélio tubular em animais selvagens e convencionalizados.
Resultado semelhante ja fora descrito anteriormente, observando-se maior prevaléncia de
vacuolizacdo de epitélio tubular em animais tratados com altas doses de clodronato e acido
zoledronico (PFISTER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2017).

A analise de toxicidade esplénica revelou que todos os grupos, independentemente
do tratamento recebido, exibiram caracteristicas semelhantes, compativeis com parametros de
normalidade. Achado semelhante foi descrito previamente por estudos experimentais
desenvolvidos com metodologia semelhante a este (SILVA et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2017), o que indica que provavelmente os bisfosfonatos ndo estdo frequentemente relacionados
a toxicidade no bago. A presenga ou inocula¢do de diferentes bactérias, realizada anteriormente,
também ndo parece ter influenciado, no dia 70, em nenhum pardmetro histopatologico
observado no bago dos animais convencionalizados.

Diversos modelos de convencionalizagdo sdao idealizados com a inoculagdo de

bactérias em animais germ-fiee, o que permite uma comparacgao fiel da condi¢ao livre de micro-
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organismos com a recoloniza¢ao microbiana dos animais. Assim, ¢ possivel avaliar a influéncia
direta e real desses agentes, bem como verificar a interferéncia da resposta imune no
desenvolvimento da doenca investigada. Entende-se como limitagdo do presente trabalho que a
presenca de bactérias nos animais SPF, mesmo que ndo patogénicas, pode intereferir na anélise
do papel de micro-organismos na iniciacdo das lesdes de osteonecrose dos maxilares. Além
disso, torna pouco possivel precisar se as alteragdes microtomograficas e histologicas que foram
visualizadas nos animais SPF-AZ estavam compativeis unicamente com o mecanismo de a¢ao
do farmaco no tecido 6sseo ou se poderiam sofrer alguma intereféncia, mesmo que infima, da

microbiota ndo-patogénica residente.
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8 CONCLUSAO

A presencga de bactérias estd relacionada a ocorréncia de lesdes de OMB em
camundongos selvagens e convencionalizados, o que foi evidenciado a partir de alteragdes
histopatologicas e tomograficas.

O modelo de convencionalizagdo utilizado, de forma inédita, no presente estudo,
foi capaz de manter o padrao microbioldgico das bactérias orais durante os 70 dias do
protocolo experimental.

As administragdes de acido zoledrdnico estdo associadas a reducdo do numero de
hemacias e dos niveis de hemoglobina, sugerindo a ocorréncia de eventos anémicos nos
animais submetidos a OMB.

A presenga de uma microbiota diversificada provavelmente induziu o ganho mais

rapido de peso nos animais selvagens e convencionalizados.
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ANEXOS

ANEXO A - Termos de anuéncia

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que estou de acordo com a execugdo e colaboraggo do
projeto de pesquisa intitulado “O PAPEL DA INFECCAO E DE RECEPTORES
TOLL-LIKE TIPO 2 NA OSTEOQUIMIONECROSE DO OSSO MANDIBULAR
INDUZIDA POR ACIDO ZOLEDRONICO ”, sob a coordenagdo da Prof.* Ana Paula
Negreiros Nunes Alves; do Departamento de Clinica Odontelégica do Curso de
Odontologia da Faculdade de Farmdcia, Odontologia ¢ Enfermagem da Universidade

Federal do Ceara.

Fortaleza, 15 de julho de 2016.

s

~ Fabricio Biti Sousa™
Professor Adjunto das Disciplinas de Estomatologia Clinica e Patologia Bucal da
oo _Universidade Federal do Ceara »
Coordenador do Laboratério de Patologia Bucal, Departamento de Clinica
Odontolégica, Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem, Universidade
Federal do Ceara.




ANEXO B — Termo de Anuéncia

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que estou de acordo com a execugéo e colaboragéio do
projeto de pesquisa intitulado “O PAPEL DA INFECCAO E DE RECEPTORES
TOLL-LIKE TIPO 2 NA OSTEOQUIMIONECROSE DO OSSO MANDIBULAR
INDUZIDA POR ACIDO ZOLEDRONICO ”, sob a coordenacio da Prof.* Ana Paula
Negreiros Nunes Alves; do Departamente de Clinica Odontolégica do Curse de
Odontologia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da Universidade

Federal do Ceara.

Fortaleza, 30 de junho de 2016.

Manoel Odorico de Moraes Filho

Professor Titular das Disciplinas de Farmacologia ¢ Oncologia da Universidade
Federal do Ceara

Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara.
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ANEXO C — Termo de Autorizac¢io de Institui¢io co-participante

TERMO DE AUTORIZACAO

Eu; Fernando André Campos Viana; abaixo assinado, responsavel pelo Niicleo de
Biologia Experimental da Universidade de Fortaleza (UNIFOR), autorizo a realizagio
do estude “O papel da infecgiio e de receptores Toll-like tipo 2 na osteoquimionecrose
do osso mandibular induzida por acido zoledrdnico”, a ser conduzido pela aluna de
doutorado Camila Carvalho de Oliveira (Programa de Pés-graduagio em Odontologia ~
Universidade Federal do Ceard) e coordenado pela Prof.* Dr.* Ana Paula Negreiros
Nunes Alves (Departamento de Clinica Odontologica, Curso de Odontologia, Faculdade de
Farmécia Odontologia e Enfermagem, Universidade Federal do Ceard) na Universidade de
Fortaleza (UNIFOR). Fui informado pelo responsével do estudo sobre as caracteristicas e
objetivos da pesquisa, bem como das atividades que serfio realizadas na instituicdo a qual
represento.

Declaro ainda concordar com o parecer ético a ser emitido pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da institui¢iio proponente, conhecer e cumprir as Resolugdes do
Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA). Esta instituicio estd ciente de
suas corresponsabilidades como instituiglo co-participante de presente projeto de pesquisa
e de seu compromisso no resguardo do bem-estar dos animais participantes da pesquisa,

dispondo de infra-estrutura necesséria para a garantia de seguranga e bem-estar.

FUNDACAD gpg
ivers O QUEIRCZ
\ : ) Conc £lT% oy s
Prof. Dr. Fernando André Campos Viana 491 8 Curso s Odontete g
Professer da Universidade de Fortaleza (UNIFOR)

Coordenador do curso de Odontologia da Universidade de Fortaleza (UNIFOR)




ANEXO D — Termo de Anuéncia

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que estou de acordo com a execugio e colaboragio do
projeto de pesquisa intitulado “O PAPEL DA INFECCAO E DE RECEPTORES
TOLL-LIKE TIPO 2 NA OSTEOQUIMIONECROSE DO OSSO MANDIBULAR
INDUZIDA POR ACIDO ZOLEDRONICO”, sob a coordenagio da Prof? Ana Paula
Negreiros Nunes Alves; do Departamento de Clinica Odontelégica do Curso de
Odontologia da Faculdade de Farmacia, Odontologia ¢ Enfermagem da Universidade

Federal do Ceara.

Fortaleza, 15 de julho de 2016.

| - ACGAD EDSCN QUEIRCZ
| AL = LAY !;nsvers-nﬁgo, Forialeza
i\

. y
@ Anaré Campos Viana

Fernando André Campos Viana

i dn Cutse de Cduntélvia
_ Professor do curso de Odontologia da Universidade de Fortaleza (UNIFOR)
Coordenador do Nucleo de Biologia Experimental da Universidade de Fortaleza

(UNIFOR)
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ANEXO E — Termo de Anuéncia

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que estou de acordo com a execugio e colaboraggo do
projeto de pesquisa intitulado “O PAPEL DA INFECCAO E DE RECEPTORES
TOLL-LIKE TIPO 2 NA OSTEOQUIMIONECROSE DO OSSO MANDIBULAR
INDUZIDA POR ACIDO ZOLEDRONICO?, sob a coordenagéo da Prof.* Ana Paula
Negreiros Nunes Alves; do Departamento de Clinica Odontelégica do Curso de
Odontologia da Faculdade de Farmdcia, Odontologia ¢ Enfermagem da Universidade

Federal do Ceara.

Fortaleza, 21 de julho de 2016.

Coordenador do setor de Radiologia da Universidade de Fortaleza (UNIFOR)
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ANEXO F — Termo de Anuéncia

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que estou de acordo com a execuedo e colaboragdo do
projeto de pesquisa intitulado “Q PAPEL DA INFECCAO E DE RECEPTORES
TOLL-LIKE TIPO 2 NA OSTEQQUIMIONECRO
INDUZIDA POR ACIDO ZOLEDRONICO”,
Negreiros Nunes Alves,

Odontologia da Faculdade

SE DO 0SSO MANDIBULAR
sob a coordenagéio da Prof* Ana Paula

do Departamento de Clinica Odontolégica do Curso de

de Farmicia, Odontologia e Enfermagem da Universidade

Federal do Cears.

Fortaleza, 19 de Jjulho de 2016,

Victor Pinheiro Feitosa

Multidisciplinar de Odontologia - Programa de Pés-

Graduagio em Odontologia s e

6s-Graduag:5io em Odontologia, Universidade Federal do
Ceari,

Coordenador do Laboratério

Professor do Programa de P
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ANEXO G — Termo de Anuéncia

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que estou de acordo com a execugdo e colaboragiio do
projeto de pesquisa intitulado “O PAPEL DA INFECCAO E DE RECEPTORES
TOLL-LIKE TIPO 2 NA OSTEOQUIMIONECROSE DO 0SSO MANDIBUL AR
INDUZIDA POR ACIDO ZOLEDRONICO?”, sob a coordenagdo da Prof.? Ana Paula
Negreiros Nunes Alves; do Departamento de Clinica Odontolégica de Curso de
Odontologia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da Universidade

Federal do Ceara.

Fortaleza, 20 de julho de 2016.

f?«// Cé/w /f/,/w

““Roberto César Pereira Lima Jtnior :/

Professor Adjunto III de Farmacologia da Universidade Federal do Ceara
Coordenador do Laboratorio de Farmacologia da Inflamacgo e do Cincer (LAFICA),
“Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Ceara.
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ANEXO H — Termo de Anuéncia

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que estou de acordo com a execuglio e colaboragio do
projeto de pesquisa intitulado infitulado “O PAPEL DA INFECCAO E DE
RECEPTORES TOLL-LIKE TIPO 2 NA OSTEOQUIMIONECROSE DO 0SSO
MANDIBULAR INDUZIDA POR ACIDO ZOLEDRONICO”, sob a coordenagio da
Prof® Ana Paula Negreiros Nunes Alves, do Departamento de Cliniea Odentologica,
Curso de Odontologia, Faculdade de Farmdcia, Odontologia e Enfermagem, da
Universidade Federal de Ceard,

Fortaleza, 20 de julbo de 2016,

rhoyre Gomes Castelo
Diretor da Clinica Radielogica Prof. Perboyre Castelo
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ANEXO I - DECLARACAO DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA NO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS

Universidade Federal do Ceard
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430970 Fortaleza — CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “O PAPEL DO MICRO-ORGANISMO E DE
RECEPTORES TOLL-LIKE TIPO 2 NA OSTEOQUI\HO‘IECROSE DO OSSO
MANDIBULAR INDUZIDA POR ACIDO ZOLEDRONICO”, protocolo N°85/16, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Ana Paula Negreiros Nunes Alves que envolve a produgo,
manutenc;ao e/ou unhzac;do pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica, para fins de pesquisa cientifica encontra—se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de n° 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFC) da
Universidade Federal do Ceara, em reunido no dia 20 de dezembro de 2016.

Vigéncia do projeto 15/01/2017 a 31/03/2019

Espécie/Linhagem Camundongos isogénicos C57 BL/6
~ |N° de Animais _ 72

Peso 25g

Sexo Machos

Origem Biotério da UNIFOR ( Nubex)

Fortaleza, 25 de janeiro de 2017

Muyod Foit 3o

Alexandre Havt Binda
Coordenador do CEUA UFC

UNIVERSID,
N-EXA‘gEDREHAVT 00 CEARA

DE
T
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ANEXO J - DECLARACAO DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA NO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS

FUNDAQAO EDSON QUEIROZ COMISSAO DE éTlCA

UNIVERSIDADE DE FORTALEZA

ENSINANDO E APRENDENDO NO USO DE ANIMAIS
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "O papel do micro-organismo e de receptores Toll-like tipo 2 na osteoquimionecrose do 0sso
mandibular induzida por acido zoledrénico ", protocolada sob o CEUA n? 6466171017, sob a responsabilidade de Fernando André
Campos Viana e equipe; Ana Paula Negreiros Nunes Alves - que envolve a producdo, manutengao efou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estad de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade de Fortaleza (CEUA/UNIFOR) na reunido de 26/02/2018.

We certify that the proposal "The role of the microorganism and Toll-like type 2 receptors in zoledronic acid-induced
osteochimionecrosis of mandibular bone", utilizing 48 Heterogenics mice (males and females), protocol number CEUA 6466171017,
under the responsibility of Fernando André Campos Viana and team; Ana Paula Negreiros Nunes Alves - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Fortaleza's University (CEUA/UNIFOR) in the meeting of 02/26/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 11/2018 a 02/2019 Area: Medicina Veterinaria
Origem: Nao aplicivel biotério

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 2 a3 meses N: 48
Linhagem: C57 Black Peso: 100al50g

Local do experimento: Nubex - biotério da UNIFOR com experimentos de imagens no curso de Odontologia - UNIFOR

Fortaleza, 20 de margo de 2018
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