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"A ciéncia nunca resolve um problema
sem criar pelo menos outros dez.”
(George Bernard Shaw)



Resumo

O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo animal de osteonecrose associada ao
uso de bisfosfonatos (BRONJ) em ratos e investigar as alteragdes 6sseas em maxila e
mandibula, clinicamente e por meio de microtomografia computadorizada. O presente
estudo utilizou 28 ratas da linhagem Wistar. Os animais foram divididos em quatro grupos:
Grupo Zolendronato 1 (ZA1), receberam zolendronato 66 ug/kg, trés vezes por semana,
durante seis semanas; Grupo 2: Grupo Zolendronato 2 (ZA2), receberam, zolendronato
66ug/kg, trés vezes por semana, durante oito semanas; Grupo 3: Grupo Controle 1 (C1),
receberam soro fisiolégico, trés vezes por semana, durante seis semanas e Grupo 4:
Grupo Controle 2 (C2), receberam soro fisioldgico, trés vezes por semana, durante oito
semanas. Trés semanas apods o inicio da medicacdo, os ratos foram aleatoriamente
selecionados e submetidos, ou a extragao do primeiro molar superior, ou a extracdo do
primeiro molar inferior ou nédo teve procedimentos cirurgicos realizados. Todos animais
foram avaliados clinicamente e por meio de microtomografia computadorizada no inicio do
experimento e 90 dias apds o inicio da medicagdo. Nenhum dos animais do grupo
controle desenvolveu a BRONJ. Quando avaliados os animais que foram medicados e
que foram submetidos a exodontia, 93% deles desenvolveram a osteonecrose clinica e
86% apresentavam lesdes osteoliticas ao exame microtomografico. Ainda considerando
0s grupos de animais que tiveram extragcdes dentarias realizadas, a reagao periosteal/
bicorticalizacdo foi observada em 2 animais que tiveram molares superiores extraidos
(29%) e em todos os ratos que tiveram molares inferiores extraidos (100%). Pode-se
afirmar portanto que, nas doses e tempo de uso de bisfosfonatos propostos neste modelo
€ com a associagao do trauma pela exodontia, € possivel desenvolver a BRONJ em ratos.

Descritores: Osteonecrose da Arcada Osseodentaria Associada a Bisfosfonatos;

modelos animais de doengas, acido zoledrdnico, microtomografia por raio-x.



Abstract

The aim of this study was to develop an animal model of bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaw (BRONJ) in rats and investigate bone changes in jaws clinically
and by computed microtomography. The present study used 28 female Wistar rats. The
animals were divided into four groups: Group zolendronate 1 (ZA1), received 66ug/kg
three times per week for six weeks; Group zolendronate 2 (ZA2), received zolendronate
66ug/kg three times per week for eight weeks; Control group 1 (C1), received saline
solution three times a week for six weeks and Control group 2 (C2), received saline
solution three times a week, for eight weeks. Three weeks after starting the drug, the mice
were randomly selected and submitted or to the extraction of the first molar, or extraction
of the mandibular first molar or had no surgical procedures performed. All animals were
evaluated clinically and by computed microtomography at baseline and 90 days after the
start of medication. None of the control animals developed BRONJ. When evaluated
animals were treated and underwent extraction, 93% of them developed clinical
osteonecrosis and 86% had osteolytic lesions by microtomographic examination. Still
considering the groups of animals that had extractions performed, the periosteal reaction
was observed in two animals that had upper molar extracted (29%) and in all mice that
had mandibular molar extracted (100%). It can be argued, therefore, that in the doses and
duration of use of bisphosphonates proposed in this model and in the association of
trauma by extraction, it is possible to develop BRONJ in rats.

Keywords: Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the Jaw, animal disease

models, zoledronic acid, x-ray microtomography
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1. Introducgao

Os bisfosfonatos (BFs), analogos sintéticos dos pirofosfatos inorganicos, sao
utilizados, com poucos efeitos adversos, em pacientes com doengas malignas, com
osteoporose e outras doencgas reabssortivas. A osteonecrose induzida por bisfosfonatos
(BRONJ) é a complicagdo mais grave da terapia com o BF e se apresenta clinicamente
como uma exposicdo do osso alveolar que ocorre espontaneamente ou apds um
procedimento cirurgico (Leite et al.; 2006; Marx, 2003; Ruggiero et al., 2004). O
mecanismo pelo qual os bisfosfonatos causam osteonecrose ainda € incerto, mas ha
crescente evidéncia sobre o papel da droga na indugado de uma alteragao na remodelagao
Ossea fisiolégica e na cicatrizacdo das feridas (Kumar et al., 2010; Ruggiero, 2011).
Weinstein et al. (2009) mostraram evidéncias que os bisfosfonatos podem prolongar a
vida dos osteoclastos e retardar a apoptose, enquanto que outro estudo demonstrou
evidéncias do papel da inflamagao local na iniciagcdo da osteonecrose (Lesclous et al.,
2009). Landesberg et al. (2008) verificaram que os bisfosfonatos inibem a proliferagdo de
células da mucosa bucal e alteram o processo de cura. Scheper et al. (2009) também
obtiveram resultados semelhantes e concluiram em seu trabalho que o acido zoledrénico

tem efeitos deletérios nos fibroblastos gengivais e em queratinécitos.

A BRONJ foi definida pela Associagcdo Americana de Cirurgides Buco-maxilo-
faciais (AAOMS) como sendo uma area de 0sso exposto na regido maxilofacial que nao
se cura dentro de oito semanas, em um paciente com exposicao a um bisfosfonato e sem

histérico de radioterapia na regido craniofacial (AAOMS).

Estimativas da incidéncia cumulativa da osteonecrose sao limitadas e pouco

estudadas, mas entre os pacientes tratados com infusdes intravenosas de bisfosfonatos
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parece variar entre 0,8 e 12% (Ruggiero et al., 2009). A BRONJ n&o é género especifica e
pode ocorrer na maxila, mandibula ou em ambas (Woo et al., 2006). A incidéncia nos
pacientes que fazem uso da forma oral do medicamento também ainda nao esta clara
mas pode estar na faixa de 0,7 casos por 100.000 pessoas ao ano (Ruggiero et al., 2007;

Ruggiero et al., 2009).

O fator de risco mais importante no desenvolvimento da BRONJ é a manipulagao
cirurgica na cavidade oral, principalmente, as extragdes dentarias. Kyrgidis et al. (2008)
relataram um estudo caso-controle, em que a extracdo do dente durante o tratamento
com bisfosfonato aumentou significativamente a chance (odds ratio: 16,4) de desenvolver

osteonecrose.

Os aspectos radiograficos da BRONJ apesar de serem inespecificos incluem
esclerose Ossea, alteragdes osteoliticas, sequestro 6sseo, reacdo periosteal e fratura
mandibular. O exame radiografico de escolha para a avaliagdo da doenca € a tomografia
computadorizada (TC) por ser significativamente mais sensivel a alteracbes da
mineralizagcao Ossea e por oferecer melhor resolugao de imagem (Arce et al., 2009;

Chiandussi et al., 2006; Treister et al., 2010).

Os modelos animais para o estudo da BRONJ tém como objetivo reproduzir as
alteragdes encontradas nos humanos com o intuito de elucidar a fisiopatologia, o aspecto
imagenoldgico, a profilaxia e o tratamento da doenga e, neste contexto, diversos modelos
animais tém sido propostos (Abtahi et al., 2012; Aghaloo et al., 2011; Allen & Burr, 2008;
Allen et al., 2010; Ali-Erdem et al., 2011; Bi et al., 2010; Biasotto et al., 2010; Hokugo et
al., 2010; Huja et al., 2011; Kobayashi et al., 2010; Lopéz-Jornet et al., 2010; Marino et al.,

2012; Pautke et al., 2012; Perilli et al., 2010; Senel et al., 2010; Sonis et al., 2009). O
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trabalho de Pautke et al. (2012) avaliou a relagdo da BRONJ em animais que tiveram

dentes extraidos e concluiu que o uso do bisfosfonato induziu a osteonecrose.

A microtomografia computadorizada (microTC) pode produzir uma imagem até
1.000.000 de vezes menor que a da tomografia computadorizada e pode ser considerada
0 padrao-ouro para avaliagdo de pequenos animais. Bi et al. (2010) desenvolveram um
modelo animal em ratos e em sua avaliagdo por meio da microTC observou esclerose
0ssea, sequestro e osso alveolar avascular e radiopaco. Ja no experimento de Aghaloo et
al. (2011) a microtomografia computadorizada revelou osteonecrose com presenca de
sequestros 0sseos e extensiva formagdo Ossea alveolar periosteal nas regidbes de

periodontite induzida por ligadura nos animais tratados com bisfosfonato.

Existem poucos modelos animais de BRONJ relatados na literatura e observa-se
que estes demonstram significativas diferengas metodoldgicas, incluindo a utilizagdo de
diferentes medicagdes, em diferentes doses e em animais distintos. Além disso, os
estudos em animais que avaliaram especificamente as alteragdes imagenoldgicas
associadas a BRONJ sao escassos. Ante as incertezas apresentadas, este estudo propds
desenvolver um modelo animal para o estudo da BRONJ, em ratos submetidos a extragao

dentaria e em uso de bisfosfonato, utilizando a microtomografia computadorizada in vivo.
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2. Revisao da literatura

2.1. Os bisfosfonatos como inibidores de reabsorgao 6ssea

No inicio dos anos 60, foi descoberto que o pirofosfato inorganico, um composto
encontrado naturalmente, inibia a calcificacdo de fluidos corporais pela sua ligagao aos
cristais de hidroxiapatita. Foi observado ainda que as formas orais de pirofosfatos
inorganicos eram inativadas pelas pirofosfatases secretadas pela mucosa gastrointestinal.
E, na pesquisa por analogos mais estaveis, o difosfonato (agora denominado bisfosfonato
ou bifosfonato) foi a medicacdo divulgada em sua substituicdo. Desta forma, os
bisfosfonatos mostraram-se vantajosos pois toleravam bem a via oral sem serem
inativados e mantinham a desejavel fungdo de inibicdo da dissolugdo dos cristais de

hidroxiapatita (Gutta & Louis, 2007).

2.2. Estrutura quimica dos bisfosfonatos

Nos seres humanos, o pirofosfato inorganico é liberado como um subproduto de
muitas reacdes sintéticas do corpo e assim pode ser facilmente detectada em muitos
tecidos, incluindo o sangue e a urina. Os BFs sao derivados quimicamente estaveis do
pirofosfato inorganico, onde dois grupos fosfato estdo ligados por esterificagdo (cadeias
R1 e R2) a cadeia principal (Figura 1). A cadeia curta denominada R1 confere a
farmacocinética da droga e a cadeia mais longa designada R2 determina a poténcia do

BF. A capacidade de reabsorcdo da molécula pode ser aumentada com a adicdo de uma
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cadeia contendo nitrogénio ou um grupo amino na cadeia R2 (Ganapathy et al, 2012; Gutta

& Louis, 2007; Janovska, 2012).

R
0 1 0
| |
o —P C P—O
| |
o O
RE

Figura 1. Estrutura quimica basica dos bisfosfonatos (Gutta & Louis, 2007)

2.3. Farmacologia dos bisfosfonatos

Os BFs podem ser administrados por via oral ou endovenosa. Os BFs
endovenosos apresentam alta seletividade Ossea, alta deposicdo Ossea e uma
biodisponibilidade de aproximadamente 50%. Ja os BFs orais possuem uma baixa
absorgao pelo trato gastrointestinal, tém uma biodisponibilidade que pode ser menor que
1% em sua maioria €, uma vez na corrente sanguinea, desaparecem rapidamente em
direcado aos tecidos 0sseos. O BF, uma vez depositado no 0sso, somente € eliminado no
processo de destruicdo 6ssea decorrente da remodelacdo 6ssea. A meia-vida esquelética
do BF em humanos é bastante variavel e pode ocorrer desde trés meses até dez anos

apos a sua administragcéo (Gutta & Louis, 2007; Janovska, 2012).
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2.4. Tipos de bisfosfonatos e apresentagoes farmacolégicas

De acordo com a presenga ou auséncia de um atomo de nitrogénio na cadeia R2, os

BFs séo divididos em dois grandes grupos: nitrogenados e nao-nitrogenados, diferindo-se

também o mecanismo de acdo dos osteoclastos (Quadro 1). Cada BF apresenta uma

poténcia relativa e uma afinidade o6ssea diferente e, dentro deste contexto, os BFs

nitrogenados sdo mais amplamente utilizados por possuirem uma maior seletividade 6ssea.

O zolendronato € o BF mais potente na inibicao da reabsorgao éssea (Janovska, 2012).

Quadro 1 — Classificagdo, principio ativo, nome comercial e dose usual dos BFs

Tipo de BF Principio Nome Comercial | Apresentagcdao farmacéutica. Indicacdao. Dose
Ativo (Laboratorio) usual
BFs nao- Clodronato Bonefés (Bayer) Clodronato dissodico. Reabsorgéo éssea por

nitrogenados

doengas malignas. Frasco com 30 capsulas de
400 mg ou cartucho com 5 ampolas de 5 ml com
300 mg ou cartucho com 1 ampola de 25 ml com
60 mg/ml.

BFs
nitrogenados

Pamidronato

Fauldpami (Libbs)

Pamidronato sddico. Inibidor de reabsorgao
6ssea. Frasco ampola de 90 mg. Infusao de 90mg
por duas horas.

Pamidron (Cristalia)

Pamidronato dissddico. Inibidor de absorgéo
6ssea. Embalagem com 5 ou 10 frascos-ampolas
de 60 ou 90 mg. Infusdo de 60 ou 90 mg por duas
horas.

Pamidronato

Pamidronato dissddico. Inibidor de reabsorg¢ao

dissédico 6ssea. Embalagem com 2 frascos-ampolas de 30
(Eurofarma) mg ou 1 frasco-ampola de 60 ou 90 mg. Infuséo
de 30, 60 ou 90 mg.
Alendronato | Alendil Alendronato. Osteoporose. Embalagens com 4, 8

(Farmoquimica)

ou 12 comprimidos de 70mg. Via oral, uma vez
por semana.

Alendil Calcio D
(Farmoquimica)

Alendronato sddico triildratado, carbonato de
calcio de ostras, vitamina D3. Osteoporose.
Cartela com 4 comprimidos com 70 mg de acido
alendrénico e frascos com 30 ou 60 comprimidos
revestidos com 1.250 mg de carbonato de caélcio
e 200 Ul de vitamina D3. Via oral, 70 mg uma vez
por semana.

Alendronato de sdédio
(Germed)

Alendronato de sédio. Inibidor de reabsorgao
6ssea. Embalagens com 2 e 4 comprimidos de 70
mg. Via oral, 70 mg uma vez por semana.

Alendronato de sdédio
(Sandoz)

Alendronato de sédio. Inibidor de reabsorgao
6ssea. Embalagens com 4 e 8 comprimidos
revestidos de 70 mg. Via oral, 70 mg uma vez por
semana.
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Tipo de BF Principio Nome Comercial | Apresentagcdao farmacéutica. Indicacdao. Dose
Ativo (Laboratorio) usual
BFs Alendronato | Bonalen (Unido Alendronato de sédio. Regulador do calcio.

nitrogenados

Quimica) Embalagem com 4 comprimidos de 70 mg ou 30
comprimidos de 10 mg. Via oral, 70 mg uma vez
por semana ou 10 mg uma vez ao dia.

Boneprev Alendronato de sédio. Inibidor de reabsorgao

O6ssea. Embalagens com 4 comprimidos
revestidos de 70 mg. Via oral, 70 mg uma vez por
semana.

Cleveron (TRB
Pharma)

Alendronato de sédio. Inibidor de reabsorgao
Ossea. Caixas com 15 e 30 comprimidos de 10
mg. Via oral, uma vez ao dia.

Endronax (Abbott)

Alendronato de sédio. Osteoporose. Caixa com 4
comprimidos de 70 mg. Via oral, 70 mg uma vez
por semana.

Fosamax (MSD)

Alendronato sédico. Osteoporose pos
menopausa. Caixa com 4 comprimidos de 70 mg.
Via oral, 70 mg uma vez por semana.

Fosamax D (MSD)

Alendronato. Inibidor de reabsorgao dssea. Caixa
com 4 comprimidos de 70 mg. Via oral, 70 mg
uma vez por semana.

Minusorb (UCI-
Farma)

Alendronato de sddio. Osteoporose. Cartucho
contendo 15 ou 30 comprimidos de 10 mg ou
cartucho com 4 comprimidos de 70 mg. Via oral.
10 mg uma vez ao dia ou 70 mg uma vez por
semana.

Ossomax (Gallia)

Alendronato. Osteoporose pés menopausa. Caixa
com 4 comprimidos de 70 mg. Via oral, 70 mg
uma vez por semana.

Ostenan (Marjan
Farma)

Alendronato de sédio. Inibidor de reabsorgéo
6ssea. Caixa com 2 ou 4 comprimidos revestidos
de 70 mg. Via oral, 70 mg uma vez por semana.

Osteofar 70 mg
(Elofar)

Alendronato sédico. Osteoporose pos
menopausa. Comprimidos de 70 mg. Via oral, 70
mg uma vez por semana.

Osteoform (Sigma
Pharma)

Alendronato. Osteoporose. Caixas com 2, 4, 8 e
70 comprimidos de 70 mg. Via oral, 70 mg uma
vez por semana.

Risedronato

Actonel 150 mg
(Sanofi Aventis)

Risedronato sddico. Osteoporose. Caixa com 1
comprimido de 150 mg. Via oral, uma vez ao més.

Actonel 35 mg
(Sanofi Aventis)

Risedronato. Inibidor do catabolismo 6sseo. Caixa
com 2 e 4 comprimidos revestidos de 35 mg. Via
oral, uma vez por semana.

Osteotrat (Aché)

Risedronato sddico. Prevengéao e tratamento da
osteoporose. Caixa com 2 e 4 comprimidos
revestidos de 35 mg. Via oral, uma vez por
semana.

Risedross (Sigma
Pharma)

Risedronato sodico. Inibidor de reabsorg¢ao dssea.
Caixa com 2 e 4 comprimidos revestidos de 35
mg. Via oral, uma vez por semana.

Ibandronato

Bonviva (Roche)

Ibandronato de sédio. Inibidor de reabsorgéo éssea.
Caixa com 1 comprimido revestido de 150 mg. Via
oral, uma vez ao més.

Bonviva IV (Roche)

Ibandronato de sédio. Osteoporose pés-menopausa.
Caixa com 1 seringa preenchida co 3mg/3ml.
Infusdo de 6mg por uma hora ou infusdo de 3mg a
cada trés meses.
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Tipo de BF Principio Nome Comercial | Apresentagcdao farmacéutica. Indicacdao. Dose
Ativo (Laboratorio) usual
BFs Ibandronato | Osteoban (Aché) Ibandronato de sédio. Osteoporose. Emabalagem
nitrogenados com com 1 comprimido revestido de 150 mg. Via
oral, uma vez ao més.
Zolendronato | Acido Zoledrénico Acido zoledrénico monoidratado. Inibidor da
(Eurofarma) reabsorgéo 6ssea. Frasco ampola de 5 ml de

solugdo injetavel com 4 mg. Infusao de 4mg por,
uma vez ao més.

Aclasta (Novartis) Acido zoledrénico anidro. Inibidor de reabsorcéo
6ssea. Frasco de 100 ml com 5 mg para infusao
IV. Infusdo de 5 mg, uma vez ao més.

Blaztere (Dr. Acido zoledrénico anidro. Inibidor de reabsorcéo

Reddy’s) Ossea. Frasco de 5 ml com 4 mg para infusao IV.
Infusdo de 5 mg, uma vez ao més.

Zolibbs (Libbs) Acido zoledrénico. Hipercalcemia induzida por

tumores. Frasco de 5 ml com 4 mg para infusédo
IV. Infusdo de 5 mg, uma vez ao més.

Zometa (Novartis) Acido zoledrénico. Hipercalcemia induzida por
tumores. Frasco de 5 ml com 4 mg para infusédo
IV. Infusdo de 5 mg, uma vez ao més.

*Adaptado de Janokska (2012); Papapetrou (2009); Dicionario de especialidades farmacéuticas (2012).

2.5. Mecanismo de acao dos bisfosfonatos

O BF inibe a reabsorgcao 6ssea osteoclastica por meio de um mecanismo distinto
de outros agentes anti-reabsortivos. A inibicdo da reabsor¢gdo Ossea é alcangada por
meio: de uma forte ligacdo do BF com o mineral hidroxiapatita encontrada no osso, da
captacao do BF pelos osteoclastos durante a reabsorcao 6ssea e da inibicao da fungao
dos osteoclastos ou da inducdo de osteoclastos a apoptose. A reducido da reabsorcao
Ossea resulta em melhoria na densidade mineral 6ssea e redugao das taxas de fraturas
(Orozco et al., 2012).

Os BFs tém a capacidade de se ligar a ions bivalentes, como Ca®" e, por este
motivo, sdo rapidamente eliminados da circulacdo e absorvidos em superficies minerais
Osseas ativas com reabsorcao 6ssea osteoclastica. Este fator resulta em uma absorcao

eficaz dos bisfosfonatos pelos osteoclastos por endocitose e explica a sua agao seletiva
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sobre estas células. Outras células que internalizam os bisfosfonatos por endocitose sao
os osteoblastos, macrofagos, células endoteliais, células epiteliais, mondcitos circulantes
e as células neoplasicas oriundas de tumores de prostata e de mieloma multiplo.
(Papapetrou, 2009)

A primeira geragao dos BFs, ou seja, os BFs nao-nitrogenados como o clodronato
e o etidronato, sdo metabolizados intracelularmente por analogos da adenosina trifosfato
(ATP). Os metabdlitos desta reacao inibem a reabsorgédo éssea dos osteoclastos por meio
da indugao da apoptose, provavelmente pela inibicdo de enzimas ATP-dependentes. Em
oposicdo, os BFs nitrogenados como o pamidronato, alendronato, risedronato,
ibandronato e o acido zoledronico ndo sdo metabolizados por analogos da ATP. Estes
BFs inibem a sintase da farnesil-difosfato (FPP), uma enzima chave da via do
mevalonato. Esta inibicdo, entre outras alteracbes bioquimicas complexas, levam a
acumulagao intracelular de isopentenil-difosfato (IPP). A inibicdo da sintese da FPP
impede a prenilacdo de GTPases pequenas. As GTPases pequenas preniladas sao
proteinas de sinalizagao importantes e esta inibicao da prenilacdo destas proteinas afeta
uma variedade de fungdes celulares. A inibicao de osteoclastos pelos BFs nitrogenados é
muito provavelmente mediada por sua acao sobre a sintese da FPP, que leva a apoptose

prolongada destas células gigantes (Papapetrou, 2009).

2.6. Aplicacgoes clinicas e efeitos adversos dos bisfosfonatos

Os BFs estdo indicados na prevencao de complicacbes associadas a doencas

Osseas metastaticas, osteoporose, doenca de Paget, osteogénese imperfeita,
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hiperparatireoidismo primario ou secundario e outras condicbes que apresentam
fragilidade 6ssea (Janovska, 2012; Ruggiero, 2011).

A metastase Ossea para o esqueleto axial, pelve, fémur e costelas € uma
ocorréncia comum em varios tipos de tumores malignos. O principal mecanismo
responsavel pela ostedlise nestes pacientes € a reabsorgcdo excessiva do o0sso pelos
osteoclastos. As células cancerosas que tém metastase para os ossos produzem uma
variedade de citocinas, como as interleucinas, as prostaglandinas, o peptideo relacionado
ao horménio da paratiredide e o fator de necrose tumoral. Estes agentes podem estimular
os osteoclastos a reabsorver osso de forma descontrolada e resultar em destruicao
esquelética (Ruggiero, 2011).

A osteopenia e a osteoporose sido doencas resultantes do desequilibrio da
remodelacdo o6ssea. A funcdo e a atividade dos osteoblastos e dos ostedcitos sao
moduladas pelos horménios sexuais, por uma variedade de citocinas e pelo estresse
mecanico fisiolégico. Mudangas ocorridas com o incremento da idade no nivel de
atividade fisica e na quantidade de horménios sexuais resultam em um aumento no
numero de osteoclastos e de locais de reabsorcdo O6ssea. Esta reabsorgao acaba por
superar a producado de 0sso novo pelos osteoblastos que culmina na diminuigdo geral da
massa 0ssea e da for¢ga dos ossos (Ruggiero, 2011).

A patofisiologia da doenga de Paget também estad centrada no desequilibrio da
remodelacdo 6ssea em que a reabsorcao por parte dos osteoclastos € aumentada. Isto
ocorre devido a uma hiperplasia dos osteoclastos combinada a um aumento global na
atividade da reabsorcdo Ossea osteoclastica. Frente a esta situacdo, a resposta do
osteoblasto € a de aumentar a formagado de osso, mas esta resposta acaba por ser
inadequada e desorganizada, o que resulta num esqueleto fraco e estruturalmente

alterado (Ruggiero, 2011).
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Os efeitos adversos dos BFs orais incluem irritagdo do trato gastro-intestinal
superior e cancer no esbéfago. Ja nos endovenosos uma resposta de fase aguda, que é
uma alteragdo que se assemelha a uma gripe, pode estar presente em pacientes que
estdo recebendo as suas primeiras doses. Outros efeitos como a fibrilacdo atrial,
inflamagdes oculares, severas dores musculo-esqueletais, insuficiéncia renal,
hipocalcemia e a osteonecrose maxilomandibular relacionada a bisfosfonatos foram
observadas em ambas as formas de administracdo da medicacdo. A BRONJ é o efeito
adverso mais grave da terapia com BFs (Janovska, 2012; Orozco & Maalouf, 2012;
Pazianas & Abrahamsen, 2011; Walter et al., 2007).

Em geral, para os pacientes em tratamento de osteoporose, os riscos associados a
utilizacdo dos BFs sdo significativamente mais baixos do que a incidéncia de fratura de
quadril em pacientes nao tratados. Com base no entendimento atual dos efeitos colaterais
associados aos BFs e dos beneficios significativos de sua terapia na prevengao primaria e
secundaria de fraturas, deve-se continuar a tratar pacientes com osteoporose com BFs,
mantendo-se cauteloso e reavaliando a necessidade da continuidade da terapia por mais
de trés a cinco anos. Da mesma forma, para os pacientes que fazem uso da medicagao
endovenosa, justifica-se a sua prescrigao por seu incremento na qualidade de vida e por
retardar os efeitos adversos esqueléticos de tumores ésseos metastaticos (Orozco &

Maalouf, 2012; Pazianas & Abrahamsen, 2011).

2.7. BRONJ: definigcdo e nomenclaturas

Apesar dos claros beneficios advindos da utilizagdo dos BFs, a BRONJ emergiu a

partir dos relatos de Marx em 2003, como uma complicagao significativa em um subgrupo
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de pacientes que receberam este medicamento. A BRONJ é um achado decorrente da
terapia com BFs e que se apresenta de forma isolada na regido maxilomandibular (Marx,
2003; Ruggiero, 2011).

A padronizagao dos critérios diagnosticos, assim como a nomenclatura para esta
entidade clinica é de grande importancia por facilitar futuras pesquisas clinicas e
epidemioldgicas. E, neste sentido, uma definicdo uniforme para a BRONJ serve para
distinguir esta nova entidade clinica de outras condigbes intraorais que promovem um
atraso no reparo. Na literatura, varias siglas sao utilizadas para esta condigao, tais como:
BRONJ (bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw - osteonecrose
maxilomandibular relacionada a bisfosfonatos), BRON (bisphosphonate-related
osteonecrosis - osteonecrose relacionada aos bisfosfonatos), BON (bisphosphonate
osteonecrosis - osteonecrose por bisfosfonato), BAONJ (bisphosphonate associated
osteonecrosis of the jaw - osteonecrose maxilomandibular associada ao bisfosfonato) e
ONJ (osteonecrosis of the jaw - osteonecrose maxilomandibular). Apesar desta grande
variedade, o termo BRONJ ainda permanece como o termo de uso mais consagrado na
literatura mundial (Ruggiero, 2013). Ainda no que se refere a nominagdo da doenga, o
surgimento de necrose em pacientes que nado fazem tratamento com BFs mas que
utilizam inibidores da RANKL, pode vir a exigir uma modificagdo desta nomenclatura no
futuro préximo. A ADA (Associagdo Americana de Odontologia) introduziu, recentemente,
o termo ARAONJ (antiresorptive associated osteonecrosis of the jaw — osteonecrose
maxilomandibular associada a antirreabsortivo) para incluir os novos casos de necrose
associados com a terapia monoclonal (Aghaloo et al., 2010; Ruggiero, 2013).

A Associagdo Americana de Cirurgides Buco-maxilo-faciais (AAOMS) estabeleceu
uma definicdo para a BRONJ que se mantém inalterada desde a sua primeira definicao

em 2006. Os principios do diagnéstico incluem: histérico de utilizagado de bisfosfonatos,
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0sso exposto no interior da cavidade oral e auséncia de terapia com radiagdo na regiao
maxilofacial. Assim sendo, apesar das variagcdes de nomenclatura, a descoberta clinica do
0sso exposto e de necrético permanece como a marca consistente do diagnéstico e, o
exame fisico, por conseguinte, € o método mais eficaz para estabelecer o diagndstico da

BRONJ (Aghaloo et al., 2010; Ruggiero, 2013).

2.8. Incidéncia e Prevaléncia da BRONJ

A estimativa da incidéncia da BRONJ esta limitada a estudos retrospectivos com
tamanhos de amostra limitada. A dificuldade atual para estabelecer os dados exatos da
incidéncia decorre de varios fatores incluindo a definicdo nao padronizada e as
inconsisténcias no reconhecimento de casos. Com esse entendimento, a estimativa da
incidéncia cumulativa da BRONJ em pacientes que receberam BF por via intravenosa
para o tratamento de doencgas malignas varia de 0,8% a 12% (Ruggiero et al., 2009).

Ja nos pacientes medicados com BF oral, a incidéncia parece ser
significativamente menor e, segundo a Merck, fabricante do alendronato, a incidéncia da
BRONUJ é de 0,7 casos por 100.000 pessoas/ano. Este dado foi obtido a partir do numero
de casos notificados de osteonecrose dividido pelo numero de comprimidos de
alendronato prescritos desde a aprovagao da droga. No entanto, uma vez que estes
casos nao foram confirmados, pode haver sérios problemas com esta metodologia
(Ruggiero et al., 2009).

Em um estudo realizado na Australia, que tinha como base os dados de prescrigao

da medicagdo, a frequéncia estimada de osteonecrose em pacientes tratados com
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alendronato semanal foi de 0,01 a 0,04%. Os pacientes que tinham sido submetidos a
extracao tinham uma frequéncia aumentada para 0,09 a 0,34% (Mavrokokki et al., 2007).

A prevaléncia da BRONJ foi avaliada por Walter et al. (2007) em estudo
retrospectivo que compreendia os pacientes atendidos no Departamento de Cirurgia
Maxilo-facial da Universidade de Mainz, Alemanha, no periodo de 2000 a 2005. O estudo
encontrou osteonecrose em 10% dos pacientes medicados com BFs e, destes, 76%
reportaram alteragdes odontoldgicas como extragao dental, protese desajustada e doenga
periodontal prévias ao desenvolvimento da doenca.

Rugani et al. (2013) realizaram estudo randomizado e controlado que tinha como
objetivo investigar a prevaléncia da osteonecrose em pacientes com cancer de mama. Os
resultados demonstraram que 10,4% das pacientes apresentavam fistulas e sinais
radiograficos compativeis com a osteonecrose estadio 0 (zero). Nenhuma paciente

apresentava osteonecrose em estadios avangados da doenca.

2.9. Fisiopatologia da BRONJ

Os estudos da BRONJ nos ultimos dez anos proporcionaram uma boa descricao
desta doenca, no entanto a sua patogénese ainda é pouco conhecida. Quatro hipoteses
principais tém sido propostas para explicar a etiologia desta alteragdo e incluem a
supressdo da remodelagdo Ossea (mediada por osteoclastos), as alteragbes da
vascularizagdo éssea (anti-angiogénese), a toxicidade sobre a mucosa local e os fatores
genéticos (Ruggiero, 2013).

A hipétese prevalente e mais estudada indica a alteragado induzida pela droga na

remodelagao fisiolégica e na cicatrizagdo das feridas como o principal mecanismo de
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inducdo da doenca. A profunda inibicdo da fungdo osteoclastica inibe a remodelagao
Ossea fisiolégica a tal ponto que os microdanos locais da carga mecanica normal ou
daqueles provocados (extracdo dentaria) ndo podem ser reparados. E isso pode, em
ultimo caso, resultar em necrose 6ssea (Ruggiero, 2011). Os recentes relatos de necrose
da mandibula em pacientes que receberam Denosumab, um anticorpo monoclonal que
tem como alvo os osteoclastos por um mecanismo completamente diferente dos BFs,
corrobora a hipétese de que inibicdo dos osteoclastos pode ser o evento primario na
patogénese desta complicagao (Aghaloo et al., 2010; Stopeck et al., 2009).

Outro fator importante a ser considerado é a propriedade anti-angiogénica de
determinados BFs. O acido zoledrénico tem demonstrado exercer um efeito inibidor sobre
os niveis de fator de crescimento endotelial vascular (um potente estimulador da
angiogénese) circulante (Weinstein et al., 2009; Wood et al., 2002). Estas propriedades
aparentemente afetam a irrigagdo sanguinea do 0sso ou podem operar em conjunto com
as alteracbes metabdlicas mediadas pela supressio osteoclastica para entdo resultar na
necrose dos ossos maxilares e mandibulares (Ruggiero, 2011).

Outros estudos focaram na resposta de tecido mole e demonstraram que os BFs
podem ser diretamente tdxicos a mucosa oral, o que pode resultar em fenestracbes da
mucosa e exposi¢gdo de osso (Sarasquete et al., 2008). Como apenas uma minoria de
pacientes que utilizam o BF desenvolvem a necrose 6ssea € também possivel que as
variagdes genéticas individuais no metabolismo da droga ou a homeostase 6ssea possam
conferir suscetibilidade ou resisténcia ao desenvolvimento da osteonecrose (Landesberg
et al., 2008). Essas teorias e suposig¢des precisam ser validadas por pesquisas cientificas
basicas e clinicas baseadas em evidéncias (Ruggiero, 2011).

O aparente envolvimento seletivo pela maxila e mandibula pode ser decorrente de

um ambiente Unico presente na cavidade oral. Normalmente, a cicatrizagdo de feridas
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Osseas abertas (como ocorre nas extragdes) na presenga da microflora oral normal,
ocorre de forma rapida e sem complicagdes. Contudo, quando o potencial de cicatrizagao
da mandibula ou da maxila € comprometido ou por exposicdo de radiagdo para
eliminacao de tumores, ou por algum agente patoldgico, ou ainda, por um processo
patolégico, a mais diminuta lesdo ou doenga nestes locais aumenta o risco de
osteonecrose e de osteomielite secundaria. Além disso, os BFs sdo preferencialmente
depositados nos 0ssos que apresentam altas taxas de remodelagao, e, ja que a maxila e
a mandibula sado os locais de maior remodelacdo dssea dentro do esqueleto, é possivel
que os niveis de BF nestes ossos estejam particularmente aumentados. Até o presente
momento, ndo existem relatos de necrose Ossea por uso de BFs em ossos fora do

esqueleto craniofacial (Ruggiero, 2011; Ruggiero, 2013).

2.10. Fatores de risco para a BRONJ

Os principais fatores de risco associados a BRONJ compreendem questbes
relacionadas com a droga (a poténcia e a duragao da exposic¢ao), fatores de risco locais
(cirurgia dentoalveolar), anatomia local, doenga bucal e sistémica concomitante, fatores
demograficos e fatores genéticos. No entanto, apenas trés fatores de risco mantiveram-se
constantes ao longo da maioria dos estudos clinicos. Na maioria dos casos de BRONJ
relatados até o momento, o trauma dentoalveolar recente foi o fator de risco mais
prevalente e consistente (Badros et al., 2006; Barasch et al., 2011; Marx et al., 2005). A
duragao da terapia com BFs também parece estar fortemente relacionada a probabilidade
de desenvolvimento de necrose e, além disso, maior numero de esquemas de tratamento

esta associado a maior risco de desenvolver a doenga (Badros et al., 2006; Hoff et al.,
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2006). Os BFs endovenosos mais potentes que sao administrados em esquema mensal,
como o Acido Zoledrénico e o Pamidronato, sdo significativamente mais problematicos,
em comparagao a outros BFs (Ruggiero, 2013).

Os testes que visam avaliar o risco de desenvolver a BRONJ medindo as
flutuacbes dos marcadores de remodelacdo Osseas tém se mostrado controversos e
pouco confiaveis (Bagan et al., 2008; Fleisher et al., 2010; Kunchur et al., 2009; Kwon et
al., 2009; Marx et al., 2007). Estes estudos baseiam-se no conhecimento que os
marcadores de remodelagao 6ssea aumentam poucos meses apos a suspensao do uso
de BFs orais, sugerindo assim que a fungado dos osteoclastos e a remodelagdo 6ssea
foram normalizadas (Rosen et al., 1998; Rosen et al., 2000). Estes marcadores, todavia,
representam um reflexo do total da remodelagao 6ssea em todo o esqueleto e ndo sao
especificos para a maxila ou mandibula, onde suspeita-se que a taxa de remodelacao
O0ssea seja mais severamente deprimida na exposi¢cao prolongada por BFs. Do ponto de
vista mais pratico, o uso de marcadores de remodelacao 6ssea para estimar o nivel de
supressao desta remodelagao s6 € significativo quando comparado com os niveis pré-
tratamento e, estes niveis, raramente sdo obtidos na pratica clinica. Além disso, o uso dos
niveis de marcadores de reabsorcdo Ossea para avaliar o risco BRONJ pode ser
enganosa para o pequeno grupo de pacientes que desenvolvem osteoporose apesar de
apresentarem niveis normais de referéncia de marcadores de reabsorcdo Ossea

(Ruggiero, 2013).
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2.11. Sinais clinicos, sintomas e diagndstico diferencial da BRONJ

O diagnéstico diferencial da BRONJ deve, primeiramente, excluir outras condi¢oes
clinicas como a alveolite, a sinusite, a gengivite/periodontite, a patologia periapical e os
disturbios da articulagdo témporomandibular. Naquelas raras situagcbes onde o 0sso
exposto esta presente em pacientes que fazem uso de BFs e que também realizam
terapia com radiagcdo na regido maxilomandibular, a osteorradionecrose deve ser
fortemente considerada. Embora a inflamagao e a infeccdo 6ssea estejam tipicamente
presentes em pacientes com BRONJ em estagio avangado, este € um evento secundario
onde o 0sso exposto e o tecido mole ao seu redor tornam-se infectados, apresentando um
quadro clinico que é semelhante a osteomielite. A analise histolégica destas pecas
Osseas dificilmente oferece os critérios necessarios para estabelecer um diagndstico de
osteomielite aguda ou crdnica. As analises das propriedades fisicas do osso necrético
ressecado também n&o demonstram quaisquer caracteristicas unicas que serviriam como
um biomarcador de confianga para essa doencga (Allen & Ruggiero, 2009; Allen et al.,
2010; Ruggiero, 2013).

O histérico do paciente e o exame clinico continuam sendo as ferramentas de
diagndstico mais sensiveis para esta condicdo. As areas de 0sso exposto e necroticas
podem permanecer assintomaticas por semanas, meses ou mesmo anos. Estas lesbes
sao mais frequentemente sintomaticas quando os tecidos circundantes ficam inflamados
ou quando ha evidéncia clinica de osso exposto. Os sinais e sintomas que podem
preceder o desenvolvimento da BRONJ clinicamente detectavel incluem dor, mobilidade
dentaria, inchago da mucosa, eritema e ulceragdo. Estes sintomas podem ocorrer de
forma espontanea, ou, mais comumente, no local da cirurgia dental prévia. A maioria das

séries de casos descreve a BRONJ em regides de cirurgia dentaria anterior (ou seja,
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locais de extragdo), no entanto, a exposigcdo éssea também tem sido relatada em
pacientes sem historia de trauma ou em regides desdentadas. As fistulas intra e extra-
orais podem se desenvolver quando o o0sso necrosado torna-se secundariamente
infectado. Alguns pacientes queixam-se de alteragdo na sensibilidade da area afetada,
onde, aparentemente, o feixe neurovascular é pressionado pelo processo inflamatério do
0sso circundante. A sinusite crénica, que também é secundaria a osteonecrose, pode
apresentar fistula oro-antral ou ndo, e pode ser um sintoma que caracteriza o
envolvimento ésseo maxilar (Ruggiero, 2013).

Observa-se que as lesdes sao encontradas com maior frequéncia na mandibula do
que na maxila (razdo 2:1). Sdo também mais prevalentes em areas com finas mucosas
sobrepostas a proeminéncias 6sseas como em toros, exostoses e na linha milo-hididea
(Marx et al., 2005; Ruggiero et al., 2004; Ruggiero et al., 2006). O tamanho da area
afetada é incerto e pode variar desde um alvéolo ndo cicatrizado até uma grande secéao
de exposicdo e necrose maxilar ou mandibular. A cultura microbiana nas areas de 0sso
exposto geralmente mostram microflora oral dentro dos padrées de normalidade e,
portanto, nem sempre sao uteis. No entanto, nos casos onde existe um grande
envolvimento dos tecidos moles, os dados da cultura microbiana podem definir, por meio
das comorbidades das infecgbes orais, o regime antibiético mais apropriado para o

tratamento (Ruggiero, 2013).

2.12. Estadiamento da BRONJ

Um sistema de estadiamento clinico foi desenvolvido por Ruggiero et al. (2006) e

entdo adotado pela AAOMS. Este sistema além de classificar os pacientes com BRONJ,
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oferece diretrizes para a escolha do tratamento e recolhe dados para avaliar o progndstico
e o resultado do tratamento em pacientes que usaram o BF intravenoso ou BF oral
(Quadro 2) (Ruggiero, 2013).

Os pacientes sem evidéncia de osso exposto ou necrético sdo considerados "em
risco" se eles tiverem sido expostos a BFs orais ou endovenosos. Pacientes no Estadio 1
apresentam exposi¢cao 0ssea, sdo assintomaticos e nao possuem evidéncia de edema ou
infeccdo no tecido mole adjacente significativos. Estes pacientes podem ter sintomas de
dor antes do desenvolvimento de alteragdes radioldgicas suspeitas de osteonecrose ou
da evidéncia clinica de osso exposto (Ruggiero, 2013).

O Estadio 2 é caracterizado por exposicao 6ssea associada a dor, edema nos
tecidos moles adjacentes ou infecgdo secundaria. Pacientes no Estadio 3 da doenca,
apresentam exposi¢cao Ossea associada a dor, edema inflamatério do tecido mole
adjacente ou infeccdo secundaria e, além disso, podem exibir fratura patoldgica, fistula
extraoral ou evidéncia radiografica de ostedlise que se estende até a borda inferior da
mandibula ou do assoalho do seio maxilar (Ruggiero, 2013).

Desde a publicacdo das orientacdes iniciais de tratamento em 2006, relatos de
sinais e sintomas inespecificos como dor, formacdo de abscesso, alteracdo da fungao
sensorial ou osteosclerose surgiram em pacientes com histéria de uso de BF, mas sem
evidéncia clinica de necrose. Em um esforco para determinar se estes achados
representavam uma doenca clinica precursora da BRONJ, a AAOMS atualizou o
estadiamento da BRONJ e incluiu estes pacientes em uma nova categoria denominada
Estadio 0. A evolucédo da doenca do Estadio 0 até a manifestacdo da BRONJ permanece
indeterminado e representa uma area importante para pesquisas futuras (Ruggiero,

2013).
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Quadro 2 - Estadiamento da BRONJ

Estadio | Sinais e sintomas Tratamento

Em risco | Nenhum osso exposto/necrético aparente | Cuidados odontolégicos
em pacientes que foram tratados com BF preventivos com o objetivo de

oral ou endovenoso minimizar a chance de
exodontia.

Estadio 0 | Achados clinicos inespecificos e sintomas | Cuidados odontolégicos
como dor na mandibula/maxila ou preventivos com o objetivo de
osteosclerose, mas sem evidéncia clinica minimizar a chance de
de 0sso exposto. exodontia.

Estadio 1 | Osso exposto/necrosado em pacientes Acompanhamento por 6-8
assintomaticos e sem nenhuma evidéncia | semanas, bochecho com
de infeccao antibiotico, cuidados

odontoldgicos de rotina,
sequestrectomia quando

indicada
Estadio 2 | Osso exposto/necrético associado a Bochecho com antibidtico,
infecgao e evidenciado por meio de medicacao analgésica,
eritema e dor na regido do 0sso exposto, antibioticoterapia sistémica,
com ou sem secrecao purulenta. sequestrectomia quando
indicada
Estadio 3 | Osso exposto/necrosado em pacientes Bochecho antibidtico,
com dor, infeccdo e um ou mais dos medicacao analgésica,

seguintes sinais: fratura patoldgica, fistula | antibioticoterapia sistémica,
extraoral ou ostedlise estendendo-se até a | debridamento, ressecéao
borda inferior da mandibula ou do seio cirurgica.

maxilar

*Quadro adaptado de Ruggiero (2013).

2.13. Aspectos imagenologicos da BRONJ

As caracteristicas radiograficas de BRONJ séao inespecificas. Os achados iniciais
da osteonecrose incluem esclerose medular focal com pobre diferenciagao corticomedular
e envolvimento do canal alveolar inferior, que pode ser clinicamente concomitante a um
aumento da mobilidade do dente. Um sinal recorrente na osteonecrose € a falta ou o
atraso na cicatrizagao do alvéolo apds a extragao de um dente. O aumento do espaco do

ligamento periodontal, alteragdes osteoliticas e irregularidades da superficie cortical
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também tém sido descritas (Arce et al., 2009; Chiandussi et al., 2006; Guggenberger et
al., 2013; Stockmann et al., 2010; Takaishi, 2010 et al.; Torres et al., 2011; Torres et al.,
2012; Treister et al., 2009; Treister et al., 2010; Van den Wyngaert et al., 2011). Nos
estadios mais avancados da doencga observa-se a formagao de sequestro 6sseo, fraturas,
reacao periosteal/bicorticalizagdo e, no caso de envolvimento da maxila, pode haver
espessamento da mucosa do seio com a presenca de secrecido purulenta ou nao
(Haworth & Webb, 2012).

A radiografia convencional geralmente ndo demonstra qualquer anormalidade nas
fases iniciais da doencga, devido ao baixo grau de descalcificagdo da lesdo nesta fase.
Contudo, mesmo em radiografias convencionais, achados como a osteoesclerose
localizada ou difusa ou um espessamento da lamina dura (observaveis no Estadio 0)
podem estar presentes e, neste caso, serem preditores de futuros locais de exposicdo e
de necrose 6ssea (Hutchinson et al., 2010). Pouca ou nenhuma formagdo 6ssea em um
local de extragdo anterior também pode representar um sinal radiografico precoce da
BRONJ (Ruggiero, 2013).

Os achados em tomografia computadorizada (TC) também n&o sao especificos,
mas é significativamente mais sensivel a mudangas na mineralizagao éssea e é portanto
mais indicado para demonstrar areas de esclerose focal, espessamento da lamina dura,
formagado de sequestro 0sseo e da presenga de osso periosteal reativo. As imagens de
TC oferecem também um delineamento mais preciso da extensdo da doencga, o que pode
ser util para o planejamento de tratamentos cirurgicos (Arce et al., 2009; Treister et al.,
2010).

A cintilografia éssea em pacientes com risco de BRONJ tem recebido crescente

atencdo depois de relatos de aumento da captagcao de contraste em regides onde,
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posteriormente, ocorreram o desenvolvimento de BRONJ (Chiandussi et al., 2006; O’'Ryan
et al., 2009)

Apesar da ressonancia magnética apresentar um valor limitado em pacientes com
a doenca ja existente, ela parece ter utilidade como ferramenta de previsdo em pacientes
com a doenga na fase pré-clinica (Estadio 0) e, assim, pode vir a oferecer algum grau de
beneficio, mas novos estudos sao necessarios para validar esta ferramenta (Ruggiero,
2013).

Por fim, a frequéncia e a correlagdo entre os achados clinicos e de imagem
permanecem obscuros. Também nao esta clara a relagado entre os achados de imagem e

o avango da osteonecrose.

2.14. A microtomografia computadorizada na avaliagao 6ssea

Desde a invengao dos raios X por Roentgen em 1895, a evolugao tecnoldgica
promoveu uma revolugdo na medicina diagndstica, tornando possivel a observagdo do
funcionamento interno do corpo de forma nao invasiva (Dunn, 2001). A tomografia
computadorizada foi desenvolvida na década de 1970 (Hounsfield, 1973) e, desde entéo,
a partir da reconstrugcao de suas imagens € possivel obter resultados tridimensionais.
Enquanto os escaneamentos com TC produzem imagens com cerca de de 1 mm?® em
elementos de volume (voxels), as tomadas com microtomografia computadorizada
(microTC ou puTC) produzem voxels na faixa de 5-50um, ou seja, cerca de 1.000.000 de
vezes menores em volume do que os voxels produzidos pela TC (Feldkamp et al., 1989;

Kuhn et al,, 1990). Uma vasta gama de amostras pode ser analisada utilizando a
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microTC, incluindo tecidos mineralizados como o0sso e dente e materiais como ceramica,
polimeros e biomateriais. A microTC também pode ser utilizada para tecidos moles, como
por exemplo, o tecido pulmonar. Com o desenvolvimento dos equipamentos de microTC
imagens in vivo de pequenos animais vivos puderam entdo ser adquiridas (Guldberg et

al., 2003; Guldberg et al., 2004).

Além das imagens qualitativas das amostras esqueléticas, a microTC pode obter
dados métricos precisos tais como a densidade mineral 6ssea (DMO), andlise do osso
cortical e trabecular e o volume de hidroxiapatita em miligramas por unidade de volume
(mgHA/cc). O exame possibilita o arquivamento digital das imagens, a aquisigao in vivo ou
ex vivo, estudo da imagem em fatias ou em trés dimensdes e a apresentacdo dos dados
padronizados com a orientagcao histolégica (padrdo ou obliquo). Algumas desvantagens
do método incluem aquisi¢des demoradas (principalmente quando em altas resolugdes
espaciais), grandes tamanhos de arquivo e possivel limitagdo em imagens de estruturas

bioldgicas de alta densidade (por exemplo, osso) (Vasquez et al., 2013).

A microTC utiliza feixes de raios X microfocais e detectores de alta resolugao, o
que permite projegcbes rotativas por meio de varias dire¢des para produzir imagens
tridimensionais das amostras. Tais imagens representam mapas de distribuicdo espacial
dos coeficientes de atenuacao linear determinada pela energia da fonte de raios X e a
composicao atdmica do material da amostra. Uma vez que o processo de gravagao nao &
destrutivo, as caracteristicas internas da amostra podem ser examinada diversas vezes e,
ap6s a digitalizacdo das imagens, as amostras permanecem disponiveis para testes
biolégicos e mecanicos adicionais (Bentley et al., 2002; Guldberg et al., 2003; Guldberg et

al., 2004; Holdsworth & Thornton, 2002; Paulus et al., 2000).
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Por estas caracteristicas, a utilizacdo da microTC in vivo em modelos
experimentais com animais podem ser Uteis na elucidagdo das principais alteracdes
Osseas da osteonecrose, assim como para avaliar o curso do processo de cicatrizagao

apos a exodontia.

2.15. Modelos animais de osteonecrose

Biasotto et al. (2010) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar um modelo
animal de BRONJ que reproduzisse a condi¢cao patolégica dos humanos. Cinco ratos
Wistar receberam acido zoledrbnico, via intravenosa (0,04 mg) uma vez por semana,
durante cinco semanas. Depois de duas semanas, os animais foram submetidos a
extracdo de um molar superior € a inducdo de um defeito 6sseo de 4 mm de didmetro no
mesmo local. Depois de sete semanas a partir da extragao, os animais foram examinados
clinicamente e uma cintilografia éssea foi realizada. Apés uma semana, os ratos foram
mortos e duas tomografias computadorizadas e a analise histolégica foram realizadas.
Cinco ratos nao tratados com acido zoledronico e submetidos ao tratamento cirurgico
foram utilizados como controle. Em sete semanas apdés a extragao, todos os ratos
tratados com acido zoledrénico apresentaram expansido do defeito e exposicdo Ossea.
Estas caracteristicas foram confirmadas pela cintilografia éssea. Os ratos do grupo
controle demonstraram epitelizacdo do defeito 6sseo e uma captacdo normal do
radiofarmaco durante o exame. A tomografia computadorizada revelou a irregularidade da
margem e destruicdo do osso cortical, que ndo eram evidentes no grupo controle. Na

microscopia, as amostras apresentaram necrose 6ssea, perda de ostedcitos e reabsorgao
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periférica sem infiltrado inflamatdério, enquanto os controles apresentaram cicatrizagao

6ssea normal.

Ali-Erdem et al. (2011) também realizaram experimento com o objetivo de
desenvolver um modelo animal que replicasse as condigdes clinicas e histolégicas da
BRONJ. Oitenta ratos Wistar foram divididos em dois grupos: 40 animais receberam
Dexametasona 1mg/kg subcutanea nos dias 7, 14 ou 21 e 1, 2 ou 3 doses de Acido
Zoledrénico 7,5ug/kg subcutanea que era administrada de forma a coincidir com o ultimo
dose de dexametasona; os 40 animais restantes faziam parte do grupo controle e
receberam soro fisiolégico administrado nas mesmas condi¢gdes do grupo de estudo.
Metade dos animais de cada grupo foi submetido a exodontia do molar inferior esquerdo e
a outra metade a extragdo do molar superior esquerdo. 7 animais foram excluidos do
estudo pois morreram no periodo que antecedeu a eutanasia. Os animais foram
sacrificados 28 dias apdés a extracdo dental. A quantidade de neoformacao Ossea
trabecular diminuiu significativamente no grupo de estudo quando comparado ao grupo-
controle (p=0,0001). Em ambos os grupos, néo foi observada reagao de corpo estranho
nos alvéolos. Nao houve diferenga significativa entre os grupos para a presenca de
fibrose (p=0,306). Os escores de necrose e de inflamagédo foram significativamente
maiores no grupo de estudo (p=0,015 e p=0,0001, respectivamente). Os autores
sugeriram novos estudos que utilizem somente bisfosfonato no grupo tratado, assim como

0 emprego de amostra maior.

Hokugo et al. (2010) estudaram a geracao de lesbes de osteonecrose em ratos,
semelhantes as que acontecem em humanos, pela inje¢ao intravenosa de Zoledronato
(ZOL, 35 mg/kg a cada duas semanas) e extragdo de molar superior em ratos com

deficiéncia de vitamina D. A prevaléncia de osteonecrose no grupo com VitD(-)/ZOL foi de
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66,7%, o que foi significativamente maior (p <0,05, teste exato de Fisher) que os outros
grupos. O numero de osteoclastos aumentou significativamente sobre a superficie do
0sso alveolar pés-extragcdo do dente no grupo VitD (-)/ZOL, no qual a inflamacgao foi
descrita por microPET/18F. O estudo sugeriu que o mecanismo fisiopatolégico subjacente
da osteonecrose pode envolver a interagao entre bisfosfonatos e fungdes comprometidas

da vitamina D, no dominio da homeostase éssea e da imunidade inata.

Bi et al. (2010) desenvolveram um modelo animal que tinha como objetivo de
provocar lesdes semelhantes a osteonecrose por bisfosfonatos ocorrida em pacientes
com mieloma multiplo, em ratos. Os animais receberam injegbes intraperitoniais de
Zolendronato (125 ug/kg; duas vezes por semana), Dexametasona (5 mg/kg; uma vez por
semana), Docetaxel (25 mg/kg; uma vez por semana), ou as suas combinacodes, trés
semanas antes da exodontia. O primeiro molar superior esquerdo e inferior direito foram
extraidos. Apds a extragcdo as diferentes medicagcbes e suas combinacbes foram
administradas por mais 3 a 12 semanas. Os ratos foram entdo eutanasiados e avaliados
por histoquimica e imunohistoquimica, quantificacdo do osso necrotico, remodelagao
Ossea, angiogénese Ossea e por microtomografia. Os achados do estudo demostraram
que ocorreu a inducdo de uma lesdao em ratos que se assemelhava em suas
manifestagdes clinicas e radiograficas a osteonecrose por bisfosfonatos observada em
humanos. Estes aspectos presentes incluiam esclerose 6ssea, sequestro, osso alveolar
avascular e radiodenso em mandibula que persistia para além do curso normal da
cicatrizagdo apds a exodontia. A administracao de bisfosfonato por um longo periodo
resultou no aumento do tamanho e do numero de osteoclastos e a formacao de células
gigantes semelhantes ao osteoclasto no osso alveolar. O desenvolvimento de necrose

Ossea e a cicatrizagao alterada dos tecidos moles foi dependente da utilizagdo por um
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longo periodo e de doses elevadas do bisfosfonato, do imunossupressor e do

quimioterapico, bem como da presenca de trauma mecanico.

Huja et al. (2011), por outro lado, avaliaram o efeito a curto prazo do Acido
Zoledrbnico na remodelagcado e cicatrizacdo Ossea pos exodontia em cachorros. Quatro
caes machos receberam 0,1 mg/kg mensal de Acido Zoledrbnico por quatro meses e
outros quatro animais ndo receberam nenhuma medicacdo. Ao término da aplicacdo da
medicacao no grupo de estudo, todos animais (grupo e controle) tiveram os terceiros pré-
molares superior e inferior extraidos unilateralmente, assim como dois mini-implantes
ortodénticos foram instalados em maxila e em mandibula, ipsilateralmente. O percentual
de necrose foi investigado na regidao de alvéolo e na regido basal do osso peri-radicular
por meio do lactato-desidrogenase e de parametros histomorfométricos dindmicos que
foram quantificados e analisados utilizando modelos mistos. Todas as regides submetidas
a exodontia cizatrizaram sem intercorréncias € nenhuma lesdo que se assemelhava a
osteonecrose foi observada. Menos de 1% dos sitios 6sseos examinados apresentava
osteonecrose. O Acido Zoledrénico reduziu a remodelagdo 6ssea tanto nas areas
cirurgicas (regidao da exodontia e dos mini-implantes) quanto nos sitios nao-cirurgicos.
Assim sendo, conclui-se que, apesar da drastica reducdo na remodelagdo 6ssea, o Acido
Zoledrénico nao produziu lesdes semelhantes a osteonecrose nas areas submetidas a

intervencgao cirurgica quando administrado pelo periodo de quatro meses em cachorros.

O objetivo do estudo de Senel et al. (2010) foi avaliar histologicamente os efeitos
do pamidronato e zolendronato na mandibula em um modelo animal. Sessenta ratas
Sprague-Dawley foram utilizadas neste estudo. Os animais foram divididos em 6 grupos
(10 por grupo): Controle 1 (C1), injetados com solugdo salina por 6 semanas;

Zolendronato-1 (ZA1), injetado com Zolendronato durante 6 semanas; Pamidronato-1



Revisao da literatura 43

(PA1), injetados com Pamidronato por 6 semanas; controle 2 (C2), injetado com solugéo
salina, durante 8 semanas; Zolendronato-2 (ZA2), injetado com Zolendronato durante 8
semanas, e Pamidronato-2 (PA2), injetado com pamidronato por 8 semanas. Nenhum
procedimento odontoldgico foi realizado nos animais. Os ratos foram mortos dois dias
apos o término da terapia medicamentosa, e a mandibula e o fémur foram avaliados
histopatologicamente. A analise histoldgica revelou a inflamagao limitada a mandibula nos
grupos ZA2 e grupos PA2, ja a mandibula e a regido anterior do fémur ndo foram
afetadas. Necrose dos tecidos moles foi evidente em um rato do grupo ZA2. Inflamacéao
Ossea especifica associada ao uso de bisfosfonatos e alteracbes de tecido mole foram
observadas na mandibula sugerindo que essas drogas podem alterar o cenario para a
cura, associando o desenvolvimento de osteonecrose relacionada aos bisfosfonatos na

mandibula.

Sonis et al. (2009) descreveram um modelo animal, desenvolvido em ratas
Sprague-Dawley, para replicar os achados clinicos, radiograficos e caracteristicas
histolégicas descritas nos seres humanos. Animais tratados com uma sequéncia de Acido
Zoledrénico (ZA) e Dexametasona (DX) durante um periodo de 1 a 3 semanas
desenvolveram alteracbes semelhantes a osteonecrose (osteonecrosis-like) apos
extracdo dos molares inferiores ou superiores. Enquanto que os locais de extragao de
animais controle tiveram cura mais rapida, os animais tratados com ZA/DX demonstraram
ulceras cobrindo as areas de necrose 6ssea. Em contraste com as imagens dos animais
controle, as radiografias de animais tratados com ZA/DX demonstraram ma definicao do
rebordo alveolar com radiodensidade mista. Aumentos modestos na extensao do infiltrado
inflamatdrio foram observados quatorze dias apés a extracdo em animais ZA em relagao
ao controle ou ZA/DX. Apoptose de células epiteliais nao foi observada em nenhum grupo

experimental e ndo houve evidéncia de presenga de microorganismos como O
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Actinomyces. A administragdo da ZA/DX anterior as extragdes dentarias em ratos,
portanto, resulta no desenvolvimento de alteragdes do tecido dsseo e tecidos moles que
sao semelhantes as dos seres humanos que desenvolvem osteonecrose e pode fornecer

um modelo util para o estudo da patogénese da BRONJ.

O estudo de Marino et al. (2012) tinha como objetivo desenvolver um modelo
previsivel de BRONJ em ratos apds exodontias. Trinta ratas foram divididas
aleatoriamente em dois grupos, controle e experimental. O grupo experimental recebeu
duas injegdes intravenosas de zolendronato (20 ug/kg). A raiz mesial do primeiro molar
inferior direito foi extraida. Os ratos foram sacrificados com 0, 4 e 8 semanas. A
densidade mineral 6ssea (DMO), o colapso do colageno (piridinio [PYD]), a regeneragao
vascular (VEGF) e a histologia foram examinados. Foi observada uma tendéncia para
valores mais elevados de PYD no grupo controle em comparagdo ao grupo de estudo
apos a extragao. O soro para VEGF aumentou significativamente apds o ferimento para
ambos os grupos experimental e controle. A DMO da regido do alvéolo foi
significativamente menor no grupo controle em comparagdo aos ratos tratados com
zolendronato. Os cortes histolégicos do grupos experimental apresentavam bactérias e
necrose 6ssea. Os resultados encontrados foram consistentes com as caracteristicas de

BRONUJ nos seres humanos apds o tratamento com Zolendronato.

Pautke et al. (2012) também realizaram estudo que objetivava avaliar as alteragdes
da BRONJ apo6s a extragcédo dental. Um total de dez porquinhos Géttingen com dois anos
de idade foram divididos em dois grupos. Cinco porcos (Grupo 1) receberam uma dose
semanal de 0,05 mg/kg de zolendronato por via intravenosa e cinco porcos (Grupo 2)
serviram como controle. Apds 6 semanas, foram realizadas extracées de dentes na

maxila e na mandibula (nos dois grupos) e a administragao de bisfosfonatos continuou por
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mais 10 semanas (somente no grupo 1). Os parametros clinicos e hematolégicos foram
monitorados durante todo o experimento. Em seguida, os ossos da mandibula e maxila
foram submetidos a avaliagdo macroscopica, radiolégica (TC) e analise histologica. Todos
0s animais do grupo controle tiveram as feridas dos locais da extragao cicatrizadas dentro
de duas semanas. Enquanto isso, todos os animais que receberam bisfosfonato exibiram
exposicao Ossea e cicatrizagdo prejudicadas e uma macroscopia semelhante a
osteonecrose avangada. As analises radioldgica e histolégica confirmaram a presencga de
BRONJ nos animais do grupo 1. Os autores concluiram que a administracdo de
bisfosfonatos, em combinagdo com extracbes dentais, induziu a BRONJ em modelo
animal. Concluiram ainda que a capacidade de estudar BRONJ em mini-porcos, animais
com uma estrutura éssea nao muito diferente da presente nos seres humanos, pode
melhorar o conhecimento sobre a etiopatogenia, a profilaxia e, potencialmente, descobrir

novas terapias de BRONJ.

Perilli et al. (2010) realizaram um estudo cujo principal objetivo foi medir in vivo os
efeitos da perda 6ssea induzida e do tratamento antireabsorcdo com acido zoledrénico
iniciado logo apds a ooforectomia, bem como os efeitos do envelhecimento normal nos
animais. Os animais (Ratas Sprague-Dawley) foram divididos em grupos: |
(ovariectomizado, OVX); Il (ovariectomizado e tratado com acido zoledrénico- OVX+ZOL);
Il (operado, mas nao ovariectomizado, SHAM). Nos exames de microtomografia nas
tibias de ratos (in vivo) e analise morfométrica o grupo OVX demonstrou drastica perda
ossea. Por outro lado, na semana quatro, o grupo OVX+ZOL retornou aos valores basais.
Isto confirma que o tratamento antireabsorcdo precoce facilita a reversdo da perda do

0SSO esponjoso e da deterioragdo da microarquitetura.
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Abtahi et al. (2012) desenvolveram um modelo de osteonecrose com o objetivo de
testar a hipétese que a morte do ostedcito ndo é condigdo primariamente necessaria no
desenvolvimento da osteonecrose. Para tanto, utilizaram 40 ratos Sprague-Dawley
machos que foram subdivididos em quatros grupos: 1-grupo controle, sem medicacao; 2-
alendronato 200ug/kg/dia por 14 dias; 3-alendronato 200ug/kg/dia por 14 dias +
dexametasona 1mg/kg/dia por quatro dias; 4-alendronato 200ug/kg/dia por 14 dias +
dexametasona 1mg/kg/dia por quatro dias. Todos os animais foram submetidos a
extracao unilateral de um molar. Os trés primeiros grupos foram avaliados clinicamente e
por meio de histologia e, para o ultimo grupo, foi adicionalmente examinada a viabilidade
dos ostedcitos utilizando marcagao imunohistoquimica. Todos animais que receberam o
alendronato associado a dexametasona desenvolveram grandes lesbes semelhantes a
BRONJ na regido da exodontia, por outro lado, esta associagdo nao provocou a morte do
ostedcito no osso intacto, ou seja, onde nao havia intervengdo. Os autores concluiram
que, possivelmente, a BRONJ surge somente apdés a exposigdo do 0sso e que 0s

bisfosfonatos dificultam a reabsor¢ao do osso que se tornou alterado devido a infeccao.

O modelo animal desenvolvido por Aghaloo et al. (2011) incluiu a indugdo de uma
doencga periodontal avangada por meio da colocagao de uma ligadura em 19 animais que
recebiam inje¢des intraperitoniais de acido zoledrénico trés vezes por semana e em
outros 19 ratos que recebiam somente placebo. A microtomografia computadorizada
revelou a presenca de osteonecrose nas regides de periodontite induzida por ligadura nos
animais tratados com bisfosfonato. Os principais achados foram os sequestros 6sseos e a
extensiva formagcao éssea alveolar periosteal. A analise histolégica foi concordante com
as imagens radiograficas e apresentava osso necrético com perda difusa de ostedcitos,

lacunas vazias, 0sso necrosado envolto por epitélio escamoso e inflamagao e exposicéo a
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cavidade oral. Os resultados deste estudo sugerem que a associagdo de um potente

bisfosfonato a doenca periodontal é suficiente para o desenvolvimento de BRONJ no rato.

Com o objetivo de melhor elucidar a patogénese da osteonecrose, Kobayashi et al.
(2010) examinaram os efeitos do acido zoledrdnico na cicatrizagédo da ferida pos extragao
utilizando um modelo de exodontia em ratos. A analise histomorfométrica revelou que a
quantidade de osso novo e 0s numeros de vasos sanguineos no alvéolo foram
significativamente menores no grupo tratado com Acido Zoledrénico em comparagéo com
os ratos controle. Em cultura celular, esta medicagdo inibiu significativamente a
angiogénese induzida pelo fator de crescimento endotelial vascular in vivo e a proliferagao
de células endoteliais, de forma dose-dependente. Por outro lado, o Etidronato, um
bisfosfonato n&o-nitrogenado, n&o demonstrou efeito sobre a osteogénese e a
angiogénese. O Acido Zoledrénico também foi capaz de suprimir a migracdo de células
epiteliais bucais que € um passo crucial para a cicatrizacdo do alvéolo pdés exodontia.
Além disso, o Acido Zoledrénico promoveu a aderéncia de Streptococcus mutans a
hidroxiapatita e a proliferagcao de bactérias orais que foram obtidas a partir de individuos
saudaveis, o que sugere que o Acido Zoledrénico pode aumentar a infeccdo bacteriana.
Em conclusao, o estudo sugere que o acido zoledrbnico avaliado promove o atraso na
cicatrizagao do alvéolo apds a extragao do dente, inibe a osteogénese e a angiogénese e

altera o comportamento de bactérias orais.

Lopéz-Jornet et al. (2010) também descreveram um modelo de BRONJ em ratos
tratado com BF e examinou as mudancas ocorridas apés a extragao do dente. Um total de
200 animais foram incluidos em um estudo prospectivo, randomizado, envolvendo os
seguintes grupos: Grupo | (controle, 20 ratos sem tratamento medicamentoso), grupo |l

(60 animais tratados com Dexametasona 1 mg / kg / dia por 7, 14 e 21 dias, em sub-
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grupos de 20 animais cada), grupo lll (60 animais tratados com Pamidronato diariamente
a uma dose de 3 mg / kg) e grupo IV (60 animais tratados com Pamidronato e
Dexametasona). Em todos os grupos, a extragdo dos molares foi realizada 8, 15 e 22 dias
apos o inicio da medicagao. Todos os ratos foram eutanasiados 14 e 28 dias apds a
extragcdo. Um total de 18 casos de BRONJ foram registrados no grupo em que foi
administrado o Pamidronato e a Dexametasona. A BRONJ afetou a maxila em dez casos
e a mandibula em oito casos e foi circunscrita a zona de extragcao em todos os casos. A
BRONJ nao foi observada em nenhum dos outros grupos. Os autores concluiram que a
administragcao de pamidronato e dexametasona em ratos submetidos a extragcao de molar

aumenta o risco de BRONJ.

A osteonecrose associada a administragdo de bisfosfonatos orais foi investigada
em modelo animal utilizando cadelas beagle por Allen & Burr (2008). Trinta e seis cadelas
receberam Alendronato oral ou placebo por trés anos. O Alendronato foi administrado nas
doses aproximadas utilizadas no tratamento da osteoporose (0,20 mg/kg/dia) e da
Doenca de Paget (1,0 mg/kg/dia). A regidao do segundo molar inferior foi incluida em
bloco, imersa em fucsina basica e conduzida para histologia para avaliar a necrose da
matriz e a remodelagdo do osso medular. A necrose da matriz foi definida como uma area
maior 500um? que ndo se corava com a fucsina basica na observacdo por microscopia de
campo claro e confocal. Nenhum animal desenvolveu lesbes com exposicdo Ossea. A
necrose da matriz foi observada em 25% dos animais que receberam 0,2 mg/kg/dia de
Alendronato, em 33% daqueles que receberam 1,0 mg/kg/dia e em nenhum animal do
grupo controle (p<0,05 grupo alendronato X grupo controle). Estas regides necroticas
ocorreram predominantemente no osso alveolar. A taxa de remodelacdo Ossea
intracortical foi significativamente menor na regido do osso alveolar mandibular dos

animais que receberam alendronato quando comparados aos que reberam placebo (-
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75%, p<0,05). Os autores concluiram que o uso diario de alendronato no periodo de trés
anos reduz a remodelacédo Ossea significativamente e aumenta a incidéncia de necrose

da matriz na mandibula de cachorros.

O mesmo grupo de estudo (Allen et al., 2010) realizou estudo que tinha como
objetivo avaliar os efeitos do acido zoledrénico, em doses utilizadas para o tratamento de
cancer, na remodelagdo 6ssea em diferentes locais do esqueleto. Fizeram parte deste
experimento cadelas beagle que foram tratados com infusbes intravenosas mensais de
veiculo (VEH, soro fisiolégico) ou acido zoledrénico (ZOL, 0,067 mg/kg) e um grupo
adicional de animais que receberam doses diarias de alendronato (ALN, 0,2 mg/kg/dia).
Estas doses de ZOL e ALN foram baseadas nas doses utilizadas para o cancer e
osteoporose em humanos, respectivamente. Apés 3 ou 6 meses de tratamento, os
animais foram sacrificados e a mandibula, costela e a tibia foram processados para
analise por meio de histologia éssea dindmica. Nao houve evidéncia de lesbes orais ou
necrose da matriz 6ssea em nenhum dos animais estudados. Depois de 3 meses de
administragcao das medicagdes observou-se que o grupo que recebeu ZOL tinha uma taxa
de remodelagao do osso medular significativamente menor (- 95%) em comparagédo com
0 grupo controle. Apds seis meses de medicagdo, 0s animais que receberam o acido
zoledrénico tiveram uma supressao quase completa da remodelagcdo (- 99%) em
comparacgao ao grupo controle. A supressao da remodelagdo em animais do grupo tratado
com ZOL era significativamente maior do que nos animais tratados com ALN. Quando
comparados o nivel de supressao da remodelacdo nos diferentes sitios esqueléticos em
animais tratados com ZOL, observou-se que a maior supressao ocorreu nos locais com
altas taxas de remodelacdo, assim como 0s menores niveis de supressao ocorreram nos

sitios com menores taxas de remodelacéao.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo animal de osteonecrose
associada ao uso de bisfosfonatos em ratos e investigar as alteragbes 6sseas em maxila

e mandibula por meio de microtomografia computadorizada.

3.2. Objetivos Especificos

= Verificar clinicamente a presenca da osteonecrose.
= Verificar a presencga de alteragdes imagenoldgicas caracteristicas da osteonecrose.

» Avaliar a relagdo entre as alteragdes imagenoldgicas e o tempo de uso da

medicacgao.

» Avaliar as alteragdes imagenolégicas em fungao da realizagdo de extragao.
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4. Metodologia

4.1. Animais e medicagao

O protocolo de experimentacdo animal submetido & Comissdo de Etica no Uso
Animal do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (CEUA, UnB,
Brasilia, Brasil) foi aprovado em 19 de janeiro de 2012, sob o protocolo UnBDOC numero
41597/2010. Este trabalho foi fomentado pela Fundagao de Apoio a Pesquisa do Distrito
Federal (FAP-DF) sob o Projeto de n° 324/2010 e Processo de n° 193.000.413/2010.

O desenho inicial do estudo contemplava o uso de 135 ratos Wistar divididos em nove
grupos, com 15 animais em cada grupo: Grupo 1: Controle (C); Grupo 2: Grupo
Pamidronato 1 (PA1), Pamidronato 3 mg/kg trés vezes por semana durante seis semanas;
Grupo 3: Grupo Pamidronato 2 (PA2), Pamidronato 1,5 mg/kg trés vezes por semana
durante seis semanas; Grupo 4: Grupo Pamidronato 3 (PA3), 3 mg/kg trés vezes por
semana durante oito semanas; Grupo 5: Grupo Pamidronato 4 (PA4), Pamidronato 1,5
mg/kg trés vezes por semana durante oito semanas; Grupo 6: Grupo Zolendronato 1
(ZA1), Zolendronato 0,1 mg/kg trés vezes por semana durante seis semanas; Grupo 7:
Grupo Zolendronato 2 (ZA2), 0,05mg/kg trés vezes por semana durante seis semanas;
Grupo 8: Grupo Zolendronato 3 (ZA3), 0,1mg/kg trés vezes por semana durante oito
semanas e Grupo 9: Grupo Zolendronato 4 (ZA4), Zolendronato 0,05mg/kg trés vezes por
semana durante oito semanas (Figura 2). Neste desenho inicial o objetivo do estudo seria
verificar as alteragdes causadas na maxila e na mandibula de ratos pelo uso de diferentes
BFs, em diferentes doses e em diferentes regimes de administracdo, comparar as

alteragdes OGsseas com os aspectos histolégicos e avaliar o efeito da extragao dentéaria na
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etiopatogenia da osteonecrose induzida por bisfosfonatos. Contudo, dificuldades como
reducao no valor do fomento que impediu a aquisicdo de toda a medicagao, atraso na
liberagdo da verba da pesquisa que levou a prorrogagdo em um ano o inicio do
experimento e a necessidade de substituigdo de uma pega no microtomoégrafo que deixou
0 equipamento sem a possibilidade de uso por seis meses, conduziram a uma
necessidade de ajustes no tamanho da amostra de forma que se fizesse possivel a

continuidade do trabalho.

Controle (n=15)
Tratamento (n=120)

Zolendronato
(n=60)

Pamidronato
(n=60)

PA 1 (n=15)
3mg/Kg,

3X sem, 6 sem

PA 2 (n=15)

1,5mg/Kg,
3X sem, 6 sem

PA 3 (n=15)
3mg/Kg,

3X sem, 8 sem

PA 4 (n=15)

1,5mg/Kg,
3X sem, 8 sem

Figura 2 — Diagrama do delineamento experimental inicial

ZA 1 (n=15)

0,1mg/Kg,
3X sem, 6 sem

ZA 2 (n=15)

0,05mg/Kg,
3X sem, 6 sem

ZA 3 (n=15)

0,1mg/Kg,
3X sem, 8 sem

ZA 4 (n=15)

0,05mg/Kg,
3X sem, 8 sem
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O desenho experimental final (Figura 3) incluiu 36 ratas fémeas da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus), com peso aproximado de 300 g (90 dias). Os animais foram alocados
no Biotério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade
de Brasilia e climatizados por duas semanas antes do inicio do experimento. Os animais
foram selecionados e aleatoriamente distribuidos em caixas de polipropileno com tampa
zincada, mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12h (ciclo claro com inicio as 7:00ham), em
temperatura média de 23°+ 2°C e com acesso a ragao e agua ad libitum.

O Acido Zoledrénico administrado foi adquirido do Laboratério Eurofarma (Sao

Paulo, Brasil) em solucéao injetavel de 4mg/5ml.

4.2. Desenho experimental e procedimento cirurgico

Apo6s o periodo de adaptacdo no biotério, os animais foram divididos em quatro
grupos: Grupo 1: Grupo Zolendronato 1 (ZA1), receberam Zolendronato 66 ug/kg, trés
vezes por semana, durante seis semanas; Grupo 2: Grupo Zolendronato 2 (ZA2),
receberam Zolendronato 66 ug/kg, trés vezes por semana, durante oito semanas; Grupo
3: Grupo Controle 1 (C1), receberam soro fisioldgico, trés vezes por semana, durante seis
semanas e Grupo 4: Grupo Controle 2 (C2), receberam soro fisiologico, trés vezes por
semana, durante oito semanas. As medicacbes foram administradas por via
intraperitoneal e injetadas pelo mesmo operador (Figura 4). A dose de 66 pg/kg de
zolendronato corresponde a dose de 4mg/60kg usualmente administrada de forma mensal
em pacientes oncoldgicos para o controle das metastases 6sseas.

Todos animais foram submetidos ao primeiro escaneamento microtomografico no

dia zero do experimento, ou seja, imediatamente prévio a administragcdo da medicacéo. A
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tomada da microtomografia obedeceu a um rigido protocolo com intuito de fornecer uma
boa analgesia, anestesia e sedagdo aos animais durante o seu escaneamento. Os ratos
foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina 10% e sedados com Xilazina 2% (doses
de 90 e 15 mg/Kg respectivamente) aplicados por via intramuscular com agulha
hipodérmica 0,30 x 13mm (BD Precision Glide ®). Oito animais foram excluidos do estudo
ou por que morreram no periodo entre a extragdo e a eutanasia ou por perda de dados na

reconstrucao.

Controle (n=10)
Tratamento (n=18)

6 semanas 8 semanas
Controle (n=5) Controle (n=5)
Tratamento (n=9) Tratamento (n=9)

Dente nao extraido
Controle (n=2)
Tratamento (n=4)

Exo MS
Controle (n=2)
Tratamento (n=4)

Exo MI
Controle (n=1)
Tratamento (n=1)

Figura 3. Diagrama do delineamento experimental final

Dente nao extraido
Controle (n=2)
Tratamento (n=4)

Exo MS
Controle (n=2)
Tratamento (n=3)

Exo MI
Controle (n=1)
Tratamento (n=2)
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Figura 4. Administracdo da medicagdo dos animais. A e B- Preparo da medicagéo. C-Injegdo da medicagio
pela via intraperitonial. D-Pesagem dos animais. E e F- Disposicdo das gaiolas no biotério e ficha de
acompanhamento da medicagao.
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Figura 5. Proced|mento C|rurg|co de exodontia. A- Calxa onde os animais eram acomodados. B e C-Sala
cirurgica equipada com materiais esterilizados para a execugado do procedimento cirdrgico. D-Animal
anestesiado. E e F-Dispositivo idealizado para realizagdo das exodontias que permitia a manutengao da
abertura bucal durante a cirurgia. G e H-Dente extraido em menor aumento e em maior aumento.
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A partir do primeiro dia do experimento (dia 1) os animais receberam a medicacao
ou o soro fisiolégico, trés vezes por semana, por seis ou oito semanas conforme o grupo
ao qual pertenciam. Os ratos foram observados e pesados trés vezes por semana no
decorrer da pesquisa. Apds trés semanas do inicio da medicacido os animais foram
selecionados aleatoriamente e submetidos ou a extragdbes dos primeiros molares
inferiores do lado esquerdo ou dos primeiros molares superiores do lado esquerdo ou nao
foram submetidos a nenhum procedimento cirurgico conforme o diagrama da Figura 3. As
extragcdes foram realizadas sob anestesia, seguindo o mesmo protocolo anestésico
descrito para a realizagdo das microtomografias. Os dentes foram extraidos por um unico
operador e suturados com fio reabsorvivel 5-0. Apés a cirurgia, foi administrado Cloridrato
de tramadol, solugao injetavel de 50mg, 30mg/kg a cada 12 horas nas primeiras 48 horas
(Figura 5). Dez semanas apds a realizagdo das extragdes, ou seja, no 90° dia do
experimento, os animais foram eutanasiados com gas carbénico. As cabegas dos animais
foram guilhotinadas, fixadas em formalina 10%, avaliadas clinicamente, fotografadas e

entdo uma nova tomada microtomografica foi realizada conforme timeline na Figura 6.

NCT1 Exodontia Eutanasia uCT2

Dia O Dia 21 Dia 90

ZA (66u/kg/3Xsemanal/6 ou 8 semanas)

Figura 6. Timeline do delineamento da pesquisa
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4.3. Critérios utilizados na avaliagao clinica

A avaliacdo clinica foi realizada por uma Unica pessoa, apd6s a eutanasia dos
animais, por meio de observacido direta, em sala clara e apropriada para inspecao. O
animal foi posicionado, os labios e mucosa jugal foram afastados e entdo uma minuciosa
inspecao foi conduzida quanto a presenga ou auséncia de osteonecrose clinica,
caracterizada por exposicdo 6ssea na maxila ou na mandibula. Os critérios para a
avaliagao clinica foram a presenca ou ausenca de eritema, exposicdo Ossea, secre¢ao

purulenta e fistula.

4.4. Escaneamento por microtomografia computadorizada

Para a realizagdo da microtomografia computadorizada foi utilizado o aparelho de
microtomografia in vivo Skyscan 1076 (Skyscan, Aartselaar, Bélgica), presente no
Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia.

O aparelho dispunha de camera de video e aparelhos para monitoramento do
animal durante o escaneamento. A microtomografia foi realizada com tamanho de voxel
isotropico de 18 x 18 x 18um e um tempo de escaneamento aproximado de 37 minutos
por escaneamento. As reconstrucdes bidimensionais foram realizadas com o software
NRecon (V 1.6.9, versdo 64 bit com aceleracdo GPU, Skyscan, Kontich, Bélgica) e as
tridimensionais com os softwares CTvox (V 1.5.0, versdo 64 bit, Skyscan, Kontich,

Bélgica) e CTvol (V 2.2, versao 64 bit, Skyscan, Kontich, Bélgica) (Figura 7).
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4.5. Analise das Imagens por microtomografia

As imagens foram analisadas nos softwares Dataviewer (V 1.5.0, versao 64 bit,
Skyscan, Kontich, Bélgica) e CTAn (V 1.13, versao 64 bit, Skyscan, Kontich, Bélgica) por
dois radiologistas experientes que desconheciam as analises clinicas, em ambiente
apropriado e com controle da luminosidade. O equipamento para visualizagdo das
imagens foi o monitor Dell UltraSharpTM U2410, 24 polegadas, HAS Wide, VGA/ DVI/ DP/
HDMI.

As tomadas microtomograficas foram avaliadas quanto a presenga ou auséncia
de sinais como lesao osteolitica sem rompimento de cortical 6ssea, lesao osteolitica com
rompimento de cortical 6ssea, reagao periosteal e sequestro ésseo. As imagens nao
foram avaliadas quanto ao tamanho e extensao lesdo, assim como nao foi analisada a

densidade mineral 6ssea das amostras.

4.6. Analise estatistica

Os dados referentes a presenca de osteonecrose clinica e classificagao
microtomografica das alteragdes dsseas foram avaliados em suas frequéncias absolutas e
relativas em fungcdo do uso da medicacao (bisfosfonato), tempo de uso da medicacéo e
tipo de dente extraido ao longo da experimentagdo. Nao foram realizadas estatisticas
inferenciais em fungcdo do baixo n amostral. Os dados foram expressos em tabelas e

graficos de colunas.
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Figura 7. Aquisicdo das imagens por meio do microTC. A e B-Aspecto externo do microTC in vivo Skyscan 1076
(Skyscan, Aartselaar, Bélgica). C-Cloridrato de Cetamina e Xilazina, medicamentos utilizados na anestesia e analgesia
dos animais. D-Aspecto da canaleta onde os objetos ou animais a serem escaneados séo dispostos. E- Aspecto da
disposicdo do animal dentro da canaleta. Observar luzes acesas a direita que correspondem ao local da camera de
monitoramento dos sinais vitais do animal. F- Vista aproximada da disposigdo do animal dentro da canaleta. G-Aspecto
do monitoramento fisioldgico do animal onde é possivel ter visualizagédo direta do animal, assim como acompanhar sua
temperatura corporea e batimentos cardiacos. H-Aspecto do software durante a aquisicdo das imagens.
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5. Resultados

O presente estudo tinha como objetivo a obtengcdo de um modelo animal de
osteonecrose induzida pelo uso de bisfosfonatos nos animais que foram submetidos a
extragdes dentarias de molares superiores e inferiores.

Ao exame clinico macroscopico, foi possivel verificar que o grupo controle nao
apresentou osteonecrose com provavel cicatrizagdo nos animais que tiveram extragdes
dentarias. Considerando o grupo de animais tratados com bisfosfonatos por seis e oito
semanas a osteonecrose foi evidenciada clinicamente mais nos animais tratados por 8

semanas. (Figura 8).

60% 1

56%

50%

40% |

30%

20% -

Presenca de osteonecrose clinica (%)

10%

0% 0%
0%
6 semanas ‘

8 semanas ‘ 6 semanas 8 semanas

Controle ‘ Tratamento ‘

Figura 8. Frequéncia relativa percentual da presencga de osteonecrose clinica em ratos controle e
submetidos ao tratamento com bisfosfonato por 6 e 8 semanas.
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Quando considerados animais tratados com bisfosfonatos que tiveram molares
superiores e inferiores extraidos, a osteonecrose clinica foi observada na maioria dos

animais que tiveram dentes extraidos na maxila e na mandibula (Figura 9).

120% -

100%

100% -

86%

80%

60%

40% -

Presenca de osteonecrose clinica (%)

20% -

0% 0% 0% 0%
0%
Na&o extraido ‘ Ms ‘ Mi ‘ Né&o Extraido ‘ MS ‘ ‘
Controle ‘ Tratamento ‘

Figura 9. Frequéncia relativa percentual da presencga de osteonecrose clinica em ratos controle e
submetidos ao tratamento com bisfosfonato, que apresentaram extragcdo dos molares superiores (MS),
molares inferiores (M) ou ndo extragio.

A Figura 10 demonstra as alteragdes clinicas evidenciadas nos animais do estudo,
como exposicao 6ssea nos locais de extracdo, com feridas abertas e fistulas extra orais.
A figura apresenta também o processo de eutanasia e decapitacdo do animal para a

realizacdo da microtomografia final (Figura 10. H).
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Figura 10. Aspectos clinicos das lesdes de osteonecrose em animais que receberam BF. A - Fistula
extraoral em animal que foi submetido a extragdo de molar superior. B, C, D, E, F e G - Aspecto das areas
intrabucais com evidéncia clinica de exposi¢cao 6ssea, algumas areas circundantes com tecido inflamado
(G). Todas estas areas correspondem a locais onde foram realizadas extragdes prévias. H - Guilhotina

utilizada para decapitagao do animal apés o procedimento de eutanasia.
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Quanto a classificagao microtomografica da lesao, foi possivel verificar que os ratos
do grupo controle ndo manifestaram nenhuma lesdo em nenhum dos dois periodos. A
tabela 1 e figura 11 apresentam as frequéncias de aparecimento das lesbes osteoliticas

nos animais tratados com bisfosfonatos por 6 e 8 semanas.

Tabela 1. Frequéncias absolutas e relativas (%) das alteragdes Osseas evidenciadas no exame
microtomograficos dos ratos controle e submetidos ao tratamento com bisfosfonato por 6 e 8 semanas.

. Controle Tratamento
Variaveis
6 semanas 8 semanas 6 semanas 8 semanas
N 5 5 6 4
Normal ou cicatrizado
100,00% 100,00% 66,67% 44,44%
Leséo osteolitica ou 0 0 1 3
nao cicatrizagdo sem
s " 0 o,
rompimento cortical 0,00% 0,00% 11,11% 33,33%
Les&o osteolitica com 0 0 2 2
rompimento cortical 0,00% 0,00% 22,22% 22,22%
Reacao peristeal 0 0 2 3
0,00% 0,00% 22,22% 33,33%
120%
o 100,00% 100,00%
E 100%
o
o
B
o
g 80%
3 E 66,67%
8o
QT
2 $ 60%
[} 0,
] 44,44%
g3
E g 40% 33%
© £
e 22% 22%
©
20%
2 1%
[
e
] 0% 0% 0% 0%
* 0%
? 6 semanas 8 semanas 6 semanas 8 semanas
Controle Tratamento
normal ou cicatrizado 100,00% 100,00% 66,67% 44,44%
leséo osteolitica ou ndo cicatrizagdo sem
rompimento cortical 0% 0% 1% 33%
leséo osteolitica com rompimento cortical 0% 0% 22% 22%
normal ou cicatrizado lesdo osteolitica ou nédo cicatrizagdo sem rompimento cortical lesdo osteolitica com rompimento cortical

Figura 11. Frequéncia relativa percentual das classificagbes microtomograficas de lesdo osteolitica em
ratos controle e submetidos ao tratamento com bisfosfonato por 6 e 8 semanas.
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Nenhum animal do grupo controle apresentou reagao periosteal/bicorticalizagcédo. A
Figura 12 apresenta a frequéncia do aparecimento desta reacdo periosteal/

bicorticalizagdo nos grupos de animais tratados com 6 e 8 semanas.

35% 33%

30% -

25

X

22%

20%

15% -

Reagdo periosteal (%)

10% -

5%
0% 0%

0%
6 semanas 8 semanas 6 semanas 8 semanas ‘

Controle Tratamento ‘

Figura 12. Frequéncia relativa percentual da reagao periosteal em ratos controle e submetidos ao
tratamento com bisfosfonato por 6 e 8 semanas.

Quando realizada a comparagao da frequéncia dos achados microtomograficos em
funcdo dos dentes extraidos, os resultados demonstraram que apenas 0s animais que
tiveram extracdes e receberam a medicagao por 6 e 8 semanas apresentaram algum tipo
de alteracédo 6ssea. Em relacao as lesdes osteoliticas na microtomografia, a Tabela 2 e a
Figura 13 apresentam as frequéncias relativas encontradas. Dos 7 ratos que extrairam os
molares superiores, 4 (57%) apresentaram leséo osteolitica sem rompimento da cortical e
1 (14%) apresentou lesdo osteolitica com rompimento da cortical; entre os 3 ratos que
extrairam os molares inferiores, todos (100%) apresentaram lesao osteolitica com

rompimento da cortical.
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Tabela 2. Frequéncias absolutas e relativas (%) das lesbes osteoliticas evidenciadas pelas
microtomografias dos ratos controle e submetidos ao tratamento com bisfosfonato, que apresentaram
extracado dos molares superiores (MS), molares inferiores (MI) ou ndo extragao.

Variaveis Controle Tratamento
Nao Nao
extraido MS Mi Extraido MS Mi
Normal ou cicatrizado 4 4 2 8 2 0
100,00% 100,00% 100,00% | 100,00% 28,57% 0,00%
Lesao osteolitica ou 0 0 0 0 4 0
nao cicatrizagdo sem
rompimento cortical 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 57,14% 0,00%
Les3o osteolitica com 0 0 0 0 1 3
rompimento cortical 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 14,29% 100,00%
Reacao periosteal 0 0 0 0 2 3
gaop 0,00%  0,00%  0,00% | 000% 2857% 100,00%
MI = molares inferiores extraidos, MS = molares superiores extraidos
120% 1
100% 100% 100% 100% 100%
100% |
80% -
60% - 57%
40% -
29%
20% - 14%
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
0% -
Né&o extraido Ms ‘ Mi ‘ N&o Extraido MS Mi ‘
Controle ‘ Tratamento ‘
" normal ou cicatrizado les&o osteolitica ou ndo cicatrizagdo sem rompimento cortical leséo osteolitica com rompimento cortical

Figura 13. Frequéncia relativa percentual das classificagbes tomograficas de lesdo osteolitica em ratos
controle e submetidos ao tratamento com bisfosfonato, que apresentaram extragdo dos molares superiores
(MS), molares inferiores (M) ou ndo extragéo.

Ainda considerando os grupos de animais que tiveram extragcdes dentarias
realizadas, a reagao periosteal/ bicorticalizagdo foi observada em 2 animais que tiveram
molares superiores extraidos (29%) e em todos os ratos que tiveram molares inferiores

extraidos (figura 14).
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120%

100%

100%

80%

60%

Reagdo periosteal (%)

40%
29%

20%

0% 0% 0% 0%
0% T T
Ndo extraido MS Mi Nao Extraido MS Ml
Controle Tratamento

Figura 14. Frequéncia relativa percentual de reagdo periosteal em ratos controle e submetidos ao

tratamento com bisfosfonato, que apresentaram extragdo dos molares superiores (MS), molares inferiores
(MI) ou n&o extragao.

A formagdo do sequestro 6sseo nao foi verificada em nenhum animal, seja do
grupo controle, seja do grupo tratado.

As figuras 15 a 19 apresentam exemplos das alteragcées 6sseas encontradas nas
avaliagbes microtomograficas (reconstru¢gées multiplanares axiais, coronais e sagitais e

reconstrugdes em 3D) dos animais estudados.



Resultados




Resultados




Resultados




Resultados




Resultados




6. Discussao



Discussao 78

7. Discussao

No presente estudo, a osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos foi induzida
em ratos tratados com Zolendronato por 6 e 8 semanas. A associagdo da osteonecrose
ao uso da medicagao ficou evidenciada pelo fato de que nenhum animal do grupo controle
apresentou sinais clinicos e microtomograficos da alteracdo. Além disso, o estudo
demonstrou que a extragao dentaria nos animais tratados com bisfosfonatos foi um fator
determinante para o surgimento da osteonecrose.

Os modelos em animais para o estudo da BRONJ tém sido investigados desde 2008
(Allen & Burr) e, desde entao, diversos trabalhos (Abtahi et al., 2012; Allen et al., 2010;
Aghaloo et al., 2011; Ali-Erdem et al., 2011; Bi et al., 2010; Biasotto et al., 2010; Huja et
al., 2011; Hokugo et al., 2010; Kobayashi et al., 2010; Lopéz-Jornet et al., 2010; Marino et
al., 2012; Pautke et al., 2012; Perili et al., 2010; Senel et al., 2010; Sonis et al., 2009)
foram conduzidos com o intuito de responder perguntas relativas a dose em que os BFs
causariam osteonecrose, etiopatogenia, fatores de risco e sinais imagenoldgicos da
BRONUJ. No entanto, modelos animais que venham a reproduzir fielmente todos os sinais
observados na BRONJ em humanos ainda nao foram desenvolvidos. Os principais fatores
que dificultam a reprodutibilidade dos modelos supracitados incluem: a falta de
padronizagao no tipo, dose e regimes de administragdo das medicagbes, uso de
medicamentos associados, o uso de diferentes tipos de animais € o pequeno numero
amostral dos experimentos.

Existem muitos fatores que devem ser considerados na avaliagdo da adequacgao do
modelo animal a ser utilizado como ferramenta de investigagdo no estudo de uma doencga

humana. Historicamente, roedores como os ratos tém sido os animais de escolha para o
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estudo da maioria das doengas humanas. Eles se mostram adequados por sua facilidade
de manuseio e cuidado, da alta capacidade de reproducédo, e, acima de tudo, por sua
similaridade genética com os seres humanos. Devido ao seu tamanho, os ratos sdo mais
adequados para a pesquisa oral e periodontal (Sharma et al., 2013). Estas razdes
motivaram a escolha do modelo animal que foi utilizado neste estudo. Apesar destas
vantagens, trabalhar com modelo animal ainda apresenta algumas dificuldades, entre elas
a principal é garantir a sobrevivéncia dos animais diante do uso do medicamento, das
interagcbes medicamentosas com o0s agentes anestésicos e sedativos e ainda as
dificuldades inerentes ao confinamento propriamente dito. No presente estudo houve a
perda de oito animais, sendo que cinco destes morreram entre a extragao e a eutanasia e
os outros trés foram perdidos durante o processo de aquisi¢cdo e/ou reconstrugcao das
imagens.

O modelo animal ideal para o estudo da BRONJ deve obter uma descri¢ao clinica da
lesdo a mais préxima possivel da observada em humanos apds o regime terapéutico com
BFs (Sharma et al., 2013). Neste contexto, a dose da medicagdo possui uma grande
importancia e deve ser compativel com a utilizada em seres humanos como proposto em
nosso estudo. No caso do Acido Zoledrénico, a dose usual para prevencdo de
complicagdes 6sseas decorrentes de tratamentos de doengas malignas em humanos é de
4 mg/5ml para um individuo com 60kg, administrado de forma endovenosa e numa
frequéncia mensal. A conversao para a equivaléncia em ratos toma por base que uma
semana de vida do rato equivaleria a trés meses de vida em humanos e, por este motivo,
foi adotado o regime de 66 ug/kg, trés vezes por semana, durante seis ou oito semanas.
Este esquema simula, desta forma, o uso mensal de 4mg/5ml do acido zoledrénico por 18
e 24 meses, respectivamente, que coincide com o tempo médio de uso desta medicagao

por pacientes.
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Ao contrario de de outros estudos (Abtahi et al., 2012; Ali-Erdem et al., 2011; Bi et al.,
2010; Lopéz-Jornet et al., 2010; Sonis et al., 2009) que realizaram pesquisa da
associagdo do BF com a dexametasona, este trabalho utilizou apenas o Acido
Zoledrbnico para que sua capacidade de inducdo de osteonecrose pudesse ser avaliada
isoladamente. Inicialmente, por ser uma droga muito utilizada, o estudo analisaria também
o efeito do Pamidronato como indutor da osteonecrose nos ratos. No entanto, devido a
dificuldade na aquisicdo da medicacido e seu alto custo, optou-se por utilizar apenas o
Zolendronato, visto que este é o bisfosfonato de maior poténcia e com maior potencial
para o desenvolvimento da BRONJ (Ruggiero, 2011).

Assim como em humanos, os trés fatores diagndsticos descritos por Ruggiero (2013)
devem ser obrigatoriamente atendidos pelos modelos animais: exposigdo éssea clinica
em maxila ou mandibula que nao cicatriza apds 8 semanas (aproximadamente cinco dias
de vida no rato), histérico de utilizacdo de BP e auséncia de radioterapia. O modelo
animal desenvolvido neste estudo conseguiu reproduzir estes trés quesitos e obter lesdes
semelhantes a BRONJ tanto em maxila quanto em mandibula, evidenciadas clinicamente
pela exposicao éssea e feridas abertas nos locais de extragéo (Figura 10).

No presente estudo os animais que receberam zolendronato por 6 € 8 semanas e
tiveram extragcdes dentarias apresentaram alteragbes Osseas decorrentes da
osteonecrose. Este dado é corroborado pelos estudos em humanos, que consideram a
extracdo dentaria o fator de risco mais prevalente e consistente para o desenvolvimento
da BRONJ em pacientes tratados com bisfosfonatos endovenosos (Badros et al., 2006;
Barasch et al., 2011; Marx et al., 2005). Neste estudo nao foi encontrada exposigcédo ossea
nos animais nao tratados e, por outro lado, a osteonecrose clinica estava presente em
mais de 90% dos animais tratados com bisfosfonatos e que tinham sido submetidos a

exodontias.
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Apenas alguns trabalhos conseguiram reproduzir a BRONJ em modelos animais que
tinham extracdes dentarias e que faziam uso do Zolendronato, assim como no presente
estudo (Biasotto et al., 2010, Marino et al, 2012, Pautke et al., 2012). Biasotto et al. (2010)
realizaram experimento com ratos em que, todos os animais que receberam o Acido
Zoledrbnico e foram submetidos ao procedimento cirdrgico apresentaram exposi¢cao
O0ssea. Marino et al. (2012) em estudo com 30 ratas que foram medicadas com
zolendronato e foram submetidas a extragcdo, também obtiveram achados com
caracteristicas similares a BRONJ observada em humanos. Pautke et al. (2012)
realizaram experimento com mini-porcos medicados com zolendronato e que tiveram
dentes extraidos e encontraram sinais de BRONJ avangada em todos animais do grupo
de estudo. Todos animais do grupo-controle alcangaram a cicatrizagdo completa da area
cirurgica em até duas semanas.

Em contrapartida, o estudo de Huja et al. (2011) ndo encontrou osteonecrose em
animais que tiveram dentes extraidos. Estes autores realizaram o estudo com caes e
avaliaram o efeito da medicacdo por um curto prazo de uso, o que pode explicar os
resultados divergentes dos demais trabalhos, incluindo o do presente estudo. Nesta
pesquisa a ocorréncia das alteracdes Osseas foram restritas aos animais que tiveram
dentes extraidos, o que reforca o papel das extracbes e dos demais procedimentos
cirurgicos como fatores de risco para o desenvolvimento da BRONJ em modelos animais
(Biasotto et al., 2010, Marino et al, 2012, Pautke et al., 2012). Além disto, ainda que nao
se possa extrapolar os resultados dos modelos animais para humanos, a associagao
encontrada neste trabalho e nos demais com humanos da extracdo dentaria como fator
de risco para o desenvolvimento da BRONJ (Badros et al., 2006; Barasch et al., 2011;
Marx et al., 2005), revela a importdncia do papel do cirurgido-dentista no

acompanhamento de pacientes em uso de bisfosfonatos, especialmente os endovenosos.
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Os artigos que investigaram os achados imagenolégicos em modelos animais séo
muito escassos e pouco especificos, com diferengcas metodoldgicas em relagdo ao
presente estudo, o que dificulta a comparacdo com os nossos resultados. Além disso, os
estudos anteriores que utilizaram exames por imagem, nao tiveram como objetivos
principais a descri¢do das principais alteragdes imagenoldgicas encontradas nos animais
tratados com bisfosfonatos. Biasotto et al. (2010) demonstraram que a tomografia
computadorizada espiral revela irregularidade da margem o&ssea e a destruicdo do 0sso
cortical. Sonis et al. (2009) também descreveram a ma definicdo do rebordo alveolar na
avaliacdo de radiografias convencionais. A esclerose e o0 sequestro 6sseo foram
observados por Bi et al. (2010) em imagens obtidas em microtomégrafo. Aghaloo et al.
(2011) também utilizaram a microtomografia em seu experimento e referiram a presenca
de sequestros dsseos e a formacgao de osso alveolar periosteal.

As analises Osseas realizadas neste estudo foram qualitativas e baseadas na
avaliagao microtomografica (reconstru¢ées multiplanares e em 3D). Os resultados desta
analise indicam que as alteracdes mais frequentemente encontradas nos animais tratados
com Zolendronato que tiveram extragcdes foram as alteracbes osteoliticas com ou sem
rompimento das corticais, bem como a reacao periosteal. Estas lesdes osteoliticas foram
encontradas em 33% dos animais tratados por 6 semanas e em 55% dos animais tratados
por 8 semanas. Em concordancia com o presente trabalho, as lesdes osteoliticas, sao
também encontradas em pacientes tratados com bisfosfonatos frequentemente (Arce et
al., 2009; Bedogni et al., 2008; Morag et al., 2009). Portanto, neste sentido, 0 modelo
animal se aproxima do encontrado em humanos. Mais estudos sdo necessarios para
verificar o momento de aparecimento destas lesdes e sua correlagdo com os aspectos

clinicos e histologicos.
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Este experimento ndo encontrou a formacado de sequestros 6sseos na maxila e na
mandibula. Pode-se hipotetizar que, pelo tempo de espera entre o término de medicagao
e a eutanasia, que foi bem mais longo do que o observado em outro estudo semelhante
(Aghaloo et al., 2011), o sequestro possa ter sido eliminado neste periodo. A metodologia
inicial proposta tinha como objetivo realizar uma avaliagdo microtomogréfica intermediaria,
que poderia evidenciar a presenga do sequestro Osseo mas, em funcdo da
impossibilidade de utilizacdo do microtomdgrafo que se encontrava em manutengao nesta
fase do experimento, fez-se necessario cancelar esta etapa.

Em relacdo a reacgao periosteal, além deste estudo, o unico trabalho em animais que
cita esta alteracdo, um sinal descrito como tardio em humanos (Haworth et al, 2012) é o
estudo de Aghaloo et al. (2011). Estes autores desenvolveram modelo que incluia o uso
do zolendronato associado a doenca periodontal avangada. Os animais foram medicados
com a dose de 66 ug/kg, trés vezes por semana e com 0 seu inicio trés semanas antes da
colocagao da ligadura para indugéao da periodontite e o seu término, 12 semanas apos a
colocagao da ligadura, perfazendo um total de 15 semanas de medicacédo. Apesar do
menor tempo de uso da medicagdo em nosso experimento (seis e oito semanas), as
imagens da reagao periosteal obtidas nas amostras do estudo de Aghaloo et al. (2011)
foram bem mais discretas do que as observadas neste trabalho (Figuras 15 A 19). Esta
exacerbacao da reacgao periosteal neste estudo pode ter ocorrido em fungao do tempo de
espera entre o término da medicacio e a eutanasia que nesta pesuisa foi de 34 a 48 dias,
em contraste com o referido estudo, no qual a eutanasia ocorreu imediatamente apds o
término da medicacéo.

Foi possivel observar ainda que as alteragdes Osseas encontradas foram mais
evidentes na mandibula que na maxila, assim como relatado em humanos onde esta

proporgao parece ser de 2:1 (Marx et al., 2005; Ruggiero et al., 2004; Ruggiero et al.,
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2006). No entanto, devido ao tamanho da amostra, ndo foram realizadas estastisticas
inferenciais para verificar estas diferencas entre maxila e mandibula. Outros estudos com
amostras maiores poderdao evidenciar mais claramente o0s critérios para o
desenvolvimento de osteonecrose em modelos animais.

Os exames imagenoldgicos tém sido exaustivamente estudados com vistas a auxiliar
no progndstico e no tratamento da BRONJ (Arce et al., 2009; Chiandussi et al., 2006;
Guggenberger et al., 2013; Stockmann et al., 2010; Takaishi, 2010 et al.; Torres et al.,
2011; Torres et al., 2012; Treister et al., 2009; Treister et al., 2010; Van den Wyngaert et
al., 2011). E, apesar dos avangos nos estudos com as radiografias convencionais
(Ruggiero, 2013), com a ressonancia magnética (Ruggiero, 2013) e com a cintilografia
o0ssea (Chiandussi, 2006; O’'Ryan, 2009), a tomografia computadorizada ainda é
considerada o padrao-ouro para a detecgao das alteragcbes dsseas presentes na BRONJ
(Bianchi et al., 2007; Fatterpekar et al., 2011).

Ja a microtomografia computadorizada, que € um exame de alta resolugédo que
permite excelente avaliacdo dos tecidos 6sseos, pode ser considerada o melhor método
de imagem para estudos com modelos animais (Sharma et al., 2013). Os unicos trabalhos
que utilizaram a microtomografia para avaliagdo 6ssea em modelos animais foram os
estudos de Bi et al. (2010) e de Aghaloo et al. (2011). Bi et al. (2010) escanearam e
reconstruiram as suas imagens utilizando um sistema de microTC (eXplore MS, GE
Medical Systems, London, Ontario, Canada) com 8um de voxels isotropicos. As imagens
bidimensionais e tridimensionais foram reconstruidas utilizando o MicroView (GE Medical
Systems). Este modelo animal conseguiu demonstrar, por meio da microTC, sinais
observados em humanos com BRONJ como a esclerose, o sequestro dsseo e 0 0SSO
alveolar radiopaco. Ja Aghaloo et al. (2011) realizaram o escaneamento (uCT 40; Scanco

Medical AG, Basserdorf, Switzerland) em resolugdo de 16um e os dados volumétricos
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foram convertidos para o formato DICOM e importados para o software Dolphin Imaging
(Chatsworth, CA, USA) para gerar as imagens multiplanares e tridimensionais. O
sequestro 6ssea e a reagao periosteal estavam presentes em 47% dos animais que foram
medicados com zolendronato e que tinham periodontite avancada. A espessura da
cortical 6ssea mostrou-se significativamente aumentada neste mesmo grupo de animais.
O presente estudo utilizou a microTC (microTC in vivo Skyscan 1076 (Skyscan,
Aartselaar, Bélgica) em voxel isotropico de 18 x 18 x 18um. As reconstrugdes
bidimensionais foram realizadas com o software NRecon (V 1.6.9, versao 64 bit com
aceleracdo GPU, Skyscan, Kontich, Bélgica) e as tridimensionais no CTvox (V 1.5.0,
versdo 64 bit, Skyscan, Kontich, Bélgica). A reacéo periosteal foi encontrada em 100%
dos ratos tratados com BF e com extracdo em mandibula. Em makxila, a reacado periosteal
também foi encontrada, porém em menor numero de casos. Além das imagens
qualitativas, a microTC pode ainda oferecer dados métricos precisos tais como a
densidade mineral 6ssea (DMO), andlise do osso cortical e trabecular e o volume de
hidroxiapatita em miligramas por unidade de volume (mgHA/cc), no entanto, nenhum dos
estudos citados realizaram tais medicdes. Por ser o aumento da densidade 6ssea a
principal alteragdo 6ssea relatada em humanos (Arce et al, 2009; Chiandussi et al, 2006),
estas analises de densidade mineral 6ssea nos modelos animais podem vir a confirmar
este importante achado.

O estadiamento da BRONJ envolve achados clinicos e sintomas que sao
gradativos e caminham desde a auséncia de exposi¢cao até a presenga de 0sso exposto
associado a dor, infecgao, fraturas patoldgicas, fistulas extraorais e ostedlises (Ruggiero,
2013). No entanto, nenhum estudo com humanos ou modelo animal foi capaz de qualificar
e comprovar uma equivaléncia entre o estadios da BRONJ e os achados imagenoldgicos.

E, apesar de varios achados que estdo presentes nos estadios mais avancados da
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doencga terem sido observados nos animais (presenga de grandes areas osteoliticas,
reacao periosteal, e fistulas extraorais) deste trabalho, ndo foi possivel reproduzir o
estadiamento das lesbes no modelo.

Por outro lado, o presente estudo conseguiu obter um modelo animal de indugao
de osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos factivel, confiavel e reproduzivel, com
dose de medicagdo e tempo de uso comparavel aos utilizados no tratamento de
metastases 6sseas, 0 que pode servir como ponto de partida para futuros estudos em
animais e humanos. Estas similaridades permitem uma aproximacgao clinica significativa,
com reprodugcdo de alteragdes imagenoldgicas decorrentes da utilizagdo destas

medica¢des em humanos.
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9. Conclusoes

* Animais tratados com Zolendronato por 6 e 8 semanas, que tiveram dentes
extraidos, desenvolveram osteonecrose clinica e alteragcdes 6sseas evidenciadas

por microtomografia computadorizada.

* As principais alteragdes clinicas observadas foram exposi¢cao 0ssea, com feridas

abertas no local da extracdo e fistula extraoral.

* As alteragbes imagenoldgicas verificadas por meio da microtomografia foram

lesdes osteoliticas, com ou sem rompimento da cortical e reacéo

periosteal/bicorticalizacdo. Sequestros 6ésseos nao foram encontrados.

* Os resultados parecem indicar que quanto maior o tempo de exposicado ao

farmaco, maior a incidéncia de lesoes.

* A BRONUJ foi mais prevalente nos animais submetidos a extracao.

* As lesbes foram mais prevalente em mandibula que em maxila.

* O modelo animal proposto neste estudo foi capaz de desenvolver lesbes

semelhantes a BRONJ em ratos tratados com bisfosfonato e que foram submetidos

a exodontia.
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