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Resumo

MECCA, L.E.A. Avaliagao do Ranelato de estroncio na indug¢ao ou protecao de
osteonecrose. Estudo em ratas ovariectomizadas [Dissertacdo Mestrado em
Clinica integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2018.

O objetivo deste trabalho foi avaliar se o farmaco ranelato de estréncio causa quadros
de osteonecrose sobre o tecido 6sseo de ratas ovariectomizadas, tratadas ou ndo com
bifosfonatos. Para a realizagdo da pesquisa, 40 ratas foram ovariectomizadas e
divididas em 4 grupos: C (recebendo solugéo salina), BF (1 aplicagdo semanal de
acido zoledrénico IP 0,4 mg / kg), RE (625mg/Kg/dia de ranelato de estroncio via
gavagem) e BF+RE (associacdao de bifosfonato e ranelato de estroncio nas
concentragdes indicadas acima). Foram realizadas exodontias dos primeiros molares
inferiores. Apds o término do tempo experimental, os animais foram eutanasiados, e
seguiram para as seguintes analises: radiografica e histoldgica. Os resultados
apontam que o grupo RE macroscopicamente obteve uma cicatrizagao gradual assim
como o grupo C. Ja o grupo BF apresentou areas de fenestragao 6ssea e deiscéncia.
Quando comparado radiograficamente por densidade de pixel, os grupos
experimentais obtiveram diferenga estatistica (p<0,05) com o C mas néo entre si. Com
relacédo a analise histologica, os resultados apontaram que o ranelato de estréncio ndo
causa osteonecrose, este possui uma tendéncia ao aumento o numero de ostedcitos,
vasos sanguineos e reduz a quantidade de osteoclastos. Ja o bifosfonato causa
osteonecrose, reduz o numero de vasos sanguineos e ostedcitos, porém aumentou o
numero de osteoclastos. O grupo BF+RE, apesar da redug&o dos quadros de necrose,
nao foi eficaz na forma profilatica para osteonecrose. Assim, pode-se concluir que o
Ranelato ndo causa quadros de osteonecrose, mas também n&o pode ser utilizado

como agente profilatico para a doenca.

Palavras Chave: Bifosfonatos, Osteonecrose, Cirurgia Bucal



ABSTRACT

MECCA, L.E.A. Evaluation of Strontium Ranelate in the induction or protection of
osteonecrosis. Study in ovariectomized rats [Dissertacdo Mestrado em Clinica
integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2018.

The aim of this study was to evaluate whether the drug strontium ranelate
causes osteonecrosis on the bone tissue of ovariectomized rats, treated or not with
bisphosphonates. To perform the research 40 rats were ovariectomized and divided
into 4 groups: C (receiving saline solution), BF (1 weekly application of zoledronic acid
IP 0.4 mg / kg), RE (625 mg / kg / day strontium ranelate via gavage) and BF+RE
(association of bisphosphonate and strontium ranelate at the concentrations indicated
above). Exodontia of the lower first molars was performed. After the end of the
experimental time, the animals were sacrificed, followed by the following radiographic,
microtomographic and histological analyzes. The results indicate that the RE group
macroscopically obtained a gradual cicatrization as well as the group C. The BF group
presented areas of bone fenestration and dehiscence. When compared
radiographically by pixel density, the experimental groups obtained statistical
difference with C but not with each other. Regarding the histological analysis, the
results pointed out that strontium ranelate does not cause osteonecrosis, this has a
tendency to increases the number of osteocytes, blood vessels and reduces the
amount of osteoclasts. However, bisphosphonate causes osteonecrosis, reduces the
number of blood vessels and osteocytes, but increased the number of osteoclasts. The
BF+RE group, despite the reduction of necrosis pictures, was not effective
prophylactically for osteonecrosis. Thus, it can be concluded that Ranelate does not

cause osteonecrosis, nor can it be used as a prophylactic agent for the disease.

Keywords: Bisphosphonates, Osteonecrosis, Surgery Oral



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Aspecto intra-oral de caso de ONMB na maxila, com presenca de 0sso necroético
exposto, colapso do tecido mole e drenagem purulenta ativa. Fonte: ALMASAN et al. 2011.

FIGURA 2- Aspecto imaginolégico (tomografia computadorizada de feixe conico, corte axial)
da ONMB. As flechas indicam areas de fesnestracao dssea e sequestros 6sseos. Imagem de
RUGGIERO; FANTASIA; CARLSON, 20086..........ccectreuiririirieirieineeisieeeseesseneeeneeenesseneeseseeseneens 28

FIGURA 3 - Radiografia panoramica mostra defeito 6sseo extenso do lado esquerdo
(deiscéncia) apds perda dos implantes. A seta indica area de sequestro 6sseo, considerada
uma das caracteristicas das ONM Fonte: LAZAROVICI et al. 20009........ccccevvvevencvecieveeeenn, 28

FIGURA 4 - Apresenta as caracteristicas histolégicas da ON, corada com hematoxilina e
eosina. A: colonias de bactérias associadas ao tecido necroético; B: Poucos ostedcios
presentes: C: Lacunas vazias adjutas. (Fonte 0 autor).........ccccceeveviiievi e, 29

FIGURA 5- Passos da ovariectomia. 1-Tricotomia bilateral; 2: Teste de sensibilidade; 3:
Exposicdo do musculo; 4: Pincamento em bloco e acesso a cavidade intraperitoneal; 5:
Gordura periovariana e exposi¢cao do ovario em formato de ‘amora’; 6: Ovario ‘lagado’; 7:
Remocgao do ovario com bisturi; 8: Sutura no plano muscular; 9: Sutura na pele dos animais.

FIGURA 6 - Delineamento eXperimental. ..........cccvvereieiieeeinineseseseeeeeese e 36

FIGURA 7 - Calculo da quantidade de RE segundo Reagan-shaw, Nihal e Ahmad (2007). 37

FIGURA 8- Sequéncia de exodontia, A: Dente higido; B: Posicionamento da sonda entre a
distal do primeiro molar e a mesial do segundo molar; C luxagcdo do primeiro molar;
D:Posicionamento da sonda entre as raizes para evitar fraturas; E: Alvéolo sem a presenca
do dente; F: Dente fora do @lVEOIO. ..........ooouiiieiiceieeee ettt ettt sttt e eaae e 38

FIGURA 9 - Avaliagdo macroscépica da hemimandibula esquerda. O circulo mostra a regido
avaliada durante a macroscopia. A seta aponta trajeto fistular, causando uma fenestragao,
encontrados NOs grupos BF € BFHRE. ...t s 39

FIGURA 10 - Radiografias da hemimandibula esquerda, com a presenca de raiz residual (RR),
sequestros dsseos (SO) e cicatrizagao gradual (CG). ......cceeveveeienieceeresee s 40

FIGURA 11 - Ferramenta de calibragdo do programa Imaged ..........ccccccoeveeneinenncnencneneen 41

FIGURA 12 - Mensuracgdo da area alveolar, para obtencao da escala de cinza..................... 41



FIGURA 13 —Os circulos representam as regides fotografadas em maior aumento das laminas
coradas com hematoXilina € E0SINA. .......ccooeiiiiiiiii e e e 42

FIGURA 14 - Contagem de ostedcitos na laminas coradas com hematoxilina e eosina. ...... 43

FIGURA 15 - Contagem de lacunas vazias nas laminas coradas com hematoxilina e eosina.

FIGURA 16 - Contagem de vasos sanguineos nas laminas coradas com hematoxilina e
L= To L] o = VOO OO OO OO OO SRS O PP P USRPP 44

FIGURA 17 - Contagem de osteoclastos nas laminas coradas com hematoxilina e eosina. As
setas indicam os osteoclastos presentes Na iMagem. .........coeoeviiririneneneseeeeeeee e 44

FIGURA 18 - Area de necrose 6ssea nas laminas coradas com hematoxilina e eosina. ...... 45

FIGURA 19 - Representagao grafica das médias da area de reparo dsseo alveolar expressa
em escala de cinza (pixel), excluindo raizes residuais e sequestros 6sseos. Os resultados
estdo expressos como média e erro padrao da média (EP) dos valores da escala de cinza
(n=10). A # B indica diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA, Tukey p<0,05.)............ 48

FIGURA 20 - Avaliacédo da % de lacunas vazias presentes no osso alveolar, excluindo
sequestros 6sseos. Os resultados estao expressos como média e erro padrao da média (EP)
A # B# C indicam diferengas estatisticas entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dunn's p<0,05.). 49

FIGURA 21 - Razao entre o niumero de ostedcitos e a area dssea total, excluindo sequestros
6sseos. (n= 10). Os resultados estdo expressos com média e erro padrdo da média (EP) A #
B # C indicam diferencas estatisticas entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dunn's p<0,05.)....... 49
Figura 22 Comparacéo histolégica entre os grupos, observando lacunas vazias e quantidade
(o /o301 (=10 Lo (o 1= TR USSR 50

FIGURA 23 - Razao entre o numero de vasos sanguineos e a area 6ssea. Os resultados estéao
expressos com média e erro padrdo da média (EP) dos vasos sanguineos por mm? (n=10). A
# B # C indicam diferencas estatisticas entre os grupos (ANOVA, Tukey p<0,05.)................ 51

FIGURA 24- Cortes histolégicos evidenciando por setas a presencga de vasos sanguineos.

FIGURA 25 - Média do numero de osteoclastos presentes nos cortes histolégicos. Os
resultados estdo expressos com média e erro padrdao da média (EP). (n =10). A#B #C
indicam diferencas estatisticas entre os grupos (ANOVA, Tukey p<0,05.) ....ccoecevvecevvreennns 52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Lista de BF disponiveis, nome comercial, via de administragao, estrutura das

cadeias R1 e R2 e poténcias relativas em comparagao ao etidronato.........c..cccccevvvvevenenncnne. 18
Tabela 2 - Classificagdo dos estagios clinicos da ONMB...........ccccveieviiiicceiecee e 24
TABELA 3 -Possiveis achados imaginoldgicos em ONMB ..........cccccoovevireciiiecceeceeee e, 25
TABELA 4 - Estratégias de tratamento para os diferentes estagios de ONMB ....................... 30

TABELA 5 - Analise macroscopica das hemimandibulas esquerda apds dissecacgao,

(o =TS o ir= 1 £= To7= [0 TSSO 45

TABELA 6 - Analise qualitativa das imagens radiografica digitais ............cccecevvvvieviivncecnennnn, 46



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AAOMS Association of Oral and Maxillofacial Surgeons
ANOVA Analise da variancia

ATP Adenosina trifosfato

AZ Acido zoledrénico

BFs Bifosfonatos

C Carbono

CG Remodelagao 6ssea e cicatrizagao gradual
CID Classificacao Internacional de Doencas

COBEA Colégio Brasileiro de Experimentag&o animal
EDTA  Acido etilenodiamino tetra-acético

EMA Committe at the Europen Medicines Agency

IP Intraperitoneal

\Y Intravenoso

N Nitrogénio

N-BF Bifosfonatos nitrogenados
ONM Osteonecrose dos maxilares

ONMB  Osteonecrose dos maxilares causada por bifosfonatos
OPG Osteoprotegerina

OVX Ovariectomia

P Fosforo

RE Ranelato de estroncio
RR Raizes residuais
S-BF Bifosfonatos simples
SO Sequestros 6sseos
Sr Estroncio

Sr2+ fons estréncio



UEPG Universidade Estadual de Ponta Grossa
VEGF Fator de crescimento endotelial vascular

VO Via oral



SUMARIO

R [V 2T 0 U o Yo T 17
2. REVISAO DE LITERATURAL.......ooerecres e sasse s s e ssssae s ssas e nssae e e 19
P 211 (o 1 (o] g = | o J OO R RUR PP PSPPI 19
2.1.1. FARMACOCINETICA .....oueueeeeteeeeeeteeeteseseceesesae e sassesesassessassssessssesssassessssssssssesssesessnsssansnensanes 20
2.1.2 MECANISMO DE ACAOD ..ottt ettt ettt ettt st sa st st st ea et et et et e s et et enesaans 20
2.1.3 INDICACOES........cvveeeeveeeteeeecte ettt et s et s bbb a et es s s s s s s s s sssanen 22
2.1.4 EFEITOS ADVERSOS ....couvuvieiecieeeeeeteeae st ae et ae s s sae et as s s s st esssaes s ansessaesesanes 22
2.2 RANELATO DE ESTRONCIO .....eeovecetetcteeeecee et ae st s st ssss s sas s st essnaesnsnasanes 22
2.2.1 CARACTERISTICAS QUIMICAS .........oueeeuetieeeieeetete ettt essae et es s s s s en s s s s sanans 23
2.2.2 MECANISMO DE ACAOD ..ottt ettt ettt st ettt sae st st ettt st et et e s et et enesaans 24
2.2.3 EFEITOS ADVERSOS ....cououviereeieeececteete sttt ae s s sae e s s st sess et enasses s snsessaesesanes 24
2.3 OSTEONECROSE DOS MAXILARES ASSOCIADA AO USO DOS BFS (ONMB)......c.cocverereerrereereane. 25
2.3.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DA OSTEONECROSE DOS MAXILARES........covvuereerereeeeeerereennes 25
2.2.2 CARACTERISTICAS RADIOGRAFICAS ........ocveeeeeceeeeeeieeeeeeteteeete s esese e sesessas s s sesesenssssaesesesanas 26
2.2.3 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS........ooveveiereerierevesaesessaesessae st sessesesasseses s s saes 28
2.2.4 FATORES DE RISCO ......ooouvieiecteeceeseeetesesec et st sae s s s s s saesesessessas s s s s s sssesenanes 29
2. 2.5 TERAPEUTICA ..ottt ettt a ettt st a ettt s s a s sesanes 30
0 T @ = 2N 1 1 Y 1 33
3.1 OBIETIVO GERAL ..ottt et en st s esasss st e sensesenssaes s snsssnsnassanen 33
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. .....cvivuceeeeetcteeeeeieeesteesessesesesassesessses e sesssassessssssessesessssessssnssssanssanes 33
4. MATERIAIS E METODOS.......oooieiieeecceiresesesessessessessesssssesssssessssssssssnsssssnean 34
4.1 ANIMAIS E CONSIDERAGOES ETICAS .....evveceeeeeceeieeeeeseeeteaessesesesesssesaesesassesensssssssssssnassesssassanes 34
4.2 DETERMINAGCAO DO TAMANHO AMOSTRAL ......cvviuericeereseeaeieseesessaesesessesesse s ssssesessesesees 34
4.3 INDUGCAO DA OSTEOPENIA ATRAVES DE OVARIECTOMIA (OVX)...ovurueveierrerreererecierseesesesesnenee 35
4.4 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS........coevieerereieetrieeiesseesesesae e sesaessesasesaesesessesesassessaessenes 36
4.5 GAVAGEM DE SOLUCAO SALINA E RANELATO DE ESTRONCIO.......c.ovuereererceeeeeceeseeeessese s 37
4.6 APLICACAQ DE ACIDO ZOLEDRONICO (AZ) 1.P. w.ecvveeeeeeeeeeeeeeeeesee e aessaeseseseesesae s anenes 37
8.7 EXODONTIAS ....ocvverteteieeteteeteses et esesae s as s st se s a s es s ae s e st sae s sesa s ss s et saes s s ae s saesesasaesssanes 37
4.8 PREPARO DAS AMOSTRAS.........oueviereeieeeetetiaesesessessasssss s sesseses s sesssss s sesassesassesessssesasasssanes 38
4.9 ANALISE MACROSCOPICA ......oeueeeeeieeeeeeecaeee et eeae ettt s st s ss s s s esesesesasssaesesesesanans 39
4.10 ANALISE RADIOGRAFICA ..ottt et es et sae et s s aeae s s s esse st s enanans 39
4,11 ANALISE HISTOLOGICA ...ttt et en sttt tes s sasaese s s s nsese s esanans 41

A.12 ANALISE ESTATISTICA ettt ettt et et et e eeeeeee e s e e s e e et eeeeaeeeeeaeaeeaseeeeeneneenaneene 45



5. RESULTADOS ...t s sas s e e 46

5.1 ANALISE MACROSCOPICA ..ottt ettt s ae bbbt s s assese s s 46
5.2 ANALISE RADIOGRAFICA QUALITATIVA. .....oovieeeerieeeeeeessetsse e sse e sesse s sesesssessassesenes 46
5.3 ANALISE DE DENSIDADE POR PIXEL......ucvvuiuevieeeereieeaeseessessesesessesesessesesassesessesesassesessssesassssssanes 47
5.4 ANALISE HISTOLOGICA ...ttt as s s eae st sttt assesesesesassssnaesessnans 48
6. DISCUSSAD ..o e ae e s s as s s s s s e ae s s s saesas s s e s se s besesanensannannes 53
7R o3 o 1\ [0 HLU £-7- o J 57

8. REFERENCIAS .......ccoooeceetrerececcresas e esesesasassesese s s e e e e s s s nesessnsssesesesssasssnens 58



17

1. INTRODUCAO

As drogas antirreabsortivas s&o aquelas que atuam diretamente na
homeostase dssea, reduzindo ou suprindo sua reabsorgdo e consequentemente sua
renovacao, tem como células alvo os osteoclastos. Estes farmacos sdo administrados
no manejo de desordens 6sseas como: osteoporose, osteopenia, cancer, metastases
osseas, hipercalcemia maligna e outras condi¢des de doenga em que a reabsorgéo
O0ssea osteoclastica elevada desempenha um papel patogénico (YAMASHITA;
MCCAULEY, 2012).

As principais drogas desta classe atualmente sdo os bifosfonatos (BFs).
Analogos sintéticos quimicos do acido pirofosférico, uma substéncia enddgena
considerada um inibidor natural da reabsor¢ao dssea, sao utilizados no tratamento de
enfermidades ésseas de cunho maligno ou ndo (KHOSLA et al., 2007). Este farmaco
atua sobre os osteoclastos de diversas formas, mas principalmente, através da
inibicdo do recrutamento, redugao do tempo de vida, e veto das atividades da célula
na superficie 6ssea. Além de interferir em processos metabdlicos essenciais para a
manutengdo da célula, contribui para a apoptose (BARON; FERRARI; RUSSELL,
2011). Apesar de seus pontos benéficos no tratamento de desordens 6sseas, os BFs
apresentam como efeito adverso, ulceracdo do assoalho de boca e a osteonecrose
dos maxilares (ONM) (BENLIDAYI; GUZEL, 2013).

Embora os eventos adversos relacionados a terapia antirreabsortiva sejam
geralmente considerados infrequentes e leves, a ONM esta agora estabelecida como
clinicamente significativa, potencialmente condi¢cdo dolorosa e debilitante que pode
afetar significativamente a qualidade de vida dos pacientes. Esta € uma condigéo
patoldgica do tecido dsseo e esta associada a destruicdo de seu componente medular
hematopoiético e ostedcitos. Clinicamente a ONM apresenta-se com areas de
fenestracédo 6ssea expostas a cavidade bucal e/ou presencga de fistulas (RUGGIERO
et al., 2014). Exames imaginoldgicos se tornam essenciais no diagndstico de ONM,
pois novos estudos apontam que ha casos em que apenas a investigagao por
radiografia é capaz de detectar areas osteonecrose, mesmo na auséncia de sinais
clinicos (HUTCHINSON et al., 2010). Os dados epidemiolégicos da osteonecrose dos

maxilares s&o inconsistentes, visto que esta doenga ndo apresenta um cdédigo
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especifico na Classificagdo Internacional de Doencas (CID) especifico, e ha
subnotificagdo aos sistemas de vigilancia (CAMPISI,2014).

Atualmente essa afeccdo €& associada a outros medicamentos
antirreabsortivos além dos BFs tal como o denosumab (QAISI et al., 2016; PETKOVA;
STANIMIROV, 2017), e recentemente foram incluidos na lista de potencial causador
de ONM drogas antiangiogénicas como Bevacizumab e Vatalanib (TENORE et al.,
2014). Porém, outras drogas da classe dos medicamentos antirreabsortivos como o
ranelato de estréncio (RE), droga indicada para o tratamento de osteoporose pos-
menopausa, nao estio associados a essa doenca na literatura. O mecanismo de agao
deste medicamento ainda ndo esta completamente compreendido, porém estudos in
vitro apontam que o RE atua estimulando a replicagdo de células consideradas
osteoprogenitoras (TAN et al., 2014).

Assim o RE pode ser um agente de potencial interesse clinico para doengas
onde ha reabsorgao e remodelacado 0ssea, visto que interfere em sua homeostase.
Na literatura ha relatos de indugdo de ONM por diversas drogas antirreabsortivas, mas
nao ha artigos que relatem essa desordem causada por RE ou o possivel tratamento
da mesma com este farmaco. Sendo assim o presente trabalho visa avaliar os efeitos

desta droga sobre o tecido 6sseo em ratas ovariectomizadas, tratadas ou nao com BF.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bifosfonatos

Os BFs sao farmacos potentes inibidores da reabsorcdo dssea, constituidos
por uma estrutura semelhante ao pirofosfato endégeno, porém este, ndo pode ser
empregado como agente terapéutico no tratamento de doengas Osseas, pois sofre
rapida hidrolise enzimatica. Os BFs apresentam alta afinidade por calcio, e séo
considerados potentes inibidores da atividade osteoclastica, se acumulam por longos
periodos na matriz 6ssea mineralizada (KOBAYASHI et al., 2009). Diferentemente do
acido pirofosforico, os BFs contém dois grupos fosfonatos ligados um a um ao atomo
de carbono central (estrutura P-C-P), o que lhes proporciona alta resisténcia a
degradagao enzimatica e maior tempo de meia vida (RODAN; FLEISCH, 1996). Os
BFs possuem 2 cadeias laterais R1 e R2 ligadas ao atomo de C central, isso permite
que ocorra mudangas que alterem as caracteristicas bioldgicas, quimicas e
toxicologicas destes farmacos (ROGERS, M. J. et al., 2011).

Os BFs podem ser classificados em ndo nitrogenados/simples (S-BF) e BF
nitrogenados (N-BF) de acordo com a composi¢cdo da cadeia R2 (EBETINO et al.,
2011). Os N-BF, por apresentar o atomo N em sua composi¢do, possuem maior
poténcia na inibicdo da reabsorcdo. Porém a estrutura R2 pode apresentar muitas
variagbes entre os N-BF, fazendo com que cada droga possua um mecanismo de
acao e poténcia especificos (RUSSELL, 2011), sendo que quanto maior a cadeia
lateral R2 com o atomo N, maior seria a poténcia das drogas.

Existem trés geragdes de bifosfonatos. A primeira € composta pelos nao
nitrogenados, que inclui os analogos de adenosina trifosfato (ATP) etidronato,
clodronato e o tiludronato. A segunda e a terceira geragdes sao compostas pelos
nitrogenados. Os da segunda geragéao, alendronato, pamidronato e ibandronato, sao
de 10 a 1000 vezes mais potentes que os da primeira (TABELA 1). Os da terceira
geragcédo contém uma cadeia ciclica, sendo seus representantes o risedronato e o
zoledronato. Este ultimo, cuja poténcia € 100 a 850 vezes superior a do pamidronato
€ considerado o BF de maior poténcia (MAJOR et al., 2001).
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Tabela 1- Lista de BF disponiveis, nome comercial, via de administracao, estrutura das
cadeias R1 e R2 e poténcias relativas em comparagéo ao etidronato.

Substancia Nome Via Cadeia Cadeia Poténcia relativa
comercial administragdo R1 R2
Etidronato Didronel VO -OH -CH3 1X
Clodronato Ostac VO /IV -CL -CL 10X
Pamidronato  Aredia v -OH -CH2- 100X
Pamidron CH2-NH2
Alendronato Fosamax VO -OH -CH2- 1.000X
Alendil CH2-
NH2-
NH2
Risedronato  Actonel VO -OH CH2-3- 5.000X
Osteotrat piridina
Ibandronato Bondronat VO /IV -OH CH2- 10.000X
Bonviva CH2-
N(CH3)-
(pentyl)
Acido Zometa v -OH CH2- 20.000X
Zoldrénico Aclasta imidazone

Fonte: (MIGLIORATI et al.,2010) adaptado.

2.1.1. FARMACOCINETICA

Os BFs que sdo administrados oralmente tém baixa taxa de absorgao
pelo organismo, sendo esta inferior a 1% da dose administrada (DRAKE; CLARKE;
KHOSLA, 2008). Quando ocorre administragao intravenosa, o farmaco € removido do
plasma com maior velocidade e sua taxa de absorgdo pode chegar a 60% (BOCK;
FELSENBERG, 2008). Quando nao ocorre a metabolizagdo pelo tecido 6sseo, a
excrecao renal é a unica rota de eliminagado (MILLER et al., 2013). Ja quando ligado
ao 0sso, 0os BFs s6 sdo liberados mediante a eventos de reabsorgao e remodelagao.
Este farmaco tem efeito cumulativo no tecido 6sseo, porém pesquisas sugerem, que
apenas a parte que se encontra na superficie 0ssea € ativa, sendo assim ha
necessidade de reposicado (SATO et al., 1991).

2.1.2 MECANISMO DE AGAO

A conformacédo quimica dos BFs determina sua poténcia, sua fixacdo ao 0sso
e efeitos causados as células (RASMUSSON; ABTAHI, 2014). Ap6s administrado, os
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BFs mantém-se em altas concentragdes no 0sso por um periodo de tempo prolongado
em forte ligagdo com os cristais de hidroxiapatita (CATTALINI et al., 2012). Os dois
efeitos biolégicos fundamentais sao: inibicao da calcificagéo e inibigdo da reabsorgéao
Ossea. Apesar dos diferentes grupos de BF atuarem por caminhos diferentes, todos
resultam na diminuicdo do desempenho osteoclastico e na inducdo da apoptose
osteoclastica (VAN BEEK; LOWIK; PAPAPOULOS, 2002).

Os BFs tém seus mecanismos de acgao intimamente ligados a presenca de
nitrogénio na sua estrutura quimica. N-BF, com a maior poténcia desta classe de
farmacos, possuem efeito na atividade osteoclastica e em células tumorais (SUZUKI
et al., 2006). Como resultado desta droga, ocorre a suspensdo da sinalizagéao
intracelular das proteinas levando a uma inativacdo da GTPase, por fim, ha
interferéncia nos caminhos de transmissao de sinais de citocina como Rab, que séo
utilizadas para garantir a eficiéncia e especificidade do transporte de compartimentos
dentro de uma célula (HUTAGALUNG; NOVICK, 2011). Essas mudancas influenciam
a reabsorcao 6ssea e causam defeito na morfologia dos osteoclastos, assim como
sua organizagao citoesquelética, ou seja, o efeito sobre esta célula ocorre em varios
niveis: inibicdo do recrutamento, diminuigdo do tempo de vida, inibicdo da atividade,
superficie 6ssea e ativagdo da apoptose (MAAHS, M. P. et al., 2011). Também ha
evidéncia de que os BFs influenciem na diferenciacao de células pré-osteoblasticas
(CORDOVA et al, 2016).

Mesmo que a agao dos BFs ainda nao esteja totalmente elucidada, ha fortes
indicios sobre seu efeito antiangiogénico (OR et al., 2013). A angiogénese é
responsavel pela resposta ao aumento da massa tecidual e alteragcbées na tensao de
oxigénio, sendo que o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) aumenta com
a hipéxia (KROCK; SKULI; SIMON, 2011). Para os adultos sob condigdes fisioldgicas,
a angiogénese ocorre apenas em momentos especificos como a consolidagéo de
fraturas e remodelagéo pos exodontia. O efeito antiangiogénico do bifosfonato foi
comprovado em estudos realizado em animais, propriedade que respalda seu
emprego no tratamento de doencas ¢sseas malignas e também de outras

enfermidades 6sseas com componente angiogénico (WOQOD, 2002).
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2.1.3 INDICACOES

Os BFs s&o prescritos no tratamento de enfermidades com repercussao no
metabolismo e homeostase 6ssea (ARANTES; SILVA; LAZARETTI-CASTRO, 2010).
Para criangas, o uso limita-se a casos de osteoporose localizada ou generalizada,
enfermidades metabdlicas dsseas, calcificagdes de tecidos moles, condigdes de
hipercalcemias e hiperparatireoidismo primario (SZALAY, 2014; BARONCELLI,
BERTELLONI, 2014). Em adultos, os BFs sdo empregados no manejo de alteragbes
do calcio e do metabolismo 6sseo, em momentos que atividade osteoclastica seja
considerada excessiva (KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2011).

Os BFs sao indicados no tratamento da hipercalcemia moderada a severa,
associada ao cancer e de lesdes osteoliticas juntamente a agentes quimioterapicos.
Também sdo empregados no tratamento da doenca de Paget e para metastases
Osseas de cancer (SETON; KRANE, 2007). O zoledronato tem sido o tratamento de
eleicdo para hipercalcemia e dor 0ssea associadas a neoplasias malignas e no
tratamento de metastases (GLEZERMAN; STERNLICHT,2015). Os BFs de
administragao oral sdo mais indicados para o tratamento da osteoporose (ERIKSEN,
2011).

2.1.4 EFEITOS ADVERSOS

Apesar de seus efeitos adversos, os BFs e suas duas vias de administracéo
sao bem tolerados. Os que sdo administrados via oral, possuem como efeitos
colaterais comuns as dores de cabega, dispepsia, diarreia e constipagao (SKREPNEK
et al., 2010). Quando administrados por infusdo venosa, os efeitos adversos mais
comuns relatados sédo: o aumento da temperatura corporal e sintomas semelhantes a
gripe, ambos podem ser controlados com analgésicos e antipiréticos (MOTTAGHI,
2010). Ulceras gastricas e estenose esofagica também foram descritas (MORDEN et
al., 2014). Entre os efeitos adversos bucais, ulceragdo do assoalho de boca e a
osteonecrose dos maxilares tém sido reportadas (BENLIDAYI; GUZEL, 2013).

2.2 RANELATO DE ESTRONCIO

O ranelato de estroncio (RE) € uma droga de uso oral, desenvolvida para o
tratamento e prevencédo de osteoporose pés menopausa e senil (SOZEN; OZISIK;

BASARAN, 2017). A importancia atualmente deste farmaco decorre de suas
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qualidades quimicas, que |he conferem um mecanismo de ag&o unico sobre 0 0sso
(CIANFEROTTI; D’ASTA; BRANDI, 2013).

O RE foi aprovado para o tratamento da osteoporose em paises europeus no
ano de 2004 (KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2011). Nos Estados Unidos, nédo
€ aprovado pelo FDA, devido a seus efeitos adversos como erupcgdes cutaneas e
trombose venosa profunda, mas € licenciado para formulagéo oral (2g/dia) para uso
restrito na prevencido de fraturas osteoporoéticas vertebrais e ndo vertebrais, em
pacientes em que o uso de bifosfonato ndo foi satisfatéorio ou quando ha
contraindicagdes para seu uso (CROCKETT; DAS, 2013).

O farmaco deve ser administrado na dose de 2g/dia. Se apresenta em sachés
sob a forma de granulos que deve ser suspenso em agua e ingerido no periodo da
noite. Caso seja prescrito juntamente com suplementagédo calcica, esta deve ser
tomada em periodo diferente daquele para evitar que sua absorgéo seja reduzida. A
ingestao de alimentos, leite e derivados lacteos deve ser pelo menos 2 horas antes
do RE (BLAKE; FOGELMAN, 2006).

2.2.1 CARACTERISTICAS QUIMICAS

O RE é constituido por dois atomos de estréncio (Sr) estaveis e uma molécula
de acido ranélico. Sendo um metal alcalino-terroso, o Sr possui muitas semelhancas
com o calcio, como absorg¢ao intestinal, incorporagdo éssea e eliminagao renal
(MEUNIER et al., 2004).

Uma vez ingerido, o RE se divide em ions estréncio (Sr2+) e acido ranélico. O
acido constitui a parte organica do composto, farmacologicamente inativa do RE, por
apresentar alta polaridade, este confere ao farmaco uma baixa absorcéo, distribuicao
e ligagdo a proteinas plasmaticas (MARIE, 2005). O Sr constitui de uma parte
inorganica farmacologicamente ativa do RE. Assim, efeitos do RE no metabolismo
0sseo correspondem aos efeitos produzidos pelo Sr (LLINAS et al., 2006).

Com relacao a farmacocinética, os ions Sr2+ apresentam grande afinidade pelo
tecido Gsseo, sua incorporagao a superficie do osso rica em hidroxiapatita acontece
pela substituicdo idnica com o calcio (FROMIGUE, 2009). Apés sua absorgéo, o Sr é
quase totalmente incorporado ao osso. Porém, alguns fatores como, dose, niveis

plasmaticos de RE, género, duragao do tratamento e localizagao esquelética, podem
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ser diretamente proporcionais a quantidade de Sr incorporada ao osso (OLIVEIRA et
al., 2012).

2.2.2 MECANISMO DE AGAO

O RE tem demonstrado afetar as células 6sseas e o metabolismo do osso in
vitro e in vivo. Dependendo da dose, demonstrou influenciar na remodelagao 6ssea
pela inibicdo da reabsorgéo e estimulo da formagao 6ssea (CANALIS, 2010; MARIE;
FELSENBERG; BRANDI, 2010).

O mecanismo de agédo do RE ainda ndo esta completamente elucidado, mas
tem sido sugerido, que a via de sinalizagao através da qual a droga pode controlar a
atividade dos osteoclastos, € a ativagao de receptores sensiveis ao calcio extracelular.
O uso do Ranelato de Estréncio tem mostrado um aumento na formacé&o e na
expressdo de marcadores osteoblasticos (BONNELYE et al., 2008), o que pode
explicar o aumento da formacao 6ssea encontrada. Além disso, observou -se que RE
aumenta os niveis de expressdo e de proteinas de osteoprotegerina (OPG), bem
como reduz os niveis de RANKL (CIANFEROTTI; D’ASTA; BRANDI, 2013).

Dessa forma, o RE atua sobre o metabolismo ésseo e regula o balango
necessario entre RANK, RANKL e OPG gerando um equilibrio essencial para o

controle da osteoclastogénese e reabsorgao 6ssea (BRENNAN et al., 2009).
2.2.3 EFEITOS ADVERSOS

RE pode ser considerado um farmaco aceitavel e eficaz apesar de seus
colaterais. Em algumas situagdes, pode ocorrer erupgdes cutaneas com eosinofilia e
trombose venosa profunda (CROCKETT; DAS, 2013). Outros efeitos mais comuns do
RE sdo: nausea, diarreia, cefaleia e dermatite, sendo que estes sdo mais comuns nos
trés primeiros meses de tratamento (ORTOLANI; VAI, 2006).

Com a criagao do Committe at the Europen Medicines Agency (EMA) no ano
de 2012, observou-se um possivel aumento da incidéncia de infarto do miocardio, o
que levou a uma mudanc¢a nas indicagdes do RE. Este passou a ser recomendado a
pacientes com osteoporose grave para 0s quais o tratamento com outros
medicamentos nao € possivel (REGINSTER et al., 2015).
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Outro ponto de contraindicacdo foi para pacientes com hipertensdo nao
controlada e aqueles com histérico estabelecido, atual ou passado de cardiopatia
(PILMANE et al., 2017).

2.3 OSTEONECROSE DOS MAXILARES ASSOCIADA AO USO DOS BFS (ONMB)

A ocorréncia de necrose 6ssea associada ao uso de Bifosfonatos, vem sendo
descrita por Marx desde 2003 como um efeito adverso, relacionada ao uso prolongado
de deste farmaco. A Sociedade Académica Americana de Cirurgiées Oral e Maxilo-
Facial e a Sociedade Americana de Pesquisa Mineral e Ossea, apresentam como
definigdo para ONMB como uma exposigao de 0sso necroético na regido maxilo-facial,
por mais de oito semanas, em pacientes sob uso de BFs sem a prévia de realizacao
de radioterapia, pode estar associada ou n&o a dor e a infeccdo (SILVERMAN;
LANDESBERG, 2009). Atualmente, devido ao aumento do numero de farmacos
relacionados ao desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares, a ONMB passou a
fazer parte de uma condigao patoldgica maior que foi denominada osteonecrose dos
maxilares associada ao uso de antirreabsortivos. Esta nova definicdo passou a
abranger o desenvolvimento de osteonecrose nos 18 o0ssos gnaticos,
independentemente do tipo de antirreabsortivo utilizado e do tempo de
desenvolvimento, mas a condicdo excludente de radioterapia de cabeca e pescogo

continua fazendo parte da sua denominagéo (OLIVEIRA et al., 2016).

2.3.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DA OSTEONECROSE DOS MAXILARES

No inicio, os pacientes ndo apresentam manifestacoes clinicas especificas.
Porém tardiamente, os pacientes podem apresentar dor pulsatil constante,
intensificada pela movimentacdo da articulagdo, dor de cabeca, dor de ouvido,
espasmo e dor da musculatura mastigadora, abertura bucal limitada, crepitagao,
fistulas cutaneas, fistulas oro-antrais, sinusite maxilar e fraturas patolégicas, dentre
outros sintomas (RUGGIERO; FANTASIA; CARLSON, 2006). Este transtorno pode
evoluir, podendo surgir extensas areas de exposi¢ao 0ssea e deiscéncia (FIGURA 1).



26

FIGURA 1 - Aspecto intra-oral de caso de ONMB na maxila, com presenca de 0sso necroético exposto,

colapso do tecido mole e drenagem purulenta ativa. Fonte: ALMASAN et al. 2011.

Ruggiero et al. (2009), realizaram um importante trabalho e classificaram as
ONMB de acordo com seu estagio clinico (TABELA 2).

Tabela 2 - Classificagao dos estagios clinicos da ONMB.

Estagio

Pacientes de
risco

Estagio 0

Estagio 1

Estagio 2

Estagio 3

Caracteristica Clinica

Sem o0sso exposto/necrético em pacientes
que foram tratados com Bifosfonatos orais
ou endovenosos

Quando o paciente nao apresenta aparente
0ssO necrotico mas apresenta sinais
clinicos e sintomas inespecificos e
alteragdes radiograficas

Osso exposto/necrético em pacientes
assintomaticos e sem evidéncia de
infecgao.

Osso exposto/necrético associado com
infecgdo e evidéncia de dor e eritema na
regidao do osso exposto com drenagem
purulenta.

Osso exposto/necroético em pacientes com
dor, infecgdo e um ou mais dos seguintes
sinais: fraturas patoldgicas, fistula extra-
oral ou ostedlise se estendendo as bordas
da lesdo.

Fonte: Adaptado de RUGGIERO et al., 2009

2.2.2 CARACTERISTICAS RADIOGRAFICAS

Os exames complementares por imagem sao essenciais para o fechamento do

diagndstico do paciente com ONMB. Para isso podem ser realizadas tomografias
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computadorizadas (FIGURA 2), radiografias panoramicas (FIGURA 3), ressonéncia
magnética ou cintilografia 6ssea por tecnécio 99m. Além do diagnostico estes exames
sdo importantes para o monitoramento da progressao da doencga. Os achados nao
sao especificos e sdo encontrados em outras condicdes, tais como a osteomielite,
osteorradionecroses e metastases de cancer. Os principais podem incluir ostedlise,

esclerose 0ssea e fracasso de remodelacao pos-cirurgica (ARCE et al., 2009).

Morag et al. (2009) realizou um levantamento dos possiveis achados nos

exames imaginologicos (TABELA 3).

TABELA 3 -Possiveis achados imaginologicos em ONMB.

Sistema Caracteristica
Radiografia Panoramica e Tomografia Ostedlise, lesdes escleréticas, reagéo
Computadorizada de Feixe Cénico periosteal, estreitamento do trabeculado

6sseo, envolvimento do canal alveolar inferior

e fraturas patoldgicas

Ressonéncia Magnética Contraste T1 Tipicamente diminui a intensidade do sinal

Ressonancia Magnética Contraste T2 Variavel: pequeno ou moderado aumento na
intensidade do sinal nas lesGes jovens com
aumento ou decréscimo em lesdes antigas.

Cintilografia com tecnécio 99m Areas de baixa captura podem se apresentar
nas lesdes jovens; em estagios avangados ha
um aumento da captura do radio-isétopo com

interrupgdes focais centrais.

Material de contraste Ressonancia Variavel: pode se correlacionar com o
Magnética decréscimo da intensidade do sinal nas
imagens com contraste T1 e tipicamente
apresenta interrup¢cbes no contraste T2

sugestivo de sequestros 0sseos.

Adaptado de MORAG et al., 2009
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FIGURA 2- Aspecto imaginoldgico (tomografia computadorizada de feixe cdnico, corte axial) da ONMB.
As flechas indicam areas de fenestracdo Ossea e sequestros 6sseos. Imagem de RUGGIERO;
FANTASIA; CARLSON, 2006.

FIGURA 3 - Radiografia panordmica mostra defeito 6sseo extenso do lado esquerdo (deiscéncia) apos
perda dos implantes. A seta indica area de sequestro dsseo, considerada uma das caracteristicas das
ONM Fonte: LAZAROQVICI et al. 2009.

2.2.3 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Histologicamente, a ONM associada ao uso de Bifosfonatos apresenta-se como
0ss0 necroético (sem a presenga de ostedcitos), ou seja, com lacunas vazias em
abundancia, sendo que mais de 8 lacunas adjuntas sem osteocitos considera-se
quadro de osteonecrose (PACHECO et al., 2015) (FIGURA 4). Ha uma consideravel

reducao na quantidade de vasos sanguineos. Os osteoclastos apresentam-se com
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drasticas modificagées em seu formato e na sua quantidade (CORDOVA et al., 2016).
Pode apresentar coldnias bacterianas associadas e tecido de granulagdo (HOWIE et
al.,, 2015). Microorganismos do género Actinomyces foram identificados no exame
histopatoldgico na maioria dos casos apresentados na literatura (LAZAROVICI et al.,

2009). No entanto, o papel real deste microorganismo na patogénese da ONMB, néo

esta bem esclarecido.

FIGURA 4 - Apresenta as caracteristicas histologicas da ON, corada com hematoxilina e
eosina. A: coldnias de bactérias associadas ao tecido necroético; B: Poucos ostedcitos presentes: C:

Lacunas vazias adjuntas. (Fonte o autor).

2.2.4 FATORES DE RISCO

A identificagdo de fatores de pré-disposi¢do tem sido considerada o método
mais eficiente para predizer o surgimento de ONM. Os principais fatores de risco
descritos para o desenvolvimento desta patologia foram: histéria de exposi¢cao a
Bifosfonato variando sua via de administragcao e também seu tempo de uso, além de
medicagbes concomitantes como estrogénio e corticoides. Fatores sistémicos,
condi¢gdes médicas de doenga com alteracdo metabdlica 6ssea ou inflamatéria e até
mesmo idade e género. Por fim, fatores de risco locais como higiene dental deficiente,
trauma e doenca periodontal. (KHOSLA et al., 2007; TSAO et al., 2013).
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O trauma causado pelas exodontias é considerado o principal fator de risco a
ONMB, aumentando a prevaléncia de ONMB de 17 até 299 vezes a mais que a
realizacdo de implantes osseointegrados seguido por procedimentos de
alveoloplastias. Até mesmo procedimentos odontolégicos nao invasivos, como o
tratamento endodéntico, aumentam o risco de desenvolvimento dessa doenca
(BARASCH et al.,, 2011). A doenga periodontal, por apresentar um forte carater
inflamatdrio, similar ao que acontece fisiologicamente com as exodontias, constitui um
importante fator de risco a ONMB (DINIZ-FREITAS et al., 2012). Todos fatores de
risco, independente se locais ou sistémicos, possuem em comum um forte carater

inflamatdrio, o que mostra ter relacdo com a ONMB.

A infecgado também tem sido citada como um fator de risco ao surgimento de
ONMB, no entanto, a patogénese parece estar mais fortemente relacionada a
desregulagéo do sistema imune/ inflamatéria (LOPEZ-JORNET et al., 2010). Os BFs
aumentam a adesao microbiana na hidroxiapatita, o que potencializa os eventos pro-
inflamatdrios supracitados induzidos pelos BFs, por isso, ndo se recomenda a
antibioticoterapia, isoladamente, no tratamento da ONM (NORTON et al., 2012).

2.2.5 TERAPEUTICA

O tratamento da osteonecrose € complexo e controverso. As normas sao
recomendadas de acordo com o estagio da lesdo, cabendo ao profissional de saude
a dificil tomada de decisdo quanto ao procedimento mais adequado para cada caso
visto que nenhuma modalidade terapéutica tem total eficacia para ser amplamente
utilizada (RODRIGUEZ-LOZANO; ONATE-SANCHEZ, 2016). Por tratar-se de uma
condicdo relativamente nova, ndo ha um protocolo terapéutico baseado em
evidéncias. Os tratamentos instituidos variam de acordo com a experiéncia e

resultados de cada profissional ou instituicdo (RUGGIERO,2014).

A falta de uma conduta terapéutica adequada torna a ONM uma condicéo
ainda mais complexa. A exposicdo do tecido 6sseo na cavidade bucal aumenta a
probabilidade de uma infecgao local, pois o perfil microbiolégico ndo se altera com
antibioticoterapia, podendo evoluir para casos mais graves em pacientes

imunocomprometidos, decorrente do tratamento oncoldgico (RUPEL et al., 2014).

Os principais objetivos do tratamento da osteonecrose sao reduzir a dor,

controlar a infe¢ao dos tecidos duros e moles e minimizar a ocorréncia ou progressao
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de necrose 6ssea. A prevencao assume um papel de suma importancia na diminuigao
do risco de aparecimento da osteonecrose, passando de uma incidéncia 3% para
0,7% quando este tipo de medida é tomada, sendo recomendado que o paciente,
antes de iniciar a terapéutica com BFs, seja submetido a uma avaliagdo dentaria

minuciosa e caso seja necessario, efetue tratamento (NOMURA et al., 2013).

Os elementos para alcancar o sucesso no tratamento da ONM ainda nao estao
totalmente identificados, apesar de alguns fatores parecerem essenciais, como a
remocao de todo o 0sso necrosado, a realizagao de tratamentos dentarios profilaticos
por rotina, a redugcdo da carga microbiana associada as lesbes de ONM e o
encerramento justo e livre de tensao dos bordos da ferida no caso de abordagem
cirurgica (RUGANI et al., 2014).

Ruggiero et al. (2014) formularam uma recomendagéo baseada na “American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) ” sobre as estratégias de

tratamento da ONM de acordo com o estagio da doenga (TABELA 4).

TABELA 4 - Estratégias de tratamento para os diferentes estagios de ONMB

Estagio da BRONJ

Pacientes em risco

DESCRICAO ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO

Sem o0sso necrotico aparente em pacientes que . Sem indicag&o de tratamento

foram sujeitos a terapéutica com bifosfonatos - Educacdo do paciente

Estagio 0 Sem evidéncia clinica de osso necrotico, mas e Manuseamento sistémico,

achados clinicos, alteragbes radiograficas e incluindo medicagao para a dor

sintomas nao especificos.

e antibiéticos

Estagio 1 Osso exposto e necroético ou fistulas originadas Bochechos com antibacterianos
no 0sso em pacientes assintomaticos e sem Acompanhamento clinico
sinais de infegao. trimestral.

Educagdo do paciente e
avaliagdo das indicagbes para a
continuagao da terapéutica com
bifosfonatos.

Estagio 2 Osso exposto e necrético ou fistulas originadas Tratamento sintomatico com

no osso associadas a infegcdo evidenciada por
dor e eritema na regido de exposi¢do 6ssea com

ou sem drenagem purulenta

antibioticos orais

Bochechos com antibacterianos
Controle da dor

Desbridamento para aliviar a
irritacdo do tecido mole e

controlar a infegéo
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Estagio 3

Osso exposto e necrético ou fistulas originadas
no osso associadas a infegdo com um ou mais
dos seguintes: o0sso necrético exposto com
extensdo além da regido do osso alveolar (ramo
e bordo inferior na mandibula, seio

maxilar e zigomatico na maxila) resulta em fratura
patologica, fisitula extraoral, comunicagédo
oronasal ou oroantral ou ostedlise com extensao

ao bordo inferior da mandibula e chao sinusal

Bochechos com antibacterianos
Terapia antibiética e controle da
dor

Desbridamento cirirgico ou
recessdo para tratamento
paliativo a longo prazo da

infecado e dor.

Fonte (RUGGIERO et al.,2014)
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar se o farmaco ranelato de estréncio causa
quadros de osteonecrose durante o reparo do osso alveolar em modelo animal,

submetido a exodontia, apos tratamento prévio ou ndo com bifosfonato.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Observar radiograficamente: presenca de sequestros 0&sseos,
qualidade do reparo 6sseo; mensurar a densidade éssea.

e Quantificar histologicamente: numero de ostedcitos e lacunas vazias;
numero de osteoclastos; avaliar o aumento ou diminui¢cdo de vasos

sanguineos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E CONSIDERAGCOES ETICAS

Ap0Gs a aprovacgao do comité de ética na experimentagédo animal sob o numero
de protocolo 031/2016, o presente experimento utilizou 48 ratas Wistar (Rattus
norvegicus), provenientes do biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) (Ponta Grossa/Parana-Brasil), com tempo de vida em torno de 90 dias, sendo
este periodo considerado ideal para a realizacdo de modelo para osteoporose visto,
sua alta taxa de remodelagédo 6ssea (KALU, 1991). O peso dos animais variou entre
250 a 260 gramas.

A manipulagédo animal, foi respaldada pela lei n® 11794, de 8 de outubro de
2008. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno, revestidas com
maravalha, mantidas em estantes verticais no préprio biotério da UEPG, no regime
12/12h (claro e escuro), com temperatura controlada de 25°C, alimentados com dieta
comercial normoproteica e agua natural (ad libitum), até o inicio do experimento,

seguindo as orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo animal (COBEA).

4.2 DETERMINACAO DO TAMANHO AMOSTRAL

O caélculo amostral foi realizado com base nos dados de YANIK et al. (2016),
que em seu experimento animal induziu ONM a partir de acido zoledrénico (AZ) e
tratou ou n&o com vitamina D. Foi adotado um nivel de significancia de p=0,05. Os
calculos foram realizados com base na média e desvio padréo, esperando um poder
do teste em 80%. Assim, o tamanho amostral foi estabelecido com base na variavel
ONM. Para uma diferenga minima detectavel entre as médias de 5,0% e um desvio-
padrao esperado dos residuos de 1,2. Sendo obtido o resultado de n=10. Os autores
consideraram a inclusdo de mais dois animais para cada grupo, prevendo possiveis
perdas e exclusdes durante o decorrer do experimento, totalizando um “n” amostral
de doze animais. Todos os calculos foram realizados utilizando o programa GPower

3.1.
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4.3 INDUGCAO DA OSTEOPENIA ATRAVES DE OVARIECTOMIA (OVX).

Ratas ovariectomizadas (OVX) tém sido preconizadas como modelo animal de
osteoporose experimental, pois fornecem dados semelhantes aos observados no
esqueleto adulto pés-menopausico (KALU,1991). Porém este modelo ndo apresenta
fraturas causadas por trauma obtido através da aplicagcdo de cargas de baixa
magnitude, por serem animais quadrupedes. Mas, essa desvantagem que o modelo
apresenta, pode ser contornada com a utilizagao de técnicas para avaliar a resisténcia
biomecanica do tecido 6sseo (FROST, 1997).

O quadro de osteopenia € alcancado através da remocéao bilateral dos ovarios.
O protocolo desse procedimento foi sugerido por Zarrow et al. (1964) e inicia-se com
a pesagem dos animais e anestesia intraperitoneal (IP) com solugdo de quetamina

(80mg/kg) e relaxante muscular xilazina (40mg/kg).

Os flancos direito e esquerdo foram tricotomizados e assepsiados (FIGURA
5.1). Apds a verificagdo dos reflexos (FIGURAS.2), realizou-se incisédo transversal de
1 cm com tesoura de ponta romba entre o bordo superior da coxa e a ultima costela e
a exposicao do tecido muscular (FIGURA 5.3). A incisdo muscular foi feita para dar
acesso a cavidade intraperitoneal (FIGURA 5.4).

Com a pinga anatébmica, a gordura periovariana foi encontrada, o ovario foi
identificado e exteriorizado e pingado com pinga hemostatica (FIGURAS5.5). Com fio
reabsorvivel, as tubas uterinas e artérias ovaricas sofreram uma ligadura
(FIGURAS.6). Por fim, com auxilio de bisturi o ovario foi removido (FIGURA 5.7). A
gordura periovariana foi reposicionada na cavidade abdominal e a sutura realizada
nos planos muscular (fio reabsorvivel) (FIGURAS5.8) e cutaneo (fio de seda) (FIGURA
5.9) sob analise do sangramento. A ferida cirurgica foi limpa com soro fisiolégico. Os
animais foram transferidos para uma gaiola individual e aquecidos para minimizar os

efeitos hipotérmicos provocados pelo anestésico.
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FIGURA 5- Passos da ovariectomia. 1-Tricotomia bilateral; 2: Teste de sensibilidade; 3: Exposi¢cao do
musculo; 4: Pingamento em bloco e acesso a cavidade intraperitoneal; 5: Gordura periovariana e
exposicdo do ovario em formato de ‘amora’; 6: Ovario ‘lagado’; 7: Remogéo do ovario com bisturi; 8:
Sutura no plano muscular; 9: Sutura na pele dos animais.

4.4 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Quatro semanas ap6s a OVX, periodo estipulado por Zhou et al., (2015) como

necessario para a recuperagao dos animais, estes foram aleatorizados em 4 grupos

seguindo o delineamento experimental (FIGURA 6).

Foram excluidos 8 animais que morreram apés o procedimento de OVX.
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FIGURA 6 - Delineamento experimental.
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4.5 GAVAGEM DE SOLUGCAO SALINA E RANELATO DE ESTRONCIO

Apos 30 dias da realizagdo da OVX, iniciou-se a administragcdo de solucéo
salina no grupo C e RE 625mg/Kg/dia no Grupo RE, por oito semanas. Essa dosagem
fica préximo dos 2g/dia administrados em humanos, confirmado a partir dos calculos
sugeridos por Reagan-shaw, Nihal e Ahmad (2007) (FIGURA 7). Essa discrepancia
de valores se da pela reducao da absorgéo intestinal do Ranelato em ratos (AMMANN
et al., 2004). Para gavagem, eram retiradas a alimentagdo e agua antes e apos do
procedimento de ambos os grupos como recomendado na bula do medicamento. A

via de administracao utilizada foi a mesma que se recomenda em humanos.

Animal K,

HED (mg/kg) = Animal dose (mg/kg) multiplied by
" Human K,

HED: dose equivalente a humanos], K., factor: valores baseados em
calculos BSA médias para humanos e animais

FIGURA 7 - Calculo da quantidade de RE segundo Reagan-shaw, Nihal e Ahmad (2007).

Apods 72 dias, o grupo iniciou a gavagem diaria com RE, pressupondo um

tratamento profilatico, até o dia da eutanasia.

4.6 APLICACAO DE ACIDO ZOLEDRONICO (AZ)

Apo6s 30 dias da realizagdo da OVX, optou-se por seguir a metodologia para o
uso do AZ descrita por Keskinruzgar et al. (2016) que encontram em seus resultados
sinais de necrose 6ssea. Foram realizadas 1 aplicagcdo semanal IP 0,4 mg / kg nos
grupos BF e BF+RE.

Os medicamentos foram aplicados apds o jejum de 2 horas antes da aplicagao

(BRASII, 2013) e o animal permaneceram desta maneira uma hora apds a aplicagao.
4.7 EXODONTIAS

ApoOs pesagem sob efeito de anestesia geral dos animais, foi realizada a

exodontia do primeiro molar inferior direito e esquerdo. O procedimento foi feito com
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o auxilio de sonda exploradora numero 5 e pingas clinicas com dente de rato. Apos a
avaliacao clinica do dente (FIGURA 8 A). Inicialmente a sonda foi colocada entre o
primeiro e segundo molar (FIGURA 8 B e C) e realizado movimento de sarrilho. Em
seguida a mesma foi posta entre as raizes para realizar o movimento de alavanca
(FIGURA 8 D). Apés a exteriorizagao do elemento dental (FIGURA 8 E e F), na ferida
cirurgica foi colocada uma broca de ago inoxidavel de 1.0mm de didmetro em motor a
15.000 rpm, utilizada para remover possiveis fragmentos de raizes dentro da loja
cirargica. Ao término do procedimento cirurgico, os animais foram mantidos aquecidos

e separados até o retorno da anestesia (HOWIE et al., 2015).

FIGURA 8- Sequéncia de exodontia, A: Dente higido; B: Posicionamento da sonda entre a
distal do primeiro molar e a mesial do segundo molar; C Luxagdo do primeiro molar;
D:Posicionamento da sonda entre as raizes para evitar fraturas; E: Alvéolo sem a presenca
do dente; F: Dente fora do alvéolo.

4.8 PREPARO DAS AMOSTRAS

Ap0ds a eutanasia realizada por sobredose anestésica de xilazina e quetamina,
as hemimandibulas direita e esquerda foram dissecadas, removidos os tecidos moles
e fixadas em formol a 10% durante 24 horas. Posteriormente, as amostras do lado
direito seguiram para descalcificagdo em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a
9% de concentragdo, para posterior histologia. Enquanto o lado esquerdo foi
armazenado em alcool absoluto para desidratagao e realizacdo da analise visual,

radiografica.
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4.9 ANALISE MACROSCOPICA

As hemimandibulas foram posicionadas em cera 7 com uma sonda
milimetrada ao lado. As fotografias foram feitas com auxilio do sistema USB Digital
Microscope e realizada a analise do aspecto 6sseo. Analisou-se a presenca ou
auséncia de fenestracao e deiscéncia 6ssea. Por fim, avaliou-se caminhos fistulares
que poderiam ter comprometido o tecido 6sseo (ZANDI et al., 2015). O osso
necrosado foi determinado através da observacéao visual em relagao a largura (YANIK
et al.,,2016) (FIGURA 9).

FIGURA 9 - Avaliagdo macroscépica da hemimandibula esquerda. O circulo mostra a regido avaliada
durante a macroscopia. A seta aponta trajeto fistular, causando uma fenestragdo, encontrados nos
grupos BF e BF+RE.

4.10 ANALISE RADIOGRAFICA

As hemimandibulas esquerda de todos os grupos foram radiografadas,
utilizando o aparelho digital GE 1000 (General Eletric Company, Milwaukee,
Wisconsin, EUA). As hemimandibulas foram posicionados paralelamente ao filme
digital radiografico, com uma distancia de focagem 10 cm. O tempo de exposigéao
estabelecido pelo o fabricante do dente anterior (0,18 s) foi utilizado para todas as
amostras. A imagem digital foi obtida no “scanner” Digora (Soredex-Finndent, Orion
Corporation, Helsinki, Finlandia).
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Um examinador unico, sem o conhecimento do experimento, avaliou as
radiografias. Através da avaliagado qualitativa, afim de visualizar areas de sequestros
osseos (SO), raizes residuais(RR), remodelacédo éssea e cicatrizagao gradual (CG)
no alveolo pés exodontia (JABBOUR et al., 2014; SILVA et al., 2015) (FIGURA 10).

As radiografias foram semi-quantitativamente analisadas usando o programa
Imaged (desenvolvido por Wayne Rasband do Research Services Branch, National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland) com a fungéo escala de cinza, que
contabiliza através de pixels a densidade expressa pela imagem.

Apoés a calibragdo do programa utilizando escala gradual de cinza (como
descrita no manual de instru¢des) (FIGURA 11), o examinador expds a imagem ao
aumento de 200x para melhor observar o término da regido a ser avaliada e com a
ferramenta poligono (FIGURA 12), realizou-se a mensuragédo da area de turnover
0sseo no alvéolo onde houve a exodontia e o programa forneceu a maxima, minima

e a média da escala de cinza.

\

FIGURA 10 - Radiografias da hemimandibula esquerda, com a presenga de raiz residual (RR),
sequestros 0sseos (SO) e cicatrizagdo gradual (cG).
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FIGURA 11 - Ferramenta de calibragdo do programa ImageJ
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FIGURA 12 - Mensuragao da area alveolar, para obteng¢ao da escala de cinza.

4.11 ANALISE HISTOLOGICA

Antes de iniciar as analises histologicas, foi realizada a descalcificagdo com
EDTA 9% com pH 7,5 por 30 dias, durante a qual os recipientes foram colocados em
um agitador continuo e a solugao trocada a cada 2 dias (HOWIE et al., 2015). Apés a

confirmagdo da completa descalcificagdo, o material seguiu o processo de
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desidratagao, diafanizagao e impregnacao de parafina usando um sistema semi-
fechado (Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL). As hemimandibulas direita foram

incluidas de modo a realizar cortes sagitais em blocos de parafina.

Foram realizadas secgbes de 5 micrometros (um) da zona de extragéo do
dente e corados com hematoxilina e eosina pelos seguintes processos:
desparafinizagéo, hidratagao, coloragéo, desidratagdo e montagem. Trés areas foram
fotografadas com ampliagao de 200x, (PACHECO et al., 2015) tomando como base a
raiz mesial do segundo molar (FIGURA 13), em seu ponto mais apical, utilizando

microscoépio binocular Olympus.

Com o auxilio do programa ImagedJ, através a ferramenta de pontos multiplos
em uma analise quantitativa, foi realizada a contagem de vasos sanguineos,
ostedcitos, lacunas vazias e osteoclastos (FIGURAS 14, 15, 16 e 17). Observou-se
também em uma analise qualitativa a presenca e auséncia de ON (presenga de
necrose 0ssea - areas vazias mostram osteoblastos, mas ndo ha ostedcitos, sendo
mais de 8 lacunas adjuntas sem a presenca de ostedcito considerada como
osteonecrose) (FIGURA18).

FIGURA 13 -Os circulos representam as regides fotografadas em maior aumento das laminas
coradas com hematoxilina e eosina.
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FIGURA 14 - Contagem de ostedcitos na laminas coradas com hematoxilina e eosina.
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FIGURA 15 - Contagem de lacunas vazias nas laminas coradas com hematoxilina e eosina.
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FIGURA 16 - Contagem de vasos sanguineos nas laminas coradas com hematoxilina e eosina.

FIGURA 17 - Contagem de osteoclastos nas laminas coradas com hematoxilina e eosina. As setas
indicam os osteoclastos presentes na imagem.
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FIGURA 18 - Area de necrose 6ssea nas laminas coradas com hematoxilina e eosina.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados quantitativos com distribuicdo normal, foi realizado o teste
de analise da variancia (ANOVA) de um critério comparando entre grupos, foi
realizado o pos teste de Tukey. Para as andlises qualitativas e para dados
quantitativos onde nao se obteve distribuicdo normal dos dados, utilizou-se o teste
estatistico de Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn's. Por fim, para dados qualitativos
nominais dicotdmicos o teste eleito foi o de exato Fisher. O nivel de significancia de

0,05 foi adotado (p<0,05) para que as diferengas fossem consideradas significativas.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE MACROSCOPICA

Através da avaliacdo macroscopica das hemimandibulas apds disseccéo,
evidenciou-se a presenga ou auséncia de defeitos 6sseos. Os grupos C e RE
mantiveram suas corticais 6sseas intactas, seguindo as etapas de cicatrizagao
gradual. Enquanto o Grupo BF apresentou 90% (n=9) de defeitos 6sseos, decorrentes
do atraso no processo cicatricial, sendo 70%(n=7) de fenestracdes e 20% (n=2) de
deiscéncia. O grupo BF+RE também apresentou defeitos 6sseos sendo 40% (n=4) de
fenestracbes e 10% (n=1) deiscéncia (TABELA 5).

Por meio do teste exato de Fisher para dados qualitativos nominais, verificou-
se diferenca estatistica entre o grupo BF e os demais grupos para a variavel
fenestracéo (p<0,05) e ndo houve diferenca estatistica para a variavel deiscéncia.

TABELA 5 - Analise macroscoépica das hemimandibulas esquerda apds dissecacéao e
desidratacéo.

AVALIAGCOES GRUPOS EXPERIMENTAIS
MACROSCOPICAS C BF RE BF+RE
FENESTRAGAO 0% 70%8B 0%* 40%"8
DEISCENCIA 0% A 20%* 0%" 10% A

Frequéncia da presenca/auséncia de fenestragdo e deiscéncia nas areas das exodontias dos 1°
molares inferiores nos grupos C, BF, RE e BF+RE. As letras ao lado dos resultados expressao
diferencga significativa entre os grupos teste exato de Fischer (P<0,05) A#B.

5.2 ANALISE RADIOGRAFICA QUALITATIVA

Em todos os grupos houveram fraturas de raizes, considerada uma das
maiores dificuldades da técnica. Com relacéo a variavel sequestros 6sseos, 0 grupo
BF apresentou em 70% (n=7) de suas radiografias com esta caracteristica, enquanto
o grupo BF+RE apresentou 50% (n=5) e apenas o grupo BF apresentou diferenca
significativa quando comparado com os grupos C e RE. Quando se analisou a
cicatrizagao gradual, os grupos C e RE apresentaram grande semelhanga, ja o grupo

BF+RE se assemelha com o grupo BF, porém, a diferenca estatistica encontra-se
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entre o grupo C, RE, BF+RE e o grupo e diferenciando-se estatisticamente do grupo
BF (TABELA 6).

TABELA 6 - Analise qualitativa das imagens radiografica digitais

GRUPOS EXPERIMENTAIS

AVALIACOES
MACROSCOPICAS C BF RE BF+RE
RAIZ RESIDUAL 30% A 40%* 40%* 20%A
SEQUESTROS OSSEOS 0%" 70%5 0%" 50%"8
CICATRIZACAO 70%" 30%8 70%" 50% AB
GRADUAL

Frequéncia da presenca/auséncia de sequestros Osseos e restos radiculares na
regido e avaliagao da cicatrizagao gradual dos alvéolos nas areas das exodontias dos
1%molares inferiores nos grupos C, BF, RE e BF+RE. As letras ao lado dos resultados
expressam diferenca significativa entre os grupos teste exato de Fischer (P<0,05)
A#B.

5.3 ANALISE DE DENSIDADE POR PIXEL

A médias obtidas da regido alveolar (area do alvéolo excluindo sequestros
0sseos e restos radiculares) apds exodontia, mostraram uma diferenga de densidade
entre o grupo controle e os demais grupos. Os grupos RE, BF e BF+RE apresentaram

um o0sso mais denso, ou seja, com maior radiopacidadade (FIGURA 19).
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FIGURA 19 - Representagao grafica das médias da area de reparo 6sseo alveolar expressas em escala
de cinza (pixel), excluindo raizes residuais e sequestros 6sseos. Os resultados estdo expressos como
média e erro padrdo da média (EP) dos valores da escala de cinza (n=10). A # B indica diferenca
estatistica entre os grupos (ANOVA, Tukey p<0,05.)

5.4 ANALISE HISTOLOGICA

Foram realizadas analises histolégicas a fim de observar a presenga ou
auséncia de necrose 0ssea através da porcentagem de lacunas vazias, sendo que
oito lacunas adjuntas foram consideradas areas de necrose. Outros pontos analisados
foram o aumento ou a redugado da celularidade (quantidade de ostedcitos) na regido
do reparo 6sseo pos exodontia, foi quantificado através do numero de ostedcitos por
mm?2. Outra analise que pressupde areas de necrose foram o aumento ou diminuigao

de vasos sanguineos na regiao e quantidade de osteoclastos na regido analisada.

Para avaliar a presenga de necrose com o auxilio do programa ImagedJ,
calculou-se a porcentagem (%) de lacunas vazias presentes no osso alveolar
excluindo a regido de sequestros 6sseos. Os grupos BF e BF+RE apresentaram maior
numero de lacunas vazias qualificando quadros de ONM. Foram encontradas

diferencgas significativas entre os grupos (FIGURA 20).
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FIGURA 20 - Avaliagao da % de lacunas vazias presentes no osso alveolar, excluindo sequestros
0sseos. Os resultados estao expressos como média e erro padrao da média (EP) A # B# C indicam
diferencgas estatisticas entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dunn's p<0,05.)

Com relacdo ao numero de ostedcitos presentes, o resultado obtido foi que
houve uma tendéncia ao aumento na quantidade de ostedcitos no Grupo RE, porém
sem diferenga estatistica com o grupo C. Quando comparados RE com os demais
grupos, apresenta-se diferenca (P<0,05) na quantidade de células presentes nas
regides de reparo (FIGURA 21) (FIGURA 22).
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FIGURA 21 - Razao entre o numero de ostedcitos e a area dssea total, excluindo sequestros dsseos.
(n= 10). Os resultados estdo expressos com média e erro padrdo da média (EP) A # B # C indicam
diferencgas estatisticas entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dunn's p<0,05.)
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Figura 22 Comparagéo histologica entre os grupos, observando lacunas vazias e quantidade de
ostedcitos.

Com relagdo a presenca de vasos sanguineos na area ossea neoformada,
realizou-se a contagem dos mesmos e dividiu-se pela area 6ssea. Houve um aumento
de vasos sanguineos no grupo RE quando comparado com os demais grupos (p<0,05)
(FIGURA 23) e uma reducgéao nos grupos BF e BF+RE (FIGURA 24).
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FIGURA 23 - Razao entre o numero de vasos sanguineos e a area 6ssea. Os resultados estédo
expressos com média e erro padrao da média (EP) dos vasos sanguineos por mm? (n=10). AZ#B #C
indicam diferencas estatisticas entre os grupos (ANOVA, Tukey p<0,05.)

FIGURA 24- Cortes histolégicos evidenciando por setas a presenga de vasos sanguineos.
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Por fim nas analises histolégicas realizou-se a contagem de osteoclastos
presentes nos cortes histologicos. O resultado apontou um aumento no numero de
osteoclastos nos grupos BF e BF+RE, porém sem diferenga estatistica entre eles e

sim com os demais grupos (FIGURA 25).
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FIGURA 25 - Média do numero de osteoclastos presentes nos cortes histolégicos. Os resultados estao
expressos com média e erro padrdo da média (EP). (n =10). A # B # C indicam diferencas estatisticas
entre os grupos (ANOVA, Tukey p<0,05.)
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6. DISCUSSAO

Em vista do aumento do envelhecimento da populagdo, o consumo de
medicagdes para combater o avango de doengas que prejudiquem o metabolismo
0sseo tem sido cada vez maior. Estas drogas devem possuir os menores efeitos
colaterais possiveis, pois estes influenciam diretamente na qualidade de vida do

individuo.

A osteonecrose, um dos possiveis efeitos colaterais do tratamento
medicamentoso de doengas 0sseas, ja foi associada ao uso de varias drogas anti-
reabsortivas como os BFs, denosumab, receptor ativador do fator nuclear- kB (RANK-
L) (QAISI et al., 2016; PETKOVA; STANIMIRQOV, 2017). Outros medicamentos com o
potencial anti-angiogénico como bevacizumab (VAN POZNAK, 2010), também foi
associado a quadros de necrose 6ssea. Porém nao ha estudos que associem o
Ranelato de estrdncio a essa infecgao, o que justifica a realizagdo desta pesquisa.

Para a realizagdo das avaliagbes do RE e dos quadros de necrose 0Ossea,
optou-se por ratos como modelo animal, visto que frequentemente tem sido utilizado
como modelo experimental em pesquisas cientificas e possibilitam uma avaliagao
completa do tecido ésseo (arquitetura, resisténcia e massa 6ssea) o que nao é
possivel com relagdo a seres humanos em estudos clinicos (MOSEKILDE, 1995).
Outros pontos levantados foram a facilidade de manutencgao, replicabilidade, obtengao
e baixo custo quando comparado a outros animais (MOSEKILDE, DANIELSEN e
KNUDSEN,1993). Além disso, o0 modelo animal escolhido possibilita aplicar em um

menor tempo doses necessarias para a indugdo da ONM (CORDOVA et al, 2016).

Quanto ao tempo de vida para o inicio do experimento, optou-se por animais
de 90 dias, visto que nesta idade observa-se o alto grau de remodelagcdo éssea
semelhante a dos humanos adultos, sendo indicado como modelo ideal de
osteoporose (KALU,1991). Frost e Jee, (1992) em seus estudos, demonstraram que
a ovariectomia acarreta perda de osso trabecular da tibia e vértebra devido a
deficiéncia estrogénica. O mecanismo que justifica esta perda na arquitetura 6ssea é
baseada no desequilibrio da remodelagdo 6ssea, com a reabsorcao excedendo a
formacédo Ossea, caracteristicas encontradas em quadros de osteoporose (FENG;
MCDONALD, 2011). Este modelo foi replicado por (KURTH et al., 2005; WANG,;
MCCAULEY, 2016).
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O periodo de aplicacdo do AZ e eutanasia foi baseado no estudo de YANIK et
al. (2016) que obteve 100% de ONM, porém optou-se por nao utilizar
imunossupressores, seguindo o protocolo de Keskinruzgar et al. (2016), pois estes

poderiam vir a comprometer a saude dos animais e levar a reducédo no “n” amostral.

A exodontia foi o trauma de eleigao para a inducao de ONM, com o objetivo de
um modelo de defeito 6sseo que tenha caracteristicas semelhantes ao reparo 6sseo
do complexo buco-maxilo-facial. Nesse sentido, os alvéolos dentais pés exodontias
tem sido um modelo de estudo bastante utilizado para avaliacdo de fatores que
possam acelerar ou retardar o processo de reparo 6sseo (TEOFILO; BRENTEGANI;
LAMANO-CARVALHO, 2004). Um dos problemas encontrados no transcorrer da
pesquisa foi com relacdo ao numero de raizes fraturadas durante o procedimento
cirurgico, dificuldade também descrita por (SILVA et al., 2015). Pode-se dizer entao
que apesar da presenca de raizes residuais, pode-se realizar todas as analises

propostas.

Com relagdo a analise macroscépica, o grupo BF apresentava sinais de
osteonecrose com a presenca de fenestracdes, como resultado de possiveis trajetos
fistulares, e deiscéncia, o que mostra que os métodos utilizados para a inducido de
necrose foram eficazes. Ja os grupos C e RE apresentaram um padrao de cicatrizagao

gradual, sem defeitos ésseos presentes.

Quando comparados qualitativamente, as radiografias do grupo BF e BF+RE
apresentaram quadros de sequestros 6sseos, também considerados indicios de
necrose do tecido 6sseo (JABBOUR et al., 2014). Ja os grupos C e RE apresentaram
um padréao de cicatrizagcdo gradual, sem a presenca de necrose, como Bain et al
(2009) através de seu experimento encontrou, sinais de prevencao na perda 6ssea e
na deterioracdo da microarquitetura dssea. Em relacido a reparagao ossea, Briel et
al (2011) demonstrou que o RE estimula a formagdo do calo 6sseo nos periodos
iniciais na reparacdo, enquanto nesta pesquisa o grupo RE apesar da tendéncia ao

aumento de ostedcitos, ndo obteve diferencga significativa com o grupo controle.

Ao se analisar a densidade por pixel excluindo os sequestros désseos, 0s grupos
RE, BF e BF+RE obtiveram semelhancga, e diferenga estatistica com grupo C. Os trés
grupos apresentavam um processo de reparo mais radiopaco, com maior densidade,

que no grupo RE mostrou-se benéfico, assim como Li et al (2011) demonstrou que o
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tratamento com RE otimiza a osteointegracdo de implantes, pois esse tratamento
proporcionou aumento da densidade éssea na regido do implante e aumento na area
de contato com implante. Ja nos grupos BF e BF+RE sua densidade nao foi
considerada benéfica (SILVA et al., 2015; JANG; KIM; CHA, 2015), pois quando

analisados histologicamente ambos apresentavam necrose 0ssea.

Quando comparado histologicamente, o grupo RE obteve um ligeiro aumento
na quantidade de ostedcitos presentes por milimetro quadrado, porém sem diferenca
estatistica com o grupo C. Bakker, Zandieh-Doulabi e Klein-Nulend (2013) afirmam
os beneficios do aumento do numero de ostedcitos para reduzir fraturas, ou seja, para
a manuteng¢ao de uma microarquitetura forte e saudavel. O autor ainda afirma que RE
alterou a comunicacao dos ostedcitos estimulados mecanicamente para osteoblastos
e osteoclastos e conclui afirmando que a forca do RE no tecido 6sseo pode ser
parcialmente explicada por uma modulagao bioldgica dos ostedcitos. O grupo BF+RE
nao apresentou diferenga com o grupo C, porém apresentou quadros de necrose
ossea. O grupo BF apresentou grande quantidade de lacunas vazias adjuntas, que
sdo consideradas caracteristicas de areas de necrose (HOWIE et al.,2015, YANIK et
al., 2016).

Ao se analisar vasos sanguineos, o grupo RE mostrou um significativo
aumento, principalmente de capilares de menor calibre, quando comparado aos
demais grupos, o que corrobora com Gu et al. (2014) que em seu estudo com
materiais enriquecidos com estréncio, mostrou uma melhora na expressao de VEGF,
afirmando assim que drogas com este mineral em sua composi¢cdo aumentam o
potencial antigénico. Este achado explica porque o Ranelato de estréncio € um
medicamento indicado para o tratamento de osteoporose, mas ndo para o tratamento
de metastases Osseas e cancer. O aumento de vasos sanguineos nao ocorreu no
grupo BF e BF+RE, Gao et al. (2017) em seu trabalho, afirmou que o AZ reduz a
angiogénese e osteogénese através da sinalizacago PDGF-BB-PDGFR-(,
mecanismos importantes para remodelacdo 6ssea, que pode contribuir diretamente

para a patogénese da ONM.

Houve semelhancga estatistica nos grupos BF+RE e BF, quando realizou-se a
contagem de osteoclastos. No grupo BF, os resultados encontrados nesta pesquisa

sdo opostos aos descritos por Kimachi et al. (2011), que observou o AZ causando
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uma inibicdo da osteoclastogénese. Porém Cordova et al. (2016) encontrou resultados
que vao de acordo com os apresentados e ainda explica que as células apesar de em
maior quantidade, apresentavam uma clara modificagédo na morfologia celular. Ja o
grupo RE, apresentou uma redugao na quantidade de osteoclastos. Esta redugao foi
observada por Bakker, Zandieh-doulabi e Klein-nulend (2013) que também descreveu
em seus achados uma supressao da formagao de osteoclastos na presenga de meio
condicionado de RE. Segundo estes estudos, ha um forte efeito inibitério dos
ostedcitos na osteoclastogénese, sugerindo que os ostedcitos tratados com RE

produzem fatores soluveis que inibem estes eventos.

Apesar das limitacbes deste estudo, pode-se obter um modelo animal de
inducdo de osteonecrose associada ao uso de Bifosfonatos, confiavel e reproduzivel.
Esta droga, solug&o para condi¢des patoldgicas cujo foco € a reabsor¢ao 6ssea, traz
como efeito colateral a osteonecrose, visto sua atuagao direta na homeostase do
tecido 6sseo. Novos estudos precisam ser realizados para a compreensao dos
mecanismos de acao do ranelato de estroncio visto que de acordo com os resultados
deste estudo ele ndo causa ONM. Entdo nos casos em que o paciente tenha preé-
disposigao a esta doenga, o RE pode ser uma opgéo de droga para o tratamento de

alguns disturbios 6sseos.



57

7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostram que o RE ndo causa quadro de
osteonecrose nos maxilares. Este medicamento apresenta uma tendéncia ao aumento
de ostedcitos, e um aumento de vasos sanguineos. Além disso reduz a quantidade de
osteoclastos. Com relagcdo ao uso de RE de forma profilatica, como uma maneira de
prevenir quadros de necrose 0ssea, este mostrou que apesar da redugao de alguns
pontos do quadro de ONM, ainda se apresenta ineficaz para o tratamento da doenca,
0 que pode-se pressupor que o AZ é um farmaco mais potente do que o RE, e suas

caracteristicas sobrepde-se ao farmaco teste.
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